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OZET

DOKTORA TEZI

INDOSIYANIN YESILI TABANLI FOTODINAMIK TERAPININ MIAPaCa-2
PANKREAS TUMOR HUCRELERI UZERINDEKI ETKIiLERININ
ARASTIRILMASI

Aysenur KIRIS

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyomedikal Miihendisligi Anabilim Dah

Damisman : Prof. Dr. Firat KACAR

Fotodinamik terapi, molekiiler oksijen varliginda toksik olmayan bir fotoduyarli madde ve o
maddenin absorbe ettigi dalga boyundaki bir 151k kaynagi ile uyarilmasiyla meydana
fotokimyasal reaksiyonlara dayanan, Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi tarafindan klinik onayli bir
kanser tedavi metodudur. Fotokimyasal reaksiyonlar sonucu direk hiicresel, vaskiiler ve/veya
immiinolojik bir cevap olusturularak tiimor yikimi saglanir.

Fotodinamik terapi diisiik toksititede, tekrarlanabilir, diisitk maliyetli ve fotoduyarli maddelerin
malign kanser hiicrelerinde segici olarak birikmeleri ile minimal ¢evre doku harabiyetine sebep
olan bir tedavi yontemidir.

Bu tez caligmasinda 785 nanometrede 1s1ma yapan bir lazer ile indosiyanin yesili molekiilleri
uyarilarak MIA PaCa-2 insan pankreatik kanser hiicrelerinde fotodinamik terapinin hiicresel
sitotoksik ve apoptotik etkileri arastirilmistir. Kontrol olarak MRC-5 normal akciger hiicre hatt
kullanilmustir. indosiyanin yesili molekiiliiniin 6 farkli konsantrasyonda doz bagimli sitotoksik
etkisi WST-1 hiicre proliferasyon testi ile analiz edilmistir. Canlilik iizerine toksik etki
gostermeyen 100 pg/mL ICG’nin 24 saat inkiibasyonu ile uygulanacak lazerin enerji yogunlugu
ve fotodinamik terapi sonrasi bekleme siireleri WST-1 testi ile analiz edilerek optimize
edilmigtir. Optimizasyon sonucu 100 j/cm? 1gima miktar1 ve tedavi sonrasi bekleme siiresi
olarak 48 saat segilmistir. indosiyanin yesili tabanli fotodinamik terapi uygulamalarinin MIA

xii



PaCa-2 ve kontrol hattinda olan MRC-5 hiicrelerinde neden oldugu 6liim tipi kaspaz-3/BCA
protein aktivite analizi ve Annexin-V analizi ile arastirilmistir.

Sonug olarak, ICG-FDT ’nin istatistiksel olarak anlamli bir gsekilde pankreas timor hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe ettigi ve hiicrelerde apoptoza neden oldugu gosterilmistir.

Haziran 2018, 101 sayfa.

Anahtar kelimeler: ICG, Fotodinamik Terapi, Pankreas Kanseri, MIAPaCa-2, apoptoz-
nekroz
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SUMMARY

Ph.D. THESIS

INVESTIGATION OF INDOCYNANINE GREEN MEDIATED
PHOTODYNAMIC THERAPY EFFECTS ON MIAPaCa-2 PANCREATIC
TUMOR CELLS

Aysenur KIRIS

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Science and Engineering

Department of Biomedical Engineering

Supervisor : Prof. Dr. Firat KACAR

Photodynamic therapy is a clinically approved method of solid cancer treatment by the US Food
and Drug Administration, based on photochemical reactions by stimulation with a non-toxic
photosensitive substance in the presence of molecular oxygen and with a wavelength-dependent
light source. Photochemical reactions results in 3 way which are direct cellular, vascular and/or
immunological responses leading to tumor destruction.

Photodynamic therapy is a treatment option that causes low toxicity, reproducible, low cost and
as a result of selectivity accumulates in malignant cancer cells with minimal environmental
tissue damage.

In this thesis study, the cellular cytotoxic and apoptotic effects of photodynamic therapy in MIA
PaCa-2 human pancreatic cancer cells were investigated by stimulating the indocyanine green
molecules with a laser source radiating at 785 nanometers. MRC-5 normal lung cell line was
used as a control. Dose-dependent cytotoxic effect of indocyanine green molecule at 6 different
concentrations were analyzed by WST-1 cell proliferation assay.

The applied laser energy intensity with a 24-hour incubation of 100 pg/mL ICG, which does
not show any toxicity on viability, and the post-photodynamic therapy waiting times were
optimized by analyzing with WST-1 test. The irradiation dose of 100 j/cm2 and the waiting
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time after treatment was 48 hours were chosen as a result of optimization study. Investigation
of the indocyanine green-based photodynamic therapy applications effects in MIA PaCa-2 and
the MRC-5 cells were performed by the assay type caspase-3/BCA protein activity assay and
Annexin-V analysis.

As a conclusion, it has been shown that ICG based photdynamic therapy inhibits the
proliferation of pancreatic tumor cells statistically and induces apoptosis in the cells.

June 2018, 101 pages.

Keywords: ICG, Photodyanmic Therapy, Pancreatic Cancer, MIAPaCa-2, apoptosis-necrosis
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1. GIRIS

2014 yilinda Tiirkiye’de gerceklesen 375 bin 291 dliimden %20,7’sinin kanserden oldugu tespit
edilmistir (Tiirkiye Istatistik Kurumu, 2016). Pankreas kanseri, hastalik gelisene kadar
goriinmeyen ve semptomlar arasinda kilo kaybu, sirt i¢ine yayilabilen karin rahatsizliklari ve
bazen diyabet gelisimi olan tehlikeli kanser tiiridiir. Genellikle safra kanalinin yakininda
gelisen tiimorler sariliga (ciltte ve gozlerde sararma) neden olarak erken taniy1 kolaylastirir
(Kinsella ve dig., 2008). Pankreas kanserlerinin %94’i pankreasin ekzokrin dokusunda
gerceklesir (Eeson ve dig., 2012). Endokrin tiimorler yaklasik %6°lik bir orana sahiptir ve tanisi
kismen kolaydir. Biitiin pankreas kanseri tiirlerinde 5 yillik goreli sagkalim oran1 %8’dir (He

ve dig., 2013; Turrini ve dig., 2013).

Cerrahi iglemler, radyasyon tedavisi ve kemoterapi sag kalim oranimi uzatabilen ve/veya
semptomlar1 hafifletebilen tedavi yontemleridir (Sant ve dig., 2009; Gong ve dig., 2011).
Pankreas kanserinde hastalarin %20’sinden daha azi cerrahi yontemlerle miidahale edilebilir
durumdayken, hastalik teshis edilir (Cronin-Fenton ve dig., 2011). Tiimoérlii dokunun cerrahi
yontemler ile kaldirilmasi ilk segenek olmasina karsin tiimdr ¢api, metastaz yapmasi, tiimoriin
konumu gibi sebepler ile hastalarin ¢ogunlugunda bu yontem uygulanamamaktadir. Cerrahi
miidahalelerde altin standart olarak lezyonun gozle goriilen sinirindan 3-5 cm daha fazlasinin
rezeksiyonudur. Fakat hastaligin tekrarin1 6dnlemek icin yapilan bu rezeksiyon doku ve/veya
organda islev kaybina neden olabilmektedir. Cerrahi olarak miidahale edilebilen hastalarda,
niiks oranini diisiirmek i¢in, 151n tedavisi, kemoterapi ve hedeflenmis kemoterapi adjuvan tedavi

olarak uygulanmaktadir (Von Hoff ve dig., 2013; Conroy ve dig., 2011).

Fakat her {i¢ yontemde de niiks oran1 yiiksektir. Bunun yani sira bir¢ok yan etkiler goriilmekte
ve hastanin yasam kalitesi diismektedir. Radyoterapide goriilen yaygin yan etkiler; ¢evre
dokuda ve organda saglikli doku ve organ harabiyeti, ciltte degisiklikler (kizariklik, deride
incelme), mide bulantisi, kusma, diyare, yorgunluk, kilo kayb1 ve kemoterapide goriilen yan
etkilerin kotiilesmesidir. Hastaligin cerrahi miidahale boyutlarina indirgenmesi veya tekrar
etmesini Onlemek amaciyla uygulanan radyoterapide radyasyon tolerans dozu nedeniyle

tedavinin tekrarlanmasi miimkiin olmamaktadir (Kuroda ve dig., 2013).



Kemoterapi tedavisi alan hastalarda ise yorgunluk, sa¢ kaybi, istah kaybi, agiz yaralari, mide
bulantisi, kusma gibi yan etkilerin yani1 sira kanama veya morarma, diisiik kan sayimi ve
enfeksiyon gibi ciddi yan etkiler de goriilmektedir. Kemoterapi genellikle radyoterapi ile
birlikte uygulansa da pankreas kanserinde bagar1 orani yiiksek bir tedavi degildir (Von Hoff ve
dig., 2013). Kemoterapi ajanlarina karsi hastalarin tiimor hiicrelerinde direng gelismekte ve

tedavinin basar1 oran1 diismektedir (von Wichert ve dig., 2008).

Bu sonuglar goz oniine alindiginda pankreas kanserinin tedavisinde geleneksel yontemlerin
yetersiz kaldig1 goriilmektedir. Cerrahi miidahaleye uygun olmayan hastalarda tiimdriin tedavi
edilebilir boyutlara indirgenmesi ve/veya niiksiin engellenmesi i¢in, diisiik morbiditeye sahip
tiimor dokularinda lokal olarak tahribata yol agabilen minimal girisimsel bir tedavi yonteminin
arastirilmasi gerekmektedir. Fotodinamik terapi (FDT) bdlgesel solid tiimorlerin tedavisinde

kullanilan Amerikan Gida ve ilag Dairesi onayl bir tedavi yontemidir.

Fotodinamik terapi, se¢ici olarak fotoduyarli maddenin yiiklenmesinin ardindan tiimér dokunun
151k ile uyarilmasi esasina dayanir. Uyarilan dokuda, oksijen varliginda, lezyon apoptoza,
nekroza ya da otofajiye siiriiklenir. FDT nin biyolojik etkisi fotokimyasal olup, termal degildir.
Bu durum bag doku hasarini1 minimize ederek saglikli cevre doku ve organlari korumaktadir.
Fotodinamik terapide derin doku tiimdrlerinin tedavisi i¢in kullanilacak farkli fotoduyarl
maddeler gelistirilmektedir. Indosiyanin yesili, dokunun derinine niifuz edebilen 780-810 nm

dalga boylar1 arasinda absorbsiyon yapabilmektedir.

Tez calismasinin konusu, indosiyanin yesili (ICG) molekiiliiniin 785 nm bir lazer kaynagi
kullanilarak, MIA PaCa-2 pankreas kanser hiicre hatt1 ve kontrol grubu olarak MRC-5 normal
akciger fibroblastik hiicre hatti {izerinde fotodinamik terapi uygulanmasidir. Tez ¢alismasinda,
ICG tabanli FDT’nin fototoksik, antiapoptotik etkileri detayli olarak arastirilmistir. Bu
calismanin amaci, ileride yapilacak arastirmalar ve tiimor tedavisi i¢in kliniklerde ICG tabanl

FDT uygulamalariin gelistirilmesine katki saglamaktir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. PANKREAS VE PANKREAS KANSERI

Pankreas, karin boslugunun derin kisminda, midenin arkasinda ve omurganin 6niinde yer alan
sindirim sisteminin 6nemli bir organdir. Yetiskinlerde 14-20 cm uzunlukta ve 75-100 g agirlikta
mide, duedonum ve kolon ile 6n yiizii kapatilmis konumdadir (Campbell ve Verbeke, 2013).
Pankreasin anatomik yapisi bag, gévde ve kuyruk olmak iizere {i¢ kisimdan olugmaktadir (Sekil

2.1).
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Sekil 2.1: Pankreasin anatomik yapisi (Bardeesy ve DePinho, 2002).
Pankreas salgilari, ekzokrin ve endokrin olmak iizere iki ¢esittir. Ekzokrin salgilarin iiretildigi
hiicreler asinar ve duktal hiicrelerdir ve tiim pankreasin %85’ini olusturmaktadir. Endokrin
salgilar ise dig dokuya gomiilii olarak Langerhans adaciklar1 sekilde konumlanmistir. Adacik
dokular1 pankreasin %?2’sini olusturur. Pankreasin geri kalan kismi ise ekstraseliiler matriks ve
damarlardan olusur. Adacik dokusu 4 farkli hiicre ¢esidinden olusur. Bunlar; alfa hiicreleri
(%15), beta hiicreleri (%70), delta hiicreleri (%10), pankreatik polipeptit (%5) hiicrelerdir. Alfa
hiicreleri glukagon, beta hiicreleri insiilin, delta hiicreleri somatostatin ve pankreatit polipeptit

hiicreleri ise pankreatik polipeptit salgilamaktadir. Langerhans adaciklarinda {iretilen diger



hormonlar ise; VIP, serotonin, pankreastatin, CGRP, néropeptit Y, gastrin-bagimli peptittir
(Slack, 1995; Bardeesy ve DePinho, 2002).

2.1.1. Pankreas Kanseri Epidemiyoloji

Pankreas kanseri, goriilme siklig1 son yillarda artmis ve batida gastrointestinal kanser tiirleri
arasinda ikinci siraya ¢ikmus olan, 6liim orani ¢ok yiiksek bir hastaliktir. Tiirkiye Istatistik
Kurumu verilerine gore kotii huylu tiimor nedeniyle gergeklesen dliimlerin toplam sayis1 2014
yilinda 76 bin 475 olurken, 2015 yilinda 76 bin 969 olarak tespit edilmistir. 2014 yilinda bu
oliimlerin %35,7’si1, 2015 yilinda ise %5,9’u pankreasin kotii huylu tiimoriinden kaynaklanmigtir

(Tiiik, 2015).

Pankreas kanserinin diinyadaki seyrine bakildiginda 2013 yilinda kansere bagl dliimlerde
yedinci siradaki 6liim nedeni pankreas kanseridir. Pankreas kanserinin biitiin tiirlerinde 5 y1illik
sag kalim oran1 %8’dir. Pankreas kanseri tipik goriilme yas1 70-80 yas araliginda olmakla
beraber 50-60 yas araliginda da goriilme siklig1 artmistir (Siegel ve dig., 2013).

2.1.2. Pankreas Kanseri Risk Faktorleri

Pankreas kanserinin etyolojisi demografik faktorler, hasta ile ilgili faktorler, cevre ile ilgili
faktorler ve diyet olarak dort farkli baglikta toplanmaktadir. Demografik faktorler
incelendiginde 60 yas ve {lizeri kisilerde, erkeklerde ve zencilerde pankreas kanserine
yakalanma oraninin daha yiiksek olarak goriilmektedir (Zavoral ve dig., 2011; Muniraj ve dig.,

2013).

Pankreatit, pernisiydz anemi, diyabet, endokrin ve oto immiin hastaliklar1, mide rezeksiyonu
gecmisi olan hastalarda ve kalitimsal olarak yatkinligi olan kisilerde pankreas kanserine

yakalanma oran1 daha yiiksek goriilmektedir (Yadav ve Lowenfels, 2013).

Sigara ve alkol kullaniminin kesin olarak pankreas kanserine yakalanma oranmni arttirdigi
gozlenmistir. Pankreas kanseri hastalarinin %25’inde sigara kullanimi1 ana neden olarak ve aktif
sigara kullaniminin ise yaklasik olarak 2,2 kat olarak hastaliga yakalanma riskini arttirdigini
gosterilmistir. Alkol kullaniminin glinde 30 g ve yiiksek oranda olmasinin pankreas riskini %22

oraninda arttirdig1 gosterilmistir (Maisonneuve ve Lowenfels, 2010).



Kisilerin mesleklerinde betanaftilamin, benzidin, petrol iiriinleri, DDT, pestisit, agir metaller,
aliminyum, komiir ve havagazina maruz kalmalarinin pankreas kanserine yakalanma oranini

arttirdig1 gézlenmistir (Muniraj ve dig., 2013).

Kisilerin beslenmelerinde yiiksek yag, yiiksek karbonhidrat, ytliksek kolestrol, yiiksek doymus
yag asidi, tuzlu ve tiitsiilii et tiiketimleri de pankreas kanseri riskini attirmaktadir (Zavoral ve

dig., 2011; Wormann ve Algiil, 2013).

2.1.3. Pankreas Kanseri Tan1 ve Evrelemesi

Pankreas kanseri erken evrelerde tanisi zor bir hastaliktir. Pankreasin yerlestigi konum
pankreasa ait hastaliklarin karindan hissedilmesini, goriintiilenmesini ve teshisini
zorlastirmaktadir. Pankreas kanserinin klinik bulgularinda safra yolu tikaniklig1 ve sarilik, kilo
kayb, siddetli epigastrik ve bele vuran agrilar, istahsizlik yaygin gozlenmektedir. Kasinti, koyu
renkli idrar, acik renk gaita, kusma kismen daha diisiik oranlarda goriilen bulgulardir. Sarilik
ve safra yolu tikanikliklar1 en sik ve en erken ortaya ¢ikan belirtilerdir. Bu belirtiler gézlerde
ve deride sararma olarak ortaya ¢ikmaktadir. Pankreas tiimdriiniin safra yolunu tikamasi sonucu
karaciger salgist olan bilirubininin dueodunuma ge¢mesinin engellenmesi sariligin nedenidir.

Siddetli epigastrik ve bel agrilarina neden olur.

Pankreas kanserlerinin %901 duktal epitel hiicreli karsinomdur. Pankreas basi karsinomlar,
govde ve kuyruk kisimlarinda meydana gelen kanserlere oranla daha fazla goriilmektedirler.
Klinikte, pankreas tanist konuldugunda tiimoriin %10°u pankreasta, %90’1 ise lokal yayilmis
(metastaz) tiimor seklindedir (Karoumpalis ve Christodoulou, 2016; DiMaio, 2015). Pankreas

endokrin tiimdrler, tiim tiimdrlerin %6’sin1 kapsamaktadir (Yonezawa ve dig., 2008).

Pankreas kanserinin tanisinda kan testleri ve tiimor belirtecleri ile goriintiileme yontemleri
kullanilmaktadir. Kan testlerinde karaciger ile ilgili enzimlerin serum diizeyleri, K vitamininin
eksiklik ve emilim bozuklugu ile ilgili degerler tiimdriin tanisinda kullanilir fakat biitiin
verilerin normal degerlerinde oldugu durumlarda da pankreas kanseri goriilebilmektedir.
Gortintiileme yontemleri Oncelikli olarak tercih edilen tant metodudur. Transabdominal
ultrasonografi dogruluk orani %50-70 oraninda olan bir yontemdir ve 3 cm ile daha kiigiik
boyutlu tiimdrler icin hassas degildir (Muniraj ve dig., 2013; Tummala ve dig., 2011).
Bilgisayarli tomografi ve ¢oklu detektorlii bilgisayarli tomografi opere edilebilir tiimdrlerin

tanisinda %90 oranina kadar etkili olan bir yontemdir. Manyetik rezonans goriintiilleme goriintii



¢oziiniirligli en yiiksek, kiigiik tlimorlerin tanisinda etkili olabilen bir yontemdir. Pankreas
kanserinin tanisinda ve kanserin evrelemesinde endoskopik ultrasonografi (EUS) kullanilan en
basarili yontem olarak kabul edilmektedir. 5 mm ve daha kiiciik boyutlardaki tiimor kitlelerin

teshisini saglamaktadir (DiMaio, 2015; Legmann ve dig., 1998; Yasuda ve dig., 1993).

Pankreas kanserinin evrelemesinde Amerikan Birlesik Kanser Komitesi’nce tiimdr boyutu,
damar genetigi ve durumu, lenf nodu metastazi, metastazsin varliginin yakinlik veya
uzakliginin degerlendirilmesiyle TMN (T: Timor, N: Nod, M: Metastaz) sistemi
kullanilmaktadir (Tablo 2.1) (Tablo 2.2) (Li ve dig., 2018).

Tablo 2.1: Pankreas kanserinin evrelemesi.

Primer Tiimér (T)

X Primer tiimér degerlendirilemez

TO Primer tiimdr kanit1 yok

Tis Karsinoma in situl

T1 Tiimor pankreasla simirli < 2cm

T2 Tiimor pankreasla sinirli > 2cm

T3 Tiimor, ¢olyak ekseni veya superior mezenterik arteri

sarmadan pankreasin digina uzanmisg

T4 Tiimor, ¢olyak ekseni ve superior mezenterik arteri

sarmis (primer timor cerrahi olarak uzaklastirilamaz)

Bolgesel Lenf Nodlar: (N)

NX Bolgesel lenf nodlart degerlendirilemez
NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok
N1 Bolgesel lenf nodu metaztasi

Uzak Metastaz

MO Uzak metastaz yok

M1 Uzak Metastaz var




Tablo 2.2: Pankreas kanserinin anatomik evrelemesi.

