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OZET

DOKTORA TEZI

PANKREAS KANSERIi TEDAVISINDE PHOTOLON GUDUMLU
FOTODINAMIK TERAPININ UYGULAMASI

Saadet AKBULUT

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyomedikal Miihendisligi Anabilim Dah

Damisman : Prof. Dr.Firat KACAR

Fotodinamik Terapi (FDT) Amerikan Gida ve Ila¢ idaresi (FDA) onayli kanser tedavisi
yontemidir. Fotodinamik terapi o6zellikle solid tiimorlerde yiiksek basari orani ile minimal
invaziv veya non-invaziv bir tedavi yontemidir. Fotodinamik terapi dokuda akiimiile olan 1518a
duyarli ajana, ajan1 uyaracak bir 151k kaynagina ve ortamda oksijenin varligina ihtiyag
duymaktadir.

Fotodinamik terapinin mekanizmasi topikal veya intravendz olarak verilen 1s18a duyarli ajanin
hedef dokuda akiimiile olmasinin ardindan spesifik bir dalga boyunda absorbsiyon yapan bir
151k kaynagi ile uyarilmasi esasina dayanir. Isiga duyarl ajan belirli bir 151k enerjisine maruz
kaldiginda dokuda apoptoza, vaskiiler dejenerasyona, bagisiklik yanitina ve hatta timor
hiicrelerini nekroz yoluyla dogrudan O6ldiirmeye neden olan reaktif oksijen tiirlerinin
tiretilmesini saglar. Fotodinamik terapinin geleneksel tedavi yontemlerinde karsilasilan yan
etkileri yoktur. Avantajlar; iyonize olmayan emisyonlar kullanilir, saglikli dokuya zarar
vermeden lokalize tedavi, tekrarlanabilir, minimal invaziv, hastanede kalis siiresinin
kisaltilmasi ve hastanin tedavisi siiresinin destekleyen psikolojik durumunun korunmasi.

Bu calismada klinikte en sik saptanan MIA PaCa-2 hiicre hatt1 lizerinde en uygun Fotolon
giidimlii Fotodinamik terapi uygulamasi i¢in Fotolon akiimiilasyon siiresi ve lazer enerji
yogunlugu parametreleri arastirilmistir. Kontrol olarak MRC-5 normal akciger hiicre hatti
kullanilmistir. Calismada 1518a duyarli ajan olarak Fotolon kullanilmistir. Fotolon suda
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¢oziinebilen ve 630-690 nanometreleri arasinda absorbans gostermektedir. Maksimum
absorbsiyonu ise yaklagik 660 nanometrede gostermektedir. Fotolon’un MIA PaCa-2 pankreas
epitelyal karsinoma hiicreleri ilizerinde konsantrasyona bagimli etkisi arastirilarak terapi
sirasinda kullanilacak Fotolon’un konsantrasyonu optimize edilmistir. Fotolon konsantrasyonu
10 pM’a sabitlenmistir. Seg¢ilen bu konsantrasyonun hiicre canliligini inhibe ve prolifere
etmedigi belirlenmistir. Optimizasyon ¢alismasi sonucunda 60 dakika Fotolon inkiibasyonu ve
5 J/em2 lazer enerji yogunlugu en iyi sonug alinan parametre olarak belirlenmistir. Fotolon
giidiimlii Fotodinamik terapi uygulamalarinin MIA PaCa-2 ve MRC-5 hiicre hatlar1 ilizerinde
neden oldugu 6liim tipi kaspaz-3/BCA protein aktivite analizi ve Annexin-V analizi ile
arastirilmistir.

Sonu¢ olarak Fotolon gilidiimlii Fotodinamik terapinin belirlenen parametrelerde hiicreler
tizerinde %17 oraninda apoptoza neden oldugu ancak tek basina kiiratif bir tedavi olarak
uygulanamayacagi belirlenmistir.

Haziran 2018, 97 sayfa.

Anahtar kelimeler:Pankreas Kanseri, Fotodinamik Terapi, Fotolon
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SUMMARY

Ph.D. THESIS

PHOTOLON MEDIATED PHOTODYNAMIC THERAPY APPLICATION
ON PANCREATIC CANCER TREATMENT

Saadet AKBULUT

Istanbul University
Institute ofGraduate Studies inScience and Engineering

Department of Biomedical Engineering

Supervisor : Prof. Dr.Firat KACAR

Photodynamic Therapy (PDT) is an American Food and Drug Administration (FDA) approved
method of cancer treatment. Photodynamic therapy is a minimally invasive or non-invasive
treatment with a high success rate especially in solid tumors. Photodynamic therapy requires
photosensitizer that accumulated in target tissue, light source that illuminate the agent and
oxygen in environment tissue.

The mechanism of photodynamic therapy is based on stimulation photosensitizer that given
topikal or intravenous with a light source that absorbing a specific wavelength. When the
photosensitizer is exposed to a specific light energy, it produces reactive oxygen species that
caused directly kill tumor cells that is apoptosis and necrosis, vascular degeneration, reactive
immune response. Photodynamic therapy has no side effects that are encountered in
conventional treatment methods. Advantages; non-ionizing emissions are used, locally treated,
reproducible, minimally invasive, shortening of hospital stay and preservation of the supporting
psychological state of the patient during the treatment period without harming healthy tissue.

In this study, Fotolon accumulation time and laser energy intensity parameters were
investigated for the most appropriate Fotolon mediated photodynamic therapy application on
MIA PaCa-2 cell line which is most frequently detected in clinic. MRC-5 normal lung cell line
was used as a control. Fotolon was used as a light sensitive agent in the study. The Fotolon is
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water soluble and shows absorbance between 630-690 nanometers. Fotolon shows maximum
absorbance at about 660 nanometers. The concentration dependent effect of Fotolon on MIA
PaCa-2 pancreatic epithelial carcinoma cells was investigated and the concentration of Fotolon
to be used during therapy was optimized. The Fotolon concentration was fixed at 10 uM. It was
determined that this selected concentration did not inhibit and proliferate cell viability. Because
of the optimization study, 60 min Fotolon incubation and 5 J/ cm2 laser energy density were
determined as the best-achieved parameters. The type of death caused by Fotolon mediated
photodynamic therapy applications on the MIA PaCa-2 and MRC-5 cell lines was investigated
with caspase-3 / BCA protein activity assay and Annexin-V assay.

In conclusion, it was determined that Fotolon mediated photodynamic therapy causes 17%
apoptosis on cells in determined parameters but cannot be applied as a curative treatment alone.

June 2018,97 pages.

Keywords:Pancreas Cancer, Photodynamic Therapy, Fotolon
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1. GIRIS

Diinyada kadin ve erkeklerde siklik siralamasinda 13. sirada goriilen kanser pankreas
kanseridir. Tiirkiye’de ise kadin ve erkeklerde siklik siralamasinda 10. sirada goriilen kanser
tirtiidiir. Yine Tiirkiye’de kansere bagli dliimler i¢cinde 5. sirada yer almaktadir. Pankreas
adenokarsinomu en agresif kanser formlarindan biridir. Pankreas kanserinin ¢ogu kez hastaligin
ileri evreleriyle birlikte ortaya cikan belirtilerin agirlasmasiyla tanist konulabilmektedir.
Pankreas kanserinin en sik goriilen semptomlart sarilik (%56), halsizlik (%86), kilo kayb1
(%85), karm agris1 (%79), koyu renkli idrar (%59), mide bulantis1 ve kusmadir (%35-40).
Sarilik 6zellikle erken evrede bulunan hastalarda en sik goriilen klinik tablodur. Herhangi bir
belirtisi olmayan kisiler i¢cin pankreas kanseri tanis1 konulabilecek giivenilir spesifik bir test
mevcut degildir. Bununla birlikte mevcut hastalarin ylizde onuna ameliyat edilebilir
evredeyken, yiizde doksanina ise metastaz evresinde (evre 4) ya da lokal ileri pankreas kanseri

(LAPC, evre 3)evresindeyken teshis konulmaktadir (Karanikas ve dig., 2016).

Tedavisi i¢in en etkili ¢oziim tiimdér dokunun cerrahi operasyonla rezeksiyonudur. Palyatif
kemoterapi ve radyoterapi uygulamalar1 geleneksel tedavi olarak uygulanmaktadir.
Kemoterapiye bagl olarak goriilen yan etkilerin siddeti alinan ilaglara ve hastaya bagli olarak
degismektedir. Kemoterapi sirasinda kanser hiicreleriyle birlikte viicutta hizli ¢ogalan sacg,
kemik iliginde gelisim gosteren kan hiicreleri, sindirim sistemindeki normal hiicreler de
etkilenmektedir. Buna bagli olarak da kemoterapi alan hastalarda sa¢ dokiilmesi, istahsizlik,
kilo kaybi, bulanti, kusma, diisiik kan sayimi, morarma ve enfeksiyon gibi yan etkiler
goriilmektedir. Radyoterapide de kemoterapide oldugu gibi yan etkiler kisiye ve doza bagh
olarak degismektedir. Radyoterapide en sik goriilen yan etkiler yorgunluk, ciltte kizariklik,
kuruma ve koyuluk, istahsizlik, kan degerlerinin diismesidir (Boz ve dig., 2006). Mevcut
kemoterapi ve radyoterapi rejimlerinin basarisiz sonuglari ve toksititeden kaynaklanan
risklerden dolay1 son yillarda radyofrekans ablasyon (RFA), geri doniissiiz elektroporasyon
(IRE), stereotaktik viicut radyasyon tedavisi (SBRT), yiiksek yogunluklu odaklanmis ultrason
(HIFU), mikrodalga ablasyon, fotodinamik terapi (PDT), kryoablasyon gibi yerel ablasyon

tedavi yontemleri 6nem kazanmistir(Pecorino, 2005).



Fotodinamik terapi Amerikan Gida ve Ilag Dairesi tarafindan onaylanmis kanser tedavi
metodudur. Fotodinamik terapi 6zellikle solid tiimorlerde yiiksek oranda basarili olan minimal
invaziv ya da invaziv olmayan tedavi yontemidir (Shliakhtsin ve dig., 2009). Fotodinamik
terapi uygulama sirasinda 1s1ga duyarli bir ajana, ajani uyarabilecek uygun dalga boyuna sahip
bir 151k kaynagina ve ortamda mevcut oksijene ihtiya¢c duymaktadir. Fotodinamik terapinin
mekanizmasi 1s18a duyarli ajan intravendz ya da topikal olarak uygulanir ve ajanin istenilen
bolgede yogun olarak toplanmasi igin belirli bir siire beklenir ardindan ajanin absorbsiyon
spektrumunda 1s1ma yapan uygun bir 151k kaynagi ile uyarilmasi seklindedir. Isiga duyarli ajan
spesifik olan 151k kaynagi ile uyarildiginda reaktif oksijen tiirlerinin agiga ¢ikmasi beklenir.
Reaktif oksijen tiirleri; kanser hiicrelerinde apoptoza ya da nekroza, kanser dokuda vaskiiler
dejenerasyona ya da bir bagisiklik tepkisine neden olabilir. Fotodinamik terapi; lokal olarak
uygulanabilmesi, diger tedavi yontemleri ile birlikte ya da tek basmna uygulanabilmesi,
tekrarlanabilir olmasi, ayakta tedaviye uygun olmasi, minimal invaziv olmasi nedeniyle

geleneksel tedavi yontemlerine kiyasla daha avantajlidir (Luksien¢, 2003).

Bu calismanin amaci, klinikte siklikla karsilagilan pankreas kanser tiirlerinden olan MIA PaCa-
2 (RL-1420™) pankreas epitelyal tiimor ve MRC-5 (CCL-171™) normal akciger fibroblastik
hiicre hatlar1 iizerinde etkili olabilecek Fotolon giidiimlii Fotodinamik terapi parametrelerinin
(ajanin dozu, akiimiilasyon siiresi, uygulama siiresi) in vitro ¢alismalar i¢in belirlenmesini
saglamaktir. Calismada 1s18a duyarli ajan olarak Fotolon kullanilmaktadir. Calismada hiicre
olim seklinin belirlenmesi amaciyla Anneksin-V apoptoza/nekroz tayini ve Kaspaz-3/BCA

protein aktivitesi analizleri yapilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. PANKREAS KANSERI

2.1.1. Pankreas

Pankreas 12-20 cm uzunlugunda ve yetigkinlerde 60-140 gram agirliginda; ikinci ve ligiincii
lomber vertebralar hizasinda yer almaktadir. Pankreas hem endokrin hem de ekzokrin salgi
yapan bir bezdir. Uncinate process, bas, boyun, gévde ve kuyruk olmak tizere bes kistmdan
olusur. Bu kisiklar Sekil 2.1°de ayrintili olarak gdsterilmistir. Bag kismi pankreasin en kalin
kismidir ve list mezenterik damarlarin sagina dogru uzanir. Uncinate process basin uzantisidir
ve duedonumun C kivrimina yapisiktir. Pankreasin en ince kismi boyundur ve {list mezenterik
arter ve iist mezenterik venin 6n kismina dogru uzanir. Gévde pankreasin ana kismidir; st
mezenterik arter ve list mezenterik venin sol kismina dogru uzanir, 6n yiizeyi karin zar ile
cevrilidir. Kuyruk kismi ise dalak hilusundaki splenorenal bag tabakalar1 arasina dogru uzanir

(imamoglu & Ozyardlmm Ersoy, Ocak, 2009; Jones, 2015-2017; Pandol, 2015).
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Sekil 2.1: Pankreas anatomisi ve kan damarlari.

