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Kanser, Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerine gére milyonlarca insamin Sliimiine sebep olan
genetik bir hastaliktir. Giinlimiizde, gesitli tedavi yontemleri gelistirilmesine ragmen goriilme sikligi
artmaya devam etmektedir. Kanser tedavisinde uygulanan konvansiyonel yontemler metastatik olmayan
kiiglik tiimorlerde basar1 saglayabilmektedir. Ancak kemoterapdtik tedaviler ciddi yan etkilere neden
olabilmekte ve istenmeyen sonuglara yol agabilmektedir. Ayrica, kanser hiicrelerinin kemoterapiye direng
gelistirmesi sonucunda tedavi basarist diismekte ve bu da hastaligin niiksii ile sonuglanabilmektedir. Son
zamanlarda fotodinamik tedavi yontemi kanser tedavileri i¢in umut vaadetmektedir. Fotodinamik tedavi;
151k kaynagi, 1s18a duyarlastirict ajan ve oksijenin birlikteliginde ¢alisan bir yontemdir. Fotodinamik
kanser tedavisi, cerrahi islem gerektirmemesi, tekrarlanabilir olmasi ve tedavide kullanilan
fotoduyarlastirict maddelerin doz asimu tehlikesinin olmamast nedenleriyle bir¢ok avantaja sahiptir. Bu
bakimdan islevsel ve giivenilir bir yontem olarak goriilmektedir.

Tez c¢aligmamizda, BODIPY ¢ekirdegi kullanilarak yeni sentezlenmis fotoduyarlastirici
potansiyeli olan molekiiliin, melanoma SK-MEL-30, kolorektal karsinoma HT29 ve kontrol olarak
saglikli fibroblast 1929 hiicre hatlar1 iizerindeki antikanser etkilerinin aragtirtlmasi amaglandi. Bu
baglamda, BODIPY temelli fotoduyarlastirici molekiiliin, bu molekiiliin seliiloz asetat ile kapsiile edilmis
formunun ve bos selilloz asetat kapsiillerinin hiicreler {izerindeki in vitro etkileri incelendi. Deneysel
caligmamizda molekiillerin sitotoksik etkileri MTT yontemi ile, apoptotik etkileri Annexin V-FITC Kiti
kullanilarak akim sitometri yontemi ile ve ROS miktar tayinini DCFDA Kkiti ile analiz edildi. Muamele
edilen hiicrelerin koloni olusturma kabiliyetleri koloni formasyon deneyi ile belirlendi. BODIPY ile
muamele edilen kanser hiicrelerinin saglikli fibroblastlara kiyasla, 6zellikle SK-MEL-30 melanoma
hiicrelerinde, yaklasik 7-kat ytiksek toksik etkilere, %33 oraninda total apoptozis diizeyinde artisa, ayrica
ozellikle HT29 hiicrelerinde, yaklasik 2.6-kat hiicre i¢ci ROS artisina neden oldugu belirlendi. Muamele
edilen hiicrelerin koloni olusturma kabiliyetlerinin anlamli diizeyde azaldig: belirlendi. L929 hiicrelerine
gore, HT29 hiicrelerinin koloni olusturma kabiliyeti yaklagik 2.2-kat, SK-MEL-30 hiicrelerinin ise
yaklagik 5.3-kat azaldig1 belirlendi.

Tez ¢alismamizin sonucunda, BODIPY -aracili fotodinamik tedavi yonteminin ilaca direngli SK-
MEL-30 ve HT29 hiicre hatlarinda hiicre i¢i ROS miktarinin artisina bagli olarak sitotoksisiteye ve
apoptotik hiicre dliimiine neden oldugunu belirledik. Bu bulgular 15181da, seliilloz asetat ile enkapsiile
edilmis BODIPY molekiillerinin melanoma ve kolorektal karsinoma’ya karsi etkili bir ajan olarak
kullanilabilecegini ileri siirmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Anti-kanser etkiler, Fotodinamik tedavi, Kolorektal karsinoma, Melanoma,
Reaktif oksijen tiirevleri.
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According to the World Health Organization, cancer is a genetic disease leading cause of deaths
worldwide. Although various treatment modalities, the cancer incidence continues to increase.
Conventional cancer treatment options can be successful in small non-metastatic tumors. However,
chemotherapeutic treatments can cause serious side effects and lead to undesirable morbidities. In
addition, treatment success decreases as a result of chemoresistance, and this causes recurrence of the
cancer. Recently, photodynamic therapy shows promise for cancer treatment. Photodynamic therapy is a
method that works together with a light source, a photosensitizing agent and oxygen. Photodynamic
cancer treatment has many advantages, because it does not require surgical procedure, its recursiveness,
and does not have the danger of overdose of the used photosensitizers. In this respect, it could be
assumed as a functional and reliable therapeutic method.

In this thesis, it was aimed to investigate the anticancer effects of the newly synthesized
photosensitizer potential molecule using the BODIPY core on melanoma SK-MEL-30, colorectal
carcinoma HT29 and healthy fibroblast L929 cell lines as a control. In this context, the in vitro effects of
BODIPY-based photosensitizer molecule, its encapsulated form with cellulose acetate and empty
cellulose acetate capsules were investigated. In our experimental study, cytotoxic effects of molecules
were analyzed by MTT method, apoptotic effects were analyzed by flow cytometric analysis using
Annexin V-FITC kit, and ROS quantification was performed with DCFDA kit. Colony forming ability of
treated cells was determined by colony formation assay. The treated cancer cells with BODIPY caused
approximately 7-fold higher toxic effects, increased apoptotic effects by 33% on SK-MEL-30 cells, and
an approximately 2.6-fold increase in intracellular ROS amount, particularly in HT29 cells, compared to
healthy fibroblasts. It was determined that the colony forming ability of the treated cells was significantly
reduced. Compared to L929 cells, the colony formation ability was decreased approximately 2.2-fold in
HT29 cells, and approximately 5.3-fold in SK-MEL-30 cells .

As a result of this study, we determined that BODIPY-mediated photodynamic therapy causes
cytotoxicity and apoptotic cell death due to the increase in the amount of intracellular ROS in drug
resistant SK-MEL-30 and HT29 cell lines. In the light of these findings, we suggest that BODIPY
molecules encapsulated with cellulose acetate can be used as an effective agent against melanoma and
colorectal carcinoma.

Keywords: Anti-cancer effects, Colorectal carcinoma, Melanoma, Photodynamic therapy,
Photosensitizer, Reactive oxygen species.
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1. GIRIS

Giiniimiizde kanser, tedavisi kesin olarak miimkiin olmayan ve diinya genelinde
goriilme siklig1 her gegen giin artan bir hastaliktir. 2020 yil1 istatistiklerine gore, diinya
capinda kanser hastast sayist 18 milyon 94 bin kisi olarak agiklanmistir. Bu vakalar
arasinda %10.7 oran ve 1 milyon 931 bin vaka ile kolorektal kanser iiglincii sirada ve
deri melanomu %1.8 oran ve 324 bin 635 vaka ile 17. sirada yer almastir.

Fotodinamik terapi (FDT), kullanilan fotosensitizan maddenin 1s1k uyarimi ile
yiiksek miktarda ROS iiretimi meydana gelmesi ve bu reaktif oksijen tiirevlerinin hiicre
Olumiini tetiklemesi seklinde g¢alisan bir yontemdir. Kanser tedavisinde fotodinamik
terapi yaklasimlari ile yapilan ¢alismalar giin gectikge artarak kansere bir ¢oziim sunma
amactyla gerceklestirilmektedir. Fotodinamik terapi diger kanser tedavi yontemlerine
gore daha az yan etkiye sahip olmasi ve daha spesifik ¢alisma stratejisinden dolay1
avantaj saglamaktadir. BODIPY molekiilleri yiiksek tekil oksijen iiretimi ile
fotodinamik terapi i¢in yeni nesil fotosensitizan maddeler olarak arastirmalarda
kullanilmaktadir. BODIPY molekiillerinin istenilen doku penetrasyon derinligi i¢in
farkli dalga boylarina gore sentezlenerek FDT’de daha derin dokularda aktivasyonunun
saglanmas1 da yontem bir avantaj olusturmaktadir. Tez ¢alismasinda BODIPY molekiilii
seliiloz asetat nanokapsiiller icerisinde kapsiile edilmis sekilde kullanilacaktir. Seliiloz
asetat’in kapsiilasyonda tercih edilmesinin nedeni hiicre {izerinde toksik etki
olusturmamasi, stabiliteye sahip bir yapida olmasi ve biyolojik olarak ¢dziiniir olmasi
gibi Ozellikleridir. Bu tezde ileriye doniik stratejiler goz oniinde bulundurularak isiga
maruz birakilabilecek dokularda meydana gelen kanserlesmeler {izerinde fotodinamik
terapi kullanilmas1 amagli insan melanoma kanseri ve kolon kanseri hiicreleri tizerinde

calisilarak tedavinin etkinligi arastirilmak {izere yola ¢ikilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Kanser

Cevresel ve endojen faktorlerin etkisi ile hiicre DNA’sinda ve kromozomlarin
islevsel alt birimlerinde meydana gelen degisiklikler neticesinde hiicreler, kontrolsiiz
olarak boliinmeye baslar. Meydana gelen anormal hiicrelerin kontrol edilemeden
cogalip, bliylime ve yayilma 6zelligine sahip olmasi ile ortaya ¢ikan hastaliga kanser adi
verilir (Allustaoglu, 2014). Kanser, hiicrelerin degismis metabolizmas1 ve davranis sekli
ile karakterize bir hastaliktir (Clayson, 1966). Kanserlerin %10-15’inin, kalitimsal
oldugu, diger %85-90’Iik kismini ise yasam boyunca hiicrelerdeki DNA’nin,
mutajenlere maruz kalmasi, hiicre DNA’sindaki hafif progresif degisimler ve DNA
replikasyonundaki hatalar neticesinde sekillendigi varsayilmaktadir. Hiicre dongiisiiniin
kontrol noktalarinda meydana gelen anormallikler ve dongiiniin diizenlenmesindeki
eksiklikler kanser gelisimine yol agmaktadir. Saglikli bir hiicre dongiisiinde ii¢ ayr1
kontrol noktas1 bulunur ve bunlar sirasiyla G1, G2 ve M kontrol noktalaridir. Dongii
sirasinda bu noktalara gelindiginde hiicre boliinmeye devam edip etmeyecegine karar
verir. Eger kontrol esnasinda DNA da bir hasar varsa hiicre boliinmesinin durmasi i¢in
sinyal olusur, hiicre boliinmesi duraklar ve bununla birlikte hiicre mevcut sinyaller
sayesinde kontrollii olarak apoptotik siirece giderek 6limii gergeklesir. Hiicreler kiiltiir
ortaminda konfluent oldugunda ve birbirlerine temas ettiklerinde kontak inhibisyon
gerceklesir. Kontak inhibisyon, hiicrelerin bulunduklar1 ortamdaki yogunluklarindan
dolayr yeterli alana sahip olamamasi ve bunun sonucunda hiicrenin GO fazinda
beklemeye alinarak boliinmesinin durdurulmasi olayidir. Kanserlesmis hiicrelerde ise bu
durum farklilik gosterir ve kontak inhibisyonundan etkilenmezler. Kanser hiicreleri
hiicre dongiisiinde kontrol noktalarinda olusan hi¢bir durma sinyalinden etkilenmeden
proliferasyona devam ederler. Bu siirekli ¢gogalma, tiimor olarak adlandirilan bir hiicre
kitlesi olusumu ile sonuglanir. Tiimorler 1yi huylu ve koétii huylu olmak {izere ikiye
ayrilir. Kanserin ortaya ¢ikabilmesi i¢in yalnizca kontrolsiiz ¢ogalma yeterli degildir.
Hiicrenin invazyon (diger saglikli dokular istila etme) ve metastaz (dolasima gegerek
saglikli baska dokulara yayilma) gibi diger malign (kotii huylu) 6zellikleri de kazanmasi
gerekmektedir (Aliustaoglu, 2014). Kanser hiicrelerinin saglikli hiicrelerden farkli ve
kendilerine 6zgiin oldugu bilinen Ozellikleri vardir bunlar, proliferatif sinyalleri
indliklemek, biiylime sinyali inhibitorlerinden kag¢inmak, invazyon ve metastaz
yapabilmek, programli hiicre 6liim mekanizmalarina direng gostermek, anjiyogenezi

indiikklemek ve hiicre metabolizmasini degistirmektir (Hanahan, 2022).