Anatomik Evre Prognostik Gruplar
Evre0 Tis, NO, MO
EvrelA T1, NO, MO
Evre2B T2, NO, MO
Evre2A T3, NO, MO
Evre2B T1, T2 yada T3; N1; MO
Evre3 T4; NX NO ya da N1; MO
Evre4 T1, T2, T3 ya da T4; NX, NO ya da N1; M1

2.1.4. Pankreas Kanserinin Tedavisi

Pankreas kanseri 6liimciil bir hastaliktir. Hastaligin ilk teshis aninda hastalarin %20’sinden az1
kiiratif tedavi olan cerrahiye uygundur. En etkili tedavi stratejisi olarak cerrahi ve sonrasinda
uygulanan adjuvant terapiler goriilmektedir. Pankreas kanserinin tedavisinde etkili bir erken
teshis belirtecinin olmamasi hastalarin kiiratif tedavilerden faydalanma oranini diistirmektedir.
Pankreas kanserinde kemoterapi ve kemoterapi-radyoterapi kombine uygulamalarimin son
yillardaki basar1 oranindaki iyilesmelere ragmen, 5 yillik sagkalim orant %8’1 agmamaktadir

(Ryan ve dig., 2014; Cid-Arregui ve Juarez, 2015; Paulson ve dig., 2013; Siegel ve dig., 2016).
Pankreas kanserinin tedavisinde uygulanan yontemler ise sOyledir;

Cerrahi yaklasim,
Ablasyon yontemleri,
Radyoterapi,

Kemoterapi,

AN N NN

Agr1 palyasyonu’dur (American Cancer Society, 2018).

Pankreatik tiimorlerin tedavisinde uygulanan protokole tiimériin cerrahi rezektabilitesine,

hastaligin evresine gore karar verilir. Rezektabilite kriterlerine gore tedavi iice ayrilir. Bu



kriterlere gore tiimorler rezektable, borderline rezektable ve unrezektable (lokal ileri)’dir.

(Varghese ve dig., 2016).

Rezektable tlimorlerde, tiimoriin uzak metastaz yapmis olmamasi, arteryal yapilarda tiimor
olmamasi, vendz yapilarda tiimor olmamasi ya da duvar yapisin1 bozmayacak 6l¢iide temasin
olmas1 gerekmektedir (Du ve dig., 2015). Cerrahi yontemler uygulanir. Kanserin tekrar
etmesinin Onlenmesi i¢in ajduvant tedavi olarak kemoterapi ya da radyoterapi-kemoterapi

uygulanir (Flandin ve dig., 2004).

Borderline tiimorlerde, tiimoriin uzak metastazin olmamasi ama tiimdoriin inferior vena kavaya
temasinin olmasi, sliperior mezenterik vene temasinin olmasi gerekmektedir (Kircher, et al.,
2011). Preoperatif neoadjuvant terapi olarak kemoterapi veya kemoterapi-radyoterapi uygulanir
(Sperti, et al., 2003). Tedavi sonrasi tiimor rezekte edilebilecek boyutlarda ise cerrahi yapilir.

Sonrasinda hastaya adjuvant terapi uygulanir (Yokoyama, et al., 2012).

Unrezektable tiimorlerde uzak metastazinin olmasi gerekmektedir. Kemoterapi ve kemoterapi-
radyoterapi uygulanir. Kemoterapi, hastaligin progresyonuna gore ikinci olarak tekrar
uygulanabilir. Ileri asamalarda ise palyatif tedavi uygulanir (Tempero ve dig., 2017) (Andriulli
ve dig., 2012)

2.1.4.1. Cerrahi Yontemler

Pankreas kanserinin tedavisinde en etkin, en sik ve kiiratif olarak uygulanan tek yontem
cerrahidir. Bununla beraber, pankreasin anatomik konumu itibariyle hastaligin teshisinin
zorlugu nedeniyle hastalarin biiylik cogunlugu rezekte edilemez evrededir (Sohal ve dig.,

2017). Cerrahi rezeksiyonda ana amag¢ tiimdriin biitlinliyle uzaklastirilmast ve kalinti

kalmamasidir (Shaib ve dig., 2016; Yang ve O'Reilly, 2015).

Whipple prosediirii (pankreatikoduodenektomi) en sik uygulanan yontemdir. Bu prosediirde
pankreasin timorlii kismi, mide, dueonum, safra kesesi ile safra kanalinin bir kisminin

rezeksiyonu yapilir (Tempero ve dig., 2014; Schwarz ve Katz, 2015).

Pilor koruyucu Whipple prosediiriiniin, Whipple prosediiriinden farkli mide duvarinin (pilor)
rezeksiyonun yapilmamasidir. Daha kolay bir yontem olup, operasyon sonrasi iyilegsmesi daha
kolay olan ve iilser riskini azaltan bir yontemdir. Dezavataji1 ise hastalarin operasyon sonrasinda

mide bosaltilmasinda uzun siiren giicliiklerdir (Perek, 2002; Wayne ve dig, 2001).



Genisletilmis Whipple prosediiriinde bolgesel lenf metastazlarinin olmasi nedeniyle, Whipple
prosediirine ek olarak bir kisim c¢evresel dokularin ve pankreasin bas ve goévdesinin

rezeksiyonu yapilir (Giilen ve dig., 2005)

Distal pankreatektomi prosediirii pankreasin kuyruk bolgesindeki tiimdrlerde uygulanir (Wolff,
2012).

Total pankretektomi ise, rezeksiyon sonrasinda tiimoriin cerrahi sinirda oldugu durumlarda
uygulanan cerrahi yaklagimdir (Pisters ve dig., 2005). Standart Whipple uygulamasi sonrasinda
mortaliteyi arttirmak amaciyla total pankretektomi Onerilen bir prosediirdiir (Giilen ve dig.,

2005).

Cerrahi sonrasi hastalarda niiks olup olmadiginin arastirilmasi i¢in biyopsi yapilir ve niiks

mevcutsa kemoterapi veya kemoterapi-radyoterapi uygulanir (Kim ve dig., 2011).

2.1.4.2. Radyoterapi

Pankreas kanseri tedavisinde kullanilan 151n tedavisi, yiiksek enerjili X-ray 1sinlariyla timorlii
olarak isaretlenen bolgelerin hedeflenerek oldiiriilmesi temeline dayanir. Pankreasin ekzokrin
dokularinda gelisen tiimdrlerin radyoterapiye cevap verebildikleri fakat endokrin dokularda
gelisen tiimorlerin cevap vermedikleri bilinmektedir. Radyoterapi klinikte cerrahi Oncesi
(neoadjuvan) ve cerrahi sonrasi (adjuvan) uygulanmakta olup, genellikle kemoterapi ile birlikte
uygulanan bir tedavidir. Lokal ileri inoperable hastalarda tiimorii cerrahiye uygun boyutlara ve
duruma getirilmesi i¢in radyoterapi ile kemoterapinin birlikte kullanilabilmektedir (Mornex ve

dig., 2005; Mornex ve dig., 2000).

2.1.4.3. Kemoterapi

Pankreas kanserinin sistemik tedavisinde kullanilan kemoterapi, antikanser ilaglarinin
intravendz ya da oral yolla hastaya verilmesiyle hastaligin farkli evrelerinde uygulanabilen bir
tedavi yontemidir. Cerrahi islem sonrasinda kanserin niiks riskini azaltmak i¢in advujant tedavi
olarak uygulanabilmektedir (Claude ve Mornex, 2003). Lokal ileri inoperable hastalarda ve
metastatik kanserlerde de uygulanmaktadir. Klinikte en sik kullanilan kemoterapik ajanlar
gemsitabin, 5-fluorousil, irinotekan, oksaliplatin, paklitaksel, sisplatin’dir (Squadroni ve Fazio,

2010; Hammel ve dig., 2015).
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2.1.4.4. Lokal Tedaviler
Pankreas kanserinin tedavisinde uygulanan lokal tedaviler; ablasyon yoOntemleri ve

embolizasyon yontemleridir (Pollom ve dig., 2015).

Ablasyon yontemleri olarak uygulanan radyofrekans ablasyonu, radyo dalgalarmin ince
problarla tiimdre iletilmesi islemini kapsar. Mikrodalga termoterapi de ise mikrodalgalar
kullanilarak tiimoriin ablasyonu saglanir. Krioablasyonda ise prob kullanilarak dokuya ileten

soguk gazlarin tlimor hiicrelerini dondurarak yok etmesi hedeflenir.

Embolizasyon yontemlerinde ise hedef tiimor hiicrelerine kan akiginin durdurulmasi ile hiicre

Oliimiiniin saglanmasidir.

2.2. FOTODINAMIK TERAPI

Isik, Antik Misir, Hindistan ve Cin’de sedef hastaligi, vitiligo ve cilt kanseri gibi ¢esitli deri
hastaliklarinin tedavisinde kullanilmis olup, bin y1ldan daha uzun bir siireden bu yana insanlarin
sagliklarina geri kavugmalar1 i¢in kullandiklari bir tedavi aracidir (Ackroyd ve dig., 2001;
Daniell ve Hill, 1991). Giines 15181 18. ve 19. ylizyillarda Fransa’da tiiberkiiloz, rasitizm,
romatizma, fel¢, ddem ve kas zayiflig1 gibi ¢esitli durumlarin tedavisinde kullanilmigtir

(Cauvin, 1815).

Fotodinamik terapi Danimarkali fizik¢i Dr. Niels Finsen tarafindan 19. yiizyilin sonlarina dogru
gelistirilmistir. Dr. Finsen kirimizi 1s1k kullanarak ¢igek hastaliginin tedavisinde kullanilmis ve
pstiillerin iltihaplanmasini 6nlemeyi bagsarmistir. Sonrasinda kutandz tiiberkiiloz tedavisinde
ultraviyole 15181 kullanmistir ve sonucunda karbon ark fototerapiyi gelistirmistir. Calismalari

sonucu 1903’te Nobel Odiilii almistir (Dougherty ve dig., 1998).

Fotodinamik terapinin klinik uygulamalarmin temelleri 20. yiizyilin baglarinda Oscar Raab
tarafindan atilmigtir. Oscar Raab, akridin kimyasalinin belirli dalga boylarinda 1s13a maruz
kalmasinin paramesyum i¢in 6ldiiriicii olabildigini kesfetmistir. Hermann von Tappeiner ve A.
Jensionek eozin kimyasalinin cilt kanserinin tedavisinde kullanilabilecegini kesfetmislerdir
(Kufe ve dig., 2003; Kessel, 2004). Fotodinamik terapide en fazla kullanilan kimyasallardan
olan porfrin Friedrick Meyer-Betz tarafindan 1913 yilinin baglarinda kullanilmistir (Dolmans

ve dig., 2003; Kufe ve dig., 2003; Kessel, 2004). Richard Lipson ve Baldes, Dr. Samual



11

Schwartz tarafindan hazirlanan haematoporfirinin derivatinin (HpD) tiimor dokuda akiimiile
olabildigini ve bunun tiimor dokunun fotodedeksiyonu igin kullanilabilecegini kesfetmislerdir
(Lipson ve dig., 1964; Lipson ve dig., 1967; Gray ve dig., 1967). HpD ise klinik ve laboratuvar
arastirmalar1 sonucu Dougherty tarafindan 1980 yilinda kesfedilmistir (Sekil 2.2) (Dougherty
ve dig., 1998). 1987 yilinda ise ilk defa fotodinamik tedavide kullanilan fotoduyarli madde
olarak Photofrin® (Porfimer Sodyum) FDA tarafindan onaylanmistir. Giiniimiizde ise FDA
tarafindan onaylanmis farkli kanser tiirlerinde ve farkli hastaliklarin tedavisinde kullanilan

cesitli fotoduyarli madde bulunmaktadir.

Richard Lipson
ve Baldes,
HPD’nin Dougherty
Friedrich Meyer- timorlerde ilk defa
- Betz, porfirin ile akuimiilasyonunu || Thomas insanlar
Oscar RMP f“mdm Niels Finsen insanlar iizerinde ve tiindrlerin Dougherty || iizerinde
kumt‘;;\:::onun ‘fototerapi’ Von Tappeiner ve ilk FDT denemesini || fotodedeksiyonu cilt N ko'nt‘rollii
sitotoksik c;kilcrini ¢aligmalan A. Jodlbauer yapmugtir. nda . ' kanserinin k|lnlk-
gostermistir. sebebiyle ‘FOTODINAMIK Hematoporfirini kullanilabilecegi tedavisinde || deneyi '
(Paramecium Nobel odili TERAPI’ terimini kendi elleriyle ni basanh gergeklestir
caudatum) kazanmustir, kullanmislardir. kullanmugtir. tanimlamuglardir. olmugtur. mistir.

Niels Finsen, Hermann von W. Hausmann Samuel Schwartz I. Diamond LF. Kelly HPD ik defa
¢igek ve kutanoz || Teppeiner ve hematoporfiri hematoporfrinin hematoporfirinin || kullanarak FDT'nin is1ga
tiiberkiilozu A. Jesionek nin fare redoksiyonu ve glioma tizerinde mesane kanserini || hassaslastirici
tedavi etmek topikal eozin cildinde 1513a asetilasyonu ile fototoksik tedavi etmigtir. maddesi
i¢in 151k ve ve beyaz duyarh ve hematoporfirin etkisini in vitro HPD’nin Timor Kanada'da
kullanmugtir. 151k kullanarak fototoksik derivatim (HPD) ve in vivo olarak || regresyonuna onaylanmgtir.
cilt timoriini etkilerini elde etmig ve gostermistir. neden oldugunu
tedavi tanimlamugtir. HPD’nin ve
etmiglerdir. hematoporfirinden hematoporfirinde
iki kat daha toksik n iki kat daha
oldugunu fototoksik
bulmustur. oldugunu

gozlemlemistir.

Sekil 2.2: FDT’nin 1900-1999 yillar1 arasindaki tarihgesi (Dolmans ve dig., 2003).

2.2.1. Fotodinamik Terapinin Tanmm ve Fotodinamik Terapide Meydana Gelen
Kimyasal Olaylar

Fotodinamik terapi, fotoduyarli bir madde ile 151k arasindaki oksijen-bagimli reaksiyonlara
dayanan ve hedeflenen dokunun yikimimin saglanmasini temel alan bir tedavi metodudur
(Dolmans ve dig., 2003; Brown ve dig., 2004). Fotodinamik tedavi {i¢ ana bilesenden olusur.

Bunlar; fotoduyarli madde, 151k kaynag1 ve oksijendir. Kanserin fotodinamik terapi ile tedavisi
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fotoduyarli maddenin sistemik olarak yiiklenmesini ve tiimor dokuda birikimini takiben
hedeflenen dokunun uygun bir dalga boyuna sahip 151k kaynagi ile uyarilmasiyla baslar (Allison
ve dig., 2004; Shirasu ve dig., 2013; Kessel, 2004; Dougherty ve dig., 1998; Prasad, 2003;
Huang, 2005; Scherer ve dig., 2017). Fotoduyarlt madde uygun 151k kaynag ile uyarildiginda
transfer ettigi enerjiyi, molekiiler oksijene aktararak yiiksek derece reaktif oksijen radikalleri
(ROS) olusmasina neden olur (Patrice, 2003; Juarranz ve dig., 2008; Brancaleon ve Moseley,
2002; Moan ve Juzenas, 2008). Reaktif oksijen tiirleri proteinler, lipitler ve niikleik asitler gibi
biyolojik hedeflerin oksidasyonuna neden olarak, bu hedefleri apoptoz, nekroz veya otofajiye

stiriikler (Sekil 2.3) (Zuluaga ve Lange, 2018; Robertson ve dig., 2009; Chen ve dig., 2006).

Dokuda bulunan

Fotoduyarli madde serbest oksijen
(Uyarilmug halde) ‘—l
Isik kaynag ile Serbest radikaller,
uyanlma reaktif oksijen tiirleri

Fotoduyarli madde
(Temel halde) Hucresel toksitite

Sekil 2.3: Fotodinamik terapinin aksiyon mekanizmasi.
Fotodinamik terapinin etkililigindeki en 6nemli etmenler; (1) secilen fotoduyarli madde ve o
maddeye bagli olarak kullanilan 151k kaynagi (2) fotoduyarli maddenin konsantrasyonu (3) 151k
kaynaginin giicli, uygulama siiresi ve birim alana uygulanan enerji miktar1 (4) ortamdaki

molekiiler oksijenin konsantrasyonudur.

Fotodinamik terapide fotooksidasyon mekanizmasi, 151k ile fotoduyarlt maddenin (FDM) aktive
olarak temel enerji seviyesinden (FDM), birinci enerji (uyarilmis singlet) seviyesine ('FDM")
gelmesiyle baslar. Fotoduyarli madde sistemler arasi gegis yaparak iiclii enerji (triplet)
seviyesine (FDM") geger. Uyarilmis triplet haldeki fotoduyarli madde, enerjisini bir substrat

molekiiliine transfer edip yeniden temel haline donebilir ve yeni bir foton absorblamak i¢in
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hazir hale gelir. Fotoduyarli madde bu durumun sonunda bir substrat ile reaksiyona girerek
serbest radikaller olusturdugunda bu reaksiyon, Tip 1 reaksiyon olarak adlandirilir. Tip 1
reaksiyon sonucu reaktif serbest radikaller, peroksit ve siiperoksit gibi serbest radikaller olusur.
Fotoduyarlt maddenin ii¢lii enerji seviyesine ulagtiktan sonra temel hale donmek i¢in enerjisini
molekiiler oksijene transfer ederek oldukga reaktif olan singlet oksijen (!O2) meydana
getirdiginde bu reaksiyon, Tip 2 reaksiyon olarak adlandirilir (Sekil 2.4) (Chiu ve dig., 2003;
Agostinis ve dig., 2011). Fotodinamik terapi i¢in genellikle kabul edilen ana reaksiyon Tip 2
reaksiyon ile hiicre tahribatinin ger¢eklesmesidir (Bacellar ve dig., 2015; Broekgaarden ve dig.,
2015). Potansiyel tip 3 reaksiyon olarak adlandirilan ve heniiz tam olarak tanimlanmamis
reaksiyon tiirliniin ise dogrudan aktiflestirilmis fotoduyarli maddenin, dogrudan hedefi imha
ettigi ongoriilmektedir. Potansiyel tip 3 reaksiyonun oksijenden bagimsiz olarak, dogrudan

substrat1 hedefleyebileceginden bahsedilmektedir (Allison ve Sibata, 2010).

Tip 1 Reaksiyon

. SFDM' + H,0 — "OH + H,0 I
FDM? ) D)\’ =) FDM iicrese

(Fotoduyarh Madde) . ) Yapilarin Sitotoksitite
- 'FDM"+ H,0 —> 'FDM+'0, | Fotooksidasyonu

Tip 2 Reaksiyon

Sekil 2.4: Fotodinamik terapide meydana gelen hiicresel fotooksidasyon mekanizmasi.

2.2.2. Fotodinamik Terapide Fotoduyarli Maddeler
Fotodinamik terapide fotoduyarli maddelerin fiziko-kimyasal 6zelikleri tedaviyi etkileyen en
onemli faktdrlerdendir. ideal bir fotoduyarli maddenin tasimasi gereken baslica 6zellikler

sunlardir:

v' Spesifik olarak hedeflenen kanserli hiicrelerde ve neoplastik hiicrelerde akiimiile
olabilmelidir.

v' Hiicre membranina daha hizli penetre olmak igin hidrofobik olmalidir. Fakat, hastaya
intravendz olarak zerk ediliyorsa kana karisip dagilabilmesi i¢in kismen hidrofilik
olmalidir. Fotoduyarli maddenin viicut i¢erisinde biyolojik dagilima ugramadan giivenli

seyahati i¢in hidrofilik; hedeflenen lokasyona uygun bir sekilde baglanmasi icin
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hidrofobik olmas1 gerekmektedir. Bu iki ihtiyaca cevap verebilmek icin hidrofobik bir
fotoduyarli maddeye eklenecek polar molekiiller (amino asitler, sekerler, niikleotitler)
ile amfililik bir fotoduyarl: elde edilebilir.

v' Karanlikta toksik etki gostermemelidir.

v Biyolojik dokularda yiiksek oranda sogrulabilen terapotik bolgeye ait olan dalga
boyundaki 151k kaynaklarmi absorbe edebilmelidir. 900 nm’den uzun dalga boyunu
absorbe eden fotoduyarli maddelerin kullanildigi FDT uygulamalarinda ROS
olusumunun yeterli olmamaktadir.

v' Uyarilma reaksiyonu sonunda ¢ok miktarda singlet oksijen (O») {iretebilmelidir.

v' Viicuttan hizli temizlenmelidir. Sistemik toksititesi diisik olmahdir. Glin 1s181na
duyarlilig1 diisiik olmalidir.

v’ Ticarilesmis ve onaylanmis fotoduyarli maddelerin tiretimi tekrarlanabilir ve
standartlasmis olmalidir. Fotoduyarli maddenin nakliyati1 kolay olmali ve bu konuda
egitilmis personel ya da laboratuvar gerecine ihtiya¢ duyulmamalidir (Dolmans ve dig.,
2003; Henderson ve Dougherty, 1992; Tang ve dig., 2007; Bacellar ve dig., 2015;
Allison ve Sibata, 2010).