Pankreas islevlerine gore endokrin ve ekzokrin pankreas olmak tizere ikiye ayrilir. Tiim organin
%85’1ini ekzokrin pankreas, %2’sini endokrin pankreas ve %13’{inii ise ektraselliiler matriks ve
damarlar olusturur. Ekzokrin pankreas temelde sindirimi kolaylastirmak ve sindirim kanalim

korumak amaciyla sekresyon yapar. Ekzokrin salgi, asinar ve duktal hiicreler tarafindan iiretilir.



Giinliik 1500-2500 ml, berrak kokusuz, pH 8 civar1 plazma ile izotonik salg iiretir. Pankreas
salgisi; basta protein, karbonhidrat ve yaglarin sindiriminde gorev alan amilaz, lipaz,
pankreastik kolesterol ester hidrolaz, pro-fosfolipaz A2, fosfotaz, kolipaz, tripsin, kimotripsin,
elastaz gibi pek ¢ok sindirim enziminin aktif veya inaktif formlarini igerir. Bunlara ek olarak
mide asidinin nétralize edilmesini ve enzimlerinoptimalpH’sin1 saglayan bikarbonat iyonlar1 da
bol miktarda bulunur. Endokrin pankreas, Langerhans adaciklar1 denilen insan pankreasinda bir
milyondan fazla bulunan ve ¢ap1 0,1-0,2mm arasinda degisen hiicre gruplarindan olusur.
Salgiladiklar1 hormonlar kapiller kana ve oradan da viicudun kan dolasimina katilir. Langerhans
adaciklar1 baslica 4 tip hiicreden olusur. Bunlar; Beta (B), Alfa (o), Delta (8) ve Pankreatik
polipeptit (PP) hiicreleridir. Alfa (o) hiicreleri; Serotonin, Pankreatik Gastrin Hormonu ve
Glukagon hormonunun salgilanmasinda gorev alir ve Langerhans adaciklarinin %20’sini
olusturur. Langerhans adaciklarimin %68’ini Beta (B) hiicreleri olusturur. Kandaki glikoz
diizeyini azaltan ve gliikagon hormonunun salgilanmasini inhibe eden Insiilin ve Amilin
hormonlar1 Beta (B) hiicreleri tarafindan salgilanir. Delta (8) hiicreleri Langerhans adaciklarinin
%10’unu olusturur. Insulin ve Glukagon salinimini baskilayan Somatostatin hormonunun
salgilanmasinda gorev alir. Pankreatik polipeptit hiicreleri adaciklarin %2’sini olugturur. F
hiicreleri de denilen Pankreatik polipeptit hiicreleri Somatostanin hormonunun salgilanmasin
inhibe eder, safra kesesinin gevsemesini saglayarak duedenuma bosaltilan safra salgisinin
azalmasini saglar (Seftalioglu, 1998; Masa Skelin, 2010; Jennings ve dig., 2015). Pankreasin
langerhans adaciklar1 Sekil 2.2°de ayrintili olarak gosterilmistir (Sekil 2.2).

2.1.2. Pankreas Kanseri Epidemiyolojisi

Diinyada, 2015 yilinda 425,667 insana pankreas kanseri tanisi konulmustur. Kiiresel pankreas
kanseri insidans1 2005 yilindan 2015 yilina kadar %26,1 oraninda artmistir. Pankreas kanseri
diinyada kadin ve erkeklerde 13. sirada en sik goriilen kanser tiiriidiir. Kansere bagli 6liimler
icinde ise diinyada 7. siradadir. Tiirkiye’de ise kadin ve erkeklerde 10. sirada en sik goriilen
kanser tiirli pankreas kanseridir. Yine Tiirkiye’de kansere bagl dliimler i¢inde 5. sirada yer
almaktadir (Fitzmaurice, Christina, 2017). Pankreas kanserinin %94’iinii ekzokrin dokusundan
gelisen adenokarsinomlar olustururken tiim olgularin %6’sin1 ise pankreasin hormon {ireten
hiicrelerinde gelisen endokrin tiimoérleri olusturmaktadir. Pankreas endokrin tiimdrleri
adenokarsinomlara kiyasla tanida ortalama yas1 daha geng¢ ve prognozu daha iyidir (Alteri ve
dig., 2017). Amerikan Kanser Dernegi verilerine goére 2017 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri’nde 53,670 insana (27,970 erkek ve 25,700 kadin) pankreas kanseri tanist konulmasi



ongoriilmektedir. Yine Amerikan Kanser Dernegi verilerine goére 2017 yilinda Amerika
Birlesik Devletleri’nde 43,090 insanin (22,300 erkek ve 20,790 kadin) pankreas kanserinden

dolay1 yagamini yitirecegi tahmin edilmektedir (The American Cancer Society, 2018).

2.1.3. Pankreas Kanseri Risk Faktorleri

Pankreas kanseri etiyolojisi tam olarak anlagilamamistir. Bununla birlikte pankreas kanseri
olma riskini artiran bir¢cok faktér vardir. Bunlar kendi igerisinde degistirilebilir ve
degistirilemeyen risk faktorleri olarak ikiye ayrilmaktadir. Tablo 2.1°de pankreas kanseri risk
faktorleri verilmistir (The American Gastroenterological Association Clinical Practice and

Practice Economics Committee, 1999).

Tablo 2.1: Pankreas kanseri risk faktorleri.

RiSK FAKTORLERI
Degistirilebilir Risk Faktorleri Degistirilemeyen Risk Faktorleri
Sigara Kullanimi Yas
Obezite Cinsiyet
Yiiksek Miktarda Hayvansal Yag Tiiketimi Etnik Koken

Mesleki Maruziyet (Nikel, petrol ve odun

Kronik Pankreatit
hamurundan kaynaklanan CI-hidrokarbon)
Kismi Gastrektomi Kalitsal Genetik Yatkinlik
Diyabet Mellitus Kan Grubu

Degistirilebilir Risk Faktorleri

Sigara kullanimi; pankreas kanseri icin risk faktoriidiir. Sigara igenlerin sigara igmeyenlere
kiyasla pankreas kanserine yakalanma riski %75 oraninda daha yiiksektir ve bu risk sigaray1
biraktiktan sonra 5 ilal0 yil arasinda devam etmektedir (Muniraj ve dig., 2013). Tiim pankreas
kanseri vakalarinin %11-32’sinin sigara kullanimina bagli oldugu tahmin edilmektedir (Patrick

Maisonneuve, Albert B. Lowenfels, 2015). Sigara kullanimin kanser progresyonunu etkiledigi



bircok mekanizma bilinmektedir. Nikotin ve sigara dumanina bagl kanserojen bilesenlerin
tiimdr hiicreleri lizerinde dogrudan biiylimeyi tesvik ettigi ve miyeloidden tiiretilen supresor

hiicrelerin infiltrasyonunu artirdig1 bilinmektedir (Yuan ve dig., 2017).

Obezite; pankreas kanseri i¢in risk faktoriidiir. Viicut kitle indeksi 25’den fazla olan insanlarda
pankreas kanserine yakalanma riski viicut kitle indeksi 25’in altinda olanlardan %20 daha
fazladir. Ozellikle abdominal obezite, eriskinlikte pankreas kanseri baslangiciyla
iliskilendirilmistir. Bununla birlikte obezite, pankreas kanserinden kaynaklanan 6liim oranini
da artirmaktadir. Klinik aragtirmalarda pankreas kanserinde viicut kitle indeksinin 25’den fazla
olmast hem genel hem de tekrarsiz sag kalim siiresinin azalmasi, ikincil tiimor i¢in riskin
artmasi ve timor gelisimi ile iliskilendirilmektedir (Woérmann& Algiil, 2013; Hakansson ve

dig., 2005).

Hayvansal yag tiiketimi; pankreas kanseri i¢in belirlenmis risk faktérlerindendir. Yapilmis
klinik aragtirmalarda doymus yag tiiketimi ile pankreas kanseri insidansi arasinda pozitif
korelasyon mevcut oldugu tespit edilmistir. Meyve ve sebze tiiketimiyle viicuda alinan

besinlerin pankreas kanseri gelisimi riski azalmaktadir (Krejs, 2010).

Diyabet Mellitus; pankreas kanseri i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir. Uzun vadede tip 2 diyabet
hastalarinda pankreas kanserine yakalanma orant %50 daha fazladir (Henry ve dig., 2013).
Yapilmis bir calismada pankreas kanseri hastalarina yapilan glikoz tolerans testi sonucunda

hastalarin %75’inin diyabet kriterlerini de tasidig1 goriilmiistiir (Permert ve dig., 1993).
Degistirilemeyen Risk Faktorleri

Yas; pankreas kanseri i¢in 50 yas ve lizerinde insidansi ve Oliim oranini yiiksek bir risk
faktoriidiir. Ozellikle 70-80 yaslarinda %80 teshis oraniyla pankreas kanseri insidansi pik
yapmaktadir. Pankreas kanseri nadir olarak aile hikayesinde veya genetik predispozisyon

varliginda 45 yas ve altinda da gelisim gosterebilir (Muniraj ve dig., 2013; Fraumeni, 1975).

Cinsiyet; pankreas kanserinin goriilme sikligini etkileyen risk faktorlerindendir. Pankreas
kanseri erkeklerde kadinlara oranla daha sik goriilmektedir. Bu da erkeklerdeki sigara

kullaniminin kadinlardan yiiksek olmasiyla iliskilendirilmektedir (Muniraj ve dig., 2013).



Etnik koken; pankreas kanseri icin degistirilemeyen risk faktorlerindendir. Afrikali
Amerikalilarda pankreas kanseri goriilme orani beyazlardan daha yiiksektir (Kumar ve dig.,
2017). 2005 ila 2014 arasina bakildiginda pankreas kanserine bagli 6liim oranlarinda her yil
%0,3 oraninda beyaz 1rka ait erkeklerde artarken beyaz irka ait kadinlarda sabit kalmistir.
Bununla birlikte siyah 1rka ait kadin ve erkeklerde ise her yil %0,5 oraninda azalma oldugu

belirlenmistir (Anon., 2017).

Kronik pankreatit; pankreas kanseri i¢in iyi bilinen bir risk faktoriidiir. Kalitsal ve tropikal
pankreatit erken yasta gelistiginde genel popiilasyona kiyasla pankreas kanserine yakalanma
thtimali 50 kat daha fazladir. Kronik pankreatit ise pankreas kanseri i¢in predispozan risk
faktoriidiir. Kronik pankreatit hastalarinin %35 ve daha az kisminda 20 yillik siire igerisinde

pankreas kanseri gelisimi olmaktadir (Muniraj ve dig., 2013).

Kalitsal genetik yatkinlik; pankreas kanseri i¢in degistirilemeyen risk faktorlerinden biridir.
Pankreas kanseri vakalarinin yaklagik %10’u ailevi bir dayanaga sahiptir. Ailenin pankreas
kanseri Oykiisii bireyin pankreas kanserine yakalanma riskini artirmaktadir. BRCA2
mutasyonunda pankreas kanseri, meme, ovarian, prostat kanseri riski arttigi goriilmiistiir.
Lynch sendromu (STK11), FAMMM (p16), HNPCC, Ataksi Telenjiektazi, Peutz-Jeghers
sendromu (CDKN2A) artmis pankreas kanseri riski olusturur (Kamisawa ve dig., 2016).

Kan grubu; mekanizmasi tam olarak anlasilamamis degistirilemeyen bir risk faktoriidiir.
Yapilan bazi ¢alismalarda kan grubu O ile karsilastirildiginda AO, AA, BO veya BB kan
gruplarina sahip kisilerin pankreas kanserine yakalanma olasiliklar1 daha yiiksek oldugu

gbzlemlenmistir (Muniraj ve dig., 2013).

2.1.4. Pankreas Kanseri Tanisi ve Evrelendirilmesi

Pankreas kanserinin ¢ogu kez hastaligin ileri evreleriyle birlikte ortaya c¢ikan belirtilerin
agirlagsmasiyla tanist konulabilmektedir. Herhangi bir belirtisi olmayan kisiler i¢in pankreas
kanseri tanis1 konulabilecek giivenilir spesifik bir test mevcut degildir. Klinikte, pankreas
kanseri tiimorlerinin %10’una lokal evrede, %90’1na ise lokal ileri ve metastatik evrede tani
konulabilmektedir (Chavalitdhamrong ve dig., 2015). Pankreas kanserinin en sik goriilen
semptomlar1 sarilik (%56), yorulma (%86), kilo kayb1 (%85), karin agrist (%79), koyu renkli
idrar (%59), mide bulantis1 ve kusmadir (%35-40). Sarilik 6zellikle erken evrede bulunun

hastalarda en sik goriilen klinik tablodur (The Patient Education Resource Center , 2012).



Pankreas kanserinin tanisinda, lokalizasyonunda, invazyonunu saptamada ve evrelemede;
ultrasonografi (US), bilgisayarli tomografi (BT), magnetik rezonans goriintileme (MR),
endoskopik retrograd kolanjio pankreatografi (ERCP), pozitron emisyon tomografisi (PET),
ince igne aspirasyonu (I[A), anjiyografi, laparoskopi gibi ydntemler kullanilmaktadir (GORAL,
2014). Amerikan Kanser Ortak Komitesi (AJCC) ve Uluslararasi Kanser Kontrolii Birligi
(UICC) tarafindan tiim kanser tiirlerinin evrelendirilmesini bazi standartlara dayandirmak
amactyla TNM siniflandirma sistemini gelistirmistir. TNM sistemi ii¢ ana bilgi parcasina
dayanmaktadir. T, primer tiimoriin boyutunu; N, lenf diiglimlerine yayilimini; M, kanserin
viicudun diger organlarina yayilimini ifade eder. TNM siniflandirma sistemi 6 ile 8 y1l arasinda

kanserdeki gelismelere bagli olarak giincellestirilmektedir (Compton ve dig., 2013).