2.1.1. Melanoma

Melanoma, epidermisde ii¢ ana hiicre ¢esidinden biri olan ve cildin rengini veren
melanosit hiicrelerinde meydana gelen genetik degisimler nedeniyle olusan agresif ve
hizli ilerleyen bir hastaliktir. Nadir goriilmesine ragmen yiliksek 6liim oranma sahip
olmast nedeni ile tehlikeli kabul edilen bir kanser tiridir (Ersoy Acer, 2019).
Melanositlerden meydana gelen malign (kotii huylu) tiimoérler melanoma olarak
adlandirilirken, benign (iyi huylu) tiimorler ise benler olarak isimlendirilmektedir.
Goriilme oranina bakildiginda tiim cilt kanserlerinin yalnizca %4’iinii olusturmasina
ragmen cilt kanserleri kaynakli 6liimlerin baglica nedeni olarak melanoma karsimiza
cikmaktadir (Parlak ve ark., 2014). Cilt kanserleri, 6zellikle beyaz tenli insanlarda en
stk goriilen kotli huylu hastaliktir. Bununla birlikte cilt kanserine yakalanma orani tiim
diinyada her gecen giin giderek artmaktadir. Melanoma diinya genelinde yilda ortalama
55.000 kisinin 6liimiine sebep olmaktadir ve istatistiksel olarak tiim kanser tiirlerinden
kaynaklanan Oliimlerin  9%0.7'sine karsilik gelmektedir. Ancak Oliim oranlarina
bakildiginda iilkelere ve yasanilan cografi bolgelere gore farkliliklar gostermektedir.
Agiklanan verilere gore 2008'den 2018'e kadar takip edilen 10 yillik siiregte, melanoma
hastalarmin yillik sayisi, artan ultraviyole 1sinlara maruz kalma miktarina bagl olarak

%53 oraninda arttig1 goriilmiistiir (DEMIR, 2021).

2.1.2. Kolorektal Kanser

Kolorektal kanser, kolon veya rektumdan kaynakli bir kanser tiiriidiir. Kolorektal
kanser, en sik goriilen iiglincii kanser tiiriidiir. Kolorektal kanser olusumu modelinde,
kanserlerin biiyiik ¢cogunlugu, anormal bir kesecik ile baslayip ve daha sonra erken bir
adenoma doniisen polip yapisindan kaynaklanmaktadir. Kolorektal kanserlerin ¢ogu
adenokarsinomlardir. Bahsedilen adenokarsinomlar, kolonun ve rektumun mukus iireten
hiicrelerinde olugsmaya baslamaktadir. Adenomlar zamanla ileri evre adenoma ve
sonunda bir karsinomaya doniigiirler. Bu siirecin meydana gelmesi, mutasyonlarin ve
epigenetik degisikliklerin birikmesiyle gergeklesmektedir (Kuipers ve ark., 2010). 2018
yilinda kaydedilmis verilere gore kolorektal karsinom’a bagli 6liimler yaklasik 1 milyon
civarindadir ve diinya capinda kansere bagl oOliimler arasinda ikinci sirada yer
almaktadir (Das ve ark., 2020).
2.2. Fotodinamik Terapi

Antikanser ilaclar kanser hiicreleri ile beraber dokudaki saglikli hiicrelerin de

Oliimiine neden olur (Maharjan & Bhattarai, 2022). Fotodinamik terapi, kanserin



minimal invaziv tedavisi igin alternatif bir yontem olarak ortaya ¢ikmistir. Bu
yontemde, 15181 absorbe eden temel fotosensitizan madde aktifleserek, mevcut temel
oksijeni reaktif oksijen tiirlerine doniistiirmesi sonucunda hiicrelerin apoptoz ve/veya
nekroz yoluyla oldiiriilmesini saglar. Ayrica, timor mikro damar yapisimi bozar ve
bagisiklig1 uyaracak etkileri baglatir (M. Liu & Li, 2020).

Isigin tipta (fototerapi) kullaniminin tarihgesi cilt hastaliklarinin tedavisi igin
eski Misir, Hindistan ve Cin'e kadar dayandigi bilinmektedir. Ancak 19. yiizyilda Niels
Ryberg Finsen, 15181 cigek hastaligi ve deri tiiberkiilozu (lupus vulgaris) tedavisinde
kullanmis ve bu yaklasim kendisine 1903 Nobel Fizyoloji Odiilii'nii kazandirmistir
(Imberti ve ark., 2020). Fotodinamik terapi (FDT) kavraminin ortaya ¢ikist ise 1900
yilina kadar uzanmaktadir. Miinih'te tip fakiiltesi 6grencisi olan Oscar Raab, belirli
boyalarla muamele edilmis paramesyum gibi mikroorganizmalarin 1s18a maruz
kaldiginda oldiirtilebilecegini ve 151k olmadigi taktirde ise bu boyalarin organizma
tizerinde etkisinin olmadigini tesadiifen kesfetmistir. Daha sonra bu 151k aracili 6ldiirme
etkisinin meydana gelip gerceklesebilmesi igin ortamda bulunan mevcut oksijenin de
gerekli oldugu kesfedildiginde, 'fotodinamik etki' terimi ortaya atilmistir. Bu kesiflerden
bir silire sonra, yiizeysel deri tiimorleri boyalar ile boyanarak sonra onlari 1s18a maruz
birakarak bu olguyu bir kanser tedavisi olarak kullanmak i¢in ilk denemeler yapilmistir
(Abrahamse & Hamblin, 2017).

Fotodinamik terapi (FDT), malign hiicrelerde ve dokularda 1siga duyarli hale
getiren ajanlarin  (genellikle yaygin olarak porfirinler veya analoglarl) segici
lokalizasyonuna dayanan bir kanser terapi yaklasimidir. Fotosensitizan olarak
adlandirilan ajanlar ile 1518a duyarl hale getirilen hiicrelerin, 1518a duyarli hale getiren
ajanin sogurma bandina karsilik gelen bir dalga boyunda 1s18a maruz birakildiginda, iki
farkl1 olay aciga c¢ikar; enerji transfer siireci ve floresan isima. Enerji transferi,
hiicrelerde veya dokularda ¢oziinmiis oksijeni (302), tekli oksijen (*O2) olarak
adlandirilan oldukea kararsiz reaktif bir ara maddeye doniistiiriir. 1O, olustuktan sonra
biyolojik sistemlerle, genellikle yakin c¢evrede bulunan lipitler ve proteinlerle
reaksiyona girer. Yeterli ilag ve 151k saglanirsa, tekli oksijenden kaynaklanan oksidatif
stres, timoriin ortadan kaldirilmasi i¢in segici bir reaksiyon ile sonuglanir. Diger yandan
reaksiyon sonucunda diger reaktif oksijen tiirleri (ROS) de olusabilir, ancak g¢ogu

durumda fotodinamik terapide ani etkinin 1O, tarafindan saglandig: diisiiniilmektedir.



FDT, bircok kanser ¢esidinin tedavisinde siklikla kullanilabilen ve faydali olan bir
aractir, ancak bu tedavi seklinin, mevcut tliimoriin 6zelliklerine gére ve her hastanin

tedavi ihtiyacina gore optimize edilmesi gerekmektedir (Mishchenko ve ark., 2022).

2.3. Fotodinamik Terapi Mekanizmasi
FDT, ii¢ ana unsurun birlesik etkisine dayanan 6zel bir 151k terapisi tiiriidiir; bir
fotosensitizan (1s1ga duyarlilastirict), bir 1s1k kaynagi ve molekiiler oksijenin birlikte

calismasi ile gerceklesir. (Niculescu & Grumezescu, 2021).

OKSIJEN ,
|

- >
o~
e

\

/ \ // /
N\ [ FOT\ D/
o NLPT\D

e et
»

’ !
\ |
FOTCSENSITIZER) 1K

Sekil 1. Fotodinamik terapiyi olusturan ii¢ temel unsurun sematik gdsterimi.

2.3.1. Oksijen

FDT’de oksijen biiylik onem tasimaktadir ¢iinkii uygulanilacak bdlgedeki
oksijen miktar1 yontemin etkinligini degistirebilir. Bu durum o&zellikle derin solid
timorlerde sorun ¢ikarabilmektedir ancak daha ylizeye yakin ya da kiiciik tlimorlerde
oksijen miktar1 yeterlidir. ROS ve tekil oksijen yiiksek reaktiviteye ve kisa yar1 émre
sahiptir. Bu nedenle, FDT yalnizca bu tiirlerin tiretildigi bolgeye yakin, genellikle 20
nanometre yarigap i¢inde olan biyolojik substratlar1 dogrudan etkiler. Bu nedenle,
lokalize duyarlilasmay1 destekler (Calixto ve ark., 2016). FDT’de sahip olunan en
bliylik avantajin kaynagi temelde oksijendir bunun sebebi kanser hiicrelerinin higbir
zaman reaktif oksijen tiirevlerine karsi direng gosteremeyecek olmasidir (Kubrak ve
ark., 2022)

Aktif oksijen, viicuttaki diger maddeleri ¢cok giiclii okside etme etkisine sahip
olan oksijendir. Genel olarak, siiperoksit radikali, hidroksil radikali, radikalik olmayan
hidrojen peroksit ve tekli oksijenlerden ibaret dort cesidi bulunur. Tekli oksijen (*Oy),

molekiiler O2’nin uyarilmis en diisiik elektronik halidir. Aktif oksijenden (302) farkli



olarak 0o, cesitli biyolojik siireclerde ve biyomedikal teknolojilerde dogal olarak yer
alan giiclii ve reaktif bir ajandir (Kessel, 2019),(Liang ve ark., 2020).

2.3.2.1s1k

Fotodinamik terapi, bir hastaya uygulandiginda, tercihen normal doku yerine
hastalikli dokular tarafindan secgici olarak tutulabilen 1s18a duyarlastirict ilaglar
kullanan minimal invaziv bir prosediirdiir. Bu ilaglar, hastalikli hiicrelerin ve yeni
damar sisteminin segici fotokimyasal yikimini saglamak igin yogun, goriniir isikla
aktive edilebilir (Mang 2004). Fotodinamik terapide 15181 doku iizerindeki etkisi 15181n
dalga boyu ile kontrol edilir. Dalga boyuna gore niifuz ettigi derinlik ve alan degisir.
FDT 1sik kaynaklar1 lazerler, LED’ler ve filtrelenmis lambalar olarak ii¢ ana sinifa

ayrilmaktadir.
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Sekil 2. Is1gin dalga boylarina gére doku penetrasyon derinligi (Ruggiero ve ark., 2016).

Fotodinamik terapi i¢in gliniimiizde kullanim1 onaylanmis bir¢ok 151k kaynag:
vardir. Bu 151k kaynaklar1 goriiniir ve kizilotesi 151k dalga boylarina sahip LED
lambalar, argon lazerler, floresan lambalar, yar1 iletken diyot lazerler, metale veya
boyaya bagli olarak farkli dalga boylarina gore ayarlanabilen cesitli lazerler olmak
tizere secilen tedavinin  kosullarna ve gerekli dalga boylarina  gore

siiflandirilabilmektedirler (Brancaleon & Moseley, 2002).

2.3.3. Fotosensitizan ajanlar
Isiga duyarli fotosensitizan (FS) ajanlar, terimi belirli bir dalga boyundaki 1s1k

ile aktive olarak enerji transferi yapan madde tiirlerini ifade etmek i¢in kullanilir.