Klinik olarak bagarili fotoduyarlt maddelerin olusturacaklar1 fotodinamik reaksiyonun tip 2
reaksiyon olmasi beklenmektedir (Dougherty ve., 1998). Meydana gelecek fotodinamik
reaksiyon fotoduyarli maddenin lokalize oldugu bolgeye baglidir (Moser, 1998). Fotoduyarl
maddeler genellikle hiicrede ya da hiicre i¢i zarlarda akiimiile olur. Reaksiyon sonucu olusan
reaktif tlirler baslangicta, hedef dokuyu besleyen damarlara ya da hiicrelere zarar vermektedir
(Konan ve dig., 2002). Normal doku hasar1 olmaksizin, tiimér dokunun FDT ile yok
edilmesinde bir diger énemli etken de doz 6l¢iimiidiir. Uygulanabilir ve ticari olarak temin
edilebilen bir dozimetri heniiz gelistirilememistir. Bu durum FDT’nin deneysel ve klinik
basarisin1 olumsuz ydnde etkileyen bir parametre olarak kabul edilmektedir (Wilson ve
Patterson, 2008; Allison ve dig., 2004). Klinik olarak onayli fotoduyarli maddeler Tablo 2.3’de
verilmistir (Anans ve dig., 2012; Dougherty, 2002).

Fotoduyarli maddeler jenerasyonlarina, kimyasal saflik, hedef doku ve kimyasal yapilarina gore
siiflandirilirlar. Birinci nesil fotoduyarlt maddeler, porfirin temelli olup hematoporfirin ve
onun tiirevleri hematoporfirin tiirevleri olarak isimlendirilmislerdir. Ikinci nesil fotoduyarl

maddeler, birinci nesil fotoduyarli maddelerin eksiklerini gidermek amaciyla gelistirilmislerdir.
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Ikinci nesil olarak adlandirilan fotoduyarli maddeler farkli yapilara sahip genisletilmis
porfirinler, klorofil tiirevleri ve boyalardir. Boya tabanli fotoduyarlt maddeler klinikte onayli
olarak kullanilan boyalaridir. Ugiincii nesil fotoduyarli maddeler, birinci ve ikinci neslin
nanopartikiiller veya cesitli biyolojik maddelerle (antikorlar, amino asitler gibi) konjuge
edilmesiyle gelistirilmislerdir. Ikinci ve {iciincii nesil fotoduyarli maddelerin birgogu klinik
olarak onayli ya da ticari degildirler. Bu nedenle klinik basarililar1 tam olarak 6ngoriilememistir

(Juzeniene ve dig., 2007; Wilson ve Patterson, 2008).

Fotoduyarli maddelerin kimyasal safliklarina gore yapilan smiflandirma icerdikleri
komponentlerin safliklarina gore olur (Dougherty ve dig., 1992). Fotoduyarli maddeler
biriktikleri dokulara gore de siniflandirilirlar. Vaskiiler dokuda birikmeleri hedeflenen, hiicre
membranlarinda birikmeleri hedeflenen, hiicre i¢inde birikmeleri hedeflenen fotoduyarl
maddeler mevcuttur. Porfrinin vaskiiler dokuda akiimiile olmakta, hematoporfirin tiirevlerinin
hiicre membraninda akiimiile olmakta, ftalosiyaninler mitokondride akiimiile olmakta,
benzoporfrin tiirevleri golgi aparatinda akiimiile olmaktadirlar (Scourides ve dig., 1987; Berg

ve Moan, 1997).

Tablo 2.3: Onkolojik FDT’ de onayli foto maddeler.

Fotoduyarhh Madde Uyarildiklar1 Dalga Boyu (nm) Onayh Uygulamalar
(Kimyasal isimlendirme ve Marka) (Onayh Ulkeler)
Porfimer Sodyum 630 Bazal hiicreli deri kanseri (AB);
Mesane kanseri (Kanada); Skuaméz
(Porfirin) hiicreli karsinoma in situ (AB);
Servikal kanser (Japonya); Ozafagus
kanseri ve displazisi (Kanada-AB-
ABD- Japonya); Gastrit kanser
(Japonya)
5-Aminolevulinik asit -ALA 635

Aktinik keratoz (Kanada-ABD)

(Levulan)
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Tablo 2.3 (devam): Onkolojik FDT’ de onayl1 fotoduyarl1 maddeler.

Metil ester 5-ALA

(Metvix, Metvixia)

635

Aktinik keratoz (Kanada-ABD)

Meta-tetrahydroxyphenylchlorin (m-
THPC)

(Foscan)

652

Bas-boyun kanserleri (AB)

Taporfin sodium (Talaporfin),
mono-(L)- aspartylchlorin-e6
(MACE, NPe6, LS11)

(Laserphyrin)

664

Akciger kanseri (Japonya)

Meta-tetrahydroxyphenylchlorin
(m-THPC)

(Foscan)

652

Bag-boyun kanserleri (AB)

Taporfin sodium (Talaporfin),
mono-(L)- aspartylchlorin-e6

(MACE, NPe6, LS11)

(Laserphyrin)

664

Akciger kanseri (Japonya)

Cholorin €6 +

polyvinypyrrolidone

(Fotolon)

660

Deri, vulva, serviks ve oral kanser

(Rusya)

Chlorin e6+ chlorin p6

(Fotoditazin)

660

Deri kanseri (Rusya, Giiney Kore)

Aluminum sulphonated

phthalocyanines (Photosense)

675

Deri, vulva, oral, 6zefagus, mide
kanserleri ile meme metaztaslari

(Rusya)
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2.2.2.1. Indosiyanin Yesili

Indosiyanin yesili, yakin kizil 6tesi spektrumda (700-830 nm) giiclii sogurma kapasitesine sahip
bir maddedir 1982). ICG, (4,5-Benzoindotricarbocyanine)
(C43H47N2Na06S2) negatif yiiklii polimetin boyadir (Sekil 2.5). ICG suda ¢6ziinebilirdir,

fotoduyarl (Nahimisa,
aniyoniktir ve diisiik toksititeye sahiptir (Szeimies ve dig., 1997; Fox ve Wood, 1960). ICG’nin
absorbsiyon ve floresans spekturumunu Sekil 2.6’da verilmistir (Abels ve dig., 200) (Spektrum

Pulsion medikal sistemlerden alinmistir).

4
™"
a
035=0 0=5=0
' |
0 0 Na'

Sekil 2.5: Indosiyanin yesilinin molekiiler yapisi.
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Sekil 2.6: ICG’nin absorbsiyon ve floresans spekturumu.

Amerikan Gida ve Ilag Dairesi tarafindan 1956 yilinda teshis i¢in onaylanmistir (Baumler ve
dig., 1999; Fox ve dig., 1956). Klinikte oftalmolojide, karaciger fonksiyon testlerinde, kalp
debisi Ol¢limii ve kan hacmini gézlemek i¢in kullanilmaktadir (Giraudeau ve dig, 2014).

ICG’nin nekrotik hedeflerde secici olarak baglandig1 belirlenmistir ve ICG tabanli FDT nin
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pankreas, akciger, cilt, kolon ve meme kanserinin tedavisinde etkisi arastirilmaktadir (Baumler

ve dig., 1999; Tseng ve dig., 2003; Crescanzi ve dig, 2004; Brown ve dig., 2004).

2.2.2.2. Fotoduyarli Maddelerin Hiicre I¢i Birikimi

Fotoduyarlt maddelerin tiimdr hiicrelerinde birikimi, normal hiicreler ve tiimorlii hiicreler
arasindaki fizyolojik farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Bu fizyolojik farkliliklar; 1) Tiimor
dokularda, normal dokulara oranla interstitial hacim daha fazladir; 2) Tiimor dokularda, normal
dokulardan daha yiiksek oranda makrofaj bulunmaktadir ve bu durum hidrofobik fotoduyarl
maddelerin bu lokasyonda akiimiile olmasin1 kolaylagtirmaktadir; 3) Tiimor dokularda, normal
dokulardan daha fazla damarlanma olmaktadir ve mikrodamarlar arasinda catlaklar
bulunabilmektedir; 4) Tiimor dokularin lenfatik drenaji diisiiktiir; 5) Tiimor dokularin hiicre
dis1 pH’s1, normal dokulardan diistiktiir ve diisiik pH fotoduyarli maddelerin hiicre igine
alinmasini kolaylastirmaktadir; 6) Tiimor dokularin kollojen doku igerikleri normal dokulardan
daha fazladir, bilhassa porfrin ve porfirin tiirevli fotoduyarli maddelerin kollojene baglandiklar1
icin tiimor hiicreleri tarafindan akiimiile edilmektedirler; 7) Timor hiicreleri, normal
hiicrelerden daha fazla oranda lipoprotein reseptdriine sahiptirler (Johnson ve Walker, 1999;

Moor ve dig., 2003).

Klinik kullanimi onayli olan birinci nesil fotoduyarli maddelerin farkli lipofilik karakterdeki
farkli porfirin bilesenleri barindirmasi hiicre igerisinde farkli kisimlarda birikmelerine sebep
olmaktadir. Ikinci nesil fotoduyarli maddelerin kimyasal olarak daha saf olmalari, hiicre
icerisinde biriktikleri organellerin tanimlanmasima olanak saglamaktadir. Fotoduyarl
maddelerin hidrofilik 6zelliklerine ve yiginlasma kapasitelerine bagli olarak, tiimorlii
hiicrelerin mitokondri, lizozom, plazma membrani ve endoplazmik retikulum gibi

organellerinde birikmesi beklenmektedir.

Hidrofobik fotoduyarli maddeler intravendz olarak dolasima girdiklerinde lipoproteinlerle

giiclii bag yapabilme kapasiteleriyle tiimorlii dokularda yogun oranda birikebilmektedirler.

Lipofilik fotoduyarli maddeler, diisiik yogunluklu yag membran reseptorlerine sahip olan
neoplastik hiicrelerde birikmeye egilimlidirler. Hiicre plazmasi, endoplazmik retikulum,
mitokondri, cekirdek ve lizozomun lipofilik olmalari, lipofilik fotoduyarli maddelerin

hiicrelerin bu lokasyonlarinda birikmesine neden olmaktadir.
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Hidrofobik fotoduyarli maddeler dogrudan bir etki ile tiimorlii hiicrelerin harabiyetine neden

olmaktadirlar (Moor ve dig., 2003).

Tiimdrli hiicrelerinde oksijen miktarinin diisiik olmasi ve glikolitik aktivitenin yiiksek olmast
pH’nin diisiik olmasina neden olur. Diisiik pH, fotoduyarli maddelerin hiicre i¢ine girisini

kolaylagtirmaktadirlar.

Hidrofilik fotoduyarli maddeler ise intravendz olarak dolagima girdiklerinde serum protein
tarafindan (albiimin vs.) taginmaktadirlar. Hiicre sitoplazmasina gegisleri nispeten daha zor
oldugundan tiimor dokuda interstitial boslukta ve vaskiiler stromada lokalize olurlar. Hidrofilik
fotoduyarli maddeler bu nedenle tiimorii vaskiiler hasar ile oksijen ve/veya besin maddelerinin

iletimini engelleyerek dolayli olarak yok etmektedirler (Moor ve dig., 2003; Luksiene, 2003).

2.2.3. Isik Kaynaklari ve Dalga Boyu

Fotodinamik terapi uygulamalarinin {i¢ komponentinden biri de 1siktir. Isigin doku i¢indeki
dagilimi FDT nin bagarisi i¢in hayati 6nem tasir. Isik, dokuya girdiginde dagilabilir, absorbe
edilebilir ya da sagilabilir. Meydana gelecek islem doku tipine ve 151g1n dalga boyuna baglidir.
FDT’ de kullanilacak 1181n se¢imi, 15181n boyutsal ve temporal dagiliminin 6l¢iilmesini ve

hedef dokunun yapisini, absorbsiyon ve sacilma 6zelliklerini igerir.

Biyolojik dokular homojen degildirler ve turbid ortam olarak isimlendirilirler. Turbid dokuda
absorbsiyon endojen doku (hemoglobin, miyoglobin, sitokromlar gibi) kaynaklidir. Is1gin doku
icerisinde kromoforlar, hemoglobin, melanin, amino asitler, su ve lipitlerce absorbe edilmesi
sonucu niifuz edecegi derinlik azalir. Farkli kromoforlar farkli dalga boylarindaki 15181 absorbe

etmektedir (Sekil 2.7).

Biyolojik dokularda optik pencere, yaklasik olarak 650 nm ile 1300 nm dalga boylari
arasindaki, 15181n dokuya en fazla niifuz edebildigi spektruma denilmektedir. Optik pencereden
daha kisa dalga boylarinda 15181 kromoforlar absorbe etmekte, daha uzun dalga boylarinda 15181
su absorbe etmektedir (Ravanat ve Cadet, 1995).

FDT uygulamalarinda ortalama penetrasyon derinligi 650 nm’de 1-3 mm iken, 700-850 nm
arasinda 3-7 mm kadardir (Svaasand, 1984; Wilson ve dig., 1985). Bu nedenle goriiniir ve yakin
kizil6tesi spektrumda absorbsiyon yapan fotoduyarli maddeler fotodinamik terapide tercih

edilmektedir. Naftalosiyanin 766 nm dalga boyunda, bakteriyoklorin 780 nm dalga boyunda,
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ICG 700-830 nm dalga boylarinda 15181 absorbe eden fotoduyarli maddelerdir (Firey ve
Rodgers, 1987; Spikes, 1990).

Optik Pencere
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Sekil 2.7: Optik pencere ve 15181n doku igerisinde sogurulmasi.
Fotodinamik terapide kullanilan baglica 151k kaynaklari; lazerler, 151k yayan diyotlar (LED),
akkor lambalar ve ksenon lambalardir. Lazerlerin en biiyiik avantaji, monokromatik
olmalaridir. Bu sayede fotoduyarli maddelerde yiiksek seviyede fotoaktivasyon
saglanabilmektedirler. LED’ler ise 6zellikle dermatolojik FDT uygulamalarinda tercih edilen,
diisiik maliyetli, lazerle oranla kiiclik boyutlu ve genis 1sitma alanit olusturabilen 11k

kaynaklaridir (Erkiert-Polguj ve dig., 2016; Cantisani ve dig., 2015).

FDT uygulamalarinda kullanilacak 151k kaynagi; kullanilacak fotoduyarli maddenin
absorbsiyon yaptigi dalga boyuna; hedeflenen dokuya, boyutuna ve lokasyonuna; 1sik
kaynaginin bakimin kolayligi, maliyetine gore secilir. Ayn1 151k kaynagi fakat farkli 1sitma
parametreleri ve protokolii olan FDT uygulamalarinda farkli sonuglar elde edilir. Birim
zamanda birim alana etki eden foton miktar1 arttifinda bu durum dokudaki oksijen miktarinin
hizla diismesine neden olarak FDT nin etkisini kisitlayabilmektedir (Henderson ve dig., 2006;
Guo ve dig., 2015). Kullanacak 151tk parametreleri konake¢i anti-tiimdr reaksiyonunu
etkileyebilmektedir (Sharikova ve dig., 2013; Mordon ve dig., 2015). Bu nedenle kullanilacak

151k kaynagi ile uygulanacak parametreler ve uygulama protokolii de 6nem tagimaktadir.
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2.2.4. Singlet Oksijen

Fotodinamik terapi etkisi oksijenle dogrudan baglantilidir. Solid tiimdrlerde hipoksik bolgelerin
varligi, tedavinin 6niindeki en biiyiik engeldir (Vaupel ve dig., 2001; Fuchs ve Thiele, 1998).
Tiimdr vaskiilarizasyonun zarar gérmiis olmasi hipoksinin nedenlerindendir (Casas ve dig.,
2011). Hipoksinin diger nedenleri arasinda radyoterapi ve bazi kemoterapi ilaglarinin etkisi de
sayilmaktadir (Fingar ve dig., 1992). Singlet oksijenin olusumu i¢in doku oksijenasyonu biiyiik

onem tagimaktadir (Lee See ve dig., 1984; Al-Waili ve dig., 2005).

Lokasyon olarak daha yilizeyde yer alan tiimdrlerde hipoksi daha az goriiliirken, derin
tiimorlerde hipoksi daha yaygin bir durumdur. Derin tiimdrlerde fotoduyarli maddeler 151k ile
uyarildiginda ortamdaki oksijenin dokudaki difiizyondan daha hizli tilkenmesi hipoksiye neden
olmaktadir (Henderson ve., 2006). Fotodinamik terapinin basarili olmasi i¢in fotoduyarli madde

secimi ve 151k se¢imi kadar ortamdaki oksijenin varlig1 da 6nemlidir (Chen ve dig., 2002).

2.2.5. Fotodinamik Terapide Aksiyon Mekanizmalari

Fotodinamik terapinin tiimoér doku iizerinde cesitli antitiimér mekanizmalart ile etkili
olabilecegi yapilan ¢alismalar ile gosterilmistir (Henderson ve Dougherty, 1992; Dougherty ve
dig., 1998; Morgan ve Oseroff, 2001; Schmidt-Erfurth ve Hasan, 2000; Moor, 2000; Kessel ve
Reiners, 2007). Bu mekanizmalar hiicresel, vaskiiler ve immiinolojik etki mekanizmalar1 olarak
iice ayrilir. Birinci mekanizmada fotoduyarli maddenin tiimdr hiicreleri igerisinde lokalize
olmas1 ve aktivasyonu ile dogrudan hiicre dliimii gerceklestirilmektedir. Ikinci mekanizmada
timor doku vaskiilatiirii hasara ugratilarak, oksijen ve temel besin maddelerinin tedarik
edilmesi engellenir ve vaskiiler etki ile hiicre oliimii gergeklestirilmektedir. Uciincii
mekanizmada immiin sistem uyarilarak, enflamatuvar ve immiin cevap olusturularak hiicre
olimiim gerceklestirilmektedir. Fotodinamik terapi uygulamalarinda ii¢ ana aksiyon
mekanizmasi1 birlikte veya ayr1 ayn etkili olabilmektedir. Bu mekanizmalar Sekil 2.8’de

aciklanmustir.
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FOTODINAMIK TERAPI

Singlet Oksijen ve ROS

Fototoksik Hasar

Dogrudan Hiicre Oliimii Vaskiiler Etki immiinolojik Etki

Enflamatuvar

Fotoduyarh maddenin U
mediatorlerin salinmas:

endotelyal hiicrelerde
akiimiile olmasi

Apoptoz  Nekroz  Otofaji

l immiin hiicrelerinin
infiltrasyonu

Endotelyal hiicre hasarn

|

Kismi olarak ya da tamamen Sistemik anti-timor etkisi
vaskiiler sistemin yikim ve olarak bagisikik sistmeinin

iskemik hiicre oliimii baskilanmas)

l —

Tiimorlii Hiicrenin
Oliimii

Sekil 2.8: Fotodinamik terapinin aksiyon mekanizmalari.
2.2.5.1. Dogrudan Hiicre Oliimii
Dogrudan hiicre 6liim mekanizmasi, hiicrelerin hayati fonksiyonlarin1 yerine getiremedigi
zamanlarda homeostaziyi korumak i¢in meydana getirdikleri siirecin sonucudur (Ebgelberg-
Kulka ve dig., 2006). Hiicre oliimiinliin gerceklesmesiyle hasarli, zarar gérmiis hiicreler
uzaklagtirilarak organizmanin korunmasi saglanmaktadir (Schultz ve Harrington, 2003; Yuan

ve Kroemer, 2010).