Tablo 2.2: Pankreas kanseri anatomik evrelendirme (Compton ve dig., 2013).

Evre Prognostik Gruplar Evre Tanim

Karsinoma in situ, Bolgesel lenf nodu metastazi yok, uzak

0 Tis, NO, MO metastaz yok.

En biiyiik boyutu 2 cm veya daha kiigiik ve pankreasa sinirli

1A T1, No, MO tiimor, bolgesel lenf nodu metastazi yok, uzak metastaz yok.

En biiyiik boyutu 2 cm’den daha biiyiik ve pankreasa sinirli

1B T2, N0, MO tiimor, bolgesel lenf nodu metastazi yok, uzak metastaz yok.

Colyak aks veya siiperior mezenterik artere invaze olmadan
pankreas disina uzanim gosteren tiimor, bolgesel lenf nodu
metastazi yok, uzak metastaz yok.

A T3, NO, MO

Pankreasta sinirlidir ya da pankreasin disinda biiyiir ancak ¢olyak
aks veya siiperior mezenterik artere invaze olmadan pankreas
disina uzanim gosteren tiimor, bolgesel lenf nodu metastazi var,
uzak metastaz yok.

1B T1-T3, N1, MO

Colyak aks veya siiperior mezenterik artere invaze tiimor
(unrezektabl tiimor), Bolgesel lenf nodu var/yok, Uzak metastaz
yok.

I T4, Herhangi N, M0

v Herhangi T, Herhangi N, M1 Uzak metastaz var.




2.1.5. Pankreas Kanseri Tedavisi
Pankreas kanseri mevcut tedavi protokolleri; cerrahi, kemoterapi, radyoterapi ve palyatif
terapilerdir. Tlimoriin evresine ve periferik organlarla olan iligkisine gore tedavi protokoliine

karar verilir.
Kiiratif Tedavi

Cerrahi: Pankreas kanserinin ge¢ belirti vermesi buna bagli olarak hastaligin ileri
evrelerdeyken teshis edilmesi nedeniyle cerrahi yontemler ile miidahale edilebilecek hastalarin
yiizdesi oldukea diisiiktiir. Buna ragmen pankreas kanserinin en etkin tedavisi tlimoriin cerrahi
operasyon ile rezeksiyonudur. Tiimoériin lokalizasyonu ve boyutuna bagli olarak cerrahi
rezeksiyon tipi belirlenmektedir. Rezidiiel hastalik diizeyine gore pankreas rezeksiyonlari {ige
ayrilmaktadir; RO, R1, R2. RO rezeksiyonda tiim makroskobik ve mikroskobik tiimor tamamen
cikarilmaktadir. R1 rezeksiyonda makroskobik tiimor tamamen temizlenirken mikroskobik
artik tiimor odaklar1 kalmaktadir. R2 rezeksiyonda makroskobik rezeksiyon kismi olarak

gerceklesmektedir (Kafes, 2013; Tewari & Lobo, 2013).

Pankreas kanseri cerrahi tedavisinde farkl kiiratif rezeksiyon yontemleri bulunmaktadir. Distal
veya total pankreatoduodenektomi ile pankreas kuyruk ve govde tiimdrlerinin rezeksiyonu
gerceklestirilir. Pankreasin kuyruk bolgesinde konumlanan ve boyutu 2 cm’den kiiciik olan
timorlere cerrahi miidahale etmek nispeten daha kolaydir. Ancak pankreas gdvdesinden
orijinlinmis tlimorlerde tiimdriin ¢evre dokulara ve hayati organlara sigrama olasilig1 yiiksek

oldugu icin cerrahi rezeksiyon da giigtiir.

Pankreas basi tiimorleri cerrahi operasyonu Whipple ile miimkiindiir. Standart Whipple
operasyonunda pankreas basi, safra kesesi, duedonumun bir kismi, midenin kii¢lik bir kismi
(pilor) ve pankreasin basindaki lenf bezlerinin rezeksiyonundan sonra pankreas ve sindirim
organlari; pankreas sindirim enzimleri, safra ve mide igerigi sindirim sirasinda ince bagirsaga
akacak sekilde yeniden baglanir (Giineyi, 2005). Gilinlimiizde pilor koruyucu Whipple
operasyonlar1 standart Whipple operasyonlarina gore daha cok tercih edilir. Pilor koruyucu
Whipple operasyonu postoperatif gastrik fonksiyonlarin standart Whipple operasyonuna
kiyasla daha iyi olmasi yoniiyle avantajlidir. Cerrahi miidahaleye uygun pankreas bag1 tlimorleri

i¢in ortanca sag kalim 11-20 ay ve 5 yillik sag kalim oran1 %5- 20 arasindadir (Tseng ve dig.,

2003).
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Prognoz ve adjuvan tedavi: Pankreas kanseri rezeksiyonundan sonra sag kalim i¢in en 6nemli
prognostik belirtecler; lenf nodu durumu, timor boyutu, tiimor evresi ve rezeksiyon marji

durumudur.

Adjuvan tedavi postoperatif tedavi olarak tanimlanmaktadir Cerrahi operasyonlardan sonra
hastaligin yeniden niiksetmesini Onlemek ve bolgedeki mikroskobik tiimor odaklarim
temizlemek amaciyla cerrahi operasyonun ardindan adjuvan kemoterapi ve adjuvan
kemoradyoterapi uygulamalar1 yapilmaktadir. 1985 yilinda GITSG (Gastrointestinal Tumor
Study Group)’da yaymlanan bir calismada tek basina kiiratif amacli uygulanan cerrahi
tedaviden sonra ortanca sag kalim 11 ay iken cerrahi tedavinin ardindan uygulanan adjuvan
kemoradyoterapilerde ise 18 aya kadar ¢iktigi gozlemlenmistir. 1999 yilinda EORTC
(European Organisation for Research and Treatment of Cancer) ¢alismasinda, tek basina kiiratif
amagl uygulanan cerrahi tedaviden sonra ortanca sag kalim 12,6 ay oldugu gézlemlenirken
cerrahi tedavinin ardindan uygulanan adjuvan kemoradyoterapi kolunda secilen hastalara
radyoterapi yaninda 5-FU (25mg/kg/giin) verilmis ve hastalarda ortanca sag kalimin 17,1 aya
ciktig1 gozlemlenmistir (Neoptolemos ve dig., 2001).

2004 yilinda ESPAC-1 (European Study Group of Pancreatic Cancer) c¢alismasinda hastalar
adjuvan kemoradyoterapi, adjuvan kemoterapi (5-FU ile folik asit), adjuvan kemoradyoterapi
ardindan kemoterapi ve Whipple operasyonu sonrasi izlem olarak dort grupta ele alinmistir.
Calismada tiimor lokalizasyonu, tiimor boyutu, lenf nodu yayilimi ve cerrahi sinirlarin ortanca
sag kalim iizerinde etkili oldugu gézlemlenmistir. Calismanin sonunda hic¢bir grubun kontrol
grubuna {stiinliilk gostermedigi de belirtilmistir (Neoptolemos ve dig., 2018). ESPAC-3
calismasinda genel sagkalim, progresyonsuz sagkalim ve yasam kalitesi agisindan cerrahi
tedavinin ardindan uygulanan gemsitabin ile kombine olarak uygulanan 5-FU/folik asit (FUFA)

arasinda anlamli fark olmadig1 belirtilmistir (Neoptolemos ve dig., 2012).

Whipple operasyonu sonrasi adjuvan kemoradyoterapinin sinerjik etkisinin artirilmasin yonelik
2008 yilinda RTOG (Radiation Therapy Oncology Group) 9704 tarafindan yapilan ¢alismada
hastalara kemoradyoterapi dncesinde ve sonrasinda gemsitabin veya 5-FU verilerek sag kalim
oranlar1 incelenmistir. Calismada gemsitabin verilen hastalarda ortanca sag kalim 20,5 ay iken

5-FU verilen hastalarda 16,9 ay oldugu gozlemlenmistir (Regine ve dig., 2011).
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Neoadjuvan Kemoterapi ve Radyoterapi: Neoadjuvan tedavi preoperatif tedavi olarak

tanimlanmaktadir.

Sinirlt vaskiiler tutulumu olan borderline rezektabl hastalarda uygulanan neoadjuvan tedavi,
cerrahi operasyondan sonra lokal basarisizlik oranin1 ve pozitif rezeksiyon marjlarimi
azaltmaktadir. Lokal ileri evredeki hastalarda uygulanan neoadjuvan tedaviler sayesinde lokal
tiimdr kontrolii saglamakta ya da tiimdr evresi/boyutu diisiiriiliip tiimor rezektabl potansiyele
getirilmektedir. Adjuvan kemoterapi uygulamalarinda tiimor yatagindaki kot ilag salinimu,
adjuvan radyoterapi uygulamalarinda ise oksijenasyonun azalmasindan dolayr dokudaki
radyasyona duyarliligin azalmasi gibi komplikasyonlar yasanabilmektedir. Neoadjuvan
kemoterapi ve radyoterapilerde bu gibi komplikasyonlarin 6niine gegilebilir. Neoadjuvan
kemoterapilerde sik kullanilan ajanlar; 5-FU, irinotekan, kapesitabin, sisplatin, paklitaksel,

dosetakseldir.

1987 ve 2000 yillar1 arasinda randomize 116 hasta {izerinde neoadjuvan tedavilerin sag kalim
lizerine etkileri incelenmistir. Calismada 116 hastanin 61’ine neoadjuvan kemoterapi
uygulanmistir. 61 hastanin 35’ine 5-FU/mitomisin C verilirken 26’sina gemsitabin verilmis ve
harici radyasyon (5040 cGy) tedavisi uygulanmistir. Neoadjuvan tedavinin ardindan tiim
hastalara kiiratif amacl cerrahi operasyon uygulanmis ve sonug olarak neoadjuvan tedavi alan
hastalarda ortanca sag kalim siiresi 23 ay iken neoadjuvan tedavi almayan hastalarda medyan
sag kalimin 16 ay oldugu gozlemlenmistir (Sasson ve dig., 2003). Preoperatif kemoradyoterapi,
kemoterapi veya her ikisi ile tedavi alan hastalarda ortanca sag kalim tan1 konulduktan sonra 2

ila 3 y1l araligindadir (Tewari & Lobo, 2013).
Palyatif Tedavi

Klinikte, pankreas kanseri tiimorlerinin %80-90’1na lokal ileri ve metastatik evrede tam
konulabilmektedir. Bu evredeki tiimdrlerin cerrahi operasyonu ¢ogu zaman miimkiin degildir.
Opere edilemeyen bu hastalarin ortanca sag kalimim artirmak, acilarini azaltmak, beslenme
destegi saglamak ve yasam konforunu diizeltmek amaciyla kemoterapi/radyoterapi ile birlikte

bazi girisimsel tedaviler uygulanmaktadir.

Kemoterapi: Hastanin performans durumu ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group)
veya Karnofsky gibi standart Slgiitler kullanilarak sayisal olarak hesaplanir ve buna gore

kemoterapi rejimine karar verilir. Hastanin performans skoru yiiksekse kemoterapi ilaglari
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kombin edilerek verilebilir. Gemsitabin, 5-FU veya kapesitabin en sik tercih edilen palyatif

kemoterapi ilaglaridir.

Thierry Conroy ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢calismada metastatik pankreas kanseri hastalar1 i¢in
en etkili palyatif tedavi protokollerini aragtirmislar ve sonug olarak 5-FU, 16kovorin, irinotekan
ve oksaliplatin (FOLFIRINOX) kombinasyonu kemoterapi alan hastalarda ortanca sag kalim
11,1 ay iken gemsitabin alan hastalarda sag kalimmn 6,8 ay oldugu gézlemlenmistir(Conroy ve

dig., 2011).

Stent ve Cerrahi: Safra kanalinin tikanmasi sonucu sarilik olan ve cerrahi rezeksiyonun
miimkiin olmadig1 pankreas kanseri hastalarina bu tikanikligin giderilmesi amaciyla palyatif
tedaviler uygulanmaktadir. Bu amagla semptomlarin giderilmesi ve yasam kalitesinin artmasi

icin biliyer by-pass veya stent yerlestirilmesi uygulamalar1 yapilmaktadir.

Ablatif Teknikler: Radyofrekans ablasyon (RFA), mikrodalga termoterapi, kriyoterapi ve
embolizasyon gibi ¢esitli ablatif tedaviler ile lokal olarak tiimér yikimi saglanmaktadir. RFA,
dokularda 1s1 etkisiyle koagiilasyon nekrozu olusturarak tiimoriin yok olmasi saglanir (Pai ve
dig., 2015). Mikrodalga ablasyonda ise elektromanyetik dalgalar polar su molekiillerinin hizla
donmesine neden olmakta, aktarilan enerji sitotoksik derecelerde 1stya ¢evrilerek tlimoriin yok

olmasi saglanir.