Geleneksel olarak bazi organik boyalar ve ksanten tiirevi boyalar (Rose Bengal ve
eozin) gibi aromatik hidrokarbonlar ve ayrica metilen mavisi fotosensitif ajan olarak
gecmiste kullanilmistir. ROS {iretimi, boyamin farkli uyarilmis halleri arasindaki
elektronik gecislerle ve ardindan bir oksijen tiiriine elektron veya enerji aktarimiyla
saglanir (Escudero ve ark., 2021). Klinik kullanima uygun oldugu teorik olarak
kanitlanmis olmasina ragmen kullanimlar1 smirlidir. FDT ajanlarinin en biiyiik
dezavantajlarindan biri oksijene bagimli yapilar olmalaridir. Bu durum, hipoksik kati
timorlerde etkinliklerini  smurlar  (Wei ve ark.,, 2021). Birinci nesil 1s18a
duyarlilastiricilar, hematoporfirin tiirevi (HpD) ve fotofrin II (saflastirilmis bir HpD
formu), FDT'nin erken klinik denemelerinde kullanilmistir. HpD'min beyin, girtlak,
akciger, deri, mide ve 6zofagus karsinomlarinda belirli bir dereceye kadar etkili oldugu
bu denemelerde gosterilmistir (Kou ve ark., 2017). Ikinci nesil 1s18a duyarlastiricilar
elektromanyetik spektrumun goriinlir-yakin - kizildtesi (NIR) bolgesinde yiiksek
absorpsiyon, yiiksek tekli oksijen kuantum verimi ve ayrica HpD gibi bilesiklerin
karisimlar1 olmadiklari i¢in doz-tepki iliskisinin daha 6ngoriilebilir bir yorumu olan saf
ve tek bilesiklerdir (Mfouo-Tynga ve ark., 2021). Birinci ve ikinci nesil 1s18a
duyarlilastiricilarin kullanildigi deneysel ¢alismalar sonucunda gelistirilmis fotodinamik
uygulamalar elde edebilmek ve daha iyi terapotik sonuglar elde etmek icin daha
gelismis 15182 duyarhilastiricilarin gelistirilmesi gerektigi disiintilmistiir. Hedefleme
pargalariyla biyokonjugasyon ve kapsiilleme, 1s18a duyarlilastiricilarin 6nciillerinden
daha etkili ajanlar gelistirilmesi i¢in yeni stratejiler olarak goriilmektedir (Mfouo-Tynga
ve ark., 2021). Hedef bolgelerde biriken 1s1ga duyarlilastiricilar, 151k aktivasyonu
tizerinden ROS olusumunu indiikler. Genel olarak, bir 1s18a duyarlastirict molekiil
toksik olmayan bir boyadir ve belirli bir dalga boyundaki isikla ideal olarak
uyarilmadikca asla hiicrelerde herhangi bir hasara yol acamaz. Belirli ve 6zgiin dalga
boyundaki 1518a maruz kaldiginda, fotosensitif molekiil 15181n fotonlarin1 emer, boylece
temel durumundan aktif uyarilmis tekli durumuna aktive olur. Bununla birlikte, stirekli
15182 maruz kaldiginda, uyarilmis tekli durumdaki FS, uyarilmis ti¢li durumuna
gecerken bir sistemlerarasi gegis yapar. Bu noktada, FS ya serbest radikaller veren
indirgeme reaksiyonlarinda biyomolekiillerle birlesecek ya da ROS iiretmek icin
oksijenle reaksiyona giren diger radikal tiirler olacaktir. Diger yandan, hiicreler oldukca
toksik olan Tip II tekli oksijeni iiretmek igin temel halindeki molekiiler oksijenle
dogrudan reaksiyona girebilir (Mokoena ve ark., 2019), (Sibata ve ark., 2000).

Fotosensitizan maddelerin, kanser tiimor yapisindan ve kanser hiicrelerinin 1s18a



duyarlagtirict ilaglar ile olan kimyasal etkilesiminden dolayr timoér dokusuna affinite
gostermesiyle yiiksek birikim yaparken 6te yandan saglikli hiicre ve dokularda birikimi
daha distik miktarlardadir. Bu durum 1s18a maruziyet ile birlikte tiimor hiicrelerinin

oldiriilmesinde yiiksek segicilik olusturur (Wang ve ark., 2023), (Dysart ve ark., 2005)
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Sekil 3. Fotosensitizan ajanin aktivasyonundan sonra meydana gelebilecek ve hiicre 6liimiine gotiirecek
olan reaksiyon tipleri.

2.3.4. BODIPY

Bir fotosensitizan olan boron dipirometen (BODIPY)‘in, uygun sénme
katsayilarina ve 1siktan karanliga artis gosteren toksisite oranina sahip oldugu
bulunmustur. Bu nedenle, FDT'de potansiyel bir 1518a duyarlilastirici ajan ve molekiiler
goriintiilemede kullanilabilecek bir floresan prob olarak kullanilmas: i¢in genis capta
arastirilmaya baslanmistir (Kue et al., 2018).
BODIPY c¢ekirdegi, sayisiz uygulamada kullanigli olmasi nedeniyle ¢ok yonlii ve
saglam  bir florofor olarak bilinmektedir.  Biyolojik  sistemleri  anlamak
igin proteinlerin , niikleotitlerin , yag asitlerinin ve diger biyolojik birimlerin floresan
konjugatlar1 yoluyla biyolojik etiketlenmesi igin BODIPY ¢ekirdegi kullanilir. Bu
durumda yap1 fotokararli hale gelir. BODIPY, yaklagik 500 nm dalga boylarindan
absorpsiyon ve emisyon yapar ancak yapisal modifikasyonlarla aktivasyon NIR dalga
boylarina ayarlanabilir, bu nedenle esnek sentezlenebilme o&zelligi s6z konusudur.
Elektrokimyasal Ozellikleri gibi ¢esitli fotofiziksel oOzellikleri istenildigi gibi
ayarlanabilir. Bu fizikokimyasal &zellikler, BODIPY’nin bir FS'ye doniismesini
saglamistir. Simdiye kadar gelistirilen cogu BODIPY temelli FS yaklasik 500 nm

uyarilabilme o6zelligindedir. Dalga boyundaki bu smnirlama kullanim agisindan
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dezavantaj olusturmaktadir. Giiniimiizde, bu dezavantajin iistesinden gelebilmek igin,
terapotik uygulamanin 650-800nm araliginda gerceklestirilebilmesini saglayan yeni
BODIPY molekiilleri gelistirilmektedir (Awuah & You, 2012).

Son zamanlarda, 4,4-difluoro-4-bora-3a, 4a-diaza-s-indacene c¢ekirdegi yapisindaki
BODIPY molekiillerinin FDT icin fotoduyarlastirict ajan olarak kullanilmasi
onerilmektedir. Genel olarak bu tiir bilesikler yiiksek sogurma katsayilari, 1s18in
yoklugunda diisiik toksisite 6zellikleri ve yiiksek emisyon verimliligine sahiptir. 2 ve 6
pozisyonlarindan agir atomlar ile siibstitiiye olduklarinda singlet oksijen {iretme
ozelligine sahiptirler. Ornegin, BODIPY nin ¢ekirdek yapisinda iki iyot atomunun
kullanilmast durumunda ROS kuantum verimi 50 kata kadar artar. Genel olarak
BODIPY tabanl 1518a duyarlastiricilar hidrofobik olmakla birlikte, uygun kimyasal
degisikliklerden sonra hidrofilik tiirevleri elde edilebilmektedir (Escudero ve ark.,
2021).

2.3.4.1. Seliiloz Asetat kapsiillenmis BODIPY

FDT'yi daha 1yi ve etkin hale getirebilmek i¢in yeni stratejiler aranirken, FS'lerin
nanoteknoloji ile entegre edilmesi, terapinin etkinligini artirmak i¢in oldukca umut
verici bir ¢oziim olarak kullanilmaya baslanmistir. Son zamanlarda nanomalzemeler,
spesifik hedefleme, yiiksek miktarlarda ilag yiikleme, c¢ok islevli entegrasyon,
hidrofobik FS'lerin ¢oziintirliigliniin gelistirilmesi, Fotosensitizan’in dagitim hizinin
sabit olarak korunmasi ve saglikli hiicreler iizerindeki toksisitesinin azaltilmis olmasi
acisindan etkili sonuglar elde edildigi i¢in FDT'de O©nemli bir rol almaya
baslamigtir (Yan ve ark., 2020)(Niculescu & Grumezescu, 2021).

Seliiloz asetat, nispeten iyi mekanik ozelliklere sahip, toksik ve tahris edici
olmayan bir malzemedir (Spasova ve ark., 2021). Ayrica, diisiik maliyetli, iyi fiziko-
mekanik ve bariyer oOzelliklerine sahip, biyolojik olarak bozunabilen, geri
doniistiiriilebilir bir polimerdir (Kargarzadeh et al., 2018). ilac salimi i¢in tastyic1 olarak
kullaniminda mikro ve nanoliflerinin kullanim1 daha etkilidir. Ciinkd, ila¢ lokal olarak
hedef organ veya dokuya salinir ve sonug olarak daha az miktarda ilaca ihtiya¢ duyulur.

Bunun sonucunda daha az yan etki goriilmektedir (Tsiapla ve ark., 2018).

2.3.5. Reaktif oksijen tiirevleri (ROS)
Reaktif oksijen tiirleri (ROS), siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil

radikallerini tanimlar. ROS, protein, lipid ve DNA gibi yapilara zarar verebilmekle
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birlikte, son yillarda yapilan arastirmalarda 6nemli hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyal
molekiilleri olarak rolleri tanimlanmistir. Mitokondri, hiicre i¢indeki ROS'un ana
kaynagidir ve proliferatif, apoptotik ve metabolik yollarin diizenlenmesinde énemli bir
rol oynadigi bilinmektedir (Diebold & Chandel, 2016). FDT'de, temelde toksisite
olusturmayan bir 1518a duyarhilastirict madde, 1sikla eksitasyonu neticesinde bir dizi
fotokimyasal reaksiyonun sonucunda aktive olmaktadir (Hwang ve ark., 2018).

ROS'un kanser hiicreleri iizerindeki etkileri, biiyiik 6lgiide hiicredeki mevcut
ROS miktarlarina, ROS’un tiirline ve iiretildigi yerin kaynagina bagli olarak biiyiik
olgiide degisebilir. Ornegin, diisiik ve tolere edilebilir miktarlarda hidrojen peroksit
(H20) ve siiperoksit (O2) gesitli kanser tiirlerinde proliferasyonu artirarak timor
bliylimesinin tesvik edilmesiyle iligkilendirilirken, ayni tiplerdeki ROS'un yiiksek
konsantrasyonlar1 kanser hiicresinin kontrollii ya da kontrolsiiz 6liimiinii indiikleyebilir.
Bununla birlikte ROS'un neden oldugu tiimdr hiicresi 6liimiinde yer alan hiicre 6lim
mekanizmast  tipinin  hiicre i¢ci ROS  konsantrasyonuna  bagli  oldugu
diistiniilmektedir. Diisiik ~ diizeyde, ancak tolere edilemeyen ROS seviyelerinin
maruziyeti durumunda apoptoza giden tiimor hiicreleri, yiiksek ROS seviyelerine maruz
kaldiklarinda nekroza girerler. Nekrotik durumda, hiicre i¢ci ROS'un yiiksek
konsantrasyonlarinin, ROS'a en duyarli organel olan mitokondrinin disfonksiyonunu
hizlandirdig1 ortaya konulmustur. Bu olay, hiicrede sirayla, enerji arzi eksikligi ile
beraber ATP’nin tiikkenmesine yol agar ve sonunda nekroza neden olmaktadir (Yee &

Li, 2021).

2.4. Kanser Tedavisinde Fotodinamik Terapi

Temelde FDT tarafindan tetiklenen hiicre 6liim seklilleri apoptoz, otofaji ve
nekroz olarak bilinerek ii¢ kategoriye ayrilmis olsa da giincel ¢alismalarda kesfedilen
baska diizenlenmis hiicre 6liimii sekillerinin, FDT'ye maruz kalan kanser hiicrelerinin,
paraptoz, piroptoz, nekroptoz ve ferroptoz gibi yeni tanmimlanmis hiicre Oliim
yollarindan 6liime gidebilecegi de gosterilmistir (Mishchenko ve ark., 2022). Yine de
genellikle FDT’de hiicrenin oliimii apoptotik, nekrotik ya da ikisinin es zamanl
meydana gelmesi ile gerceklesir. Isiga  duyarlilastiricinin hiicre  igindeki
lokalizasyonunun, FDT sonuclar1 iizerinde kilit bir faktér oldugu goriilmiistiir.
Mitokondriyal lokalize fotosensitizan maddeler ¢ok hizli bir sekilde apoptozu
indiikleyebilmektedir. Bununla birlikte lizozomal lokalize fotosensitizanlar ise nekrotik

veya apoptotik bir yanit ortaya cikarabilmektedir. Plazma membranina yerlesen ¢esitli
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1518a  duyarhilagtiricilarin, apoptoz ve nekroz icin bir hedef baglatabildikleri
bilinmektedir (Kessel, 2019),(Moor, 2000).

FDT'ye maruz kalan kanser hiicrelerinin gidecegi 6liim yolagi biiyiik 6l¢iide tlimoriin
kokenine, FS'min fotokimyasal ve fotofiziksel Ozelliklerine, dokudaki dagilimina,
maddenin kanser hiicreleri tarafindan alimina, hiicreye alindiktan sonra hiicre igi
lokalizasyonuna ve 1sinlama miktarina baglidir (Mishchenko ve ark., 2022). ROS tiirleri
tiimoriin vaskiiler hasarima neden olmaktadir. Timor hiicrelerinin - dogrudan
oldiirilmesinin  yan1 sira  endotel hiicrelerinde, damar zarinda, vazoaktif
molekiillerde, damar gecirgenliginde ve damar daralmasinda geri doniisii olmayan
hasarlara neden olur. Bu hasarlar, timdr mikrovaskiilatiiriiniin progresif bozulmasiyla
azalan oksijen ve besin seviyeleri nedeniyle daha fazla tiimdr yikimina yol
acabilmektedir (Hwang ve ark., 2018).