Fotodinamik terapi uygulamasi sonrast meydana gelecek hiicresel tepkinin ¢esidi birgok faktore
baglidir. Meydana gelecek tepkiyi belirleyen en 6nemli faktor fotoduyarli maddenin hiicre
icerisinde akiimiile oldugu lokalizasyondur (Henderson ve Dougherty, 1992; Kessel ve Reiners,
2007). Biyolojik ve fiziko-kimyasal 6zelliklerine bagli olarak fotoduyarli maddeler genellikle

mitokondri, plazma membrani, lizozom, golgi aparati, endoplazmik retikulum gibi hiicre i¢i
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organellerde lokalize olurlar (Juarranz ve dig., 2008). Hiicre iskeleti ve hiicreyi bir arada tutan

diger bilesenler de fotoduyarli maddelerin hedefleri olarak tanimlanmustir.

Fotodinamik reaksiyon farkli komponentleri etkilese de hiicrede meydana gelebilecek ii¢ ana
olim mekanizmas1 vardir (Castano ve dig., 2004). Dogrudan hiicre 6liim mekanizmalar
apoptoz, nekroz ve otofajidir (Foote, 1991). Hiicrelerin 6liim mekanizmalari, morfoloji,
enzimatik aktivite, fonksiyonel ve immiinolojik cevaplara bagli olarak programli ya da

programsiz olarak belirlenir (Kroemer ve dig., 2009; Oliveira ve dig., 2011).

Apoptoz, hiicrenin kontrollii 6liim mekanizmasidir (Oleinick ve dig., 2002). Fotodinamik
aksiyon sonrasinda, ¢ogunlukla mitokondride ve endoplazmik retikulumda lokalize olan
fotoduyarli maddeler hiicreyi apoptoza siiriiklemektedir. Apoptozisi etkileyen hiicre igi
faktorler; sitokoninler, hiicre i¢i kalsiyum oranindaki yiikselme, tiimor nekroz faktorii, timdor
baskiliyici p53 geninin aktive olmasi, sitotoksik antikanser ilaglaridir (Kroemer ve dig., 2009;

Yuan ve Kroemer, 2010).

Apoptoz siirecini baglatan 3 faktor bilinmektedir. Bunlar; DNA hasarina karst genlerin cevabi
olarak, hiicre membraninda bulunan hiicre 6liim reseptorlerinin uyarilmasiyla ve hiicreye
proteolitik enzim girisiyle apoptosizin baslatilmasidir (Kroemer ve dig., 2009; Erental ve dig.,

2012).

Fotodinamik terapi uygulamalarinda fotoduyarli maddelerin niikleusta lokalize olduklar1 tespit
edilmediginden direk olarak DNA hasarina yol agmadigi, bu nedenle mutajenik bir etki
olusturmadig: bilinmektedir. Bcl-2 gen ailesinin proteinleri, kaspazlar ve Apaf-1 (Apoptotik
Proteaz Aktivasyon Faktorii-1), apoptozis siirecinde etkili ve karakteristik morfolojik

degisimlere neden olan {i¢ ana etmendir (Kang ve dig., 2011).

Apoptoz sonucu goriilen karakteristik morfolojik degisimler, mitokondriyal hasar, ¢ekirdek zar1
kirilmasi, DNA fragmentasyonu, kromatin yogunlagmasi ve apoptotik cisimlerin

sekillenmesidir (Mfouo-Tynga ve Abrahamse, 2015).

Bcl-2/Bax gen ailesine ait proteinler apoptozun regiilasyonunda 6nemli rol oynarlar. Apoptotik
sinyalin alinmasi ile Bax proteinleri (proapoptotik proteinler), mitokondri membraninin iyon
permeabilitesini azaltir ve bu nedenle membran igindeki sitokrom c¢ ve apoptoz indiikleyici

faktorler sitoplazmaya gegerler. Apoptoz indiikleyici faktorler niikleusta meydana gelecek
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apoptotik reaksiyonu baglatirlar. Sitokrom c, sitoplazma icerisinde bulunan Apaf-1 proteinine
baglanarak prokaspaz-9’u aktive eder. Bu kompleks apoptozom olarak adlandirilir. Aktive olan
prokaspaz-9, aktif kaspaz-9’a doniisiir ve efektor kaspazlardan olan prokaspaz-3’ii aktive eder.
Aktif kaspaz-3, deoksiriboniikleaz enzimlerinin serbestligini saglar ve kromatin yogunlagmasi
gibi apoptozun morfolojik belirtilerini ortaya ¢ikartarak hiicrenin planli 6liimiinii saglar (Mroz

ve dig., 2011; Nikoletopoulou ve dig., 2013).

Endoplazmik retikulumda biriken fotoduyarli maddelerin membran permeabilitesini
degistirmesiyle kalsiyum iyonlarinin endoplazmik retikulumdan mitokondriye transfer olmasi
da hiicreyi apoptoza siiriikleyen nedenler arasindadir. Kalsiyum iyonlarinin yogunlugu
mitokondrial membranda morfolojik degisime neden olmaktadir ve bu durum hiicreyi apoptoza
stiriikler (Giorgi ve dig., 2015; Giorgi ve dig., 2015; Ouyang ve dig., 2012; Lamkanfi ve dig.,
2007).

Nekroz; rastgele meydana gelen ve gen bazinda kontrol edilemeyen diizensiz hiicre 6liim
stirecidir. Programli hiicre 6liimiine neden olan sinyal yolaklarinin olmamasi ve enflamatuvar
bir yanit olusturulmasiyla karakterize edilen bir 6liim seklidir (Kroemer ve dig., 2009). Nekroz
sirasinda hiicrede mitokondriyal ROS iiretimi yogunlasir, apoptotik olmayan proteazlar aktive
olur, ATP iiretim seviyesi diiser ve kalsiyum kanallar1 agilir. Nekrotik hiicre 6liimiine neden
olan en 6nemli faktor hipoksidir. Agir metaller, enfeksiyon, toksik maddeler veya tramva gibi
dis uyarilara karst da nekroz gelisebilmektedir. Okaryatik hiicrelerde kaspaz aktivitesinin
meydana gelmedigi durumlarda, sinyal iletimi ve katabolik aktiviteler toll benzeri reseptor

aracilig1 ile nekroz mekanizmasini diizenler.

Yedi tip nekroz vardir ve her birinde birbirini takip eden asamalar aynidir. Bunlar; plasma
membranin gegirgenliginin bozulmasi, endoplasmik retikulum boyunca kalsiyum iyonlarinin
hareketi, organel ve plazma mambranin sismesi, kalsiyuma bagli kalpin aktivasyonu, lizozomal
par¢alanma, hiicresel yapilasin degredayonu ve eflamasyon ve/veya iltihaplanmanin meydana

gelmesidir (Lemasters, 2005; Cho ve dig., 2011).

Nekrotik hiicresel 6lim asamalarinin ilk basamagi, disaridan gelen fiziksel ve kimyasal
uyarilara bagli olarak hiicrenin iyon dengesinin bozulmasidir. Nekrozun baglangicinin kontroli,
reseptor etkilesimli proteinlerin (RIP1 ve RIP3) aktivitesi tarafindan olur. RIP1 ve RIP3 serin-

treonin yapili bir kinazlardir. Kaspazlardan etkili olmadig1 nekrozda hiicresel 6liim reseptorii
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olarak sinyalleme isleminde gorev almaktadirlar. RIP1 ve RIP3 mitokondri aktivasyonunu
saglar ve nekrozu indiikler. Nekrotik uyaricilar kalpain aktivasyonuna, neden olmaktadir.
Kalpain kalsiyum ile aktive olan bir kaspaz proteazdir ve lizozom enzimlerinin salinimina
katkida bulunur. Bcl-2 ailesinden proteinler, mitokondrinin i¢ ve dis zarindaki porlar1 aktive
etmektedir. Mitokondriyal porlar, ROS ve kalsiyum iyonunun fazla iiretilmesi halinde agilan
kanallardir. Bcl-2 ailesinden Nix proteini endoplazmik retikulumdan kalsiyum iyonlarinin
salinmasina neden olur ve salinan mitokondri matriksine gegerek porlarin agilmasina neden
olur. RIP proteinlerini de asir1 ROS iiretimine neden oldugu i¢in mitokondriyal porlar acik kalir.
Mitokondri de bu durumda oksidatif fosforilasyon yoluyla ATP iiretemeyecek duruma gelir ve
hiicre i¢i ATP eksikligi bagslar. Ayrica, DNA tamirini ger¢eklestiren enzimler de NAD
(Nikotinamid adenin diniikleotit) molekiiliiniin parcalayarak ATP eksikligine yol agar. Hiicre
ici ATP eksikligi, iyon pompasinin yetersiz kalmasina neden olur. Bu durum hiicre i¢ine sivi
almimi artar. Organeller siser, plasma membranin biitlinliigii bozulur ve osmatik basincin
bozulmasindan dolay1 hiicre patlar. Hiicre igeriginin, hiicreler arasi bosluga salinmasi
enflamasyon ve/veya iltihaplanmaya neden olur. Hiicreler arasi boslukta meydana gelen yangi
nedeniyle makrofaj ve noétrofillerin nekrotik dokuya gecerek, o lokasyonu fagosite eder
(Christofferson ve dig., 2012; Galluzi ve dig., 2012; Ke ve dig., 2016; Wood ve dig., 1997;
Baines, 2010).

Nekroz ile hiicre Oliimil, plazma membraninda biriken fotoduyarli maddelerde sik
goriilmektedir. Lipozomal alimunyum klorofitalosiyaninin in vitro ve in vivo olarak
fotodinamik etkinligi Ehrlich tiimoérlerinde aragtirilmistir ve bu fotoduyarli maddenin %90
oraninda nekroz ve kismi olarak da vaskiiler etki ile tlimorii yok ettigi kaydedilmistir (Mroz ve

dig., 2011; Conrad ve dig, 2016; Longo ve dig., 2009).

Otofaji; bir vakuol i¢ine alinan hiicre i¢i makro molekiillerin lizozomal olarak par¢alanmasidir.
Otofaji, anabolik ve katabolik hiicre i¢i fonksiyonlarin dengelenmesini saglayan ve hasarli
hiicre i¢i yapilarin geri doniigiimiinii saglayan bir hiicre 6liim seklidir. Sitoplazmanin bir kismi1
ya da ilgili organeller endoplasmik retikulumun ekstraselliiller membrani ile sarilir. Primer
lizozomlar, bu yapiyla birleserek sekonder lizozomu (= otofajik vakuol=otozom=otofagozom)

olusturur.

Otozomlar ¢ift membranli yapilardir. Otozom hidrolitik enzimlerle pargalanarak, niikleusta

yogunlagsmaya neden olur. Otofajik hiicre 6liimiinde apoptotik hiicre dliimiinden farkli olarak,
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karakteristik niikleus yogunlagmasi ¢ok daha uzun siirede gergeklesir. Fakat DNA kiriklart ve
apoptotik cisimcikler gézlenmez (Tsujimoto ve Shimizu, 2005; Jain ve dig., 2013; Michaud ve
dig., 2011; Di ve dig., 2013; Xie ve Klionsky, 2007; Nikoletopoulou ve dig., 2013; Lemasters,
2005; Yu ve dig., 2006; Mizushima ve Klionsky, 2007; Gozuacik ve Kimchi, 2007).

Otofaji, hiicre koruyucu bir mekanizmadir ve fotodinamik aksiyon olarak gelisen hiicresel 6liim
mekanizmalarindandir. Apoptotik 6liim mekanizmast bozuldugunda, hiicrenin otofajiye
yonlendigi gozlenmistir. Bu durum FDT uygulamalarinda fotoduyarli maddenin dozuna ve

uygulanan 151k yogunluguna bagli olarak gelismektedir.

Otofaji, diisiik doz FDT uygulamalarinda koruyucu bir mekanizma olarak islev goriirken,
yiiksek doz uygulamalarda hiicreyi oliime siiriikler. Fotoduyarli maddenin mitokondriyal
endoplasmik durumlarda  otofajik  hiicre  6liimii

ve/veya retikulum  biriktigi

gerceklesebilmektedir (Xue ve dig., 2010; Garg ve dig., 2015; Separovic ve dig., 2011).

Genel olarak, FDT uygulamalarinda hiicresel olarak meydana gelecek cevabin belirlenmesi
karmagik stirectir. Fakat genel olarak apoptoz, nekroz ve otofaji yolaklar1 gerceklesmektedir.
Apoptoz, nekroz ve otofajinin morfolojik 6zellikleri, diizenleyici faktorleri, yol agan nedenler,

biyokimyasal ve diger 6zellikleri Tablo 2.4’de verilmistir.

Tablo 2.4: Dogrudan hiicre 6liim sekillerinin ayirt edici karakteristik 6zellikleri.

Karakteristik Ozellikleri Hiicre Oliim Mekanizmalar

Apoptoz Nekroz Otofaji

Morfolojik Ozellikleri Hiicrel membrani Hiicre membrani Hiicre boyutunun kiigiiliir,

saglamdir, biitiinliigiinii kaybeder, Cift membranl vezikiiller

Hiicre kiigiiliir, Hiicre siser, olusur,

Blebler olusur, Organel siser ve Organellerde bozunum

Kromatin yogunlasmasi pargalanr, gerceklesir.

meydana gelir, Biiyiik vakuoller olusur,

Niikleer par¢amalanma Organeller parcalanr,

olur, Hiicre lizisi gergeklesir,

Organeller saglamdir,
Erken evrede
fosfatidilserin
translokasyonu gozlenir,

Apoptotik cisimler.

DNA merdiveni olusmaz,
Fosfatidil serin

translokasyonu yoktur.
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Tablo 2.4 (devam): Dogrudan hiicre 6liim sekillerinin ayirt edici karakteristik mekanizmalari.

Biiyilime faktorii eksikligi,
Organellerde meydana

gelen stresler,

Litik viral enfeksiyon,
Siddetli oksidatif stres,

Kalsiyum iyonlarinin

Diizenleyiciler Oliim Reseptérleri, Kalsiyum iyonlari, Memelilerde rapamisin

Bcl-2 ailesi, Iyon kanallari, inhibe edici (mTOR),
Beklin 1, Metabolik hatalar, Fosfoinositid-3 kinaz (PI3
Kaspazlar, Poli(ADP-riboz) (PARB), kinaz),
Apoptozu inhibe edici Kalsiyum iyonlarin Otofaji baglantili gen ailesi
proteinler, diizenleyici proteinler, (ATG ailesi),
Adaptor proteinler, RIP kinaz, UPR stres sensorleri,
Kinazlar, Oliim Reseptorleri, Beklin1,
Fosfotazlar, Keramitler. Kinaz,
Kalsiyum iyonlart, Bcl-2 ailesi,
Kalpainler, IP3 Reseptorii.
BCNIL

Yol Acan Nedenler | ROS ve DNA hasari, Iskemi, Protein agregasyonu,
Oliim reseptor ligantlari, Hipertermi, Endoplasmik retikulum
Hiicre yaslanmast, Hipoksi, stresi,

Gelisimsel program,
Hipoksi,

Iskemi,

Diger Ozellikler

gereklidir.

Fizyolojik hiicre 6liimidiir.
DNA kiriklari jel
elektroforezde merdiven
seklini alir.

Enflamasyon goriilmez.
Hiicreler tek tek ya da bir
kism bir arada 6liir.
Makrofajlar tarafindan

fagosite edilirler.

Iyon dengesi bozulur.
Patolojik hiicre dlimii
gergeklesir.

DNA rastgele pargalanir.
Enflamasyon goriiliir.
Hiicreler gruplar halinde

oliir.

Anti-Kanser ilaglari, yogunlugu, Hasarli organeller,

Endoplasmik retikulumdan Toksik maddeler, Proteaz Bozuklugu,

kalsiyum salinimi. Agir metaller. Besin yoklugu.
Biyokimyasal ve | Programlidir, ATP ATP gerekmez, Hayatta kalabilir.

Fizyolojik hiicre oliimii

gergeklesir.

2.2.5.2. Vaskiiler Etki

Yeni kan damarlarinin olusumu ve gelisimi olarak isimlendirilen anjiyogenez, kanser
hiicrelerine oksijen ve besin kaynagi saglayarak hiicrelerin proliferasyonu ve metastatik

durumlarinda anahtar bir rol oynamaktadir (Hanahan ve Weinberg, 2000; Hanahan ve
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Weinberg, 2011). Kan damarlarinin yeterli gelisim gostermedigi tiimdrlerde oksijen
yogunlugunun diisilk oldugu nekrotik boélgelerin varligi, tiimor vaskiilatiiriiniin  6nemini
gostermektedir. Tiimorlerin mevcut vaskiilatiiriine hasar veren ve anjiyogenezi inhibe eden
anti-anjiyogenik terdpatikler, tiimor proliferasyonunu durdurmaya yodnelik ve klinik olarak
onaylt kanser tedavi yontemidir (Al-Husein ve dig., 2012). Secici olarak vaskiiler hasar
olusturulmast ve anti-anjiyogenik etkinin meydana gelmesi fotodinamik tedavi
uygulamalarinin etkinligini arttirmaktadir. Ornegin, hematoporfirin tiirevi (HPD), tiimérlerin
vaskiiler yapisinda hasara yol agarak kan akisinda problemler meydana getirerek terapdtik etki
olusturmaktadir (Star ve dig., 1986). FDT uygulamalarinda fotoduyarli madde uygulamasi ile
151k aktivasyonu arasindaki siirenin kisa olmasinin hedef vaskiiler sistemde hasar olusmasina
etki ettigi kaydedilmistir. Fotoduyarli madde olarak Verteporfin kullanilarak si¢an
kondrosarkomlarina FDT uygulamalarinin yapildigr bir caligmada, ilag-151k uygulamalari

arasindaki siire kisaltildiginda vaskiiler hasarin arttig1 kaydedilmistir (Fingar ve dig., 1999).

Vaskiiler etki gosteren fotoduyarli maddeler ile gerceklestirilen FDT uygulamalarinda
endotelyal ve subendotelyal hiicreler hasar gormektedir. Endotelyal hiicreler yuvarlaklasir ve
hiicreler arasindaki baglantilar1 genisler (Ben-Hur ve dig., 1998). Bu durum endotelyal
hiicrelerin altindaki dokunun a¢iga ¢ikmasina neden olur. Hasar goren endotelyal hiicreler Von
Willebrand faktori gibi pihtilasma faktdrlerinin, trombositlerin aktive edilmesine neden olur.
Aktive olan trombositler subendotelyal dokuya gecerler ve trombosit agregasyonuna, trombiis
olusumuna ve damar tikanmasina neden olurlar. Aktif trombositler ayrica, FDT sonrasi
vazokonstriiksiyona neden olarak kan akisin1 daha da azaltmaktadir (Foster ve dig., 1991).
Boylece, fotodinamik terapi uygulama esnasinda ve uygulama sonrasinda hedef dokuda damar
daralmasi, damar gecirgenligi ve lokosit adezyonu gibi tahribatlar meydana gelmektedir.
Tedavinin ardindan damarlardan makromolekiil ve sivi sizintilar1 olmakta ve hedef bolgede
doku 6demi goriilmektedir (Nelson ve dig., 1987; Fingar ve dig., 1997). Bu durum timor
dokuya kan akisin1 yavaslatarak bolgesel hipoksiye neden olmaktadir. Hipoksi ve besin
maddelerinin yoksunlugu, tiimdr hiicrelerinin yikimint tetiklemektedir. Vaskiiler etki,
fotodinamik terapinin anti-tiimor etkisinin en 6nemli bilesenlerindendir (Chen ve dig., 2005;

Kurohane ve dig., 2001; Krzykawska-Serda ve dig., 2014).
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2.2.5.3. Immiinolojik Etki

Immiinolojik etki, fotodinamik terapinin indiikledigi {i¢iincii tiimor yikim mekanizmasidir ve
enflamatik bir yanitin olusturulmasina dayanir (Castano ve dig., 2006). Enflamasyon siirecinin
temel 6zelligi, tedavi edilen bolgede enflamatuvar faktorlerin salinmasidir (Korbelik ve dig.,
2005). Fotodinamik terapiden kaynaklanan oksidatif stres, 1s1 sok proteinlerinin transkripsiyon
faktorlerinin salinmasina ve enflamatuvar sitokininlerinin salinmasini diizenlemektedir
(Gollnick ve dig., 2003). Proteinlerin salinmasi ve hasarla iliskili molekiiler yapilarin (DAMP)
salinmasi enflamatuvar yanitin olusmasina katkida bulunur (Garg ve dig., 2010; Matroule ve

dig., 2006).