Kriyoablasyon hiicre hasar1 dondurma ve eritme fazlarindaki kompleks hiicresel degisiklikler
meydana getirerek tiimoriin yok edilmesi esasina dayanir (Niu ve dig., 2016). Embolizasyon
tiimori besleyen kan damarlar1 kontrollii bir sekilde tikanarak tiimdriin beslenmesi kesilir ve

beslenemeyen tiimdr zamanla yok olur (Goode & Matson, 2014).
2.2. FOTODINAMIK TERAPI

2.2.1. Fotodinamik Terapinin Tarihsel Gelisimi

Fototerapi: [sigin terapotik bir ajan olarak kullanimi antik donemlere kadar uzanmaktadir.
Antik donemlerde Misirlilar, Cinliler ve Hintler tarafindan vitiligo, rasitizm, sedef hastaligi,
deri kanseri ve psikoz gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir. Evrensel 151k kaynagi olan
giines 1s1nlarini tarihte ilk defa 3000 y1l 6nce Yunanlilar kullanmistir. 18. ve 19. ylizyilda giines
1sinlart tiiberkiiloz, rasitizm, romatizma, felg, 6dem ve kas zayiflig1 gibi c¢esitli hastaliklarin

tedavisinde kullanilmis ve helyoterapi olarak adlandirilmistir. 20. yiizyilin baslarinda Niels
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Finsen modern Fototerapiyi gelistirmistir. Yaptig1 calismalarla kirmizi 15181n ¢igek hastaligi
pustiillerinin olusumunu engelledigini; ultraviyole 1s181n ise lupus vulgaris hastaligini tedavi
ettigini bulmustur. Niels Finsen yaptig1 bu ¢alismalarla 1903 yilinda tip alaninda Nobel 6diilii
kazanmistir (Spikes, 1985; Daniell & Hill, 1991; Ackroyd ve dig., 2001; Hénigsmann, 2013;
Hoénigsmann, 2013).

Gilintimiizde fototerapi dermatit ve sedef hastalig1 basta olmak iizere dermotolojik hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir. Bununla birlikte yeni dogan bebeklerin sarilik tedavisinde,
psikiyatride mevsimsel duygu durum bozuklugu ve uyku bozuklugu gibi hastaliklarin

tedavisinde kullanilmaktadir (Urbach ve dig., 1976; Wentworth, 2005; Zanolli, 2013).

Fotokemoterapi: Fototerapi hastalig 151k ile tedavi etmeyi amaglamaktadir. Fotokemoterapi
ise hastalig1 1518a duyarl bir ajanin uygulanmasini takiben ajanin lokalize oldugu doku iizerine
151k hareketi ile tedavi etmeyi amaglamaktadir. 1834 yilinda Kalbrunner bergamot yagindan
151Za duyarli bir madde psoralen izole etmis ancak terOpatik herhangi bir uygulamada
kullanmamustir. Ik fotokemoterapi denemeleri 1948 yilinda Misir’da El1 Mofty tarafindan
yapilmigtir. EI Mofty psoralen ve giines 1smlarini birlikte vitiligo hastalarinin tedavisinde
kullanmigtir. Daha sonra yapilan caligmalarda topikal uygulanan psoralen ve UV igmlarn
birlikte sedef hastaliginin tedavisinde kullanilmistir (Levine ve dig., 1989; Fahmy & Abushady,
1947; Fahmy & Abushady, 1948; Allyn, 1962).

Fotodinamik Terapi: 20. yiizyilin baslarinda fototerapi ve fotokemoterapinin gelisimine
paralel olarak Herman von Tappeiner ve Oscar Raab Fotodinamik Terapi’nin temellerinin
atildigr oncli ¢aligmalar yapmislardir. Herman von Tappeiner ve Oscar Raab yaptiklar
calismada 1518a duyarli ajan olarak akridin kimyasali ve goriiniir 15181n paramesyum kiiltiiri
tizerindeki etkisini gozlemlediler. Bu c¢aligmalarin sonunda uygulanan tedavi protokoliiniin
paramesyum {iizerinde toksik bir etki olusturdugu gdzlemlenmistir. Daha sonra yapilan
calismalarda ise bu toksik etkinin olusabilmesi i¢in ortamda oksijene ihtiya¢ duyuldugu
gosterilmistir. 1904 yilinda goézlemlerini ‘Fotodinamik Eylem’ olarak tanimlamislardir
(Simplicio ve dig., 2002; Almeida ve dig., 2004; Agostinis ve dig., 2004). Fotodinamik terapide
yaygin olarak kullanilan Hematoporfrin (HpD) nin klininkte ilk uygulamasi 1911 yilinda W.
Hausman tarafindan yapilmistir (Hausmann, 1911). 1913 yilinda Meyer-Betz 200 mg
Hematoporfrin (HpD) kendi viicuduna enjekte ettikten sonra 2 ay boyunca giines 15181na maruz

kaldiginda fototoksik reaksiyonlar yasamistir (Meyer-Betz, 1913). 1942 yilinda Auler ve
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Banzer sistemik uygulamadan sonra porfirin floresans 1g1masi ile porfirinlerin siganlarin timor
dokusunda seciciligini kesfettiler. 1955 yilinda Samuel Schwartz Hematoporfrin (HpD)
tirevini gelistirdi. Lipson ve Baldes floresans 1sima ile bilesigin tiimor dokuda lokalize
oldugunu bildirmigtir (Jain ve dig., 2003). 1966 yilinda Lipson ve arkadaslar1 tarafindan Mayo
Kliniklerinde meme tiimorii dokusunda Hematoporfrin (HpD)’nin lokalize olmasi ve tiimoriin
goriiniir hale geldigini gostermislerdir(Withers & Peters, 1988; Kessel, 1992). 1978 yilinda ilk
sistematik Fotodinamik terapi calisma Roswell Park Kanser Enstitiisii'nde (New York,
Amerika) Dr. Thomas Dougherty kutanéz ve subkutandz tiimorii olan 113
hastayaHematoporfrin (HpD) verildikten sonra kirmizi 1g18a maruz birakilmig ve 111 hastanin
bu tedaviye kismi veya tam bir yanit verdigi gozlemlenmistir. 1993 yilinda klinik kullanim i¢in
Amerikan Gida ve Ila¢ Kurumu (Food and Drug Administration (FDA))’dan onay olan ilk 15132
duyarli ajan Photofrin® (porfimer sodium)’dur (Usuda ve dig., 2006).

O tarihten sonra Fotodinamik terapi, yapilan yeni caligmalarla birlikte giderek gelismis birgok
kanser tiirli bagta olmak iizere bircok hastaligin tedavisinde kullanilmig ve alternatif tedavi

yontemleri arasinda yerini almistir (Baltazar ve dig., 2015).

2.2.2. Fotodinamik Terapinin Tanimi ve Aksiyon Mekanizmasi

Fotodinamik terapi Amerikan Gida ve Ila¢ Kurumu (Food and Drug Administration (FDA))
tarafindan onaylanmis basta onkolojik, dermatolojik ve oftalmolojik endikasyonlar olmak iizere
bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan alternatif bir tedavi yontemidir (Agostinis ve dig., 2011;

Giirsoy ve dig., 2012).

Fotodinamik terapi 1s18a duyarli ajan, 151k ve oksijen olmak iizere ii¢ komponent iceren iki
asamal1 bir tedavi yontemidir. Bu ii¢ bilesenin her biri tek basina zararsiz iken birlikte uygun
kombinasyonlarla bir araya geldiklerinde singlet oksijen ve reaktif oksijen tiirleri (ROS)
olusturarak hiicre zarina ve/veya organellere zarar vermektedir (Konopka & Goslinski, 2007,

Dolmans ve dig., 2003; Bacellar ve dig., 2015; Straten ve dig., 2017)

Fotodinamik terapinin aksiyon mekanizmasi halen aragtirma konusudur. Buna ragmen kabul
edilmis aksiyon mekanizmasinin molekiiler etkisi, 151k ile aktif hale getirilen 1518a duyarli ajanin
reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusturmasi sonucu diger molekiiller ile reaksiyona girmesi esasina

dayanmaktadir.
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Fotodinamik terapinin genel tedavi prosediirii sirasinda 1518a duyarli ajan tiiriine bagl olarak
hastaya intravendz, topikal veya oral olarak uygulanir ve hedef dokuda akiimiile olduktan sonra
1518a duyarli ajanin absorbe ettigi aralikta uygun dalga boyuna sahip 151k kaynagi ile uyarilmasi
seklindedir. Sekil 2.3’de Fotodinamik terapinin genel tedavi prosediirii ayrintili olarak

aciklanmistir (Sekil 2.3) (Brown ve dig., 2004; Abrahamse & Hamblin, 2016; Foote, 1968).

Isik Kaynagi
Is1ga duyarli ajan

Z 0 ey - 8 = @

Is18a duyarli ajan tiiriine Is1ga duyarh ajan hedef Tiimor doku uygun dalga Tiimor doku segici
bagli olarak hastaya dokuda akiimiile olur. boyuna sahip 151k olarak yok edilir.
intravendz, topikal veya oral kaynagi ile uyarilir.

olarak uygulanr.

Sekil 2.2: Fotodinamik terapinin genel tedavi prosediiri.

Aktif hale gelen 1518a duyarl ajan bir dizi fotokimyasal reaksiyonlar meydana getirmektedir.
Uygun dalga boyundaki 15181 absorbe eden 1518a duyarli ajan foton emilimi yaparak diisiik enerji
seviyesine sahip tekil durumdan (So) uyarilmis tekil duruma geger (S1). Kararsiz ve kisa dmiirlii
uyarilmig tekil durumdaki (Si1) enerji seviyesinde bulunan 1s18a duyarli ajan tekrar taban
seviyesine (So) geri donebilir ve enerjisini foton enerjisi olarak yayabilir. Bu gecis floresans
1s1ma olarak adlandirilir ve tipta teshis ve optik izleme amagli kullanilabilir (Wagnieres ve dig.,
1998). Buna karsilik olarak uyarilmis tekil durumda bulunan (S1) 1518a duyarli ajan daha yiiksek
enerji seviyesine sahip uyarilmis ticlii duruma (T1) gegebilir. Uyarilmis ti¢lii durumda (T1)
bulunan 1518a duyarl ajan diistik enerji seviyesine sahip tekil duruma (So) geri donebilir ve bu
gecis fosforesans 1s1ma olarak adlandirilir. Fosforesans, floresansa kiyasla daha uzun siiren bir
1simadir. Alternatif olarak uyarilmis li¢lii durumda (T;) bulunan 1s18a duyarl ajan enerjisini

molekiiler oksijene veya biyolojik substratlara aktararak Tip I veya Tip Il reaksiyonlar1 aracilig1
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ile reaktif oksijen tiirleri olusturur. Fotokimyasal reaksiyonlarin molekiiler mekanizmalar1 Sekil

2.4’de ayritili olarak agiklanmustir (Sekil 2.4) (Foote, 1991; Plaetzer ve dig., 2009).

Tipl Tip II
Radikaller ve Singlet Oksijen
5, Radikal iyonlar ve diger ROS
S i‘—: '0,
Absorbsiyon Floresans Fosforesans Liiminesans
SO e ’ v 30
2
Isiga Duyarh Ajan Oksijen

Sekil 2.3: Is1ga duyarli ajan aktivasyonunu takiben Tip I ve Tip II reaksiyonlarinin sematik gosterimi.

Tip I reaksiyon mekanizmasinda 1s18a duyarli ajan enerjisini proton/elektrona transfer ederek
ya da dogrudan ortamdaki molekiiller ve hiicre zariyla etkilesime girerek enerjisini iiretilen
iyonlara aktarir ve serbest radikaller olusturabilir. Serbest radikaller hizla oksijen ile reaksiyona
girer ve yliksek oranda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretilmesine neden olurlar. Tip II
reaksiyon mekanizmasinda ise 1s18a duyarli ajan enerjisini dogrudan molekiiler oksijene
transfer ederek singlet oksijen tiirleri olusturabilir (Yano ve dig., 2011; Baltazar ve dig., 2015;
Hamblin & Hasan, 2004). Her iki reaksiyonun da meydana gelme olasiliklar1 kullanilan 1513a
duyarli ajanin tiiriine, substrat ve oksijenin miktarina ve 1s18a duyarli ajanin baglanma
afinitesine baglidir. Bununla birlikte tip II reaksiyon mekanizmast tip [ reaksiyon
mekanizmasiyla kiyaslandiginda mekanik olarak ¢ok daha basittir. Fotodinamik terapi sirasinda

da baskin olan tip II reaksiyon mekanizmasidir (Zhao & He, 2010).

2.2.3. Fotodinamik Terapinin Anti-Tiimor Aktivitesi
Fotodinamik terapi sonrasinda beklenen tiimor yikimi 1s18a duyarli ajanin tiiriine, substrat ve

oksijenin miktarina, 1s18a duyarli ajanin baglanma afinitesine ve hiicresinin spesifik
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ozelliklerine bagli olarak direkt ve indirekt tiimor yikimi seklinde gerceklesmektedir (De
Rosa& Bentley, 2000; Castano ve dig., 2004; Juzeniene & Moan, 2007; Plaetzer ve dig., 2008).

Bunlar;

» Direkt tiimor hiicresi hasar1 (apoptoz, nekroz ve otofaji),
» Vaskiiler hasar ve

» Enflamatuar ve immiinolojik yanittir (Sekil 2.5) (Robertson ve dig., 2009).