ROS araciligr ile hiicrenin programli 6liimii, kanser hiicrelerinin terapisinde meydana
gelen olagan bir durumdur. Programli 6liim, bir enzim ailesi olan ve kaspazlar olarak
adlandirilan, igsel ya da digsal yollar ile aktif hale gelen bir dizi proteaz tarafindan
gerceklestirilir.  Kaspazlarin aktivasyonu, apoptozun en belirgin  ve One ¢ikan
ozelliklerindendir. Kaspaz-bagimli apoptozis sonucunda DNA’nin kirilarak fragmante
olmast ve hiicrenin 6liimii gerceklesir. Yiiksek diizeylerdeki ROS, i¢ ve dis apoptotik
yollardaki kaspaz miktarin1 ve islevini dogrudan etkileyebilir. Hiicrenin maruz kaldigi
toksik ROS diizeylerinin, mitokondride intrinsik (i¢sel) apoptotik sinyallesme veya
Olim reseptor yollar tarafindan ekstirinsik (digsal) apoptotik sinyallesme ile baslatilan
hiicre oliimiine neden oldugu bilinmektedir. Hiicre i¢in toksik miktarda olan ROS
seviyeleri, mitokondri membranina zarar verir bununla birlikte sitokrom c sitoplazmaya
sizar. Sitokrom C, Apaf-1 ve pro-kaspaz 9’dan olusan apoptozom kompleksinin
olugmasini saglar ve kaspaz-3/7'nin kesilerek aktive olmalarmi indiikleyerek apoptoz

tetiklenir (Moloney & Cotter, 2018), (Fulda & Debatin, 2006).

2.4.1. Apoptoz

Apoptoz, bir hiicrenin biiylimesini ve boliinmesini durdurdugu ve bunun yerine,
hiicre iceriginin ortama dagilmadan, kesecikler igerisine hapsedildigi hiicrenin kontrollii
oliimiiyle sonuglanan bir hiicre 6liim siirecidir (Arcy, 2019).

Apoptozun baglamasi, kaspazlar olarak bilinen bir dizi Sistein-aspartik proteazin
aktivasyonuna baglidir. Baslatici kaspazlar ve oldiirlicii kaspazlar olmak iizere iki

kaspaz kategorisi vardir. Hiicre hasar1 tespit edildiginde, baslatic1 kaspazlar (kaspaz 8 ve


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/blood-vessel-injury
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/blood-vessel-permeability
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/vasoconstriction
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/vasoconstriction
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/microvessel
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9) aktif olmayan prokaspazlar tarafindan aktive edilir ve efektor kaspazlari (kaspaz 3, 6
ve 7) aktive etmeye devam eder. Oldiiriicii kaspazlarinin aktivasyonu, endoniikleazlarin
aktivasyonundan DNA pargalanmasina, proteinlerin ve hiicre iskeletinin yikimina,
proteinlerin ¢apraz baglanmasina, fagositik hiicreler i¢in ligandlarin ekspresyonuna ve
apoptotik cisimlerin olusumuna neden olan bir dizi olay1 baglatir. Genel olarak, apoptoz,
hem goriintii olarak mikroskop altinda hem de Annexin V-FITC boyama ile akis
sitometrisi ve DNA fragmentasyon deneyleri gibi molekiiler biyolojik yontemler ile
kanitlanabilir. Apoptozda, o©len hiicrenin igerigini hapseden apoptotik kesecikler
cevredeki hiicreler tarafindan fagosite edilebilir, ancak bu fagosite edilme olay:
genellikle in vitro ortamda hiicre kiiltlirlinde gozlenir, makrofajlar, in vivo ortamda
genellikle apoptotik hiicreleri parcalanmadan 6nce uzaklastirir. Bu, ¢evredeki hiicrelere
sinyal iletilmesi ile olusacak ikincil hasar riskini ortadan kaldirir. (Arcy, 2019).

Fotodinamik terapi ile meydana gelen O&liim, pro-apoptotik proteinlerin
indiiklenmesi ile gerceklestirilebilir. Bcl-2/Bax orani  hiicrenin  6lime gidip
gitmeyecegini belirler yani proapoptotik Bax protein miktar1 artisa gectiginde ve anti
apoptotik Bcl-2 protein miktar1 azaldiginda apoptozda goérev alan kaspazlarin
aktivasyonu gerceklesir (Gunaydin ve ark., 2021).

Kanser tedavisinde kullanilan ve denenen yontemlerin fotodinamik terapi de
dahil olmak iizere biliylik cogunlugu apoptotik yolaklar1 indiiklemek {izerine
gelistirilmektedir. Fotodinamik terapi kullanilan fotosensitizan molekiile ve kanser
tiriine gore mitotondri aracili igsel ya da reseptor aracili digsal yollar gibi farkh
apoptotoik yolaklar1 aktive edebilmektedir. (Buytaert2007, Ortel 2009). Fotodinamik
terapi ¢ogunlukla apoptozu mitokondriyel yolak iizerinden gergeklestirir ve Oncelikli
olarak kaspaz iceren yollar tetikledigi ortaya koyulmustur. Bu sebeple mitokondriye
lokalize olan fotosensitizan maddeler terapi i¢in daha etkilidir. (Yoo ve ha 2012,
Oleinick 2002 ).
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Sekil 4. Apoptotik yolagin fotodinamik terapi ile aktivasyonu (Mokoena ve ark., 2021).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Seliiloz Asetat ile Kapsiilasyon

Tez projesi kapsaminda kullandigimiz Seliilloz asetat (SA) kapsiil, enkapsiile
BODIPY ve BODIPY molekiilleri Antalya Bilim Universitesi, Elektrik-Elektronik
Miihendisligi dgretim iiyesi Dr. Ogr. Uyesi Seda DEMIREL TOPEL tarafindan temin
edildi. Buchwald-Hartwig palladyum katalizorlii kenetlenme tepkimesi ile elde edilen
BODIPY fotosensitizanin kimyasal formiilii Sekil 5’deki gibidir (Ferreira ve ark.,
2003). BODIPY PS’nin yapisal analizinde Bruker DPX-400 marka Niikleer Manyetik
Rezonans (NMR) cihazi kullanilmistir. Bilesigin yapist *H-NMR spektroskopi teknigi
ile dotoro-kloroform (CDCIs) igerisinde TMS (trimetoksisilan) ile beraber

kaydedilmistir. Kimyasal kayma degerleri ppm cinsinden verilmistir.

Sekil 5. SA kapsiilasyonunda kullanilan BODIPY PS’nin kimyasal yapisi.

SA kapsiilasyonu igin, seliiloz asetat (1 g) ve BODIPY PS (150 mg) DCM (60
mL) ve aseton (20 mL) karigimi igerisine eklenmistir. Elde edilen karisim damla damla
300 mL’lik %1 (m/m) sulu SDS ¢ozeltisinin iizerine ilave edildi ve oda sicakliginda 1
saat 10.000 rpm'de karistirildi. Siire sonunda soliisyon bagka bir SDS soliisyonuna (%1,
300 mL) 1500 rpm'de ilave edildi ve 40 °C'de 4 saat 1sitildi. Nihai karigimin ortam
sicakligina sogutulmasindan sonra ¢okeltiler, 12.000 rpm'de ultrasantrifiij yoluyla
toplandi. Deiyonize su (50 mL) ile {i¢ kez yikanan hazirlanan BODIPY igerikli CA
kapsiilleri, 40 °C'de vakum altinda kurutuldu. BODPIY yiiklii CA kapsiiller kullanilarak
cokeltme teknigiyle yapildi. Ayn1 metot, BODIPY PS igermeden tekrarlanarak ici bos
SA kapsiilleri elde edildi. (Topel ve ark., 2021),(Demirel Topel, 2023).
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3.2. UV-Vis spektroskopik analizi

SA kapsiil, enkapsiile BODIPY ve BODIPY molekiillerinin dl¢iilmek iizere her
birinden 96well... 100’er uL. 100 ppm konsantrasyon olacak sekilde ... absorbsiyon
spektrumlart hazirlanmistir. Daha sonra bu Ornekler esit hacimlerde kuyulara
yiikklenmistir. MultiskanGO (Thermo) cihazi kullanilarak 300nm ve 800nm dalga

boylar1 araliginda dl¢timleri gergeklestirilmisir.

3.3. Hiicre Kiiltiirii

Saglikl1 fare fibroblast hiicreleri (L929) ve insan kolorektal karsinomu (HT29)
hiicre hatlar1 T-25 (ThermoFischer) hiicre kiiltiir flasklarinda 10% (v/v) FBS (Biowest)
iceren DMEM (SIGMA) igerisinde 37°C sicaklikta %5 CO2’li ortam kosullarinda
kiiltiire edildi. Insan melanoma (SK-MEL-30) hiicre hatlar1 T-25 (ThermoFischer) hiicre
kiiltir flasklarinda 10% (v/v) FBS (Biowest) igeren RPMI-1640 igerisinde 37 °C de,
%5 CO; ortam kosullarinda steril hiicre kiiltiir inkiibatoriinde (ESCO) kiiltiire edildi.

3.4. Hiicre Canlilik Testi

Seliiloz asetat kapsiillenmis BODIPY molekiillerinin, L1929 saglikli fare
fibroblast hiicreleri, HT29 insan kolorektal karsinomu ve SK-MEL-30 melanoma
hiicreleri iizerindeki hiicre canliligina etkisi MTT sitotoksisite testi ile ol¢tildii.

Hiicreler Tripsin - EDTA ile tripsinize edildikten sonra tripan mavisi ile
boyanarak thoma lami iizerinde sayildi. Daha sonra bir 1s1kl1 ve 1s1ksiz olmak {izere 2
tane farkli 96 kuyulu plakalara 5x10* hiicre/kuyu olacak sekilde ekim yapildi. Ekim
sonrasinda hiicreler 37 °C sicaklikta %5 CO2’li nemli kiiltiir kosullarinda gece boyu
inkiibasyona birakildi. Adeziv olan hiicreler tutunduktan sonra 10.000ppm
(2mg/200pL) hazirlanmis stok SA  kapsiil, Enkasiile BODIPY ve BODIPY
soliisyonlarindan her iki 96 kuyulu plakaya duplike olacak sekilde 100-50-20-5-1-0,5-
0,1ppm olmak {iizere 7 dilisyon hazirlandi. Ardindan tutunmus olan hiicreler {izerine
muamele edildi. Muamelesi yapilan 96 kuyulu plakalardan 151k/+ test grubu olan plaka
inkiibator igerisinde 10 dakika yesil 1s1k kaynagi ile 1s13a maruz birakildi. Isik/- test
gurubu ise 151k kaynagi bulunmayan ortamda 10 dakika bekletildi. Daha sonra her iki
plaka da inkiibatorde kiiltiire birakildi. 48. Saatte deney sonlandirildi ve tiim kuyulara
10’ar pnL. MTT soliisyonu eklenerek 3 saat inkiibasyona birakildi. 3 saat sonunda
kuyulardaki ilaghh besiyeri aspire dilerek her kuyuya 100’er pL DMSO

(dimetilsiilfoksit) eklendi. Olusan formazan tuzu 15 dk sonunda DMSO ile tamamen
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¢ozdiriildiikten sonra plaka okuyucu (Thermo Scientific-Multiskan GO) ile 540 ve 690
nm dalga boylarinda 6l¢tim yapildi ve sonuglar kaydedildi.

Sekil 6. 96 kuyulu plakalarda MTT deneyi i¢in gerceklestirilen 151k maruziyeti goriintiisii.