Yapilan caligmalar, FDT uygulamalarindan sonra 1s1 sok proteinlerinin ekpresyonuna ve
salinimina neden oldugunu gostermektedir (Reginato ve dig., 2014; de Vree ve dig., 1996). Is1
sok proteinleri, timor antijenlerine baglanarak Toll benzeri reseptorleriyle etkilesime girer
(Vabulas ve dig., 2002; Beg, 2002; Korbelik ve Sun, 2006). Bu etkilesimler enflamatuvar ve
immiin cevap genlerinin ekspresyonunu diizenlemektedir. Is1 sok proteinlerinin ve hasarla
iliskili molekiiler yapilarin kaynagi FDT’nin hiicresel etkisine bagli olarak degisiklik
gosterebilmektedirler (Cecic ve Korbelik, 2002; Gollnick ve dig., 2002). Sonug olarak, FDT ile
indiiklenen tiimor dokuda enflamatik bir cevap meydana gelmektedir (Garg ve dig., 2010; Krosl
ve dig., 1995; Canti ve dig., 1994; Zhang ve dig., 2009).

2.2.6. Klinikte Pankreas Kanseri Tedavisinde Fotodinamik Terapi

Pankreas kanseri, siklikla ge¢ evrelerde teshis edilen, tedavisi zor bir hastaliktir. Genetik ve
hiicresel seviyede tiimor heterojenitesi nedeniyle pankreas kanserleri cogunlukla kemoterapi ve
radyoterapiye kars1 direng gosterirler (Bramhall ve dig., 1995). Pankreatik timor hiicrelerinde,
siklikla mutasyona ugramis onkogenler bulunur. Bunun yani sira, onkogenleri tedaviye direngli
hale getirdikleri diisiiniilen kok hiicre benzeri hiicre gruplart mevcuttur. Pankreas kanserinin
biyolojinin daha iyi anlagilmasiyla tedavisinde ilerleme kaydedilmesi beklenmektedir fakat

giiniimiizde pankreas kanseri 6liimciil bir hastaliktir (Falasca ve dig., 2016).

Pankreas kanserinin geg tanisina bagli olarak hastalarin %5 ile %3’den az1 kiiratif tedavi olan
cerrahiye uygun olmaktadir (Von Hoff ve dig., 2013). Kemoterapi, opere edilemeyen hastalar
icin bir segenek olmasina karsin, sag kalima anlamli olarak ¢ok diistik bir katki yapabilmektedir.
Fotodinamik terapi, aksiyon modelleri ile direng mekanizmalarina kars1 {istiin gelerek pankreas

kanserinin tedavisinde etkili olabilecek bir yontemdir.
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Fotodinamik terapi klinikte ilk olarak lokal ileri pankreas kanserlerinde, fotoduyarli madde
olarak mTHPC kullanilarak 2002 yilinda denenmistir (Bown ve dig., 2002). Bu ¢alismada FDT,
diisiik morbidite ve mortalitede olan biitiin hastalarda tiimdr nekrozlarina neden olmustur. Faz
I klinik ¢aligmalarda, FDT nin cerrahiye miidahaleye aday olmayan lokalize pankreas kanseri

hastalarda uygulanmasi onerilmistir. Faz I ve II doz attirma g¢aligsmalarinin sonuglarina gore,

Verteporﬁn® bazli FDT nin diisiik morbiditede tiimor rediiksiyonunu gilivenli bir sekilde
sagladig degerlendirilmistir. Bu ¢alisma halen devam etmektedir (EudraCT ID: 2006-004097-
28) (Huggett ve dig., 2014).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. HUCRE HATLARI VE KULTUR KOSULLARI

Calismada kullanilan MIA PaCa-2 pankreas epitelyal kanser hiicre hatt1 (Tablo 3.1) ve MRC-5
normal akciger fibroblastik hiicre hatt1 (Tablo 3.1) Amerikan Tiir Kiiltiir Koleksiyonundan
(ATCC) alinmigtir. MIA PaCa-2 kanser hiicreleri %10 fetal sigir serum (FCS), 100 units/ml
penisilin ve 100 pg/ml streptomisin ihtiva eden NaHCO3 soliisyonu, 2 uM L-glutamin ile
desteklenen Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI) besiyerinde, %5 CO-’li inkiibatérde
37°C’de ¢ogaltilmigtir. MRC-5 normal fibroblastik hiicreler, %10 FCS, 100 units/ml penisilin
ve 100 pg/ml streptomisin ihtiva eden NaHCO;3 soliisyonu, 2 uM L-glutamin ile desteklenen
Dulbecco tarafindan modifiye edilen MEM (DMEM) (DMEM; Gibco BRL-Invitrogen,
Hollanda) besiyerinde, %5 CO:’li inkiibatorde (Universal 320 R; Hettich, Almanya) 37°C’de
kiiltiire edilmistir. Hiicreleri dondurularak -80°C’ye kaldirilmistir. Bu islem i¢in Oncelikle,
yapisik durumdaki hiicrelere 1-2 ml %0,05 Tripsin/EDTA (Gibco BRL-Invitrogen, Hollanda)
uygulanmistir ve 37°C’de %5 CO’li etiivde 1-2 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyonun
ardindan flasklara taze hiicre besiyeri eklenmis ve hiicreler falcon tiiplere alinmistir. 1500
rpm’de 4 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirilarak pellet iizerine 1-2 ml
Dimetilsiilfoksit (DMSO) ve besiyeri ihtiva eden dondurma soliisyonu eklenmistir. Hiicreler
kriyotiiplere alinmis ve -20°C’de donmalarinin ardindan, -80°C’ye kaldirilarak muhafaza

edilmistir.

Dondurulmus hiicrelerin i¢inde bulunduklar1 kriyotiipler 37°C’deki su banyosunda eritilmistir.
(oziinen hiicreler, 10 ml taze besiyeri igeren falcon tiiplerine aktarilmis ve 1500 rpm’de 4
dakika santrifiij edildikten sonra iizerlerindeki siipernatant uzaklastirilmistir. Ardindan hiicre
pelleti, taze besiyeri ile ¢ozdiiriilmiis ve flasklara alinmistir. 37°C” de %5 CO2’li etiivde inkiibe
edilmis ve MIA PaCa-2 hiicrelerinin ve MRC-5 hiicrelerinin besi ortamlar1 2 giin ara ile
yenilenmistir. Yeterli hiicre yogunluguna ulasan kiiltiirler tripsin ile kaldirilmis ve 96’lik hiicre

plakalarina (10.000 hiicre/kuyu) ekilip 24 saat inkiibe edilmistir.
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Tablo 3.1: Calismada kullanilan hiicre tipleri.

Hiicre MIA PaCa-2 MRC-5

ATCC Kodu RL-1420™ CdL-171™
Organizma . o

Homo sapiens, Insan Homo sapiens, Insan
Doku
Pankreas Akciger
Hiicre Tipi .
Epitelyal Hiicre Fibroblast
Hastahk
Karsinoma Normal
Morfoloji i 511 epi
J Yiizen yuvar.l‘ak bagli epitelyal Fibroblast
hiicreler
Cinsiyet
Erkek Erkek
Yas
65 14 haftalik gestasyon
Biiyiime Ozelligi
Aderent Aderent
3.2. ISIK KAYNAGI

Caligmada 785 nm diyot lazer (MDL-III, CNI Laser, Cin) kullanilmistir. Cikis giicii 1W olan
lazer stirekli moddur (CW). Kullanilan SMA (Step-Index Multimode) optik fiberin kalinlig:
400 pm’dir. Lazerin ¢ikis giicli her deney Oncesi ve sonrasi optik giic 6lcer ile kontrol edilmistir
(Newport CA, ABD). Isinlama esnasinda ilgili kuyucuk disinda kalan kuyucuklar siyah folyo

ile kapatilmistir. Lazer probu plakalarin iistiine en yakin olacak sekilde konumlandirilmistir.
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Sekil 3.1: 785 nm diyot lazerin goriintiisii.

3.3. FOTODUYARLI MADDE

Caligmada kullanilan fotoduyarli madde indosiyanin yesili (ICG) (Pulsion Medical Systems
AG, Miinih, Almanya)’dir. C6ziicii madde olarak PBS (Phosphate-Buffered Serum, Biochrom,
Almanya) kullanilmistir. ICG’nin maksimum absorbans ve floresans 1s1ma yaptig1 aralik olan
yakin kizil6tesi spektrumun 6zellikle 780-810 nanometreleri arasidir. Bu nedenle, ICG’nin
1siktan zarar goérmesini (photobleacing) engellenmek icin deneylerin ICG uygulamasi yapilan

her agamasinda iglemler karanlik ortamda gergeklestirilmistir.

3.3.1. ICG’nin Optimal Konsantrasyonun Hesaplanmasi

Caligmada ICG’nin optimal konsantrasyonun hesaplanmasi i¢in 6 farkli ICG konsantrasyonu,
24 saat akiimiile edilerek denenmistir. 96 kuyucuklu plaklarin her bir kuyucuguna 1 x 10* hiicre
ekilerek MRC-5 ve MIA PaCa-2 hiicre hatlar1 ekilmistir. Hiicreler standart biiyiitme
kosullarinda yetistirilmistir. Hiicre ekiminden sonra kontrol grubuna ICG i¢ermeyen besiyeri,
diger kuyuklarda sirastyla 6,25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 200
pug/mL ICG ile 24 saat inkiibe edilmistir. 24 saatlik inkiibasyonun sonunda kuyucuklardan
besiyeri aspire edilmistir ve taze besiyeri ile WST-1 karistmindan 10 uM/kuyucuk verilmistir
ve 4 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 440 nm absrobans degeri altindaki Sl¢iim
degerleri, 630 nm refereans dalga boyunda ELISA ile saptanmistir. ICG maddesinin

uygulanacak konsantrasyonu 100 pg/mL olarak secilmistir.
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3.4. FOTODINAMIK TERAPi UYGULAMA PROTOKULU

FDT uygulamalar1 optimizasyon deneyleri ve ana deney olmak iizere 2 asama olarak

olusturulmustur.

3.4.1. Optimizasyon Calismasi

Optimizasyon deneyinde 1sinlanma miktar ile tedavi sonrasi bekleme siiresi arastirilmistir ve
sonuglar  2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolyum  (WST-1)
sitotoksitite deneyi ile belirlenmistir. Her asamada deneyler, MIA PaCa-2 ve MRC-5 hiicre
hatlar1 i¢in 3 paralelli ve kendi igerisinde 8 tekrarli olarak yapilmistir. Her uygulama ig¢in

deneyler 4 grup iizerinden gergeklestirilmistir.
1. Kontrol Grubu: Yalnizca hiicre, ICG ve lazer uygulanmamagtir.
2.ICG Grubu: Hiicrelere yalnizca ICG uygulanmis, lazer uygulanmamastir.

3.Isik Grubu: Hiicrelere yalnizca lazer uygulanmig, ICG uygulanmamustir.

4.FDT Grubu: Hiicrelere ICG ve lazer uygulanmistir.

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Kontrol Grubu

ICG Grubu

QOO

Isik Grubu

FDT Grubu

1000000000000

Sekil 3.2: Optimizasyon deneyi 96 kuyucuklu plaka dizayni.
Gruplarin 96 kuyucuklu plaka iizerindeki yerlesimi Sekil 3.2°de gosterilmistir.
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100 pg/mL ICG’nin hiicreler ile 24 saatlik inkiibasyonu sonrasi, 1. ve 2. enerji yogunlugundaki
lazer uygulamalari yapilmigtir. 1. 1ginlanma miktari (radiant exposure) olarak 100 j/cm? ve 2.
1isinlama miktar1 200 j/cm?’dir. Tedavi sonunda bekleme siiresi olarak 0, 24, 48 ve 72 saat

denenmis ve daha sonra WST-1 canlilik testi ile uygulanarak sonuglar analiz edilmistir.

Optimizasyon ¢alismasi 12 farkli uygulama tlizerinden tasarlanmistir. Tablo 3.2 ve Tablo 3.3’de

uygulamalar ve numaralandirilmalari verilmistir.

1. uygulamada, MIA PaCa-2 hiicrelerinin ilgili gruplarma 24 saatlik 100 pg/mL ICG
inkiibasyonu takiben ilgili gruplara 100 j/cm? enerji yogunlugunda lazer uygulanmistir ve 0 saat
sonra canlilik testi yapilmistir. 2. uygulamada, MIA PaCa-2 hiicrelerinin ilgili gruplarina 24
saatlik 100 ug/mL ICG inkiibasyonu takiben ilgili gruplara 100 j/cm? enerji yogunlugunda lazer
uygulanmistir ve 24 saat sonra canlilik testi yapilmistir. 3. uygulamada, MIA PaCa-2
hiicrelerinin ilgili gruplarina 24 saatlik 100 pg/mL ICG inkiibasyonu takiben ilgili gruplara 100
j/em? enerji yogunlugunda lazer uygulanmistir ve 48 saat sonra canlilik testi yapilmistir. 4.
uygulamada, MIA PaCa-2 hiicrelerinin ilgili gruplarina 24 saatlik 100 pg/mL ICG inkiibasyonu
takiben ilgili gruplara 100 j/cm? enerji yogunlugunda lazer uygulanmistir ve 72 saat sonra

canlilik testi yapilmistir.

5. uygulamada, MIA PaCa-2 hiicrelerinin ilgili gruplarina 24 saatlik 100 pg/mL ICG
inkiibasyonu takiben ilgili gruplara 200 j/cm? enerji yogunlugunda lazer uygulanmistir ve 0 saat
sonra canlilik testi yapilmistir. 6. uygulamada, MIA PaCa-2 hiicrelerinin ilgili gruplarina 24
saatlik 100 ug/mL ICG inkiibasyonu takiben ilgili gruplara 200 j/cm? enerji yogunlugunda lazer
uygulanmistir ve 24 saat sonra canlilik testi yapilmistir. 7. uygulamada, MIA PaCa-2
hiicrelerinin ilgili gruplarina 24 saatlik 100 pg/mL ICG inkiibasyonu takiben ilgili gruplara 200
j/em? enerji yogunlugunda lazer uygulanmistir ve 48 saat sonra canlilik testi yapilmigtir. 8.
uygulamada, MIA PaCa-2 hiicrelerinin ilgili gruplarina 24 saatlik 100 pg/mL ICG inkiibasyonu
takiben ilgili gruplara 200 j/cm? enerji yogunlugunda lazer uygulanmisgtir ve 72 saat sonra

canlilik testi yapilmistir.
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Tablo 3.2: MIA PaCa-2 hiicre hatt1 optimizasyon deneyi uygulamalari.

Tedavi Sonrasi Bekleme Isinlanma Miktari
Siiresi (Saat)

p p

100 j/cm 200 j/cm
0 Uygulama 1 Uygulama 5
24 Uygulama 2 Uygulama 6
48 Uygulama 3 Uygulama 7
72 Uygulama 4 Uygulama 8

9. uygulamada, MRC-5 hiicrelerinin ilgili gruplarma 24 saatlik 100 pg/mL ICG inkiibasyonu
takiben ilgili gruplara 100 j/cm? enerji yogunlugunda lazer uygulanmistir ve 0 saat sonra
canlilik testi yapilmigtir. 10. uygulamada, MRC-5 hiicrelerinin ilgili gruplarina 24 saatlik 100
pug/mL ICG inkiibasyonu takiben ilgili gruplara 100 j/cm? enerji yogunlugunda lazer
uygulanmistir ve 24 saat sonra canlilik testi yapilmistir. 11. uygulamada, MRC-5 hiicrelerinin
ilgili gruplarma 24 saatlik 100 ug/mL ICG inkiibasyonu takiben ilgili gruplara 100 j/cm? enerji
yogunlugunda lazer uygulanmistir ve 48 saat sonra canlilik testi yapilmistir. 12. uygulamada,
MRC-5 hiicrelerinin ilgili gruplarina 24 saatlik 100 pg/mL ICG inkiibasyonu takiben ilgili
gruplara 100 j/cm? enerji yogunlugunda lazer uygulanmistir ve 72 saat sonra canlilik testi

yapilmustir.

13. uygulamada, MRC-5 hiicrelerinin ilgili gruplarina 24 saatlik 100 pg/mL ICG inkiibasyonu
takiben ilgili gruplara 200 j/cm? enerji yogunlugunda lazer uygulanmistir ve 0 saat sonra
canlilik testi yapilmigtir. 14. uygulamada, MRC-5 hiicrelerinin ilgili gruplarina 24 saatlik 100
pug/mL ICG inkiibasyonu takiben ilgili gruplara 200 j/cm? enerji yogunlugunda lazer
uygulanmistir ve 24 saat sonra canlilik testi yapilmistir. 15. uygulamada, MRC-5 hiicrelerinin
ilgili gruplarma 24 saatlik 100 pg/mL ICG inkiibasyonu takiben ilgili gruplara 200 j/cm? enerji
yogunlugunda lazer uygulanmistir ve 48 saat sonra canlilik testi yapilmistir. 16. uygulamada,
MRC-5 hiicrelerinin ilgili gruplarina 24 saatlik 100 pg/mL ICG inkiibasyonu takiben ilgili
gruplara 200 j/cm? enerji yogunlugunda lazer uygulanmistir ve 72 saat sonra canlilik testi

yapilmustir.
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Tablo 3.3: MRC-5 hiicre hatt1 optimizasyon deneyi uygulamalari.

Tedavi Sonrasi

Bekleme Siiresi (Saat)

Isinlanma Miktar

100 j/cm? 200 j/cm®
0 Uygulama 9 Uygulama 13
24 Uygulama 10 Uygulama 14
48 Uygulama 11 Uygulama 15
72 Uygulama 12 Uygulama 16

Deney sonunda yapilan WST-1 canlilik testine gore uygulanacak iginlanma miktart 100 j/cm?,

deney sonrasi bekleme siiresi 48 saat olarak belirlenmistir.

3.4.2. Ana Calisma

Ana calismada, optimizasyonu yapilan ICG konsantrasyonu, i1sinlanma miktar1 ve tedavi
sonras1 bekleme siiresi ile FDT uygulamalar1 yapilarak hiicre 6liim sekillerini arastirilmastir.
Deneyler, MIA PaCa-2 ve MRC-5 hiicre hatlar1 i¢in, 4 ayr1 grup olusturularak yapilmistir. Her

deney 3 paralelli ve kendi icerisinde 8 tekrarli olarak yapilmistir.

1. Kontrol Grubu: Yalnizca hiicre, ICG ve lazer uygulanmamugtir.

2.1CG Grubu: Hiicrelere yalnizca ICG uygulanmuis, lazer uygulanmamustir.
3.Isik Grubu: Hiicrelere yalnizca lazer uygulanmig, ICG uygulanmamustir.
4.FDT Grubu: Hiicrelere ICG ve lazer uygulanmustir.

Gruplarin 24 kuyucuklu plaka tizerindeki dizayni Sekil 3.3’ de gosterilmistir.



Kontrol Grubu

‘ ICG Grubu

Isik Grubu

‘ FDT Grubu

Sekil 3.3: 24 kuyucuklu plaka ana deney dizayni.
Ana deneylerde kullanilan ICG konsantrasyonu 100 pg/mL ve inkiibasyon siiresi 24 saattir.
Lazerin 1ginlanma miktar1 ise 100 j/cm?’dir. Analizler, deney uygulamalarindan 48 saat sonra

gergeklestirilmistir.

Tedavi sonrast hiicrelerde tetiklenen doz ve zaman bagimli apoptozun, kaspaz-3 ve BCA

protein aktivitesi Kaspaz-3/BCA kolorimetrik kiti ile yapilmigtir.

Tedavi sonrasi hiicrelerde tetiklenen doz ve zaman bagimli apoptozun ve nekrozun kantitatif

tayini amaciyla Akis Sitometrik Annexin-V Apoptoz/Nekroz Analizi yapilmistir.

3.5. ANALIiZ METOTLARI

3.5.1. WST-1 Hiicre Proliferasyon Testi

Canli hiicrelerin mitokondriyal aktivitelerini spektrofotometrik olarak 6lgen WST-1 hiicre
proliferasyon testi (Roche, 11644807001, Almanya) kullanilmistir. Caligma prensibi,
proliferasyona ugrayan hiicrelerin mitokondriyal dehidrojenaz enziminin test soliisyonunda
bulunan tetrazolyum tuzu ile par¢alanarak formazan kristalleri iiretilmesi sonucu goriilen renk
degisiminin ELISA ile ya da spektrofotometrik (420-480 nm) olarak Ol¢lilmesine dayanir.
Metabolik olarak aktif olan hiicre sayinin artisi, WST-1 soliisyonunun eklenmesinin ardindan
olusacak formazan kristallerinin miktarin1 arttirir. Hiicrelerdeki formazan seviyelerinin

saptanmasi ile, hiicre sayisi nicel olarak elde edilir.