FOTODINAMIK TERAPI
Singlet Oksijen ve ROS
Fototoksik Hasar
Direkt tiimor hiicresi hasar: Vaskiiler hasar Enflamatuar ve immiinolojik Yanit
'
Is1ga duyarl ajanimn endotelyal hiicreler akiimiilasyonu
\ Inflamatuar meditérlerin salmimi
« Apoptoz Endotelyal hiicrelerde hasar !
* Nekroz | immiin hiicre infiltrasyonu
+ Otofaji Kismi veya tam vaskiiler kapatma ve iskemik hiicre 6liimii !
Antijen sunan hiicrelerin ¢ekimi
v
CD8 + sitotoksik hiicrelerin indiiksiyonu
}

Sistemik anti-tiimor etkileri

TUMOR HUCRESI OLUMU /

Sekil 2.4: Fotodinamik terapinin anti-tiimor etkilerinin sematik gdriiniimii.

2.2.3.1. Direkt Tiimor Hiicresi Hasari

Fotodinamik terapi sirasinda aciga ¢ikan reaktif oksijenlerin dmiirleri 0.04 mikro saniyen kisa
ve etki alanlar1 0.02 pm capindadir. Dolayisiyla 1s18a duyarli ajan hiicre igerisinde lokalize
oldugu alan ve ¢ok yakin g¢evresinde fotodinamik hasar sonucu tiimor yikimi meydana
getirebilir. Bunlar fotodinamik terapinin direkt etkileridir. Isiga duyarli ajanin hiicre icerisinde
lokalize oldugu yer 1s18a duyarli ajanin iyon yiikiine, hidrofobikligin derecesi (-4 ile +4
arasinda) ve asimetri derecesine baglidir. Hidrofobikliginin derecesi 2 ve daha diisiik olan 1518a

duyarli ajanlar hiicre membranini gegerek hiicre i¢indeki organellere tutulma egilimindedirler.
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Hidrofobikliginin derecesi negatif olan 1s18a duyarl ajanlar ise hiicre membran1 boyunca
tutulma egilimindedirler ve endositoz araciligi ile hiicre igerisine alinir. Isiga duyarl ajanlarin
cogu cekirdekte birikmez dolaysiyla mutasyonlara neden olma ihtimali c¢ok diistiktiir.
Fotodinamik terapi apoptoz, nekroz veya otofaji gibi hiicre 6liimlerine neden olarak dokuda

direkt tiimor hiicresi yikimini saglayabilir (Sekil 2.5) (Castano ve dig., 2004).

Normal Hiicre |

= .\{3\ Isi1ga duyarli ajan (FS) hiicre igerisinde
. :}: farkli organallerde lokalize olabilir.
o &’ g ®
| Apoptotik Hiicre | | Otofojik Hiicre || Nekrotik Hiicre |
e ) C——
O O >
| (e = &3
N -
o L % y
. e O0s © * S
® C

Sekil 2.5: Fotodinamik terapi sonrasinda muhtemel direkt tiimor hiicresi yikimlari.

Apoptoz; sistematik siiregler igeren kontrollii hiicre 6liim mekanizmasidir. Farkli organellerin

fotodinamik terapi kaynakli hasarini takip eden bir¢ok yolak izleyerek baslatilabilir.

Fotodinamik terapi sirasinda endoplazmik retikulum ve mitokondride lokalize olan 1s18a
duyarli ajanlarin apoptozu indiikleyebilir (Oleinick ve dig., 2002). Mitokondride meydana
gelen hasar membran permeabilitesinin bozulmasina ve mitokondrinin membraninda bulunan
sitokrom-c sitoplazmaya sizmasina neden olur. Apaf-1 (Apoptotik proteaz aktive eden faktor)
ve prokaspaz-9 sitoplazmada bulunan sitokrom-c ile baglanip apostozom adinda bir kompleks
olusturarak kaspaz-3, 7, 6, 2, 9 ‘un aktiflesmesini saglar. Bu kaspazlar apoptotik yolagi
aktiflestirirler (Maccormack, 2008; Mroz ve dig., 2011; Buytaert ve dig., 2007).

Endoplazmik retikulumun hiicre i¢i kalsiyum homeostazinin korunmasi, protein sentezi,

posttransyonal modifikasyon ve proteinler dogru katlanmasinda 6nemli goérevleri vardir.

+2»

Endoplazmik retikulum fotodinamik terapiden kaynakl streste sitozolik Ca™*’un artmasina ve

endoplazmik retikulumun membraninda lokalize olan kazpaz-12’nin aktiflesmesine ve
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sitoplazmaya ge¢cmesine neden olarak apoptotik yolagin aktiflesmesini saglar (Kessel ve dig.,

2006; Moserova & Kralova, 2012).

Tiim bunlarin yaninda yapilan ¢alismalar fotodinamik terapi sirasinda diisiik dozlarda 1s18a
duyarli ajan konsantrasyonu ve 151k kaynagi kullanilmasi tedavinin apoptoz ile hiicre yikimina
neden olma egiliminde oldugunu géstermektedir (Lennon ve dig., 1991; Mroz ve dig., 2011;

Noodt ve dig., 1996).

Nekroz; programlanmamis patolojik hiicre 6liim mekanizmasidir. Hiicrenin sismesi,
organellerin zarar gérmesi, plazma membraninin parcalanmasiyla birlikte hiicre i¢i serbest

birakilir ve hiicresel inflamasyonun meydana gelmesiyle karakterize edilir.

Fotodinamik terapi sirasinda hiicreyi nekroza siiriikleyen mekanizmalar halen arastirma
konusudur. Bununla birlikte 1s18a duyarl ajanin hiicre membraninda lokalize olmas1 ve burada
meydana gelen hasar sonucu hiicrenin nekroza siiriiklendigini de belirten ¢alismalar mevcuttur.
Isiga duyarli ajanin hiicre membraninda akiimiile olmasi fotodinamik terapi sirasinda
membrandaki fosfolipitlerin ve kolestroliin peroksidayonuna neden olmaktadir. Bu durumun
membran yapisinin bozulmasina ve nekrozun baslamasina neden oldugu belirlenmistir (Finger,
1996; Henderson, 1992; Geiger ve dig., 1995; Delebe ve dig., 2015; Castano ve dig., 2006;
Hsieh ve dig., 2003).

Tiim bunlarin yaninda yapilan ¢alismalar fotodinamik terapi sirasinda yiiksek dozlarda 1s18a
duyarli ajan konsantrasyonu ve 1s1k kaynagi kullanilmasi tedavinin nekroz ile hiicre yikimina

neden olma egiliminde oldugunu gdstermektedir.
Apoptoz ve nekroza ait 6zellikler Tablo 2.3’ de verilmistir.

Otofaji; apoptoz ve nekrozdan farkli morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklere sahiptir. Otofaji
tip Il programlanmais hiicre 61iimii olarak da tanimlanan hiicrenin kendi kendine yikima ugrattig
bir siirectir. Otofaji hasarli organellerin ve yanlis katlanmig proteinlerin endozomal-lizozamal
sistem yoluyla yikimini saglamaktadir. Otofaji kromatin yogunlasma olmadan biiyiik

sitoplazmik vakuolizasyon ile karakterize edilir (Ouyang ve dig., 2018).

Fotodinamik terapi sirasinda hiicrelerde otofajinin rolii tartismali olmasina ragmen yapilan bazi

calismalarda otofaji ve hiicre dliimleri arasinda ROS olusumuna dayanan bir iliski oldugu
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gosterilmektedir. Bununla birlikte 1518a duyarli ajanin lizozomda lokalize olmasi ve burada
meydana gelen hasar sonucu hiicrenin otofajiye siiriiklendigini de belirten ¢aligmalar mevcuttur
(Inguscio ve dig., 2012; Panzarini ve dig., 2011; Reiners Jr ve dig., 2010). Otofaji, tiimor
olusumunu inhibe eden aym1 zamanda otofajiyi tesvik eden Beclin-1 proteini tarafindan
diizenlenir. Prootofajik protein Beclin-1 Bcl-2 ile baglandigi bilinmektedir. Bcl-2 ise
fotodinamik terapinin klinik ¢alisma ve arastirmalarinda sikca rastlanan tedavi sirasinda foto
hasar alarak fonksiyon kaybeden bir proteindir. Bcl-2 nin fonksiyon kaybetmesi ise otofajinin

baslamasina yol agabilir (Scherz-Shouval ve dig., 2007; Yu ve dig., 2006).

Tablo 2.3: Apoptoz ve nekroz 6zellikleri.

OZELLIK NEKROZ APOPTOZ

Iskemi Biiyiime faktorii eksikligi
Hipertermi Hiicre yaglanmast
Hipoksi HIV

Yol Agan NedeplEy Litik viral enfeksiyon Kanser ilaclart
Toksik maddeler Radyasyon
Agir metaller Oliim reseptorlerinin aktivasyonu
Siddetli oksidatif stres Sitotoksik T lenfositler

Hiicre = membran  biitiinliigii | Hiicre membrani saglamdir

U, kaybolur Hiicre kiigiiliir
Morfolojik Ozellikler Hiicre siger Blebler olusur
Biiyiik vakuoller olugur Kromatin kondensasyonu gergeklesir
Organaller pargalanir Organaller saglamdir
Hiicre lizisi gergeklesir Apoptotik cisimcikler olusur
Fosfatidilserin  translokasyonu | Erken evrede fosfatidilderin translokasyonu
yoktur gozlenir
Iyon dengesi bozulur Programlidir
o - ATP gerekmez ATP gerektirir
Biyokimyasal Ozellikler DNA rastgele parcalanir DNA kiriklart merdiven seklini alir
Hiicre gruplar halinde 6liir Hiicreler tek tek veya birkagi birarada oliir
Diger Ozellikler Patolojik etkiler sonucu | Fizyolojik sartlarda da gerceklesebilir
gerceklesir Makrofajlar tarafindan fagosite edilirler
Lizozomal enzimler salinir Enflamasyon goriilmez

Enflamasyona neden olur
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2.2.3.2. Vaskiiler Hasar

Anjiogenezis; kanser hiicrelerinin yayilmasi, proliferasyonu, onlara besin ve oksijen taginmasi
icin son derece Onemlidir. Bu nedenle secici olarak mikrovaskiiler hasar ve anjiogenezis
olusumunun engellenmesi fotodinamik terapinin etkinliginin artmasi i¢in Onemlidir.
Fotodinamik terapi sirasinda vaskiiler hasar olusan hipoksi ve beraberindeki besin maddelerinin
yoksunlugu sonucu meydana gelmektedir. Genel olarak zayif ve inkomplet hiicresel sinirlara
sahip olan yeni olusan bu damarlar 1513a duyarli ajanin akiimiilasyonu i¢in avantaj teskil
etmektedir (Fingar ve dig.,). Bununla birlikte 1518a duyarli ajanlar endotel hiicreleri ve tiimor
mikrovaskiiler endoteline gii¢lii bir afinite ile tutunurlar. Ciinkii fotodinamik terapi sirasinda
indiiklenen 1513a duyarli ajan kanda yiliksek yogunluklu lipoprotein (HDL) veya diisiik
yogunluklu lipoprotein (LDL) gibi tasiyict molekiillere baglanir ve bu molekiiller endotel
hiicreleri ve timoér mikrovaskiiler endoteline 06zgli ¢ok sayida spesifik reseptor
bulundurmaktadir (Bhuvaneswari ve dig., 2009; Krammer, 2001). Endotele lokalize olan 1518a
duyarl1 ajanin aktive olmasiyla birlikte kan dolasgiminin sinirlamasini veya endotelyal
hiicrelerin hasar gormesine neden olur. Birincil etkilerin devami olarak fotodinamik terapi
sonrasinda trombojenik bdlgeler olusur ve trombosit agregasyonu, vazoaktif molekiillerin
salimim1 vazokonstruksiyona, damar gecirgenliginde artisa, trombosit aktivasyonuna, kan
akiminda staza ve damar sisteminin kapanmasi gibi bir dizi reaksiyon meydana gelir (Lucky ve

dig., 2015; Abels, 2004).