3.5. Koloni Olusturma Deneyi

L929, HT29 ve SK-MEL-30 hiicre hatlarinin, tripsinize edildikten sonra thoma
lami ile sayim yapilarak, 2 tane 24 kuyulu plakalara (Thermo Scientific) 500hiicre/kuyu
olacak sekilde ekimleri yapildi. Bir gece boyunca kiiltiire birakildi ve hiicreler
tutunduktan SA kapsiil 10ppm, enkapsiile BODIPY 10ppm ve BODIPY 10ppm
konsantrasyonlarda muameleleri yapildi. Uygulamadan sonra 1s1k/+ plaka 10 dakika
boyunca 1s1ga maruz birakilirken, 151k/- plaka 10 dakika boyunca 1siksiz ortamda
bekletildi. Daha sonra her iki plate de kiiltiir i¢in inkiibatore birakildi. 24 saat sonunda
ilach besiyeri aspire edildi ve hiicreler beslendi. Ardindan hiicreler giin asir1 beslenerek
7 giin boyunca koloni olusturma yetenekleri gozlemlendi. 7 giiniin sonunda olusan
koloniler kuyulardan besiyeri uzaklastirilip fikse edildi. Kristal viyole boyasi ile

boyandi. Boyanmis koloniler kuyular tamamen kurutulduktan sonra fotografland.

3.6. Akim Sitometrik Hiicresel ROS Testi

Seliiloz asetat kapsiillenmig BODIPY tiirevli molekiillerinin, L929 saglikl1 fare
fibroblast hiicreleri, HT29 insan kolorektal karsinomu ve SK-MEL-30 melanoma
hiicrelerine muamele edilip 151k maruziyeti ardindan sonra olusan hiicresel ROS
DCFDA (abcam) kiti ile 6l¢iildii. Bu yontemde, hiicresel ROS diizeyleri florojenik bir
boya olan DCFDA yardimi ile belirlenmistir. DCFDA intraseliiler hidroksil, peroksil ve
diger ROS tiirevlerinin diizeyini belirler. DCFDA ajam1 hiicre i¢inde esterazlar

tarafindan deasetillenir ve mevcut ROS tiirevleri ile okside edilerek floresan ozellige
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sahip 2’,7’-diklorofloresan (DCF)’a doniisiir. DCF, 485 nm dalgaboyundaki 1sik ile
eksite edilerek 535 nm dalgaboyunda floresan 1g1ma verir.

Hiicre kiiltiir flasklarinda ¢ogalan hiicreler tripsnize edildikten sonra tripan
mavisi ile boyanarak sayimi yapildi. Sayim sonunda her hiicre hattindan 6 tane ependorf
tipe 100.000’er hiicre koyuldu. Daha sonra santrifiij yapilarak mevcut besiyeri
uzaklastirildr ve hiicreler kit tampon soliisyonu ile tekrar siispanse hale getirildi. TBHP
ve negatif kotnrol tlipleri haricinde diger tiiplerde bulunan hiicre siispansiyonu igerisine
20uM DCFDA eklendikten sonra hiicreler 30dk, 37 °C de inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda TBHP, negarif kotrol ve pozitif kontrol digindaki ii¢ tiipe SA
kapsiil, Enkasiile BODIPY ve BODIPY bilesikleri 50’ser ppm muamele edildi.
Ardindan 6 tiipiin tamami1 10dk boyunca 1s18a maruz birakildi.

Isik aktivasyonundan sonra akis sitometri cihazi (Beckman Coulter) kullanilarak

ornekler 6lgiime alind1 ve hiicresel ROS verileri kantitatif olarak elde edildi.

3.7. Akim Sitometrik Annexin-V Apoptoz Analizi

Annexin 'V - FITC apoptoz kiti temelde, hiicre zarinin i¢ yilizeyinde
konumlanmig negatif yiiklii bir fosfolipid olan fosfotidilserinin, apoptoz sirasinda
biitiinliigli bozulmayan ancak asimetrisini kaybeden hiicre zarinin dis ylizeyine hareket
eder. Makrofajlar icin sinyal olusturmak iizere gerceklestirdigi hareketinin ardindan
FITC Annexin V, proteinlerin yiiksek affinite gostererek ona baglanmasi ile apoptotik
hiicrelerin boyanmasi yontemine dayanir. Bu sekilde hiicre biitlinliigli kaybedilmeden
apoptotik hiicre tespiti ve 6l¢iimii yapilabilmektedir.

L929, HT29 ve SK-MEL-30 hiicre hatlar1 6 kuyulu plakalara ekildi ve kiiltiire
birakildi. 24 saat sonunda tutunan hiicrelere 10ppm seliilloz Asetat kapsiil, 10ppm
enkapsiile BODIPY ve 10ppm BODIPY muamele edildi. Ardindan hiicreler 10 dakika
1s18a maruz birakildiktan sonra 48 saat boyunca inkiibasyona birakilarak kiiltiir takibi
yapildi. 48.saatin sonunda her kuyudan hiicreler ayn tiiplere toplandi ve annexin V -
FTIC kiti (Beckman Coulter — IM3546) uygulamasi yapildi. Uygulamanin ardindan
orneklerin akis sitometrisi cihazinda (Beckman Coulter) PE-A ve FITC-A kanallari

secilerek 6l¢timii yapildi.
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Sekil 7. Apoptoz tayini i¢in 6 kuyulu plakalarda gerceklestirilecek deney dncesi hiicrelere uygulanan 1sik
maruziyeti.

3.8. Istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin ortalama, yiizde, standart sapma ve standart hata
degerlerinin hesaplamalar1 yapildi. GraphPad Prism 8 online programi kullanilarak t
testi yapildi, giiven araliklar1 ve p degerleri hesaplandi. Alinan sonuglarin istatistiksel

anlamliliklar belirlendi ve grafik ¢izimleri yapildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Arastirma Sonuclari

4.1.1. BODIPY’nin yapisal analizi

BODIPY FS’nin yapisal analizi *H-NMR teknigi ile aydimlatilmistir. *H-NMR
i¢in, yapida bulunan hidrojen atomlarinin sayilari ile uyum halindedir. BODIPY PS’nin
Sekil 8’deki 1H-NMR’1 incelendiginde, BODIPY iskeletine ait kimyasal kayma
degerleri 7,16 (s, 1H, CH), 6,17 (s, 1H, CH) ve 6,08 (s, 1H, CH) ppm olarak
bulunmustur. BODIPY ’ye siibstitiie metil protonlari ile sirasi ile 2,57 (s, 9H, CHa3), 2,36
(s, 3H, CHs), 2,27 (s, 3H, CHgs), 2,09 (s, 3H, CHs) ve 1,71 (s, 6H, CH3) ppm olarak
tespit edilmistir. Bilesikteki sekonder amin protonuna ait (-NH) kimyasal kayma degeri
2,95 (s, 1H, NH)’da gozlenmistir. Bilesikteki alifatik zincir {izerindeki hidrojenler ise
sirastyla (1,77 (m, 2H, CH>) ,1,58 (s, 4H, CHy), 1,30 (s, 2H, CH2) ve 1,11 (m, 2H, CH>)

ppm olarak gozlenmistir.
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Sekil 8. BODIPY FS’nin IH-NMR spektrumu (CDCI3, 400 MHz)
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4.1.2. SA Kkapsiil, Enkapsiile BODIPY ve BODIPY ’nin UV-VIS spektrometrik
verileri

SA kapsiil, Enkapsiile BODIPY ve BODIPY lerin absorbsiyon spektrumlari
300-800 nm dalga boylar1 araliginda 6l¢tilmiistiir.

s S0 KAPSUL
\ \ s ENKAPSTLE BODIPY

BODIPY

ABSORBANS

300 400 o0 600 700 /OO0

DALGA BOYU {nm)

Sekil 9. SA Kapsiil, Enkapsiile BODIPY ve BODIPY molekiillerinin UV-VIS absorbans spektrumlari.

Gergeklestirilen 0l¢iim sonucunda BODIPY molekiiliine ait maksimum
absorbans degerinin 513 nm oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte SA ile kapsiile
edilmis enkapsiile BODIPY ’lerde ayn1 sekilde 513 nm’de maksimum absorbans degeri
Olclilmiistiir. SA kapstillerin spektroskopik 6l¢iim sonucunda BODIY e ait herhangi bir
absorbans degeri saptanmamaistir. (Sekil 9). Bu sonuglara gore enkapsiile BODIPY ’lerin
icerisinde BODIPY molekiilii igerdigi ve kapsiillemenin basarili oldugu sonucuna

varilmistir.

4.1.3. BODIPY ’nin seliiloz asetat ile kapsiilasyonu
SA enkapsiile BODIPY lerin boyut ve morfolojisini belirlemek i¢in taramali
elektron mikroskobu (SEM) analizi yapilmistir. SEM goriintiilerine gore, kapsiillerin

partikiil boyutlarinin ortalama 1um oldugu sonucuna varilmistir.
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Sekil 10. Enkapsiile BODIPY’lerin SEM goriintiileri.

4.1.4. Bos SA Kkapsiil, enkapsiile BODIPY ve BODIPY molekiillerinin 1.929, HT29
ve SK-MEL-30 hiicre hatlar iizerindeki sitotoksik etkileri

Tez calismasinda ilk olarak fotodinamik terapide kullanilacak olan fotosensitif
maddelerin hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkileri incelemek amaciyla MTT deneyi
uygulanmistir. MTT deneyinde tiim deneysel muameleler 48 saat siirede olacak sekilde
gerceklestirilmistir.

Isik maruziyeti 10 dakika siire ile uygulanmig ve SA bos kaspsiiller (0,1-100
ppm) ile muamele edilmis L929, HT29 ve SK-MEL-30 hiicrelerin sitotoksisite
diizeylerinde anlamli bir degisim saptamadik. Bu sonuca gore, bos SA kapstillerinin 151k

varliginda sitotoksisiteye neden olmadigi anlagilmistir (Sekil
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Sekil 11. SA bos kapsiil ajaninin 151k maruziyeti varliginda L.929, HT29, SK-MEL-30 hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkileri.

Isik muamelesi yapilmayan ve bos SA kapsiilleri ile muamele edilen hiicrelerde

anlamli bir degisim saptamadik. Bu sonuca gore SA kapsiillerin normal kiiltiir

ortaminda sitotoksisik olmadig1 belirlenmistir (Sekil 9).

N CANULIK

N CAMILIE

sasséa

- ok w s
o 856895

o

un
uo

azasszé

w0

]

10
o

SA KAPSUL I§IK-

OSeeer  Ipore Spom  Mgow  Nyper  JOperr

N

O3 pgew

(L Smpre

SA KAPSUL ISIK-

|l|l||||'“““u
T

om  pew Slygre  100pgee

& AN

» CANULK

1o

SAKAPSULISIK-
Gpeer  Qlgpm O%om  lggw Spere pper NWyper  0gew
SA KAPSUL ISIK-

1 'l
& 3

£ c ol L TE

! : §
|

, : . .2
) : T
: : A
b ) | S SECMELI0
E . :
) ! X i ] W |}

Opery  Olppm Ofgpes  Ippem  Soom  dppm  oppre  100pon



23

Sekil 12. SA kapsiillerin 11k maruziyeti uygulanmadigi durumda 1929, HT29, SK-MEL-30 hiicreleri
iizerindeki sitotoksik etkileri.

Isik maruziyeti varliginda enkapsiile BODIPY ler ile muamele edilen tiim test
edilen hiicrelerde goreceli olarak toksik etkiler goriilmiistiir. Enkapsiile BODIPY ’ler (50
ppm) L929 i¢in %74, HT29 icin %44, ve dikkat ¢ekici bir sekilde SK-MEL-30 i¢in %89
oraninda hiicre canlilik diizeylerini azaltmigtir. Enkapsiile BODIPY, saglikli kontrole
(L929) gore; HT29 hiicrelerini yaklasik 2-kat daha diisiik diizeyde etkilerken, SK-MEL-
30 iizerinde yaklasik 2.4-kat daha fazla sitotoksik etkiye neden oldu. HT29 hiicrelerine
gore ise SK-MEL-30 hiicrelerinde 5.1-kat daha sitotoksik oldugu saptandi. 100 ppm
oranindaki enkapsiille BODIPY’ler tiim hiicreler i¢in tamamen toksik oldugu
goriilmektedir. Isiga maruziyet neticesinde enkapsiile BODIPY molekiilleri belirli
dozlardan sonra ancak sitotoksik etkiye neden olabildigi ve SA kapsiillemenin
giivenilirligini sagladigini sdyleyebiliriz (Sekil 10). Deney sonucuna bagli olarak, 151k
varliginda enkapsiile BODIPY 'nin ICsp degerinin, 1929 i¢in 14.54 ppm, HT29 i¢in 58.6
ppm ve SK-MEL-30 hiicreleri i¢in 9.6 ppm oldugu saptanmustir.
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Sekil 13. Enkapsiile BODIPY ajaninin 151k maruziyeti varliginda L.929, HT29, SK-MEL-30 hiicreleri
iizerindeki sitotoksik etkileri.
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Enkapsiile BODIPY ’ler ile 151k yoklugunda muamele edilen L929, HT29 ve SK-
MEL-30 hiicrelerinin canliligi degismemistir. Bu sonuca gore enkapsiile BODIPY ’ler
151k yoklugunda aktive olamamasi dolayisiyla sitotoksik etki gostermedi. (Sekil 11).
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Sekil 14. SA kapsiillerin 1s1k maruziyeti uygulanmadigi durumda 1L.929, HT29, SK-MEL-30 hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkileri.