39

MIA PaCa-2 ve MRC-5 hiicre hatlar1 iizerinde yapilan optimizasyon deneylerinde, belirlenen
gruplara uygulamalar yapilmistir. Tedavi sonrasi bekleme siiresi olarak 0, 24, 48, 72 saat sonra,
sirasiyla her bir siireye ait plakaya WST-1 testi uygulanmistir. Ana deney gruplarinda ise
belirlenen tedavi sonrasi bekleme siiresi 48 saatin sonunda WST-1 uygulamasi yapilmistir.
Uygulama sirasinda 96’lik plakalara, her bir kuyuya 10 pg/kuyucuk WST-1 ¢ozeltisi eklenerek
37°C° de, %5 COy’ li etiivde 4 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda plakalar, 440 nm
absrobans degeri altindaki 6l¢im degerleri, 630 nm referans dalga boyunda ELISA (Thermo
Spectrum) ile saptanmistir. Plakalardaki kontrol gruplari, kontrol kuyular olarak kabul
edilmistir. Kontrol kuyular1 absorbans dl¢timleri %100 canlilik olarak kabul edilmistir ve diger
gruplarin absorbans degerleri buna bagl elde edilmistir. Asil absorbans degeri, o gruba ait
kuyucuklarin biitliin absorbans degerlerinin ortalamasini ile kor absorbans deger ortalamasinin
farki olarak hesaplanmistir. Tlim gruplar i¢in asil absorbans degerlerinin ortalamalar1 alinarak
da ortalama absorbans degeri bulunmustur. Ortalama absorbans degeri belirlenen gruplar 100
ile carpilip, kontrol grubunun ortalama absorbans degerine boliinerek kontrol grubuna kiyasla
canlilik oranlar1 hesaplanmistir. Yiizde Canlilik = [Ornek ABS (Absorbans) ortalama x 100] /

Kontrol ABS ortalama formiilii kullanilmistir.

3.5.2. Kaspaz-3/BCA Protein Aktivitesi Olciimii

Ana deney gruplarinda uygulamalar1 takiben hiicrelerde tetiklenen apoptozun kaspaz
aktivitesini Kaspaz-3 kolorimetrik kiti (BioVision Research Products, Kaliforniya, ABD) ile
BCA toplam protein analizi de BCA protein degerlendirme kiti (BioVision Research Products,
Kaliforniya, ABD) ile tayin edilmistir. Apoptoz mekanizmasinda rol oynayan 6liim reseptorleri,
adaptor proteinleri aktive edeler. Adaptor proteinler ise aldiklar1 sinyal sonucu kaspazlara
baglanarak onlar1 aktive ederler ve apoptozom olusumu saglanir. Kaspaz-3, apoptozu yliriiten

kaspazlar arasinda yer alir. Kaspaz aktivitesi, DNAaz aracilig1 ile DNA yikimina neden olur.

Kaspaz-3 kolorimetrik testi, isaretli substrat olan DEVD-pNA’nin, kaspaz-3 aktivitesi sirasinda
parc¢alandiktan sonra kromofor p-nitroanilin (pNA)’i spektrofotometrik olarak tayin edilmesine

dayanir.

24 kuyucuklu plakalarin her kuyucugunda 1x10° hiicre yetistirilmistir. Sonrasinda her bir
kuyucuktaki hiicreler ayr1 ayr1 ependorflara aktarilmis ve 800 rpm’de 5 dakika siireyle santrifiij
edilmis ve siipernatant uzaklastirilmistir. Pelletler 100 pl liziz ¢ozeltisi ile homojenize edilmistir

ve 10 siiresince buz iizerinde inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda 10.000 rpm’de 1 dakika
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stireyle santrifiij edilmis ve silipernatant steril bir ependorfa aktarilarak, tekrar 100 pl liziz
tamponu eklenmistir. Protokoliin uygulanisinin ardindan elde edilen protein 6rnekleri, her
kuyucuga 50 pl olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara aktarilarak tizerlerine 50 pl 2X reaksiyon
tamponu eklenmistir. Kuyucuklara 5 pl Kaspaz-3 substrati eklenerek 37°C’de 2 saat boyunca
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda degerler 405 nm dalga boyunda ELISA okuyucu

(Thermo Spectrum) ile Sl¢iilmiistiir.

BCA protein analizi i¢in, protokoliin uygulaniginin ardindan, her kuyucuga 25 pl 6rnek ve
tizerlerine 200 pul BCA ¢alisma reaktani 96 kuyucuklu plakalara eklenmistir. Plakalar, 37°C’de
30 dakika siiresince inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda degerler 562 nm dalga boyunda
ELISA okuyucu (Thermo Spectrum) ile dl¢iilmiistiir.

Sonuglar analiz edilirken Kaspaz-3 protein analizi sonuglari, BCA toplam protein analizi

sonuglarina boliinerek hesaplamalar yapilmistir.

3.5.3. Annexin-V Apoptoz/Nekroz Analizi

Ana deney gruplarinda uygulamalar1 takiben hiicrelerde tetiklenen apoptoz ve nekrozun
kantitatif tayini Akig Sitometrik Annexin-V Apoptoz/Nekroz kiti (Merck Millipore,
MCH100105, Almanya) ile analiz edilmistir. Normal sartlarda, hiicre zarinin i¢ yilizeyinde
bulunan fosfatidil serin fosfolipidi, apoptotik hiicrelerde dis ylizeye transloke olmaktadir.
Annexin-V apoptoz analizinde kullanilan FITC ile konjiige Annexin-V lektini, apoptotik
hiicrelerin dis yiizeylerindeki fosfatidil serin fosfolipidine baglanmaktadir. FITC, Annexin-V
ile baglanan apoptotik hiicrelerde fliioresan (Eksitasyon = 488 nm dalga boyu, Emisyon = 535
nm dalga boyu) 1s1maya neden olmaktadir. Nekrotik hiicrelerde ise fliioresan bir boya olan
propidyum iyodiir (PI), zarar gérmiis olan hiicre zarindan gegerek niikleik asitlere baglanarak
fliioresan (Eksitasyon = 488 nm dalga boyu, Emisyon = 562-588 nm dalga boyu) olarak goriiniir

olmaktadir.

24 kuyucuklu plakalarin her bir kuyucugundaki hiicrelerin besi ortamlar1 alinarak soguk fosfat
tampon serum (PBS) ile yikanmistir ve 1X baglayici tampon igerisinde 1x106 hiicre/ml
stispanse edilmistir. 5 ml kiiltiir tiipline100 pl soliisyon eklenmistir. 5 ul FITC Annexin V ve 5
ul PI eklenmistir. Hiicreler vorteks edildikten sonra 15 dakika boyunca oda sicakliginda ve
karanlikta inkiibe edilmistir. Her tiipe 400 pl 1x baglayici ¢ozelti eklenmistir ve 1 saat igerisinde

Olgiimleri yapilmistir. Diyagrama yerlestirme, her bir hiicrenin Annexin-V ve PI 1sima
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miktarina gore yapilmistir. Annexin-V ve PI fliioresan emisyonlarinin olmadigi hiicreler canl,
Annexin-V ve PI fliioresan emisyonlariin alindig: hiicreler ge¢ apoptotik, yalnizca Annexin-
V fliioresan emisyonun alindig1 hiicreler apoptotik ve yalnizca PI fliioresan emisyonun alindigi

hiicreler nekrotik olarak degerlendirilmistir.

3.6. ISTATIKSEL ANALIZ

Biitiin verilerin istatiksel analizi SPSS 21.0 (SPSS Inc., Chicago, ABD) programi kullanilmustir.
p<0.05 istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Gruplar arasindaki anlamli istatiksel
farkliligin tespiti icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) uygulanmigtir. Anlamliliga sebep
olan grubun belirlenmesi i¢in Dunn ¢oklu karsilastirma testi ve Tukey ¢oklu karsilagtirma testi

uygulanmaistir.
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4. BULGULAR

4.1. HUCRE CANLILIGI UZERINE ICG’NIiN DOZ BAGIMLI ETKISi

ICG’nin 6,25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL
konsantrasyonlariin, 24 saatlik inkiibasyonlar1 sonunda, MIA PaCa-2 hiicreleri iizerindeki

etkisini belirlemek icin WST-1 testi uygulamistir (Sekil 4.1).

MIA PaCa-2 hiicrelerinde 24 saatlik ICG uygulamasindan sonra ICG konsantrasyonlarindaki
hiicre canlilig1 sonuglar1 6,25 pg/mL’de %94,295, 12,5 pg/mL’de %106,51, 25 pg/mL’de
%111,242, 50 pg/mL’de %101,98, 100 pg/mL’de %120, 200 pg/mL’de %114,79 olarak

hesaplanmaistir (p<0.05).
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111,242
106,513
101,979 ¥ 200 pg/mL
94,295

=100 pg/mL

50 pg/mL
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Konsantrasyon (ICG)

120 114,786

100
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Sekil 4.1: MIA PaCa-2 hiicreleri iizerinde ICG konsantrasyonlarinin hiicre canlilik yiizdeleri.
ICG’nin 6,25 pg/mL, 12,5 pg/mlL, 25 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL
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konsantrasyonlarinin, 24 saatlik inkiibasyonlar1 sonunda, MRC-5 hiicreleri iizerindeki etkisini

belirlemek i¢cin WST-1 testi uygulamistir (Sekil 4.2).

MRC-5 hiicrelerinde 24 saatlik ICG uygulamasindan sonra ICG konsantrasyonlarindaki hiicre
canlilig1 sonuglar1 6,25 pg/mL’de %119,534, 12,5 pg/mL’de %113,181, 25 pg/mL’de %99,954,
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50 pg/mL’de %143,924, 100 pg/mL’de %115,500, 200 pg/mL’de %158,847 olarak
hesaplanmaistir (p<0.05).
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Sekil 4.2: MRC-5 hiicreleri lizerinde ICG konsantrasyonlarinin hiicre canlilik yiizdeleri.
ICG’nin 6,25 pg/mL, 12,5 pg/mlL, 25 pg/mL, 50 pug/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL
konsantrasyonlarinin, 24 saatlik inkiibasyonlar1 sonunda yapilan canlilik testinin Mia PaCa-2
ve MRC-5 hiicre hatlarina etkileri degerlendirilmistir. Mia PaCa-2 hiicre hattinda uygulanan
ICG konsantrasyonlar1 arasinda anlamli fark gozlenmistir (p<<0.05) (Sekil 4.1). MRC-5 hiicre
hattinda uygulanan farkli ICG konsantrasyonlarinin arasinda anlamli bir fark gdézlenmistir
(p<0.05) (Sekil 4.2). Fotodinamik terapi uygulamalarinda kullanilan fotoduyarli maddelerin,
hiicreler veya uygulanan canlilar iizerine toksik bir etki gdstermemesi beklenir. Iki hiicre
hattinda da ICG’nin hiicreler iizerine toksik bir etkisi olmadig1 gozlenmistir. Bu prensip baz
alinarak yapilan hesaplamalar ve literatiir verileri géz oniinde bulundurularak ICG’nin
uygulanacak konsantrasyonu Mia PaCa-2 hiicrelerinde toksik etki gdstermeyen, canlilig1 inhibe

etmeyen ve literatiire uyumlu olan 100 pg/mL’dir.
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4.2. OPTIMIZASYON DENEY CALISMASININ SONUCLARI VE ANALIZi

4.2.1. MIA PaCa-2 Hiicreleri Uzerindeki Optimizasyon Deney Calismas1 Sonuglar
Optimizasyon deneyinde 1sinlanma miktari ile tedavi sonrasi bekleme siiresi WST-1 testi ile
belirlenmistir. ICG, 100 pg/mL konsantrasyonda, 24 saat inkiibasyon siiresi ile uygulanarak

optimizasyon ¢alismasi gerceklestirilmistir.
MIA PaCa-2 hiicre hattinda optimizasyon ¢alismasi 8 grup iizerinden gerceklestirilmistir.

1. uygulamada, MIA PaCa-2 hiicrelerinin ilgili gruplarma 24 saatlik 100 pg/mL ICG
inkiibasyonu takiben ilgili gruplara 100 j/cm? enerji yogunlugunda lazer uygulanmustir ve 0 saat
sonra canlilik testi yapilmistir (p<0,05) (Sekil 4.3). Gruplardaki canlilik sonuglari, kontrol
grubunda (sadece hiicre) %100, ICG grubunda (Hiicre+ICG) %132,901, lazer grubunda
(Hiicre+Lazer) %99,773, FDT grubunda (Hiicre+ICG+Lazer) %98,392°dir.
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Sekil 4.3: Uygulama 1’e ait yiizde canlilik sonuglari.
2. uygulamada, MIA PaCa-2 hiicrelerinin ilgili gruplarma 24 saatlik 100 pg/mL ICG
inkiibasyonu takiben ilgili gruplara 100 j/cm? enerji yogunlugunda lazer uygulanmistir ve 24
saat sonra canlilik testi yapilmistir (p<0,05) (Sekil 4.4). Gruplardaki canlilik sonuglari, kontrol
grubunda (sadece hiicre) %100, ICG grubunda (Hiicre+ICG) %100,600, lazer grubunda
(Hiicre+Lazer) %79,262, FDT grubunda (Hiicre+ICG+Lazer) %70,205’ dir.
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Sekil 4.4: Uygulama 2’ye ait ylizde canlilik sonuglari.
3. uygulamada, MIA PaCa-2 hiicrelerinin ilgili gruplarina 24 saatlik 100 pg/mL ICG
inkiibasyonu takiben ilgili gruplara 100 j/cm? enerji yogunlugunda lazer uygulanmistir ve 48
saat sonra canlilik testi yapilmistir (p<0,05) (Sekil 4.5). Gruplardaki canlilik sonuglari, kontrol
grubunda (sadece hiicre) %100, ICG grubunda (Hiicre+tICG) %89,981, lazer grubunda
(Hiicre+Lazer) %73,765, FDT grubunda (Hiicre+ICG+Lazer) %57,876’dir.
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Sekil 4.5: Uygulama 3’e ait ylizde canlilik sonuglart.
4. uygulamada, MIA PaCa-2 hiicrelerinin ilgili gruplarma 24 saatlik 100 pg/mL ICG

inkiibasyonu takiben ilgili gruplara 100 j/cm? enerji yogunlugunda lazer uygulanmistir ve 72
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saat sonra canlilik testi yapilmistir (p<0,05) (Sekil 4.6). Gruplardaki canlilik sonuglari, kontrol
grubunda (sadece hiicre) %100, ICG grubunda (Hiicre+tICG) %86,232, lazer grubunda
(Hiicre+Lazer) %92,457, FDT grubunda (Hiicre+ICG+Lazer) %65,020°dir.
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Sekil 4.6: Uygulama 4’¢ ait ylizde canlilik sonuglari.
5. uygulamada, MIA PaCa-2 hiicrelerinin ilgili gruplarina 24 saatlik 100 pg/mL ICG
inkiibasyonu takiben ilgili gruplara 200 j/cm? enerji yogunlugunda lazer uygulanmustir ve 0 saat
sonra canlilik testi yapilmistir (p<0,05) (Sekil 4.7). Gruplardaki canlilik sonuglari, kontrol
grubunda (sadece hiicre) %100, ICG grubunda (Hiicre+ICG) %108,012, lazer grubunda
(Hiicre+Lazer) %107,319, FDT grubunda (Hiicre+1CG+Lazer) %76,374’ dir.
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Sekil 4.7: Uygulama 5’¢ ait ylizde canlilik sonuglart.
6. uygulamada, MIA PaCa-2 hiicrelerinin ilgili gruplarina 24 saatlik 100 pg/mL ICG
inkiibasyonu takiben ilgili gruplara 200 j/cm? enerji yogunlugunda lazer uygulanmistir ve 24
saat sonra canlilik testi yapilmistir (Sekil4.8). Gruplardaki canlilik sonuglari, kontrol grubunda
(sadece hiicre) %100, ICG grubunda (Hiicre+ICG) %119,744, lazer grubunda (Hiicre+Lazer)
%117,813, FDT grubunda (Hiicre+ICG+Lazer) %81,498 dir.
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Sekil 4.8: Uygulama 6’ya ait ylizde canlilik sonuglari.
7. uygulamada, MIA PaCa-2 hiicrelerinin ilgili gruplarina 24 saatlik 100 pg/mL ICG
inkiibasyonu takiben ilgili gruplara 200 j/cm? enerji yogunlugunda lazer uygulanmistir ve 48

saat sonra canlilik testi yapilmustir (Sekil 4.9). Gruplardaki canlilik sonuglari, kontrol grubunda
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(sadece hiicre) %100, ICG grubunda (Hiicre+ICG) %106,116, lazer grubunda (Hiicre+Lazer)
%104,914, FDT grubunda (Hiicre+ICG+Lazer) %85,928 dir.
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Sekil 4.9: Uygulama 7’ye ait ylizde canlilik sonuglari.
8. uygulamada, MIA PaCa-2 hiicrelerinin ilgili gruplarina 24 saatlik 100 pg/mL ICG
inkiibasyonu takiben ilgili gruplara 200 j/cm? enerji yogunlugunda lazer uygulanmistir ve 72
saat sonra canlilik testi yapilmistir (Sekil 4.10). Gruplardaki canlilik sonuglari, kontrol
grubunda (sadece hiicre) %100, ICG grubunda (Hiicre+ICG) %128,787, lazer grubunda
(Hiicre+Lazer) %117,492, FDT grubunda (Hiicre+ICG+Lazer) %96,560’dir.
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Sekil 4.10: Uygulama 8’e ait yiizde canlilik sonuglari.
MIA PaCa-2 hiicrelerine ait 8 uygulamanin sonuglari iizerinde yapilan ¢oklu degerlendirme
testlerine gore biitlin gruplar arasinda en anlamli fark uygulama 3’ e ait FDT grubuna aittir. Bu
uygulamanin sonuglar1 baz alinarak ana uygulamalarda kullanilacak parametre olarak 3.

Uygulama grubuna ait parametreler secilmistir.

4.2.2. MRC-5 Hiicreleri Uzerindeki Optimizasyon Deney Cahsmasi Sonuclar
Optimizasyon deneyinde 1sinlanma miktari ile tedavi sonrasi bekleme siiresi WST-1 testi ile
belirlenmistir. ICG, 100 pg/mL konsantrasyonda, 24 saat inkiibasyon siiresi ile uygulanarak

optimizasyon ¢alismasi gerceklestirilmigtir.
MRC-5 hiicre hattinda optimizasyon ¢alismasi 8 grup iizerinden gerceklestirilmistir.