2.2.3.3. Enflamatuar ve Immiinolojik Yaniti

Anti-tiimor spesifik immiin siire¢ ve konak immiin sistemin gii¢lendirilmesi fotodinamik terapi
sonrasinda tam timor kontrolii ve/veya tam tlimor yaniti i¢in O6nemli rol oynamaktadir.
Fotodinamik terapinin tiimor hiicrelerinde nekrozu indiiklemesine miiteakip enflamatuar yanit
olusturarak anti timér bir yanitin olusmasini saglar. Fotodinamik terapi tiimoriin mikro
cevresini degistirerek cesitli vazoaktif maddeler, kompleman bilesenleri ve pihtilagsma
kaskadlari, proteinazlar, peroksidazlar, ROS, lokosit kemoatraktanlar, sitokinler, biiyiime
faktorleri ve diger immiinoregiilatorler ve akut faz yanitt meditorlerinin salinimini uyarir.
Birgok stres tiiriine yanit olarak hiicreler 1s1 sok proteinleri iiretir. Viicut fotodinamik terapi ile
kaynaklanan tiimor dokusu hasarini tanir ve tedavi edilen bolgeye notrofillerin ve makrofajlarin
salinimi saglar. Bununla birlikte anti tiimdr bagisikligi aktiflestirilmis antijen sunucu hiicrelerin
varligina baglidir ve fotodinamik terapi antijen sunucu hiicrelerin aktivitesini artirabilir ve CD4

yardimcr T lenfositleri salgilanarak CDS8 sitotoksik T hiicrelerini aktive edebilir ve nekrozu
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indiikleyebilir. Ayn1 zamanda apoptoza neden olarak uzun stireli timor kontroliinii saglayabilir
(Allison & Moghissi, 2013; Nowis ve dig., 2005; Nowis ve dig., 2005). Rabdomiyosarkom
tastyan sican modeli {izerinde yapilan bir ¢alismada fotodinamik terapinin bagisiklik sistemi
lizerine etkisinin arastirllmigtir. Calismada fotodinamik terapinin dolasimdaki noétrofilleri
artirdigl ve tiimdr biiylimesini yavaslattifi gézlemlenmistir. Kompleman sistem bilesenleri
biyokimyasal kaskadlardir ve otuzdan fazla serum ve hiicre yiizey proteinleri igermektedir.
Aktiflestirilen kompleman sistem fotodinamik terapi tarafindan konukg¢u tepkisi olarak
tanimlanan 6nemli bir unsurdur. Kompleman sistem sadece dogrudan enflamasyon araci olarak
degil ayn1 zamanda sitokinler, interlokin-1 beta (IL-1 beta), TNF-alfa, IL-6, IL-10, graniilosit
koloni-uyarict faktér, tromboksan, prostaglandinler, 16kotrienler, histamin ve koagiilasyon
faktorleri gibi bir diizine ikincil enflamatuar molekiillerin salinimini da uyarir (Vree ve dig.,

1996; Gollnick ve dig., 2006; Walport, 2001; Stott & Korbelik, 2007; Korbelik & Cecic, 2008).

2.2.4. Fotodinamik Terapinin Komponentleri

2.2.4.1. Isiga Duyarli Ajanlar

Fotodinamik terapinin iic komponentinden biri olan 1s18a duyarl ajanlar hedeflenen bolgede
akiimiile olup uygun dalga boyuna sahip 151k kaynagi ile uyarildiktan sonra gelen enerjiyi
absorbe eden ve bu enerjiyi ortamdaki biyomolekkiillere transfer eden dogal veya sentetik
yapidaki bilesiklerdir. Fotodinamik terapinin basarili olabilmesi i¢in segilen 1s18a duyarli ajanin

sahip oldugu kimyasal, biyolojik ve foto-fiziksel dzellikleri 6nemlidir.
Ideal bir 15132 duyarl ajanin sahip olmasi gereken baslica 6zellikler sunlardir;

» Kolay elde edilebilir olmasi, diisiik tiretim maliyeti ve depolandiginda uzun siire stabil kalip
bozulmamasi i¢in saf kimyasal yapida olmali,

» Timor dokuda gevre dokuya kiyasla secicilik gostererek akiimiile olmall,

» Hiicre igerisine kolay alinabilmesi i¢in hidrofobik yapida olmali ancak sistemik olarak
verilen 1s18a duyarl ajanlarin amfilik yapida olmasi tercih edilir. Boylelikle 1518a duyarh
ajanin engelsiz bir sekilde tiimor dokuya ulagsmasi hedeflenir (Calzavara-Pinton ve dig.,
2007; Kessel & Woodburn, 1993; Luo & Kessel, 1997).

» Karanlikta toksik etkisi olmamali ancak uygun dalga boyuna sahip 11k kaynagi ile
uyarildiginda toksik etki gdstermeli,

» Deri ve epitel dokulardan hizlica temizlenebilmeli,
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» Kizil ve kizil 6tesi spektrumda (600-800 nm) giiclii bir absorbsiyona sahip olmali ¢linkii
800 nm dalga boyundan daha uzun dalga boylarinda tek foton absorbsiyonu oksijeni
harekete gecirmek icin yeterli enerji saglayamaz.

» Is1gin dokudaki penetrasyon derinligini artirmak i¢in 700 nm {izerindeki dalga boylarinda
yiiksek absorbsiyona sahip olmali ¢linkii hemoglobin gibi endojen molekiiller ve dokuda
bulunan su 700 nm’nin altinda gii¢lii emilime sahiptir bu da 15181n penetrasyon derinligini
sinirlandirmaktadir.

» Uyarilmis ti¢lii durumdaki (T1) 6mrii uzun olmali,

» Gigli singlet oksijen kuantum verimine sahip olmali bdylece 1s13a duyarli ajanin
uyarilmasindan sonra ¢ok miktarda reaktif oksijen tiiriiniin iiretimi saglayabilir (Meisel &
Kocher, 2005; DeRosa &Crutchley, 2002; Pinheiro ve dig., 2009; Sigusch ve dig., 2005;
Allison ve dig., 2004).

Bu birbirinden farkl birgok 6zelligi tasiyan bir ajan1 bulmak ve gelistirmek, 1s18a duyarl ajan
olarak nitelendirmek olduk¢a zordur. Bununla birlikte biitiin bu gereksinimleri karsilamayan
bircok 1s18a duyarli ajan klinikte kullanim ic¢in onay almistir. Bu ajanlar daha c¢ok birinci ve

ikinci nesil 1518a duyarli ajanlardir.

Photofrin® ve HpD Amerikan Gida ve ilag Kurumu (Food and Drug Administration (FDA))ve
Avrupa Ilag Ajansi (European Medicine Agency (EMA) tarafindan klinikte kanser ve pre-
kanser tedavisinde kullanim i¢in onaylanmis birinci nesil 1s18a duyarli ajanlardir. Cesitli
monomerik, dimerik ve oligomerik porfirinlerin karistmindan olusan komplekslerdir.
Photofrin® nin maksimum dalga boyunda 1sik emilim yogunlugu diisiiktiir. Isik emilim
yogunlugunun diisiik olmas1 630 nm’de yani maksimum absorbsiyon yaptig1 dalga boyunda
15181 zayif bir sekilde emdigi anlamina gelmektedir. Isik emilim degerinin yiiksek olmasi
fotodinamik etkinin de potansiyelinin artirmaktadir. Bununla birlikte 630 nm’nin dokudaki
penetrasyon derinligi 2-3 mm ile smirli oldugu icin yiizeysel tiimorlerin tedavisinde
kullanilmasiyla sinirli kalmasina neden olmaktadir. Tiimor doku segicilikleri oldukca diistiktiir
buna bagh olarak cilt fototoksititesi 4 ila 6 hafta devam etmektedir bu da kullanan hastalarin
suni ve giin 15181ndan kaginmalar gerektigini gdstermektedir. Ajanin hastaya verilmesi ile 1s1kla
uyarilmasi arasinda gegen siirenin fazla olmasi (48-72 saat) birinci nesil ajanlarin dezavantajlari
arasindadir (Allison ve dig., 2004; O'Connor ve dig., 2009). Bu dezavantajlarin {istesinden
gelmek, tedavi etkinligini artirmak, cilt fototoksisitesine sahip olmayan ve tiimdr secici

ajanlarin gelistirmek i¢in cesitli stratejiler kullanilmistir.
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HpD ve Photofrin® nin kimyasal yapis1 Sekil 2.7°de gosterilmistir.

OH 1T°
o ——
COOH
HO COOH
COONa COONa
L —n
n=1-9
HpD (Hematoporfirin) Photofrin® (Porfimer sodyumun)

Sekil 2.6: HpD ve Photofrin® nin kimyasal yapisi.

Porfrin igceren porfirinoid bilesikler veya klorinler, bakteriyoklorinler, ftalosiyaninler,
feoforbidler, bakteriyoforbidler, teksafrinler gibi porfrin bazli makrosiklik yapilar ayrica
porfirinoid olmayan antrakinonlar, fenotiyazinler, ksantanlar, siyaninler, kurkuminodler gibi
bilinen kimyasal yapilara sahip olan bilesikler ikinci nesil 1518a duyarl ajanlar olarak bilinirler.
Birinci nesil 1518a duyarl ajanlarin aksine 630 nm dalga boyundan daha uzun dalga boylarinda
maksimum absorbsiyon yaparlar boylece dokuda daha derine penetre olabilirler. Ikinci nesil
1518a duyarli ajanlarm singlet oksijen kuantum verimi daha giicliidiir. Buna ek olarak tiimor
dokuda normal dokuya kiyasla daha iy1 ve daha kisa siirede akiimiile olurlar bu da daha 1yi bir
anti tiimor etki gostermelerini ve tedavi siiresinin kisalmasini saglamaktadir. Buna bagli olarak
hastadaki giin ve suni 1518a kars1 olan cilt fototoksititesi daha kisa siirmektedir (Zhang ve dig.,

2018).

Isiga duyarh ajanlarin 6zellikleri biiyiik Olciide kimyasal ve fiziksel parametrelere baghdir.
Amino-levulinik asit (ALA), mono-L-aspartil klorin €6 (MACE), Lutexaphyrin, AIPcS4,
tetrafenilporfin (TPPS3, TPPS4) gibi bazi ikinci nesil 1518a duyarl ajanlar hidrofiliktir. Chlorin
e6 (Ce6), meta-tetrahidroksifenilklorin (mTHPP), bakterio-kloropil-a, 2-[l-oksoksietil]-2
devinilpirofeophorbid-a (HPPH), Tookad, SnET?2 gibi porfirin halka yapilarindan olusanlar ve
stibstitiie edilmemis ftalosiyaninler gibi bazi ikinci nesil 1518a duyarl ajanlar ise yiiksek ol¢iide
hidrofobiktir. Isiga duyarli ajanin hidrofobikliginin derecesi; hastaya uygulama yolunu ve
ajanin biyodagilimi/farmakokinetik profilini etkilemektedir. Hidrofobik ajanlar tiimor dokuda

normal dokuya 7:1 ila 8:1 oranla; hidrofilik ajanlar ise 2:1 oranla daha c¢ok akiimiile
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olmaktadirlar. Hidrofobik karakteristigi olan ajanlar hiicre membranindan iceri niifuz edip
hiicre i¢inde lokalize olmasina ragmen sulu cozeltilerde oOzellikle sistemik olarak hastaya
verilen ajanlar fizyolojik ortamda agregat olusturabilir bu da yetersiz biyodagilim sebebiyle
ajanin foto-fiziksel ve anti tiimor Ozelliklerini etkileyebilir. Buna ek olarak hidrofobik olan
ajanlarin fizyolojik coziiciiler ve viicut sivilarinda yetersiz ¢oziintirliigii klinik uygulamalarimi
sinirlandirabilir. Dolayisiyla klinik olarak bagarili bir 1518a duyarli ajanin hidrofilisite ve

lipofilisite derecesi arasinda bir denge olmalidir.

Bazi ikinci nesil 1518a duyarl ajanlarin kimyasal yapisi Sekil 2.8de verilmistir.

Foscan Chlorin €6

SnET2 ALA

TPPS:

Sekil 2.7: Bazi ikinci nesil 1s18a duyarl ajanlarin kimyasal yapisi.

Daha etkin bir fotodinamik terapi amaciyla daha uzun dalga boyuna sahip 151k kaynaklar ile
aktive edilebilen, 1518a hassasiyet siiresi daha kisa olan ve en Onemlisi tiimore 0zgii olarak
akiimiile olan tgilincli nesil 1518a duyarli ajanlarin gelistirilmesi iizerine arastirilmalar
yapilmaktadir. Bunu mevcut 1518a duyarli ajanlar1 ya tiimore 6zgii hedeflenmesini saglamak
amactyla peptitler, antikorlar modifiye edip ya da dokuya verimli bir sekilde tagmmasim

saglamak amaciyla enkapsiile edip degistirmek suretiyle yapilabilir.