BODIPY ’nin 151k maruziyeti ile birlikte tiim hiicreler {izerinde toksik etkiler
olusturmustur. Bu sitotoksik etkiler ¢ok diisiikk konsantrasyonlarda meydana gelmistir.
BODIPY 0,5 ppm konsantrasyonda; 1929 i¢in %38, HT29 i¢in %33 ve SK-MEL-30
icin dikkat cekici bir sekilde %88 oraninda hiicre canlilik diizeylerini azaltmistir.
BODIPY, saglikli kontrole (L929) gére; HT29 hiicreleri sagkalimi iizerinde anlamli bir
degisime neden olmamistir. SK-MEL-30 hiicreleri iizerinde ise 2.3-kat daha yiiksek
diizeyde sitotoksik oldugu saptandi. HT29 hiicrelerine gore, SK-MEL-30 hiicrelerinde
2.6-kat daha etkili oldugu saptandi. BODIPY’nin 20 ppm ve {izerindeki
konsantrasyonlari tiim hiicreler i¢in tamamen toksik oldugu goriildii. (Sekil 12). Deney
sonucunda, 1s1k varliginda BODIPY molekiiliiniin 1Cso degeri, 1929 igin 1.41 ppm,
HT?29 i¢in 2.22 ppm ve SK-MEL-30 hiicreleri i¢in 0.21 ppm olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 15. BODIPY ajaninin 151k maruziyeti varliginda 1.929, HT29, SK-MEL-30 hiicreleri tizerindeki
sitotoksik etkileri.

Isik yoklugunda, BODIPY (5 pmm) uygulamasi L929 hiicrelerinde %77, HT29
hiicrelerinde %60 ve SK-MEL-30 hiicrelerinde %97 oraninda hiicre canlilik diizeylerini
azaltmistir. BODIPY, saglikli kontrole (L929) gore; HT29 hiicrelerinde 1,7-kat daha az
etkili olmus ve dikkat ¢ekici bir sekilde SK-MEL-30 hiicrelerinde 7.6-kat daha yiiksek
diizeyde etkili olmustur. HT29 hiicrelerine kiyasla SK-MEL-30 hiicreleri iizerinde
yaklasik 13-kat daha fazla etkili oldugu saptanmustir. Bu verilere gére BODIPY ajaninin
151k aktivasyonuna gerek olmaksizin sitotoksisiteye sebep olabildigini saptadik. Bunun
yani sira, BODIPY ’nin sitotoksik etkisinin, 151k varliginda aktivasyonu ile tiim test
edilen hiicreler i¢in en az 2-kat artirdigini soyleyebiliriz (Sekil 13). Deney sonucunda,
151k yoklugunda BODIPY molekiiliiniin ICso degerleri, L929 i¢in 2.26 ppm, HT29 i¢in
3.08 ppm ve SK-MEL-30 hiicreleri i¢in 0.70 ppm olarak hesaplanmustir.
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Sekil 16. BODIPY ajaninin 151k maruziyeti uygulanmadigi durumda, 1.929, HT29, SK-MEL-30 hiicreleri
iizerindeki sitotoksik etkileri.

Ozetle, BODIPY "nin 151k ile aktivasyonu sonucunda sitotoksik etkisinin arttigini
belirledik. SA enkapsiile edilen BODIPY molekiillerinin, enkapsiile edilmemis
formlarindan farkli olarak 151k yoklugunda toksik etki olusturmamakta ve enkapsiile
edilmenin istenmeyen doz bagimli sitotoksisiteden korudugunu soyleyebiliriz. Ayrica,
elde edilen verilere gére, BODIPY molekiillerinin SK-MEL-30 hiicreleri iizerinde
onemli dlgiide toksik etkiler gdstermistir.

Bu sonuglara bagli olarak takip edilen diger deneylerde tiim muamele dozlari 10

ppm olacak sekilde belirlenmistir.

4.1.5. Bos SA kapsiil, Enkapsiile BODIPY ve BODIPY molekiillerinin, L929, HT29
ve SK-MEL-30 hiicrelerinin kiiltiir ortamindaki in vitro etkileri.

Fotosensitif ajanlarin belirledigimiz dozlarda uygulandiktan hemen sonra 151k
maruziyeti gergeklestirildikten sonra 48 saat boyunca kiiltiire edilmistir. Siire sonunda,
saglikli fare fibroblast (L929), insan kolorektal karsinoma (HT29) ve insan melanoma
(SK-MEL-30) hiicrelerine ait hiicre goriintiileri invert mikroskobu (Zeiss) yardimiyla
elde edildi. Uygulanan ajanlarin hiicreler iizerinde olusturdugu sitotoksik etkiler
sonucunda bos SA kapsiillerin hiicre morfolojisi izerinde anormal bir etki
olusturmadig1 ve hiicrelere zarar vermedigini gozlemledik. Enkapsiile BODIPY

ajaninin, maruziyeti sonrasinda saglikli hiicreler (L929) iizerindeki etkisinin kanser
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hiicrelerine gore daha diisiik diizeyde oldugunu belirledik. Ayrica, kanser hiicreleri
(HT29 ve SK-MEL-30) iizerinde toksisiteye bagli olarak morfolojik degisimlere sebep
oldugunu saptadik. Kapsiile edilmemis olan BODIPY ajaninin ise saglikli ve kanser
dahil olmak fiizere tiim hiicre hatlarinin Gliimiine sebep olarak ciddi apoptotik ve
nekrotik hiicresel degisimlere sebep oldugunu belirledik. Ancak saglikli L929 fibroblast
hiicrelerinin, bu ajana karst HT29 kolorektal kanser ve SK-MEL-30 cilt kanseri

hiicrelerine gore daha az etkilendigini sdyleyebiliriz (Sekil 14).

KONTROL SA KAPSUL ENKAPSULE BODIPY BODIPY

L929

HT29

SK-MEL-30

Sekil 17. 1L929, HT29 ve SK-MEL-30 hiicrelerine ait kontrol, SA kapsiil (10 ppm), Enkapsiile BODIPY
(10 ppm) ve BODIPY (10 ppm) ajanlarinin uygulamasinin ardindan hiicrelerin 48. saatteki goriintiileri
(40X).

BODIPY ajaninin 1s1kla aktive edilmesiyle beraber kiiltiir ortaminda hiicrelerin
tamam1 goreceli olarak farkli olsa da etkilendigini belirledik. Hiicrelerin morfolojik
yapilart incelendiginde, hiicre yuvarlaklasmasi, hiicre genislemesi ve blebbing

(apoptotik kesecikler) gibi apoptotik hiicre morfolojileri izlendi (Sekil 15).
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SK-MEL-30

Sekil 18. L929, HT29 ve SK-MEL-30 hiicrelerinde BODIPY (10ppm) ajaninin meydana getirdigi
apoptotik keseciklere ait goriintiiler (40X).

4.1.6. Bos SA Kkapsiil, Enkapsiile BODIPY ve BODIPY molekiillerinin, 1929,
HT29 ve SK-MEL-30 hiicrelerinin koloni olusturma kabiliyetleri iizerindeki
etkileri

Muamele edilen hiicrelerinin koloni olusturabilme kabiliyetleri in vitro koloni
formasyon deneyi ile degerlendirildi.

Hiicreler 24-kuyucuklu plakalarda (500 hiicre/kuyucuk) 7 giin boyunca bos SA
kapsiil, enkapsiile BODIPY ve BODIPY molekiilleri ile muamele edildikten sonra, her
kuyucuk kristal viyole ile boyanmistir. Olusan kolonilerin biiyiikliik ve sayilari goz
online alinarak ImagelJ yazilimi yardimi ile hiicrelerin kiiltiir kabindaki % degerleri
belirlenmistir. Isik verilen deney grubunda PBS ile muamele edilen kontrol hiicreleri
temel alinmig ve buna gore normalizasyon hesaplamalar1 gergeklestirilmistir. Elde
edilen deney sonuglarina gére, bos SA kapsiillerin koloni olusturma yetenegi iizerinde
herhangi bir olumsuz etkisinin olmadigini belirledik. BODIPY ajani tiim hiicre
hatlarinin koloni olusturma yetenegini yaklasik %97 oraninda azaltmistir. Enkapsiile
BODIPY ajam1 ise muamele edilmeyen hiicrelere kiyasla, koloni olusturma
kabiliyetlerinin  L929 hiicrelerinde %58, HT29 hiicrelerinde %26, SK-MEL-30
hiicrelerinde ise %11 oranlarinda oldugunu belirledik. Bu verilere gore, 151k uygulanan
deney setinde enkapsiile BODIPY 'nin kontrole gore koloni olusturma yetenegini L.929
hiicrelerinde 1.7-kat, HT29 hiicrelerinde 3.8-kat ve SK-MEL-30 hiicrelerinde 8.7-kat
azaldig tespit edilmistir. Kanser hiicrelerine bakildiginda ise SK-MEL-30 hiicrelerinde
HT29’a oranla 2.3-kat azalmstir.

Isik uygulanmayan deney setinde ise kontrol gruplarina gore bakildiginda SA
kapsiil ve Enkapsiile BODIPY ajanlar1 tiim hiicre hatlarinin koloni olusturma
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yetenekleri iizerinde olumsuz bir etki gostermedigini, ancak BODIPY ajaninin bu
yetenegi tiim hiicre hatlar1 tizerinde %95 oraninda diistirdiigiinii saptadik.

Elde edilen sonuglar g6z oOniinde bulunduruldugunda kapsiillemenin 1s1k
varliginda, serbest halde kontrolsiiz toksisite yaratan BODIPY ajaninin kontrolli etki
gostermesini sagladigini ve 1s1k uygulanmadiginda salim yapmayarak hiicrenin koloni
olusturma yetenegini engellemedigi gordiikk. Isikli deney gruplari g6z Oniinde
bulunduruldugunda saglikli fibroblast hiicreleri olan L929 hiicre hatti hiicrelerinin,
kanser hiicreleri olan HT29 ve SK-MEL-30 hiicrelerine gore koloni olusturma
yeteneklerinin daha az etkilenmis olmasi da ilgili ajanin saglikli hiicreler tizerindeki

etkisinin daha tolere edilebilir diizeyde oldugunu sdyleyebiliriz (Sekil 16).
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Sekil 19. Koloni olusturma deneyi sonuglari. (A) L929, (B) HT29, (C) SK-MEL-30 hiicre hattina ait
koloni goriintiileri ve kuyu igerisinde kapladiklari alana ait verilerin grafigi.
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4.1.7. Bos SA kapsiil, Enkapsiile BODIPY ve BODIPY molekiilleri ile muamele
edilen L929, HT29 ve SK-MEL-30 hiicrelerin intraseliiler ROS diizeyleri

Hiicre i¢i ROS miktar tayini DCFDA kiti kullanilarak akim sitometri yontemi ile
gerceklestirilmistir. Elde edilen akim sitometrik verilere gore 1.929 hiicrelerinde, bos
SA Kkapsiillerin hiicresel ROS diizeyini degistirmedigini belirledik. Enkapsiile
BODIPY ’nin, kontrol ve SA kapsiillere gore hiicresel ROS miktarint yaklasik 55-Kat,
enkapsiile olmayan serbest BODIPY nin ise 79-kat artirdigi saptanmistir. BODIPY
ajani, enkapsiile BODIPY formuna gore 1.43-kat daha fazla ROS iiretimine sebep oldu
(Sekil 17).
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Sekil 20. 1929 hiicre hattina ait kontrol ve SA kapsiil, Enkapsiile BODIPY ve BODIPY uygulamasinin
ardindan akig sitometrik histogram ve olgiilen floresan yogunluguna ait siitun grafikleri.

HT29 hiicrelerinde SA kapsiilleri tek basina ROS {iretimini indiiklemedi.
Enkapsiile BODIPY, hiicresel ROS miktarint kontrol ve SA kapsiillere gore 192-kat,
enkapsiile olmayan serbest BODIPY ise 123-kat arttirdigin1 saptadik. Enkapsiile
BODIPY ajaninin iirettigi ortalama ROS miktarinin, BODIPY ajanina gore 1.6-kat fazla
oldugunu saptadik (Sekil 18).
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Sekil 21. HT29 hiicre hattina ait kontrol ve SA kapsiil, Enkapsiile BODIPY ve BODIPY uygulamasinin
ardindan akis sitometrik histogram ve 6lgiilen floresan yogunluguna ait siitun grafikleri.