9. uygulamada, MRC-5 hiicrelerinin ilgili gruplarma 24 saatlik 100 pg/mL ICG inkiibasyonu
takiben ilgili gruplara 100 j/cm? enerji yogunlugunda lazer uygulanmigtir ve 0 saat sonra
canlilik testi yapilmistir (p<0,05) (Sekil 4.11). Gruplardaki canlilik sonuglari, kontrol grubunda
(sadece hiicre) %100, ICG grubunda (Hiicre+ICG) %101, lazer grubunda (Hiicre+Lazer) %88,
FDT grubunda (Hiicre+ICG+Lazer) %98’dir.
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Sekil 4.11: Uygulama 9’a ait ylizde canlilik sonuglari.
10. uygulamada, MRC-5 hiicrelerinin ilgili gruplaria 24 saatlik 100 pg/mL ICG inkiibasyonu
takiben ilgili gruplara 100 j/cm?® enerji yogunlugunda lazer uygulanmistir ve 24 saat sonra
canlilik testi yapilmistir (p<0,05) (Sekil 4.12). Gruplardaki canlilik sonuglari, kontrol grubunda
(sadece hiicre) %100, ICG grubunda (Hiicre+1CG) %106, lazer grubunda (Hiicre+Lazer) %117,
FDT grubunda (Hiicre+tICG+Lazer) %90°dir.
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Sekil 4.12: Uygulama 10’a ait ylizde canlilik sonuglari.
11. uygulamada, MRC-5 hiicrelerinin ilgili gruplarina 24 saatlik 100 pg/mL ICG inkiibasyonu

takiben ilgili gruplara 100 j/cm? enerji yogunlugunda lazer uygulanmigtir ve 48 saat sonra
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canlilik testi yapilmistir (p<0,05) (Sekil 4.13). Gruplardaki canlilik sonuglari, kontrol grubunda
(sadece hiicre) %100, ICG grubunda (Hiicre+1CG) %122, lazer grubunda (Hiicre+Lazer) %115,
FDT grubunda (Hiicre+ICG+Lazer) %85’ dir.
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Sekil 4.13: Uygulama 11°e ait ylizde canlilik sonuglari.
12. uygulamada, MRC-5 hiicrelerinin ilgili gruplarina 24 saatlik 100 pg/mL ICG inkiibasyonu
takiben ilgili gruplara 100 j/cm? enerji yogunlugunda lazer uygulanmigtir ve 72 saat sonra
canlilik testi yapilmistir (p<0,05) (Sekil 4.14). Gruplardaki canlilik sonuglari, kontrol grubunda
(sadece hiicre) %100, ICG grubunda (Hiicre+1CG) %105, lazer grubunda (Hiicre+Lazer) %105,
FDT grubunda (Hiicre+ICG+Lazer) %80’dir.
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Sekil 4.14: Uygulama 12’ye ait yiizde canlilik sonuglari.
13. uygulamada, MRC-5 hiicrelerinin ilgili gruplaria 24 saatlik 100 pg/mL ICG inkiibasyonu
takiben ilgili gruplara 200 j/cm? enerji yogunlugunda lazer uygulanmistir ve 0 saat sonra
canlilik testi yapilmistir (p<0,05) (Sekil 4.15). Gruplardaki canlilik sonuclari, kontrol grubunda
(sadece hiicre) %100, ICG grubunda (Hiicre+ICG) %85, lazer grubunda (Hiicre+Lazer) %78,
FDT grubunda (Hiicre+ICG+Lazer) %70’dir.
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Sekil 4.15: Uygulama 13’e ait yilizde canlilik sonuglari.
14. uygulamada, MRC-5 hiicrelerinin ilgili gruplaria 24 saatlik 100 pg/mL ICG inkiibasyonu

takiben ilgili gruplara 200 j/cm? enerji yogunlugunda lazer uygulanmigtir ve 24 saat sonra
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canlilik testi yapilmistir (p<0,05) (Sekil 4.16). Gruplardaki canlilik sonuglari, kontrol grubunda
(sadece hiicre) %100, ICG grubunda (Hiicre+ICG) %76, lazer grubunda (Hiicre+Lazer) %61,
FDT grubunda (Hiicre+ICG+Lazer) %60’ dir.
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Sekil 4.16: Uygulama 14’¢ ait yilizde canlilik sonuglari.
15. uygulamada, MRC-5 hiicrelerinin ilgili gruplarina 24 saatlik 100 pg/mL ICG inkiibasyonu
takiben ilgili gruplara 200 j/cm? enerji yogunlugunda lazer uygulanmigtir ve 48 saat sonra
canlilik testi yapilmistir (p<0,05) (Sekil 4.17). Gruplardaki canlilik sonuglari, kontrol grubunda
(sadece hiicre) %100, ICG grubunda (Hiicre+1CG) %122, lazer grubunda (Hiicre+Lazer) %115,
FDT grubunda (Hiicre+tICG+Lazer) %98’dir.
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Sekil 4.17: Uygulama 15’¢ ait ylizde canlilik sonuglari.
16. uygulamada, MRC-5 hiicrelerinin ilgili gruplaria 24 saatlik 100 pg/mL ICG inkiibasyonu
takiben ilgili gruplara 200 j/cm? enerji yogunlugunda lazer uygulanmistir ve 72 saat sonra
canlilik testi yapilmistir (p<0,05) (Sekil 4.18). Gruplardaki canlilik sonuclari, kontrol grubunda
(sadece hiicre) %100, ICG grubunda (Hiicre+ICG) %104, lazer grubunda (Hiicre+Lazer) %96,
FDT grubunda (Hiicre+ICG+Lazer) %85’ dir.
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Sekil 4.18: Uygulama 16’ya ait yiizde canlilik sonuglari.
MRC-5 hiicrelerine ait 8 uygulamanin sonuglar1 iizerinde yapilan ¢oklu degerlendirme
testlerine gore biitiin gruplar arasinda en anlamli fark uygulama 19’a ait FDT grubuna aittir.

Normal hiicre kontrol grubu olarak kullanilan MRC-5 hiicre hatt1 iizerinde yapilan
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uygulamalarda beklenen sekilde MIA PaCa-2 hiicrelerinden daha yiiksek oranda hiicre 6limii

goriilmemistir.

4.3. ANA DENEY CALISMASININ SONUCLARI VE ANALIZI

4.3.1. MIA PaCa-2 Hiicreleri Uzerindeki Ana Deney Calismasi Sonuglar

4.3.1.1. MIA PaCa-2 Hiicrelerinin Kaspaz-3/BCA Protein Analizi

Ana deney uygulamasinda ICG grubu ve FDT grubu ICG 100 pg/mL konsantrasyonda, 24 saat
akiimiilasyon siiresi beklenmistir. Akiimiilasyonu takiben, 1s1k ve FDT gruplarina 100 j/cm?
enerji yogunlugunda lazer uygulanmigtir. FDT uygulamasinin ardindan biitiin gruplar 48 saat
inkiibe edilmistir. Uygulamanin Kaspaz-3/BCA protein aktivitesi analizine gére, MIA PaCa-2
hiicrelerinde kontrol grubunda kaspaz-3/BCA protein aktivitesi %100 kabul edilmistir. ICG
grubunda %89,07, 151k grubunda %100,046 ve FDT grubunda %110,046’dur.

FDT uygulamasinin kaspaz-3/BCA protein aktivitesini anlamli olarak %10,046 arttirdig1
gbzlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.19).

Mia PaCa-2 Hiicreleri Kaspaz/BCA Analizi
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24 Saat 100 pg/mL ICG Inkiibasyonu, 100 j/cm2 Enerji Yogunlugu, 48 Saat Tedavi
Sonrasi Bekleme Siiresi

Sekil 4.19: Mia PaCa-2 hiicrelerinin Kaspaz-3/BCA protein aktivitesinin analiz sonuglari.
4.3.1.2. MIA PaCa-2 Hiicrelerinin Annexin-V Analizi
Ana deney uygulamasinda ICG grubu ve FDT grubu ICG 100 pg/mL konsantrasyonda, 24 saat

akiimiilasyon siiresi beklenmistir. Akiimiilasyonu takiben, 1s1k ve FDT gruplarina 100 j/cm?
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enerji yogunlugunda lazer uygulanmigtir. FDT uygulamasinin ardindan biitiin gruplar 48 saat
inkiibe edilmistir. Uygulamanin akis sitometri yontemi ile analiz edilen apoptotik hiicre
tayinine gore MIA PaCa-2 hiicrelerinde kontrol grubunda hiicrelerin %90,816°s1 canli,

%0,441°1 erken apoptotik, %4’l ge¢ apoptotik, %4,858’1 debrisdir (p<0.05).

ICG grubunda hiicrelerin %81,424°1 canli, %0,481°1 erken apoptotik, %14,033’1i ge¢ apoptotik,
%3,7’si1 debrisdir (p<0.05).

Isik grubunda hiicrelerin %86,625°1 canli, %2,983’1 erken apoptotik, %4,958°1 ge¢ apoptotik,
%35,45°1 debrisdir (p<0.05).

FDT grubunda hiicrelerin %55,258’1 canli, %4,225’1 erken apoptotik, %35,791°1 gec apoptotik,
%4,725°1 hiicresel debrisdir (p<0.05). FDT grubunda apoptoz orani %35,525 oraninda arttig1
tespit edilmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20: MIA PaCa-2 hiicrelerinin Annexin-V analizi sonuglari.

4.3.1. MRC-5 Hiicreleri Uzerindeki Ana Deney Calismasi Sonuglar
4.3.1.1. MRC-5 Hiicrelerinin Kaspaz-3/BCA Analizi
Ana deney uygulamasinda ICG grubu ve FDT grubu ICG 100 pg/mL konsantrasyonda, 24 saat

akiimiilasyon siiresi beklenmistir. Akiimiilasyonu takiben, 1s1k ve FDT gruplarina 100 j/cm?
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enerji yogunlugunda lazer uygulanmigtir. FDT uygulamasinin ardindan biitiin gruplar 48 saat
inkiibe edilmistir. Uygulamanin Kaspaz-3/BCA protein aktivitesi analizine goére, MRC-5
hiicrelerinde kontrol grubunda kaspaz-3/BCA protein aktivitesi %100 kabul edilmistir. ICG
grubunda %96,592, 151k grubunda %95,438 ve FDT grubunda %100,733 diir.

Normal kontrol hiicre hatt1 olarak kullandigimiz MRC-5 hiicre hattinda anlamli Kaspaz-3/BCA
protein aktivitesi tespit edilememistir (p>0.05) (Sekil 4.21).

MRC-5 Hiicreleri Kaspaz/BCA Analizi
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Sekil 4.21: MRC-5 hiicrelerinin Kaspaz-3/BCA protein aktivitesinin analiz sonuglari.

4.3.1.2. MRC-5 Hiicrelerinin Annexin-V Analizi

Ana deney uygulamasinda ICG grubu ve FDT grubu ICG 100 pg/mL konsantrasyonda, 24 saat
akiimiilasyon siiresi beklenmistir. Akiimiilasyonu takiben, 1s1k ve FDT gruplarina 100 j/cm?
enerji yogunlugunda lazer uygulanmigtir. FDT uygulamasinin ardindan biitiin gruplar 48 saat
inkiibe edilmistir. Uygulamanin akis sitometri yontemi ile analiz edilen apoptotik hiicre
tayinine gore MRC-5 hiicrelerinde kontrol grubunda hiicrelerin %86,808°1 canli, %4,516’s1
erken apoptotik, %7,191°1 ge¢ apoptotik, %1,483’ii hiicresel debrisdir (p<0.05).

ICG grubunda hiicrelerin %84,675°1 canli, %2,475’1 erken apoptotik, %8,4’li ge¢ apoptotik,
%4,45°1 hiicresel debrisdir (p<0.05).
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Isik grubunda hiicrelerin %85,933ii canli, %5,916’s1 erken apoptotik, %5,816’s1 ge¢ apoptotik,
%2,33’1 hiicresel debrisdir (p<0.05).

FDT grubunda hiicrelerin %47,525’1 canli, %12,325’1 erken apoptotik, %36,166’s1 ge¢
apoptotik, %3,983’1 hiicresel debrisdir (p<0.05) (Sekil 4.22).

MRC-5 Hiicre Hattina Annexin-V Uygulamasi
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Sekil 4.22: MRC-5 hiicrelerinin Annexin-V analizi sonuglart.
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5. TARTISMA VE SONUC

Fotodinamik terapi, 1518a duyarlilig1 bir fotoduyarli madde ile bu maddenin sogurdugu dalga
boyunda bir 151k kaynagiyla uyarilarak ROS olusturulmasi esasina dayanan bir tedavi
yontemidir. Fotodinamik terapi hiicresel, vaskiiler ve/veya immiinolojik olarak etki
gostermektedir. Fotodinamik aksiyon ile meydana gelen singlet oksijen hiicre i¢inde apoptoz,
nekroz veya otofajiye neden olabilmektedir. Fotoduyarli madde, fotoduyarli maddenin
konsantrasyonu ve akiimiilasyonu, kullanilan 151k kaynagi, uygulanan enerji ve uygulama siiresi
meydana gelecek aksiyon mekanizmasini etkileyen en Onemli faktorlerdendir. FDT
uygulamalarinda etkili olan bir diger O6nemli faktor hedef bolgedeki reaktif oksijenin
konsantrasyonudur (Wilson ve Patterson, 2008; Bown ve Lovat, 2000; Hooper, 2000; Pass,
1993).

Indosiyanin yesil, yakin kizilétesi spekturumda yiiksek sogurum kapasitesine sahip bir boyadir.
ICG toksititesinin diisiik olmasi, hizlica viicuttan atilabilmesi ve turbid mediumda en yiiksek
oranda emilebilen dalga boylarinda sogurum yapmasindan dolay1 diger fotoduyarli maddelere
oranla daha avantajlidir. ICG’nin biyolojik dokulardaki penetrasyon derinligi nispeten daha
derin tlimorlerin FDT ile tedavisinde daha etkili olmasin1 saglayabilmektedir (Porcu ve dig.,

2006; Zhao ve dig., 2014).

Tez caligmasi kapsaminda yapilan literatiir arastirmasinda MIA PaCa-2 pankreatik tiimor
hiicreleri ile yapan in vitro FDT c¢alismalarinda FDT nin farkli fotoduyarli maddeler ile etkileri

arastirilmistir.

Liu ve arkadaslar1 (2000) MIA PaCa-2 ve PANC-1 hiicre hatlar1 ile in vitro ve vivo hiperin
tabanli FDT nin etkisini aragtirmiglardir. Sonuglart MTT hiicre proliferasyon testi analiz
etmislerdir. In vitro ¢alismalarda FDT nin istatiksel olarak canlilig1 %66,1 (p>0,01) oraninda

azalttigin1 bulmusglardar.

Wang ve arkadaglar1 2013 yilinda fotofrin tabanlit FDT uygulamasinin fotositotoksik etkisini
MIA PaCa-2 hiicre hatti da dahil olmak {izere 6 farkli insan pankreatik hiicre hattinda
arastirmiglardir. Biitiin hiicre hatlarinda fotofrin tabanli FDT’nin hiicresel canliligt kuvvetli

olarak inhibe ettigini bulmuslardir. Calismada fotofrin tabanli FDT nin MIA PaCa-2, BxPc-3,



60

PANC-1 ve MPanc-96 hiicre hatlar lizerinde, HPAF-II ve PL-45 hiicre hatlarina gore daha

etkili oldugunu gostermislerdir.

Sheng ve arkadaglar1 (2017), MIA PaCa-2 hiicre hattinda fotoduyarli madde olarak polimer
nanopartkiillerle kaplanmig CaO>’ i kullanarak FDT nin etkisini in vivo olarak arastirmiglardir.
Polimerle kaplamig CaO, NP’iin ortamin oksijen seviyesini arttirarak ROS olusumunu arttirdig:

ve FDT nin yiiksek oranda tiimor baskilayict etki gosterdigini kaydetmiglerdir.

Jalde ve arkadaglar1 (2018) kurkumin konjuge ettikleri klorin e6 tabanli FDT nin MIA PaCa-2,
PANC-1 ve AsPC-1 pankreatik hiicre hatlarinda etkisini arastirmislardir. Olusturduklart
fotoduyarli madde ile hiicresel canlilifi yiliksek oradan inhibe etmigler ve tedavinin
antiapoptotik protein marker1 olan BAX’1n regiilasyonunu 6nledigini, kaspaz aktivasyonuna

neden olarak apoptozu indiikledigini tespit emislerdir.

Literatiirde pankreas kanserleri iizerinde ICG tabanli fotodinamik terapi arastirmalarinin
eksikligi tespit edilmis ve ¢alisma planlanmistir. Literatiir ¢alismasinda Tseng ve arkadaslarinin
2003 yilinda insan pankreas timor hiicreleri lizerinde ICG tabanli FDT’nin etkilerini
arastirdiklar1 tespit edilmistir. Bu calismada arastirmacilar FDT uygulamalarinin yalnizca
hiicre canliligi Tlizerine etkisini arastirmislardir. ICG tabanli FDT’nin Pankreatik
adenomkarsinom hiicrelerine kars: sitotoksik etki gosterdigini bulmuslardir. Bu etkinin ICG
veya kullandiklar1 yakin kizildtesi 1siktan kaynaklanmadigini, FDT nin etkisinin fotoduyarl

madde konsantrasyonuna ve 1s1ma miktarina bagl olarak degisim gosterdigini kaydetmislerdir.

2014 yilinda Zhao ve arkadaslar1 insan pankreas adenokarsinom hiicreleri ilizerinde in vitro ve
in vivo olarak lipit polimet nanopartikiil ile kaplanmis ICG tabanli FDT uygulamasi
yapmiglardir. Caligma sonucunda, FDT nin in vitro deneylerde fototermal etki gdstermedigini
tespit etmislerdir. Lipit polimet nanopartikiil ile kaplanan ICG tabanli FDT’nin timdr

biiytimesini baskiladigini kaydetmislerdir.

ICG tabanlt FDT nin etkisinin hiicre canlilig1 inhibisyon yontemini belirlemek etmek amaciyla

apoptoz ve nekroz tayini yapilan ¢aligma tespit edilememistir.

Tez caligmast optimizasyon ve ana deneyler olmak iizere iki esas bdliimden olugmaktadir.
Optimizasyon deneyleri ve ana dneylerin oncesinde ICG’nin MIA PaCa-2 ve MRC-5

hiicrelerinin canlilig1 lizerine doz bagiml etkisi arastirilmigtir. ICG’nin 6,5 pg/mL, 12,5 pg/mL,
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25 pg/mL, 50 pg/mL,100 pg/mL ve 200 pg/mL olmak iizere 6 farkli konsantrasyonu
belirlenmistir. Akiimiilasyon siiresi 24 saat olarak belirlenmis ve ICG’nin canlilik iizerine doz
bagiml etkisi tespit edilmistir. Bu ¢alisma ile FDT uygulamalar1 sonrasinda tespit edilen
hiicresel proliferasyon inhibisyonuna tek basina neden olmamasi i¢in ICG’nin pankreas kanser

hiicrelerine tlizerine toksik etki gdstermeyen konsantrasyonu belirlenmistir.

MIA PaCa-2 insan pankreas kanser hiicrelerine uygulanan 6,5 pg/mL, 12,5 pg/mL, 25 pg/mL,
50 pg/mL,100 pg/mL ve 200 pg/mL ICG uygulamalarinda canlilik sonuglart WST-1 testi ile
analiz edilmistir. 24 saat inkiibasyon ile ICG hiicrelerin canlilig1 6,5 pg/mL konsantrasyonda
%94,295 olarak, 12,5 ng/mL konsantrasyonda %106,5 olarak, 25 pg/mL konsantrasyonda
%111,242 olarak, 50 pg/mL konsantrasyonda %101,98 olarak, 100 pg/mL konsantrasyonda
%120 olarak, 200 ng/mL konsantrasyonda %114,79 olarak belirlenmistir.

Kontrol olarak MRC-5 normal insan akciger hiicrelerine uygulanan 6,5 pg/mL, 12,5 pg/mL, 25
pug/mL, 50 ug/mL,100 pug/mL ve 200 pg/mL ICG uygulamalarinda canlilik sonuglart WST-1
testi ile analiz edilmistir. 24 saat inkiibasyon ile ICG hiicrelerin canliligt 6,5 pg/mL
konsantrasyonda %119,534 olarak, 12,5 pg/mL konsantrasyonda %113,181 olarak, 25 pg/mL
konsantrasyonda %99,954 olarak, 50 pg/mL konsantrasyonda %143,924 olarak, 100 pg/mL
konsantrasyonda %115,500 olarak, 200 pg/mL konsantrasyonda %158, 847 olarak

belirlenmistir.

MIAPaCa-2 pankreas kanser hiicrelerinde canlilik iizerine toksik etki gostermeyen ICG
konsantrasyonu olarak 100 pg/mL tayin edilmistir. Optimizasyon ve ana deneylerde 100 pg/mL

konsantrasyonda ICG kullanilmistir.

Optimizasyon ¢aligmalarinda 100 pg/mL konsantrasyonda ICG, 24 saat akiimiilasyon siiresi ile
hiicrelere uygulanmistir. FDT uygulamalarinda hiicrelere uygulanmak tizere 100 j/cm? ve 200
j/lem? olmak tizere 2 farkli parametre 1sinlanma miktar1 olarak caligilmistir. FDT sonrasi
bekleme siiresi olarak 0 saat, 24 saat, 48 saat ve 72 saat olarak 4 farkli zaman parametresi
belirlenmistir. Bu parametreler ile optimizasyon deneyi ger¢eklestirilmistir. Canlilik sonuglari

WST-1 hiicre proliferasyon testi ile analiz edilmistir.

Optimizasyon deneyinde 3.4.1°de izah edildigi lizerine deneyler MIAPaCa-2 hiicre hattinda 8
farkli grup ve MRC-5 hiicre hattinda 8 farkli grup olarak 16 grup lizerinden gerceklestirilmistir.
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1 ila 8 arasindaki gruplar MIA PaCA-2 hiicrelerine ait uygulamalardir. lila 4 arasindaki
gruplarda 100 j/cm? enerji yogunlugunda lazer uygulamasi yapilmigtir. 5 ila 8 arasindaki

gruplara 200 j/cm? enerji yogunlugunda lazer uygulamasi yapilmistir.