26

(€002) TP A DAL (HOVIN)
pueAeuo ep eAuoder 11800 9A HOSUBY 10GINY w9 dupordy 99 ULIO[Y [1}9Se-"T-OUON
Jo[uLIOTY
‘HapIowm) seanjued ugrodowd 1 /(OdH.L
(1002) aA 1e1501d ‘unkoq aa Seg wu 769 UBoSO,] -tw) uLopy
Ipue[Aeuo ep  edniay TuadISOIPIYEI0)-BIAIN
 Sr— “IoSUBY [BUNSIUI0TISED) u G¢9 XIAZUQY 10150210y TV~
uepuyese; (€007)
eA[RINISNAY 94 (Z007)
epue[oz A4 (1007) :qu@mvw a1ony 9A 131[e)sey wu ¢e9 BIXIAOI VIV
edniay “(400g) nuniny HUoMog ZOJRIR AV -IN/3ISO[APOW-Y TV -
Se[] 9A BPID) UBYLOWY
MITASKD el
(0107) pue[Aeu0 s mhgpsomm EBEoT o 0ol ¢ . VIV uQ utyrodojoid
uepuljeIe) nunIny " %
Se[] 9A BPID) UELLOWY XIAXOH “H/AISIIAXIY-V TV -G
Ipue[AeUO oA S&onww w.@m._ d.%om “ISIABDQ)}
uepuyere) (1007) qco%aﬁégo%a.g wu ¢€9 ue[nAY|
edniAy oA (6661) NNy | unkoq oA Seq ‘WoOUISIEY 101Ny VIV-S
€[] 9A BPID) UBYLOWY [ezeq ‘I1S1ABDPA} ZOYeI NIUNY
Ipue[ABUO UBpUIjRIL) “JOSUBY| [BYIAISS QA LIOSUEY|
Y0 e[Ze] UBIY epue SPIW ‘LISSULY SULSIW ‘LIdSUBY wa30joyd
¢ e e . (adH) eAneALIop
ng (S661) nunmyy Sefy sngejezg ‘Losuey J93oNe wu ()¢9 unkudiodoreo urgiodojewoy
A BPID) UBYLDWY ($661) | uekewro sndny [eA1Suoiqopug HAY 1eUoH
eAuoder (¢661) epeuey] uLyojoyq
()
) ndnp|Q 1feuQ nJIn I, 1sueyf nioq eseq IpV eI\ uely 1edn( e3is| g

“LIe[UR[E WIUR[[NY A Jejuele 1jxeAnp €3St 1zeq uerue|[ny] dP{IUIY :H°T O[qe.L




27

2.2.4.2 Fotolon ile Fotodinamik Terapi

Fotolon deri tiimdrlerinin ve intraokiiler organlarin mukozal malignitelerinin fotodinamik
tanust ve tedavisi i¢cin 2001 yilinda Belarus Cumbhuriyeti’'nden 2004 yilinda ise Rusya
Federasyonu tarafindan onaylanmistir. Fotolon 1:1 oranina sahip chlorine6 ve
polivinilpirolidon (PVP) bilesigidir ve Sekil 2.9°da Fotolon’un kimyasal yapis1 gosterilmistir.
Chlorin e6’nin hidrofilik PVP ile baglanmas1 Fotolon’un da hidrofilik bir yapida olmasini
saglamistir. Dolayisiyla suda ve alkol icerisinde yiiksek ¢oziiniirliige sahiptir. Fotolon 640 nm
ve 680 nm arasinda yogun absorbsiyon bandina sahiptir, en yogun absorbsiyonu 660 nm de
yapmaktadir ve absorbsiyon bandi Sekil 2.10°da gdsterilmistir. Fotolon chlorin e6 ile
kiyaslandiginda stabilitesi, ¢oziiniirligli, biyoelverisliligi ve 1s18a duyar etkisi yOniinden
kiyaslandiginda avantajlidir. Bununla birlikte tiimér dokuda yiiksek secicilikle ve daha kisa
stirede akiimiile olur buna bagli olarak da cilt fototoksititesi chlorin e6 ya kiyasla daha diistiktiir

(Basyazi, 2009; Copley ve dig., 2008; Istomin ve dig., 2010; Ptonka ve dig., 2015).

/
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Sekil 2.8: Fotolon’un kimyasal yapisi.
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Sekil 2.9: Fotolon un absorbsiyon bandi.

2.2.4.3. Istk Kaynaklart

Fotodinamik terapinin ii¢ komponentinden biri olan 1s1k kaynaklari hedeflenen bdlgede
akiimiile olan 1518a duyarli ajanin aktive edilmesini saglarlar. Yeni 1s18a duyarli ajanlarin
gelistirilmesine paralel olarak 151k kaynaklar1 ve 151k dagitim sistemleri de gelistirilmektedir.
Fotodinamik terapi sirasinda kullanilacak 151k kaynaginin se¢imi; 1s18a duyarli ajanin
absorbsiyon yaptig1 spektruma, tiimoriin 6zelliklerine (lokasyonu, boyutlari, ulasilabilirligi ve
doku karakteristigi), 151k sistemin biiyiikliigiine ve maliyetine baglidir (Brancaleon & Moseley,

2002; Tong & Kohane, 2012).

Hedef alana erisimin daha kolay oldugu dermatolojik hastaliklarin tedavisi icin optik filtreler
ile iligkili lambalar kullanilmaktadir. Kullanilan filtreler sayesinde hedef alan UV hasarindan

ve IR ile indiiklenmis 1sidan korunur.

Zamanla yari iletken malzemelerin gelistirilmesiyle genis bir dalga boyu araligina sahip LED
(Light emitting diodes-151k yayan diyotlar)’ler uygulama imkéani bulmustur. LED’ler diisiik
maliyeti, indirgenmis boyutlari, sabit dar bant emisyonu, optik filtrelere ihtiyacit olmamasi ve
biiylik 1sinlanma alanlarin1 veya karmasik anatomik sekilleri kapsayacak sekilde monte
edilebilir olmasiyla lambalara iyi bir alternatif olmustur (Triesscheijn ve dig., 2006; Brown ve

dig., 2004; Trachtenberg ve dig., 2008; Erkiert-Polguj ve dig., 2016).

Isigin kolayca erisemedigi derin yerlesmis veya daha biiylik tiimdrlerin fotodinamik terapisi

icin 15181 dogru bir sekilde iletilmesini saglayan optik fiberlerle entegre edilebilen lazer
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sistemleri kullanilmaktadir. Lazerler igerisinde en giivenilir ve uygun maliyetli olan diyot

lazerler tercih edilmektedir. Diyot lazerler sabit dalga boyu ile 151k yayilimi yapmaktadirlar.

Gilinlimiizde fotodinamik terapi uygulamalarinda en sik kullanilan lazerler; helyum-neon
lazerleri (633 nm), galyum-aliiminyum-ardisik diyot lazerler (630-690, 830 veya 906 nm) ve
argon lazerlerdir (488-514 nm).

Isik kaynaginin yani sira uygulama protokolii de énemlidir. Ayn1 151k kaynagina sahip farkl
1sinlanma protokolleri farkli fotodinamik terapi sonuglarinin olusmasina neden olmaktadir.
Toplam 1s1k dozu (J), akicilik (J/cm?) ve akicilik oran1 (W/cm?) gibi 1s1k doz rejimleri anti timor
reaksiyonlarini etkilemektedir. Ozellikle yiiksek akicilik oranlart (W/cm?) tiimor dokusundaki
oksijen miktarinin hizli bir sekilde azalmasina neden olmaktadir. Bu durum terapi sirasinda
ulagilan tiim6r hacmini sinirlandirir. Bununla birlikte en uygun doz rejimleri vakaya baghdir.
Bu nedenle 151k dozimetrisinin tam olarak anlasilmasi fotodinamik terapinin 6nemli bir

parcgasidir (Henderson ve dig., 2006; Henderson ve dig., 2006).
Fototerapotik Pencere

Isik kaynaginin 1s1ma yaptigi dalga boyu, 1s18in doku icerisindeki penetrasyon derinligi
acisindan 6nemlidir. Isigin tiimor dokusundaki penetrasyonu oldukca karmasiktir. Isik timor
dokuya girdiginde ya dagilir ya da emilir her ikisi de dokunun tipine ve 15181n dalga boyuna
baglidir. Dokunun 15181 absorbe etme karakteristigi dalga boyunun artmasi ile azalir dolayisiyla
daha uzun dalga boyuna sahip 1siklar, dokuda absorbe edilmeden daha verimli bir sekilde niifuz
etmektedir. Kisa dalga boyuna sahip 15181n dokudaki melanin, flavinler, deoksihemoglobin,
kollajen ve nikotinamid adenin diniikleotidin indirgenmis formu gibi endojen kromoforlar
tarafindan absorbe edilmesi; 1200 nm’den uzun dagla boyuna sahip 1518in dokudaki su
tarafindan absorbe edilmesi ‘Fototerapotik pencere’ kavraminin olugmasini saglamaktadir.

Sekil 2.11°de Fototerap6tik pencere verilmistir.
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Sekil 2.10: Fototerapotik pencere.

Fotodinamik terapide kullanilan 650 nm’den kisa dalga boyuna sahip 151k kaynaklar1 dokuda
daha az penetre olur ve endojenler tarafindan absorbe edilir bu da yiiksek oranda ciltte
fotosensitiviteye neden olmaktadir. Bununla birlikte 850 nm’den daha uzun dalga boyuna sahip
151k kaynaklar1 singlet oksijen iiretmek icin yeterli enerjiye sahip degildir. Bu nedenle
maksimum doku gegcirgenligi 650-850 nm arasinda gerceklesmektedir. Buna bagli olarak da

tercih edilen 1518a duyarl ajan bu aralikta giiclii elektronik geg¢is yogunluguna sahip olmalidir.

2.2.4.4. Oksijen

Fotodinamik terapi mekanizmasindaki ii¢lincii komponent molekiiler oksijendir. Dokulardaki
oksijen varliginin sabit oldugunu varsayarsak fotodinamik terapiye olan etkisi ihmal edilebilir.
Bununla birlikte oksijen konsantrasyonu farkli tiimdrlerde ve hatta ayni tlimoriin farkli bolgeleri
arasnda damar yogunluguna baglh olarak degismektedir. Ozellikle anoksik mikro gevresiyle
karakterize edilen derin solid tiimorlerde oksijen eksikligi sinirlayici bir faktér olmaktadir

(Woodhams ve dig., 2007).

Fotodinamik terapide tiimdriin yiiksek akicilik oramiyla 1sinlanmasi dokudaki oksijen
miktarinin hizli bir sekilde azalmasina, reaktif oksijen tiirlerinin tiretimini durmasina buna bagl

olarak da tedavinin etkinliginin azalmasina neden olmaktadir (Yang ve dig., 2010).
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Fotodinamik reaksiyon ile birlikte oksijen tiiketim oraninin oksijen difiizyon oranimi astigi
durumlarda oksijen tilkkenmesi meydana gelmektedir. Bununla birlikte fotodinamik terapinin
peritiimoral vaskiilatorii tikanmas1 sonucunda tiimoér dokusuna kan akisi azalir ve hipoksi
meydana gelmektedir. Fotodinamik terapi protokolii optimizasyon asamasinda oksijen
seviyesini kontrol etmek amaciyla ¢esitli stratejieler gelistirilmektedir. Dokulardaki oksijen
miktarini izlemek i¢in gelistirilen teknikler sayesinde 1s1k aki hizin1 ayarlamak miimkiindiir.
Hedef dokuya ulasan toplam 1sik dozunu koruyacak sekilde ya hedef dokuyu araliklarla
1sinlandirarak ya da 1sinlanma siiresini artirarak oksijenin tiiketim ve difiizyon hizi arasinda
denge saglanabilir. Hedef dokudaki oksijen reperfiizyonunu artiran bu stratejiler timor
yanitinda sinirl bir iyilesme gostermektedir ¢iinkii bu stratejiler tedavi 6ncesinde hipoksik olan
hiicreler iizerinde ise yaramamaktadir. Ayrica hedef dokudaki oksijen miktarini artirmak igin
1s1ma siiresini artirmak tedavi siliresinin uzamasina neden olmaktadir. Bu nedenle farkhi

stratejiler ve yontemler gelistirilmektedir (Blake ve dig., 2013).

Ozofagus kanserli hastalar iizerinde hiperbarik oksijenli bir oda igerisinde gergeklestirilen
fotodinamik terapi uygulamalari1 sonrasinda hastalarin sag kalim siirelerinin uzadigi bazi
vakalar kaydedilmistir. Diger bir strateji ise yine doku oksijenini artirmak i¢in normobarik
oksijen solunumu ile fotodinamik terapinin kombinasyonudur. Normobarik oksijen solunumu
uzun donem tiimor kiirleri agisindan hiperbarik oksijenden daha iyi sonuclar vermistir

(Schouwink ve dig., 2001).

2.2.5. Fotodinamik Terapinin Smirlar:
Fotodinamik terapinin klinik uygulamalardaki basarisina katki saglayan en kritik iki faktor 1s18a
duyarli ajanin hedef tiimér dokuda segici olarak akiimiile olmasi ve 15181 sadece hedef tiimor

dokuya iletilmesidir.

Yiizeysel lezyonlarda 1s18a duyarli ajanin direk tedavi edilecek tiimor dokuya uygulanmasi
ajanin timor hiicrelerinde segici olarak akiimiile olmasini kolaylastirmaktadir. Ancak 1s18a
duyarli ajan intravendz olarak hastaya verildiginde hedef tiimér dokuya ulasip birikebilmesi
icin yeteri kadar dolasimda kalmasi gerekir. Sizan vaskiilatiir, zayif lenfatik drenaj, anormal
stromal kopmozisyon, diisiik pH, diisiik yogunluklu lipoprotein reseptorlerinin sayisinin
artmas1 gibi timoér dokusunun anormal fizyolojisi ajanin timor vaskiilatiirii yoluyla
ekstravazasyonuna izin vererek pasif olarak hedef timoér dokuda akiimiile olmasini

kolaylastirmaktadir. Bu durum gelismis gecirgenlik ve tutunma etkisi olarak da bilinir.
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Isiga duyarli ajanin hedef tiimoér dokuda segici olarak akiimiile olmasi nanopartikiiller ve
lipoproteinler gibi hedefli dagitim ajanlar1 ile kaplanarak gelistirilebilir. Boylece uygun
olmayan biyodagilim 6nlenebilir ve biyoyararlanim gelistirilebilir. Sonug olarak fotodinamik
terapi ile cevredeki saglikli doku korunurken hedef tiimor dokunun yikimi saglanmis olur bu
da geleneksel tedavi yontemleri ile kiyaslandiginda fotodinamik terapinin baslica
avantajlarindan biri olarak kabul edilmektedir. Yiiksek seciciliginin sonucu olarak azaltilmis
yan etkileri ve spesifik diren¢ mekanizmalarinin olmamasi fotodinamik terapinin hastaligin
niiksetmesi veya ¢oklu lezyonlarin tedavisinde de tekrar tekrar kullanilmasina imkan
vermektedir. Fotodinamik terapi cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi ile birlikte kombin edilerek

de uygulanmaktadir.