SK-MEL-30 hiicrelerinde diger hiicrelerde elde ettigimiz donuglara benzer
sekilde SA kapsiilleri ROS miktarim Enkapsiile
BODIPY ’nin, hiicresel ROS miktarini kontrol ve SA kapsiillere gore yaklagik 28-kat

anlamli  diizeyde artirmadi.
arttirdigini, enkapsiile olmayan serbest BODIPY ise 23-kat arttirdigin1 saptadik. SK-
MEL-30 hiicrelerinde, enkapsiile BODIPY serbest BODIPY ajanina gore 1.2-kat daha

yiiksek diizeyde ROS {iretimini tetikler (Sekil 19).
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Sekil 22. SK-MEL-30 hiicre hattina ait kontrol ve SA kapsiil, Enkapsiile BODIPY ve BODIPY
uygulamasinin ardindan akis sitometrik histogram ve olgiilen floresan yogunluguna ait siitun grafikleri.

ROS miktar tayini verilerine gore, SA kapsiillerinin tiim test edilen hiicrelerde
hiicresel ROS miktarin1 artirmadigini, toksik olmadigim1 ve biyouyumlu yapida
oldugunu belirldik. Enkapsiile BODIPY, enkapsiile olmayan serbest BODIPY ajanina
gore, sagliklt 1929 hiicrelerinde 1.43-kat daha diisiik diizeyde ROS {iretimini saglarken,
SK-MEL-30 ve HT29 hiicrelerinde 1.2-1.6 kat daha yiiksek diizeyde ROS iiretimine
neden olmustur. Bu durum, 151tk muamelesi yoklugu durumunda, toksik etki
olusturmayan giivenli enkapsiile BODIPY ajanmin 1sikla aktivasyonu ile saglikli
hiicrelere kiyasla kanser hiicrelerinde, serbest BODIPY e gore, daha yiiksek diizeyde

hiicresel ROS iiretimini artirmistir.

4.1.8. Bos SA Kkapsiil, Enkapsiile BODIPY ve BODIPY molekiillerinin 1.929, HT29
ve SK-MEL-30 hiicre hatlar iizerindeki apoptotik etkisi

Apoptoz analizi, Annexin V-kiti kullanilarak akim sitometri cihazinda
gergeklestirilmistir. Muamele edilen L929 hiicrelerinde canlilik oranlari; kontrol, %93;
SA kapsiil, %92; enkapsiile BODIPY %50, serbest BODIPY %11°dir. Apoptoz oranlar1
ise; kontrol, %2.5; SA kapsiil, %2.4; enkapsiile BODIPY %18, serbest BODIPY
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%80°dir. Enkapsiile BODIPY, apoptoz oranini kontrol ve SA kapsiillere gore 7-kat,
enkapsiile olmayan serbest BODIPY ise 32-kat arttirdigini saptadik (Sekil 20).
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Sekil 23. (A) L929 hiicreleri lizerinde yapilan Annexin V — FITC deney sonuglarina ait nokta alan ve
histogram grafikleri. (B) Meydana gelen total apoptoz miktar: yiizdeleri.

Muamele edilen HT29 hiicrelerinde canlilik oranlari; kontrol, %97; SA kapsiil,
%97; enkapsiile BODIPY %82, serbest BODIPY 9%0.2°dir. Apoptoz oranlari ise;
kontrol, %0.4; SA kapsiil, %0.5; enkapsiile BODIPY %16, serbest BODIPY %99.5°dir.
Enkapsiile BODIPY, apoptoz oranini kontrol ve SA kapsiillere gore 32-kat, enkapsiile
olmayan serbest BODIPY ise 200-kat arttirdigini saptadik (Sekil 23).
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Sekil 24. (A) HT29 hiicreleri tizerinde yapilan Annexin V — FITC deney sonuglarina ait nokta alan ve

histogram grafikleri. (B) Meydana gelen total apoptoz miktar: yiizdeleri.

Muamele edilen SK-MEL-30 hiicrelerinde canlilik oranlari; kontrol, %94; SA
kapsiil, %95; enkapsiile BODIPY %535, serbest BODIPY %8’dir. Apoptoz oranlari ise;
kontrol, %1.1; SA kapsiil, %1.3; enkapsiile BODIPY %24.1, serbest BODIPY
%90.5°dir. Enkapsiile BODIPY, apoptoz oranini kontrol ve SA kapsiillere gore 22-Kkat,

enkapsiile olmayan serbest BODIPY ise 82-kat arttirdigini saptadik (Sekil 24).
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Sekil 25. (A) SK-MEL-30 hiicreleri {izerinde yapilan Annexin V — FITC deney sonuglarina ait nokta alan
ve histogram grafikleri. (B) Meydana gelen total apoptoz miktar1 yiizdeleri.

Isikla aktivasyon neticesinde enkapsiile ve serbest BODIPY molekiilleri tiim
hiicrelerde apoptozu indiiklemistir. SA kapsiiller ise bunun aksine tiim test edilen
hiicreler i¢in apoptotik etki olugturmamistir. Serbest BODIPY molekiilleri, enkapsiile
olanlara gore giiclii apoptotik etkilere yol agmistir ve muamele edilen tiim hiicreler geg
apoptoza girmistir. Enkapsiile BODIPY ile muamele edilen hiicrelerde, serbest
BODIPY’e gore, erken apoptoz oranlarinin daha yiliksek oldugu saptandi. Bu sonug,
enkapsiilasyonun BODIPY nin kontrolsiiz etkisini baskiladigin1 gostermektedir.
Enkapsiile BODIPY ile muamele edilen hiicrelerde erken apoptoz oranlari; L929 i¢in
%1, HT29 i¢in %4 ve SK-MEL-30 i¢in %8.4 iken, gec¢ apoptoz oranlari; 1929 igin
%17, HT29 icin %12 ve SK-MEL-30 i¢in %16’dir. Bu verilere gore, enkapsiile
BODIPY saglikli kontrol hiicrelere gore, kanser hiicrelerinde erken apoptozu

artirmaktadir.
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4.2. Tartisma

Bu tez galismasinda, yeni sentezlenmis BODIPY tiirevli bir fotoduyarlastirici
molekiiliin ve seliiloz asetat (SA) ile enkapsiile edilmis formunun HT29 ve SK-MEL-30
kanser hiicre hatlar1 lizerindeki antikanser etkisi arastiridi.

Calismamizda, 151k kaynagimin saglikli ve kanser hiicrelerinin sagkalimi
tizerinde olumsuz bir etkisi saptanmadi. Bos SA kapsiilleri ile muamele edilen
hiicrelerde 151k muamelesinin varlig1 ve yoklugu durumunda sitotoksik etki olusturmadi.
Ancak, enkapsiile BODIPY ve BODIPY ajanlar1 6zellikle 1s1ik stimiilasyonunda
sitotoksik etkilere neden olmustur. Enkapsiille BODIPY ler 1siksiz kosulda hiicreler
tizerinde herhangi bir toksik etki olusturmadi. Bunun nedeni olarak, SA
enkapsilasyonun BODIPY’lerin direk hiicresel biyomolekiiller ile interaksiyonunu
engellemesidir. Serbest BODIPY ajaninin 151k yoklugunda dahi sebep oldugu
sitotoksisitenin tolere edilemeyen dozlara bagimli olarak arttigini saptadik. Bu sonug,
enkapsiilasyonun molekiiliin istenmeyen kontrolsiiz toksisite etkisini engellendigini
gostermenktedir.

Noghreiyan V. ve ark., tarafindan yapilan bir g¢alismada, fotoduyarlasirici
indosiyanin yesili ve protoporfirin IX molekiilleri kullanilmistir. S6z konusu ajanlarin
sitotoksik etkileri HT29 hiicre hatt1 tizerinde test edilmistir. Sonuglara gore 30uM
indosiyanin yesili, 2 dakika 151k muamelesi ile 48 saat siire sonunda hiicrelerin canlilik
oranint %40, 50uM uygulandiginda ise %?20 oranina diigmiistiir. Diger yandan
protoporfirin SuM konsantrasyon, 2 dakika 151tk muamelesi sonunda canlilik oram
%?20’nin altina diismiistiir (Vejdani Noghreiyan ve ark., 2020). 2023 yilinda yapilan
caligmada Sampedro ve ark., Pt(11)-BODIPY kompleksi kullanarak fotodinamik tedavi
(FDT) uygulamasi gergeklestirmislerdir. HT29 hiicrelerine FDT uygulandiinda 11k
uygulamasina bagli olarak sitotoksik etkilerin meydana geldigi, ancak karanlikta dahi
olsa doz artisina bagl olarak hiicre canliliinin azaldigim1 ortaya koymuslardir ve
kullanilan ajanlarin FDT i¢in umut verici oldugu goriilmiistiir (Duran-Sampedro ve ark.,
2023). Bilkan ve ark. tarafindan 2023 yilinda TiO2-NP’ler ile gergeklestirilen UV 1s1n
aktivasyonlu FDT uygulamasinda SK-MEL-30 hiicreleri iizerinde yapilan hiicre
canliligi deneyinde, TiO2-NP ile UV 151k maruziyetinden 48 saat sonra hiicre canliligini
%350’nin altina distiigii gosterilmistir. (Bilkan ve ark., 2023). Bu baglamda, tez
calismamizda enkapsiile BODIPY ile serbest BODIPY molekiilleri HT29 ve SK-MEL-
30 hiicreleri iizerinde 151k maruziyetine bagli olarak toksisite gosterdigini saptadik.

Enkapsiile BODIPY ile muamele edilen HT29 hiicrelerinde canlilik oranm1 %56, SK-
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MEL-30 hiicrelerinde canlilik orant %11 iken, serbest BODIPY ajani ile muamele
edildiginde hiicrelerin tamami canliligint kaybetmistir. Enkapsiile BODIPY ler MTT
deneyi sonuglarina gore, doz farketmeksizin 1s1k maruziyeti olmadig1 kosulda hiicre
canliligmi olumsuz etkilemedigi ve sitotoksisiteye neden olmadigr gosterildi.
Dolayisiyla, enkapsiile BODIPY ajaninin 151k ile aktive edilmedigi durumda

uygulanmasinin giivenilir oldugunu gosterdik.

Bu tez ¢alismasinda gergeklestirilen fotodinamik terapi sonucunda mikroskop ile
takibi yapilan hiicrelerde apoptotik morfolojinin indiiklendigi ve buna bagli olarak
hiicre dliimiiniin gergeklestigi goriildii. Ilgili ajanlar ile muamele edilen hiicreler 151k
maruziyetinin ardindan devam eden inkiibasyon siiresince mikroskobik takipleri
yapildiginda SA kapsiillerin saglikli ve kanser olmak iizere ii¢ hiicre tipi igin de
herhangi bir olumsuz etkiye neden olmamistir. Bunun yaninda enkapsiile BODIPY
molekdilleri, saglikli L929 hiicreleri tizerinde ciddi sitotoksik etkilere neden olmazken,
HT29 ve SK-MEL-30 hiicrelerine bakildiginda hiicrelerin yuvarlaklasarak adeziv
ozelligin ve morfolojik seklin kayboldugu, ayrica apoptotik cisimciklerin meydana
geldigi izlenmistir. BODIPY ajani tiim hiicre hatlar1 tizerinde etkili oldugu gozlemlendi.
Istk muamele siiresinin ve uygulama dozlarmin ayni oldugu durumda, saglikli 1.929
hiicrelerinin, kanser hiicrelerine gore, serbest BODIPY ajanina karsi daha direngli
olduklar1 saptanmigtir. Bu dogrultuda 1929 hiicrelerinin serbest BODIPY ajanini kanser
hiicrelerine gore daha iyi tolere ettigi sOylenebilir. Literatiirde, metastatik melanom
hiicreleri iizerinde AuNP’lerden olusan fotoduyarlastiric1 ilag konjugati kullanilarak
yapilan FDT uygulamalar1 sonucunda, hiicresel sekil kaybi ve serbest yiizen hiicreler
gibi morfolojik yap1 degisikliklerinin meydana geldigi ve hiicre 6liimiiniin indiiklendigi
gosterilmistir (Naidoo ve ark., 2019). Acedo ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada,
FDT uygulamasindan sonra hiicrelerde apoptotik siire¢ 151k mikroskobu ile morfolojik
olarak takip edilmis ve apoptotik morfolojiler rapor edilmistir (Acedo ve ark., 2014).
FDT uygulamasina bagli olarak hiicre morfolojilerinde meydana gelen apoptotik

hiicresel yapilar, apoptoz-bagimli sitotoksisitenin meydana geldigini gosterir.