9 ila 16 arasindaki gruplar MRC-5 hiicrelerine ait uygulamalardir. 9 ila 12 arasindaki gruplarda
uygulamalar 100 j/cm? enerji yogunlugunda lazer yogunlugu ile yapilmustir. 13 ila 16 arasindaki

gruplarda uygulamalar 200 j/cm? enerji yogunlugunda lazer yogunlugu ile yapilmustir.

1. grupta, MIA PaCa-2 hiicrelerinin ilgili kuyucuklarima ICG akiimiilasyonunu takiben 100
j/lem? enerji yogunlugunda lazer uygulanmustir ve 0 saat sonra WST-1 canlilik testi
uygulanmistir (p<0,05). Tedaviden hemen sonra yapilan canlilik analizinde FDT’nin canlilig1
%98,392’ye indirdigi kaydedilmistir. ICG ve lazer grubunun hiicresel canlilig ise %132,901
ve %99,773°dir. ICG ve lazerin hiicrelere toksik bir etki gostermedigi goriilmektedir. FDT
uygulamasinin canlilifi %1,608 diistirmesinden enerji yogunlugunun yeterli olmamasi veya
fotodinamik aksiyonun heniiz ger¢eklesmedigi, tedavi sonrasi bekleme siiresi olarak 0 saatin

yeterli olmadigi anlagilmaktadir

2. grupta, MIA PaCa-2 hiicrelerinin ilgili kuyucuklarina ICG akiimiilasyonunu takiben 100
j/lem? enerji yogunlugunda lazer uygulanmistir ve 24 saat sonra WST-1 canlilik testi
uygulanmistir (p<0,05). FDT uygulamasinin canliligi %70,205’e indirdigi kaydedilmistir. ICG
ve lazer gruplarinda canlilik %100,600 ve %79,262’dir. ICG’nin ve lazerin tek basina hiicreler
tizerinde toksik bir etki gostermedigi anlagilmaktadir. 24 saatlik tedavi sonrasi bekleme
stiresinin fotodinamik aksiyonun gergeklesmesinde, 0 saate oranla daha etkili oldugu
kaydedilmistir (p<0,05). FDT’nin 100 j/ c¢m? isinlanma miktar1 ve 24 saat tedavi sonrasi

bekleme siiresi ile daha basarili oldugu anlasilmistir.

3. grupta, MIA PaCa-2 hiicrelerinin ilgili kuyucuklarma ICG akiimiilasyonunu takiben 100
j/lem? enerji yogunlugunda lazer uygulanmistir ve 48 saat sonra WST-1 canlilik testi
uygulanmigtir (p<0,05). FDT uygulamasin1 hiicresel canlilig1 %57,876’ye indirmistir. ICG ve
lazer gruplarinda canlilik %89,981 ve %73,765°tir. ICG ve lazerin tek basina toksik etki
gostermedikleri anlagilmaktadir. FDT uygulamasinin canliligi %42,124 diistirmesi fotodinamik
aksiyonun basarili olarak gerceklestigini gostermektedir. Optimizasyon ¢aligmalar1 arasinda
etkili FDT uygulamasinin 100 j/cm? 1ginlanma miktar1 ve 48 saat tedavi bekleme siiresi ile

yapilan calisma oldugu tespit edilmistir (p<0,05).
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4. grupta, MIA PaCa-2 hiicrelerinin ilgili kuyucuklarina ICG akiimiilasyonunu takiben 100
j/lem? enerji yogunlugunda lazer uygulanmistir ve 72 saat sonra WST-1 canlilik testi
uygulanmistir (p<0,05). FDT uygulamasini hiicresel canliligt %65,020’ye indirmistir. ICG ve
lazer gruplarinda hiicresel canlilik %86,232 ve %92,457dir. Hiicresel canlilik sonuglarina gore,
ICG ve lazer tek basina hiicreler iizerine toksik etki gdstermemislerdir. FDT uygulamasi

hiicresel canlilig1 %34,98 azalmistir.

5. grupta, MIA PaCa-2 hiicrelerinin ilgili gruplarinda 24 saatlik ICG akiimiilasyonunu takiben
200 j/cm? enerji yogunlugunda lazer uygulanmistir ve 0 saat sonra WST-1 canlilik testi
uygulanmigtir (p<0,05). FDT uygulamasini sonrasi canlilik %76,374’diir. ICG ve lazer
uygulama gruplarinda canlilik %108,012 ve %107,319’dur. ICG ve lazer uygulamalarinin tek
basina toksik etkilerinin olmadigi gosterilmistir. FDT uygulamasinin canlilign %?23,626

diistirdiigii tespit edilmistir.

6. grupta, MIA PaCa-2 hiicrelerinin ilgili gruplarinda 24 saatlik ICG akiimiilasyonunu takiben
200 j/cm? enerji yogunlugunda lazer uygulanmustir ve 24 saat sonra WST-1 analizi
gerceklestirilmistir (p<<0,05). FDT uygulanan hiicrelerin canliliklart %81,498’dir. ICG ve lazer
gruplarinda canlilik %119,744 ve %117,914 oldugundan, ICG ve lazerin tek basina toksik etki

gostermedigi ortaya konmustur.

7. grupta, MIA PaCa-2 hiicrelerinin ilgili gruplarinda 24 saatlik ICG akiimiilasyonunu takiben
200 j/cm? enerji yogunlugunda lazer uygulanmistir ve 48 saat sonra WST-1 canlilik testi
uygulanmistir (p<0,05). FDT uygulanan kuyucuklarda hiicresel canlilik %85,928tir. ICG ve
lazer gruplarinda yalniz ICG ve lazer uygulamalar toksik bir etki gdstermemis ve canlilik

%106,116 ve %104,914 olarak bulunmustur.

8. grupta, MIA PaCa-2 hiicrelerinin ilgili gruplarinda 24 saatlik ICG akiimiilasyonunu takiben
200 j/cm? enerji yogunlugunda lazer uygulanmistir ve 72 saat sonra WST-1 canlilik testi
uygulanmistir (p<0,05). FDT uygulamasi yapilan hiicrelerin canliligi %96,560’tir. ICG ve lazer
gruplarinda, ICG ve lazer toksik bir etki gostermemis ve hiicresel canliliklar %128,787 ve

%117,492 olarak kaydedilmistir.

5 ila 8 gruplardaki. FDT uygulamalarinda, 200 j/cm? yogunluktaki lazerin tedavi sonrasi
bekleme siireleri arttikga hiicresel proliferasyonu inhibisyonun azaldigi goriilmiistiir. Bu

durumun, birim zamanda birim alana etki eden 1s1ktaki foton miktarinin artmasinin hiicrelerde
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diflizyonun artmasi nedeniyle hipoksititenin meydana gelmesine neden oldugu igin
gerceklestigi on goriilmektedir. Ortamdaki oksijen miktarmin dusiikliigli meydana gelecek
fotodinamik aksiyonlarin etkisi kisitlamaktadir (Henderson, et al., 2006; Henderson &
Dougherty, 1992; Guo, et al., 2015). Bu nedenle 200 j/cm? yogunlukta lazer uygulanan FDT

gruplarinda hiicresel canliligin yiiksek oldugu diistiniilmektedir.

MIA PaCa-2 pankreas kanser hattinin calisildigi 8 uygulama grubunun canlilik analizi
sonuglarina coklu degerlendirme testine yapilmistir. En anlamli farkin 3. grubun FDT
uygulamasima ait oldugu tespit edilmistir. 100 j/cm? yogunlukta iginlanmanin yapildigi
fotodinamik tedavinin 48 saat sonrasinda hiicresel proliferasyon inhibisyonun yiiksek olmasi

uygulanacak optimal yogunlugun 100 j/cm? oldugunu gostermistir.

MRC-5 normal akciger hiicreleri iizerinde yapilan optimizasyon ¢aligmasi 9 ila 16. gruplari

kapsamaktadir.

9 ila 12. gruplarda MRC-5 hiicrelerinin ilgili kuyucuklarina 24 saatlik ICG akiimiilasyonunu
takiben 100 j/cm? lazer uygulamasi yapilmistir ve canlilik analizi tedaviden sonra sirasiyla 0,
24, 48, 72 saat sonra yapilmistir (p<0,05). Gruplarda yalniz ICG ve lazer uygulamalarinin
hiicresel canlilik {izerine toksik etki gostermedikleri tespit edilmistir. 9. grupta, FDT
uygulamasinda canlilik %98, 10. grupta %90, 11. grupta %85, 12. grupta %80 olarak
kaydedilmistir. Fotoduyarli maddelerin olmasi1 gereken o&zelliklerinden biri de tiimdr
hiicrelerinde segici olarak birikmesidir (Moor ve dig., 2003; Luksiene, 2003; Johnson ve
Walker, 1999). MRC-5 normal hiicre hattinda ICG’nin yeterli akiimiilasyon saglamamasi
nedeniyle fotodinamik aksiyonun, tedavi sonrasi bekleme siirelerine bagimli olmaksizin sinirl

olarak gerceklestigi diisiiniilmektedir.

13 ila 16. Gruplarda MRC-5 hiicrelerinin ilgili gruplarina 24 saat ICG akiimiilasyonunun
ardindan 200 j/cm? enerji yogunlugunda lazer uygulamasi yapilmistir. Canliliklar tedavi

sonrasinda sirasiyla 0, 24, 48, ve 72 saat sonra analiz edilmistir.

13. grupta, ICG uygulanan grupta canlilik %85, lazer uygulanan grupta %78, FDT grubunda
%70’dir (p<0,05). 14. grupta, ICG uygulanan grupta canlilik %76, lazer uygulanan grupta %61,
FDT grubunda %60°dir (p<0,05). 15. grupta, ICG uygulanan grupta canlilik %122, lazer
uygulanan grupta %115, FDT grubunda %98’dir (p<0,05). 16. grupta, ICG uygulanan grupta
canlilik %104, lazer uygulanan grupta %96, FDT grubunda %85 dir (p<0,05).
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13, 15 ve 16. gruplarda ICG, lazer ve FDT uygulamalarinin hiicre canliligina yiiksek toksik etki
yapmadig1 kaydedilmistir. 14. grupta uygulanan lazer yogunlugu ve tedavi sonrast bekleme

stiresine bagli olarak canlilik %60’a inmistir.

MRC-5 normal akciger hiicrelerinin optimizasyon deneylerinin sonuglari1 ¢oklu degerlendirme
testleri ile degerlendirildiginde gruplar arasinda en anlamli fark 14. grubun FDT uygulamasidir.
MRC-5 hiicre hatt1 normal hiicre kontrol hatt1 olarak ¢alisilmistir. Fotodinamik terapi beklenen
sekilde, MRC-5 hiicre hatt1 uygulamalarinda MIA PaCa-2 pankreatik tiimor hiicrelerinden daha

anlamli olarak daha diisiik oranda canlilig1 azaltmistir (p<0,05).

Optimizasyon deneyleri sonunda FDT uygulamasimin en bagarili sonucu elde ettigi
parametreler 3. gruba ait 100 j/cm? ve tedavi sonrasi 48 saat beklemesi siiresi oldugu
belirlenmigtir. MIA PaCa-2 hiicrelerine ait 3. grubun uygulama parametrelerine sahip olan
MRC-5 hiicrelerine ait 11. grupta ICG, lazer uygulamasinin toksitite gostermedigi gibi, FDT
uygulamasinin da hiicresel canliligin inhibisyonunda nispeten basarilt olmamistir. Bdylece,

kullanilacak parametrelerin normal hiicrelerde toksik etki gostermedigi ortaya konmustur.

Tez ¢aligmasinin ikinci asamasini ana deneyler olusturmaktadir. Ana deney uygulamalarinda,
optimizasyon deneyleri ile belirlenen parametreler kullanilarak gergeklestirilen FDT
uygulamalarinin neden oldugu hiicresel 6liim tipleri arastirilmistir. Bu amagla Kaspaz-3/BCA

protein aktivitesi analizi ve Annexin-V analizi yapilmigtir.

Ana deney 3.4.2° de aciklandig1 gibi MIAPaCa-2 hiicre hattinda ve MRC-5 hiicre hattinda ayr1

ayr1 tasarlanmistir.

Kaspaz-3/BCA protein analizi, apoptoz siirecindeki en etkili 3 etmenden biri olan ve DNA
yikimina neden olan kaspaz aktivitesinin 6l¢timii ve BCA protein degerlendirme kiti ile toplam
protein ol¢glimii yapilmistir. Bu analiz i¢in ilgili gruplara 100 pg/mL konsantrasyonda ICG
yiiklenerek 24 saat akiimiilasyonu saglanmistir ve FDT uygulamasi igin ilgili gruplara 100 j/cm?
enerji yogunlugunda lazer uygulanmistir. Tedavi sonrasinda hiicreler 48 saat bekletilmis

ardindan kaspaz-3/BCA protein analiz protokolii 3.5.2’de agiklandig1 sekilde uygulanmastir.

MIA PaCa-2 hiicrelerine ait analiz sonuglar1 degerlendirildiginde, ICG ve lazer grubunda
anlamli bir kaspaz-3/BCA protein aktivitesi artis1 kaydedilmemistir (p<0,05). FDT grubunda
kaspaz-3/BCA aktivitesi %110,046 olarak Ool¢iilmiistiir (p<0,05). FDT uygulamasinin
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hiicrelerde kaspaz-3/BCA aktivitesini %10,046 oraninda anlamli olarak arttirdig1 gosterilmistir

(p<0,05).

Normal kontrol hiicre hatt1 olarak kullanilan MRC-5 hiicre hattinda Kaspaz-3/BCA protein
aktivitesi sonuglart ICG grubunda %96,592, lazer grubunda %95,438 ve FDT grubunda
%100,733’diir. Bu sonuglara gére MRC-5 hiicre hattinda ICG, lazer ve FDT gruplarinda

anlamli bir artis tespit edilememistir (p>0.05).

Apoptozu baglatan molekiiler mekanizmalarin aktive ettigi kaspazlar apoptozun ekstrensek
yolagini tetikler. Kaspaz-3/BCA protein analizi sonucu fotodinamik terapi ile meydana gelen

aksiyonun hiicreleri apoptoza siiriikkledigi gosterilmistir.

Annexin-V analizi, hiicrelerde tetiklenen apoptoz ve nekrozun kantitatif olarak tayin eder.
Annexin-V kullanilarak ana deney gruplarindaki apoptoz ve nekrozun kantitatif tayini i¢in ilgili
deney gruplarmma 100 pg/mL konsantrasyonda ICG yiiklenerek 24 saat akiimiilasyonu
saglanmigtir ve FDT uygulamasi igin ilgili gruplara 100 j/cm? enerji yogunlugunda lazer
uygulanmigtir. Tedaviden 48 saat sonra hiicrelere Annexin-V analiz protokolii 3.5.3” te

aciklandig: sekilde uygulanmistir.

MIA PaCa-2 pankreatik tiimor hiicre gruplarinin analiz sonuglaria gore, ICG grubunda ve
lazer grubunda hiicrelerin hiicresel canlilik yiliksek oradan korumustur (p<0.05). FDT
uygulamasinin canliligir %44,742 oraninda diisiirdiigii goriilmiistiir. FDT den 48 saat sonra
hiicrelerin %4,225’in erken apoptoik evrede, %35,791’inin de ge¢ apoptotik evrede olduklar
%4,725’inin otofaji ya da nekroz ile 6liime siiriiklendigi tespit edilmistir (p<<0.05). Sonug olarak

FDT’nin hiicrelerin %40,016’s1n1 apoptoza siiriikledigi orta konulmustur.

MRC-5 normal akciger hiicrelerinde yapilan ana deney uygulamalarinin Annexin-V
sonuglarina ICG ve lazer gruplarinda canlilik yiiksek oranda korunmustur (p<0.05). FDT
grubunda ise hiicrelerin %47,525’inin canli oldugu %48,401’inin erken ve ge¢ evrede apoptoza

stirtiklendigi tespit edilmistir (p<0.05).

Ana deneylerin analiz sonuglarina gore pankreatik hiicrelerin FDT ile yiiksek oranda apoptoz
yoluyla oliime siiriiklendikleri goriilmiistir. FDT den 48 saat sonra hiicrelerin biiyiik bir
kisminin ge¢ apoptotik evrede olduklar tespit edilmistir. Bu nedenle fotodinamik aksiyonun

ilk hasar bolgesinin mitokondri oldugunu sdylemek dogru olacaktir. Fotodinamik stres
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uygulandiginda mitokondriyal membraninin tamamen zarar goérerek apoptoik siireci
hizlandirdig1 bilinmektedir (Oleinick ve dig., 2002; Kessel ve Reiners, 2007; Buytaert ve dig.,
2007; Wu ve Xing, 2012; Moor, 2000; Henderson ve Dougherty, 1992). Bu nedenle hiicrelerin
ge¢ apoptotik evde olmalart ICG’nin mitokondri membraninda lokalize olmus olmasi

muhtemeldir.

Sunulan tez ¢alismasinda, ICG’nin yakin kizil6tesi spekrumda dalga boyuna sahip bir lazer
kaynag1 ile aktivasyonu ile saglanan fotodinamik terapinin pankreatik adenokarsinom
hiicrelerine sitotoktik etki etki yaptiklar1 ve hiicreleri yliksek oranda apoptoza siiriikledigi
gosterilmistir. Meydana gelen yanitin fotoduyarli madde konsantrasyonu ve 1sima miktarina

bagimli oldugu gézlenmistir.

Bu tez calismasinin sonuglari, literatiirde mevcut olan ICG tabanli FDT nin farkli kanser
tiirlerinde etkileri lizerine yapilan ¢aligmalara benzer olarak, ICG-FDT’nin pankreas kanser
hiicrelerinde de hiicresel biliylimeyi inhibe ettigi gosterilmistir. Bu ¢alismalardan bazilart
skuamoz hiicreleri karsinom ve kolon karsinom hiicreleri iizerinde yapilmis olup, ICG-FDT

daha diisiik konsantrasyonlarda da etkili olmustur (Abels ve dig., 2000; Baumler ve dig., 1999).

Literatiirde FDT nin rezekte edilemeyen pankreatik tiimorlerde etkinligini gosteren ¢aligmalar
mevcuttur fakat sinirli sayidadir (Selvasekar ve dig., 2002; Liu ve dig., 2000). Yapilan
calismalar FDT’nin displazi/neoplaziyi veya ileri palyatif tiimorlerin tedavisinde etkili
olabilecegini gostermektedir (Korbelik, 1996; Hooper, 2000; Triesscheijn ve dig., 2006; Sibata
ve dig., 2001). FDT’nin ilk klinik uygulamasi olan mTHPC tabanli uygulama lokal ileri

pankreas kanseri hastalarinda basarili sonuglar vererek umut vermistir (Bown ve dig., 2002).

Verteporﬁn® tabanli FDT nin faz I ve II ¢aligmalar1 yapilmis, ileriki agamalarin ¢aligmalari

deva etmektedir (Huggett ve dig., 2014).

Gilinlimiizde pankreas kanserinin kesin tedavi yontemi, elimizdeki bilgiler 1s181nda, yalnizca
cerrahidir. Fakat klinikte hastalarin %20’sinden daha az1 kiiratif tedavi i¢in uygun oldugundan,
hastalarin opere edilebilir duruma getirilmesi gereklidir (Siegel ve dig., 2016; Cid-Arregui ve
Juarez, 2015; Ryan ve dig., 2014). Bu ¢alismast ile ortaya konan ICG-FDT nin insan pankreatik
adenokarsinom hiicrelerinde biiylimeyi apoptotik yol ile inhibisyonununa ICG’nin ve lazerin
yalniz uygulamalarinda toksititeye neden olmadigi gosterilmistir. Bu nedenle, ICG-FDT klinik

uygulamalar i¢in uygun bir goriiniis ortaya koymaktadir. Klinikte, rezekte edilemeyen primer
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timorlerde, metastatik tiimorlerde ameliyat esnasinda palyatif tedavi secenegi olarak tercih
edilebilirdir. ICG-FDT nin klinik etkisinin daha net dngoriilmesi i¢in in vivo aragtirmalar ve

klinik denemeler yapilmasi gerekmektedir.

Sonug olarak, literatiire 6zgiin katkida bulunacagi ve ileride yapilacak c¢alimalar icin veri

kaynagi olacag1 beklenmektedir.
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