FDT sonucu meydana gelen hiicresel ROS artis1 sitotoksik etkilere neden olarak,
kanser hiicrelerinin proliferasyonunu ve tiimdr olusturma kapasitelerini olumsuz bir
sekilde etkilemektedir (Dujic ve ark., 2009), (Li ve ark., 2021). Tez ¢alismamizda

hiicrelerin proliferatif ve tiimor gelistirme kabiliyetleri koloni olusturma deneyi ile test
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edilmistir. Deney sonuglarina gore, uygulanan 151k muamelesinin tek bagina L929,
HT29 ve SK-MEL-30 hiicrelerinin koloni olusturma kabiliyetleri {izerinde olumsuz
etkilere neden olmamustir. Enkapsiilasyon asamasinda kullanilan bos SA kapsiillerin,
hiicrelerin koloni olusturma yeteneklerini ne 151k varliginda ne de karanlikta olumsuz
etkilemedi. Serbest BODIPY ajaninin tiim test edilen hiicrelerde klonal gelisimi %97
oraninda diisiirerek ciddi olclide koloni olusumunu engelledigini saptadik. Buna bagh
olarak serbest BODIPY ajaninin ¢ok giiglii etki gosterdigini ve 1s1k aktivasyonundan
bagimsiz bir sekilde, hiicrelerde ayrim gozetmeksizin, koloni olusumunu engelledi.
Enkapsiile BODIPY ler ise sadece 1sik varliginda hiicreler iizerinde etkili olmustur.
Saglikli L.929 hiicrelerinde olusan kolonilerin olusturdugu konfluensi orani %60
civarlarindayken, kolorektal kanser (HT29) hiicrelerinde %30’un altina ve melanoma
(SK-MEL-30) hiicrelerinde %15’in altina indirdigini tespit ettik. Iki kanser hiicre hattini
karsilastirdigimizda ise SK-MEL-30 hiicrelerinin, HT29’a gore koloni olusturma
yeteneklerinin 2.3-kat azaldigin1 soyleyebiliriz. Bu sonuglara gore SA-enkapsiile
BODIPY lerin FDT terapi i¢in kullaniminin klonal gelisme tlizerinde etkili oldugunu ve
bu etkinin 151k varlig1 ile kontrol edilebildigini gdstermis olduk. 2022 yilinda 5-ALA
araciligr ile CA1 ve Luc4 oral karsinom hiicre hatlar1 iizerinde yapilan c¢aligmada
gerceklestirilen koloni olusturma deneyinde, fotodinamik terapi Oncesinde 5-ALA
verilen hiicrelerin koloni olusturma yetenekleri olumsuz etkilenmedigi gosterilmistir.
Bunun yaninda fotodinamik terapide kullanilacak olan LED 151k kaynaginin da iki hiicre
hattinin koloni olusturma yeteneklerini etkilemedigi gosterilmistir. 5-ALA ile birlikte
LED 151k kaynaginin hiicreler iizerinde FDT uygulamasi sonucunda Cal hiicrelerinin
koloni olusturma yetenekleri %25 civarinda azalirken, Luc4 hiicrelerinin ise %350
oraninda azaldigi gosterilmistir (Pinto ve ark., 2022). Ayrica, A375 melanoma
hiicrelerinde gergeklestirilen metilen mavisi ve rutosid ile kombine edilmis FDT’de
rutosid ve MB-PDT beraberliginde koloni olugturma yetenegi serbest MB veya kontrol
gruplarina kiyasla daha da azaldigi gosterilmistir (Khorsandi ve ark., 2020). Bu
baglamda bahsedilen deneysel bulgular dogrultusunda, elde ettigimiz verilerin literatiir
ile uyumlu oldugu sdylenebilir.

FDT’ye bagl hiicre oliimii, temel olarak oksijen varliginda olusan ROS
temellidir. ROS olusumunun artist FDT nin anti-timor etkisinin de artirilmasi anlamina
gelmektedir (Ming ve ark., 2021), (Zhou ve ark.,2016). Tez ¢aligmamizda hiicre igi
ROS miktar1t DCFDA kiti yardimi ile akim sitometrik olarak tayin edildi. Enkapsiile
BODIPY lerin saglikli L929 hiicrelerine gore, HT29 hiicrelerinde 2.6-kat ve SK-MEL-
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30 hiicrelerinde 1.1-kat ROS’u artirmustir. Hiicresel ROS tayini sonuglarina gore
ortalama floresan yogunlugu acisindan, PBS muamelesi yapilan kontrol gruplari ile bos
SA-kapsiil uygulamasi yapilan gruplar1 arasinda anlamli diizeyde fark saptanmadi. Bu
bulgu bos SA-kapsiillerin hiicre i¢gi ROS iiretimine yol agmadigi gostermektedir.
Enkapsiile BODIPY ’ler, serbest BODIPY ajanina gore, saglikli 929 hiicrelerinde daha
diisiik diizeyde ROS iiretimine neden oldu. Bunun aksine kanser hiicrelerinde kontrole
gore, daha yiikksek diizeyde ROS {iretimine neden oldu. Bu durum, toksik etki
olusturmayan enkapsiile BODIPY lerin sadece 1sikla aktivasyonu durumunda kanser
hiicrelerinde, serbest BODIPY e gore, daha yiiksek diizeyde hiicresel ROS {iretimini
saglamistir. Literatiirde, fotosensitif ajanlarin ¢esitli hiicre hatlar1 iizerindeki etkilerini
inceleyen bilimsel yayinlar giin gectik¢e artmaktadir. Killer-Red fotosensitizan proteini
aracili FDT’nin K562, NB4 ve THP1 kanser hiicrelerinde saglikli kontrole gore
yaklasik 10-kat ROS miktarin1 artirdigi saptanmistir. Bu ajan, ROS miktarini NB4
promiyelositik 16semi hiicrelerine gore, K562 kronik miyelositik 16semi hiicrelerinde
1.2-kat ve THP1 akut monositik 16semi hiicrelerinde 1.1-kat artirmistir (Yuan ve ark.,
2019). Literatiir verilerine paralel olarak, tez ¢alismamizda elde ettigimiz verilere gore
kullandigimiz fotoduyarlastirictc BODIPY molekiiliiniin ROS iiretimini saglamasi
acisindan oldukea etkili oldugu sdylenebilir. ROS 6l¢iim sonuglarina gore, tiim hiicreler
arasinda HT29 hiicrelerinde en yiiksek diizeyde ROS olusumu gézlenmistir. Ayrica,
SA-enkapsiile BODIPY ler saglikli hiicrelerde daha az ROS iiretimine neden olurken,
kanser hiicrelerinde daha yiiksek miktarlarda ROS olusumuna sebep olmustur.
Calismamizda, apoptoz analizi Annexin V kiti kullanilarak gergeklestirilmistir.
SA kapsiilleri hiicrelerde apoptoza anlamli diizeyde neden olmamistir. Ancak, SA-
enkapsiile BODIPY ler ve serbest BODIPY molekiilleri kanser hiicrelerinde apoptozu
tetiklemistir. Erken apoptoz verilerine gore, Enkapsiile BODIPY molekiilleri serbest
BODIPY’e gore, ozellikle SK-MEL-30 melanoma hiicrelerinde daha yiiksek diizeyde
etkili oldugu saptandi. Literatiirede, BODIPY tiirevli platin II kompleksi ile
gergeklestirilen FDT’de Annexin V — FITC Kiti ile yapilan apoptoz deneyinde MDA-
MB-231 meme kanseri hiicrelerine 0,4uM konsantrasyonda 520nm yesil 151k
maruziyerinden sonra apoptotik hiicre yilizdesi %21,5 olarak dl¢iilmistiir (Y. Wang ve
ark., 2023). 2023 yilinda yapilan bir diger ¢alismada ise FDT igin bir 6n ilag olarak
hazirlanan ve tirozinazlar ile aktive edilen Pt(II) kompleksi ile yapilan bir ¢alismada
A375 melanoma hiicrelerinde apoptozun indiiklendigi belirtilmistir (Liu ve ark., 2023).

Calismamizda literatiir ile uyumlu olarak, muamele edilen hiicrelerin apoptoz yiizdesi
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HT29 hiicrelerinde %16, SK-MEL-30 hiicrelerinde ise %24 olarak ol¢iilmiistiir. Ancak,
serbest BODIPY ajan1 hem HT29 hem de SK-MEL-30 hiicrelerinde %90’1n tizerinde
apoptozu tetiklemistir. Bu sonuglara gore, FDT ajan1 olarak kullandigimiz molekiillerin
apoptotik etkilerinden dolay1 s6z konusu kanser hiicrelerine karsi terapdtik ajan olarak
degerlendirilebilecegini 6ngdrmekteyiz.

Calismamizda uyguladigimiz in vitro FDT yonteminin melanoma hiicre hatti
olan SK-MEL-30 ve kolorektal kanser hiicre hatti olan HT29 hiicreleri tizerinde saglikli
L.929 hiicrelerine oranla daha etkili oldugu sdylenebilir. FDT’ye yanit olarak SK-MEL-
30 hiicreleri HT29 hiicrelerine kiyasla daha yiiksek sitotoksik ve apoptotik etkiler
gostermistir. Ozellikle, SA-enkapsiilasyonun BODIPY molekiillerinin sadece 1s1k
stimiilasyonu varliginda etkin olmasini saglamasi ve bu durumdan L929 saglikl
fibroblast hiicrelerinin kanser hiicrelerine gore daha diisiik diizeyde etkilenmesinin
saptanmasi sonucunda, SA-enkapsiile BODIPY molekiillerinin kanser-hedefli tedaviler

icin aday terapotik molekiiller olarak degerlendirilebilecegini 6nermekteyiz.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuclar
Tez galismamizda, SA-enkapsiile edilmis BODIPY ajaninin HT29 ve SK-MEL-
30 kanser hicrelerinin FDT’sinde bir fotoduyarlastirict  molekiil olarak

kullanilabilirliginin arastirilmasi amag¢lanmistir.

Elde edilen verilere gore;

1. Kapsiilasyonda kullanilan SA kapsiillerin, serbest BODIPY ’nin 1s1k-bagimsiz
sitotoksisitesini onemli dlcilide diizenledigi gosterilmistir.

2. SA-enkapsiile BODIPY’ler HT29 ve SK-MEL-30 kanser hiicrelerinin koloni
olusturma yeteneklerini dnemli Ol¢lide azaltmistir. SK-MEL-30 hiicrelerinde
klonal gelisimi kolorektal kanser hiicrelerine gore 2.3-kat daha fazla
baskilandig1 saptanmistir.

3. Enkapsiile BODIPY ve serbest BODIPY’nin hiicresel ROS diizeyini dnemli
Olciide artirdigr kanitlanmistir. Enkapsiile BODIPY, hiicresel ROS miktarini
L929 hiirelerine gére SK-MEL-30 hiicrelerinde 1.11 kat ve HT29 hiicrelerinde
2.61 kat fazla artirdigr saptanmustir. Serbest BODIPY ajaninin hiicresel ROS
miktar;, L[929 hiicrelerinde, SK-MEL-30’a gore 1.6-kat daha yiiksek
Olgiilmiistiir.

4. BODIPY stimiilasyonu hiicrelerde apoptozu tetiklemektedir. Test edilen
hiicrelerde morfolojik apoptotik yapilar meydana gelmistir. Annexin V- FITC
kiti ile gerceklestirilen apoptoz tayin deneyi sonucunda enkapsiile BODIPY
uygulamasinin apoptoz yiizdesi, saglikli kontrole gére SK-MEL-30 hiicrelerinde
1.3-kat artig gosterdigi saptanmustir.

5.2. Oneriler

1. Kaullanilan fotosensitif ajanlarin hiicreler lizerinde genotoksisiteye neden olup
olmadigi test edilebilir.
2. Annexin V ile tespit edilmis olan apoptotik hiicre 6liimii, apoptotik sinyal

yolaklar ¢aligilarak p53, Bax, Bcl2 ifade diizeyleri degerlendirilebilir.
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. Apoptotik hiicre 6liimiiniin ekstrinsik yolak iizerinden mi yoksa intrinsik yolak
tizerinden mi gerceklestiginin tespiti yapilabilir.
Enkapsiile BODIPY ajan1 reseptor hedefli hale getirilebilir ve kanser tiiriine

0zgii terapiler i¢in kullanilabilir.
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