Fotodinamik terapi lokalize ve erken evre solid tiimoérler i¢in etkili bir tedavi yontemidir. Ancak
ileri evrelerdeki daha biiyiik tiimdrlerde 15181in dokudaki penetrasyonu sinirli oldugu igin
tedavinin etkinligini sinirlanmaktadir. Yiizeysel olmayan veya biiyiik hedef tiimoér dokularina
ulasan 15181n penetrasyon derinliginden kaynaklanan zorluklardan dolay1 tedavi etkili
olamamaktadir. Fotodinamik terapi sirasinda yapilan i1simanin tiimoriin her noktasina
ulasabilmesi, etkili olup tiimérii yok edebilmesi i¢cin uygun 1sik dozunun belirlenmesi
gerekmektedir. Gelismis Monte Carlo hesaplamalarina ragmen klinikte uygulanan fotodinamik
terapi yetersiz timor 1sinlamalarindan dolayi rezidiizel tiimor biiylimesini kontrol etmede ve
tiimoriin niiksetmesini 6nlemede basarisiz olabilmektedir. Tiimor dokunun asir1 1sinlanmasi
cevre normal dokuda toksik bir etki olusturup ve olumsuz tepkiye yol acabilmektedir. Bu
durumda fotodinamik terapi palyatif tedavi amacl uygulanarak hastanin yasam kalitesini
artirmak ve hastaligin ilerlemesini 6nlemek hedeflenmekte ya da farkli tedavi stratejileri
gelistirilmektedir. Bu amagla viicut boslugunun liimenine bakan i¢ tiimdrlerin 1s1nlanmasi optik
fiberler kullanilarak endoskopi yoluyla yapilmaktadir. Daha biiyiik tiimorler de ise hedef
dokudaki 151k dozunun homojen olarak dagilmasini saglamak amaciyla tiimor kiitlesinin
icerisine birka¢ farkli noktadan optik fiber sokulmasiyla doku igerisinde de i1sinlama

yapilmaktadir.

Metastatik tiimorleri fotodinamik terapi ile tedavisinde birincil amag 1sinlanmis alan disindaki
tiimdr hiicrelerini taniyan ve yok etme potansiyeline sahip bir sistemik anti timor bagisiklik
yanitinin olusturulmasin1 desteklemektir. Boylece 1sinlanmis alan disindaki lezyonlarin

gelisimi de kontrol altina alinabilir. Fotodinamik terapinin bagisiklik sistemine olan etkisinden
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bahseden klinik raporlar mevcut olsa da ileri evredeki metastaz yapmis hastaliklarin tedavisinde

basarili olamamaktadir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. HUCRE HATLARI VE KULTUR KOSULLARI

3.1.1. Hiicre Hatlan

Calismada MIA PaCa-2(RL-1420™) pankreas epitelyal tiimor ve MRC-5 (CCL-171™) normal
akciger fibroblastik hiicre hatt1 kullanilmistir. Hiicre hatlart ATCC ‘den temin edilmistir. MRC-
5 hiicre hatti, 27 yasinda psikiyatrik nedenlerle 14 haftalikken hamileligi sonlandiran bir
kadmin erkek fetiisiinden elde edilen fibroblastik hiicrelerdir. MIA PaCa-2 hiicre hatti,
Kafkasya asilli 65 yasinda bir erkegin pankreas karsinoma dokusundan elde edilen epitelyal

hiicrelerdir.

3.1.2. Hiicrelerin Kiiltiire Alinmasi

Hiicreleri ¢ozmek ve canliliklarinin kontrollerinin saglamasi amaciyla azot tankindan alinan
icinde hiicreler bulunan kryotiipler kademeli olarak 6nce -20 °C dolapta ardindan 37 °C su
banyosunda yaklasik 2 dakika kadar ¢oziiliinceye kadar bekletilmistir. Kroyotiipiin etrafi
alkolle temizlendikten sonra laminar kabin igerisine alinmistir. Kryotiip igerisinde bulunan 1
ml hacmindeki hiicreler falkonlara alinarak iizerine 5 ml taze besiyer eklenmistir. Ardindan
1500 rpm hizda 4 dakika santrifiij islemi gerceklestirildikten sonra siipernatant
uzaklastirllmistir. Pellet 1ml taze besiyer ile homojenize edilip sayim yapilmistir. Sayim
yapildiktan sonra flasklara hiicre ekimleri gergeklestirilmistir. Hiicreler biiyiiylip, istenilen
morfolojik ozellikleri gosterdiklerinde ve zeminde daha fazla hiicre gelisimi i¢in alan
kalmadiginda calisilacak hiicreler i¢in alt kiiltiir islemine gec¢ilmistir; daha sonra ¢aligilacak
hiicreler i¢in ise dondurma islemi gergeklestirilmistir. Dondurma islemi i¢in flasktaki tiim
besiyeri falkona alinip santrifiij edilmistir. Siipernatant uzaklagtirilarak pellet iizerine 1 ml
iceriginde %90 oraninda RPMI 1640 ve %10 oraninda DMSO olan dondurma besiyeri
eklenerek yeni kryotiip igerisine alinmistir. Hiicre hatlarina zarar gelmesini dnlemek amaciyla
kroyotiipler kademeli olarak dnce -20 °C’de 1 saat, -80 °C’de 24 saat bekletildikten sonra azot

tankinda saklanmustir.

MIA PaCa-2pankreas epitelyal karsinoma hiicre hattt %10 FCS, 100 u/ml penisilin ve 100
ug/ml streptomisin igeren NaHCO3 soliisyonu ve 2 uM L-glutamin igeren RPMI 1640 kiiltiir
ortaminda flasklarda 37°C’de %35 karbondioksitli etiivde inkiibe edilmistir.
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MRC-5 normal akciger fibroblastik hiicre hatt1 %10 FCS, %10 FCS, 100 u/ml penisilin ve 100
ug/ml streptomisin igeren NaHCO3 soliisyonu ve 2 pM L-glutamin iceren DMEM kiiltiir
ortaminda flasklarda 37°C’de %5 karbondioksitli etiivde inkiibe edilmistir.

Hiicrelerin 2 giin ara ile besi ortam1 yenilenmistir. Yeterli hiicre yogunluguna ulasan hiicreler
tripsin ile kaldirilarak 96’lik hiicre plakalarina (10.000 hiicre/kuyu) ekilip 24 saat inkiibe

edilmistir.

3.2. ISIK KAYNAGI

Calismada 151k kaynagi olarak 660+5 nm dalga boyuna sahip kirmiz1 diyot lazer (OEM-MD,
CNI Lasers, Cin) kullanilmistir. Maksimum 2000 mW ¢ikis giiciine sahip ayarlanabilir olan
lazer sonlimsiiz modlu 6zelliktedir. Lazer 15181nin hedefe iletilmesi i¢in 400 um kalinliginda
paslanmaz ¢elikle kaplanmis fiberler kullanilmistir. Lazer 1s181imin ¢ikis giicli her uygulama

oncesinde optik gii¢ dl¢er ile kontrol edilmistir. Lazer sistemi Sekil 3.1°de verilmistir.

Sekil 3.1: Lazer sistemi.

3.3. ISIGA DUYARLI AJAN

3.3.1. Isiga Duyarh Ajan
Calismada 1518a duyarli/isiga hassaslastirict ajan olarak Fotolon (APO-CARE Pharma GmbH,

Bielefeld, Germany) kullanilmistir. Fotolon goriinlir dalga boyunda i1smma yapmaktadir.
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Ozellikle 630-690 nanometreleri arasinda absorbans gdsteren Fotolon, maksimum

absorpsiyonu yaklasik 660 nanometrede gostermektedir (Igor Buzalewicz, 2017).

Her uygulama oncesinde kuru toz halindeki Fotolon PBS ile ¢ozelti haline getirilerek taze
olarak hazirlanmistir. Hazirlanan Fotolon c¢ozeltisi uygulamalar sirasinda vorteks ile

karistirilmis ve herhangi bir bozunmay1 6nlemek amaciyla karanlikta muhafaza edilmistir.

3.3.2. Fotolon’un Optimal Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Calismada Fotolon’un optimal konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla 9 farkli Fotolon
konsantrasyonu hazirlanmistir. 96 kuyucuklu plakalarin, her bir kuyucuguna 10.000 MIA
PaCa-2 pankreas epitelyal karsinoma hiicre hatt1 ekilmistir. Hiicreler yaklagik 24 saat 37°C’de
%S5 karbondioksitli etiivde inkiibe edilmistir. Hiicreler ekildikten sonra 2,5 uM, 5 uM, 6,5 uM,
10 uM, 12,5 uM, 20 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM Fotolon ile 24 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Kontrol gurubu hiicrelerine ise igerisinde Fotolon olmayan ayni miktarda besiyer ilave
edilmistir. 24 saatlik inkiibasyonun sonunda kuyuculardaki besiyerleri aspire edilerek her
kuyuya DMEM besiyeri ve WST-1 karigtmindan 10 pl verilmis ve 4 saat inkiibe edilmistir. 4
saatlik inkiibasyonun sonunda hiicrelerin 440 nm’deki absorbans degerleri 630 nm referans

dalgaboyu aliarak ELISA ile dl¢tilmiistiir.

3.4. IN VITRO FOTODINAMIK TERAPi UYGULAMALARI

3.4.1. Optimizasyon Calismasi

Calismada degisen Fotolon akiimiilasyon siireleri ve lazer 151gimin enerjisine bagli olarak her
tedavi protokolil i¢in 4 grup lizerinden in vitro uygulamalar1 yapilmistir. Optimizasyon
calismasinin sonuglart WST-1 hiicre canlilik testi ile degerlendirilerek iki hiicre hatt1 i¢in ayr1
ayr1 optimum inkiibasyon stiresi ve enerji yogunlugu belirlenecektir. Her uygulama i¢in mevcut

olan gruplar asagidaki gibidir.

Grup 1: Negatif Kontrol Grubu; Fotolon uygulanmadi, Lazer uygulanmadi.
Grup 2: Lazer Kontrol Grubu; Lazer uygulandi, Fotolon uygulanmadi.
Grup 3: Fotolon Kontrol Grubu; Fotolon uygulandi, Lazer uygulanmadi.

Grup 4: Fotodinamik Terapi Grubu; Fotolon uygulandi, Lazer uygulandi.
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Gruplarin 96 kuyucuklu plaka tizerindeki yerlesimi Sekil 3.4°de gosterilmistir.
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Sekil 3.2: 96 kuyucuklu plaka {izerinde uygulamalarin yerlesim diizeni.

3.4.1.1. MRC-5 Hiicre Hatti Uzerinde Optimizasyon Calismast Uygulamalart

Bu ¢alismada MRC-5 normal akciger fibroblastik hiicre hatti lizerinde in vitro Fotolon giidiimlii
fotodinamik terapi uygulamalar1 i¢in gerekli olan optimum inkiibasyon siiresi ve enerji
yogunlugunun belirlenmesi amag¢lanmistir. Bunun i¢in; 30 dakika ve 60 dakika olmak tizere iki
farkl1 inkiibasyon siirelerinin ve 1 J/cm?, 2,5 J/em? ve 5 J/cm? olmak lizere iig farkli lazer 15131
enerjilerinin uygulamalar1 yapilmistir. Sonuglar 4, 24, 48 ve 72 saat sonra WST-1 hiicre canlilik

testiyle degerlendirilmistir.

Calisma 6 farkli uygulama iizerinden dizayn edilmistir. Tablo 3.1°de uygulamalar ve
numaralandirilmasi verilmistir. Uygulama 1°de hiicreler 10 pM Fotolon ile 30 dakika inkiibe
edildikten sonra 1 J/cm? enerji ile uyarilmigtir. Uygulama 2’de hiicreler 10 uM Fotolon ile 30
dakika inkiibe edildikten sonra 2,5 J/cm? enerji ile uyarilmistir. Uygulama 3°de hiicreler 10 uM
Fotolon ile 30 dakika inkiibe edildikten sonra 5 J/cm? enerji ile uyarilmistir. Uygulama 4°de
hiicreler 10 pM Fotolon ile 60 dakika inkiibe edildikten sonra 1 J/cm? enerji ile uyarilmugtir.
Uygulama 5°de hiicreler 10 uM Fotolon ile 60 dakika inkiibe edildikten sonra 2,5 J/cm? enerji
ile uyarilmistir. Uygulama 6’de hiicreler 10 pM Fotolon ile 60 dakika inkiibe edildikten sonra
5 J/em? enerji ile uyarilmustir. Istatiksel olarak anlamli sonug elde etmek i¢in her uygulama 3

paralelli kendi igerisindeki gruplar 8 tekrarli olarak ¢aligilmistir.
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Tablo 3.1: MRC-5 hiicre hatt1 lizerinde fotodinamik terapi uygulamalari.

inkiibasyon Siiresi Uygulanan Lazer Is1g1 Enerji Yogunlugu

1 J/cm? 2,5 J/em? 5 J/em?
30 dakika Uygulama 1 Uygulama 2 Uygulama 3
60 dakika Uygulama 4 Uygulama 5 Uygulama 6

3.4.1.2. MIA PaCa-2 Hiicre Hatti Uzerinde Optimizasyon Calismast Uygulamalar

Bu ¢alismada MIA PaCa-2 pankreas epitelyal karsinoma hiicre hatt1 {izerinde in vitro Fotolon
giidiimlii fotodinamik terapi uygulamalari i¢in gerekli olan optimum inkiibasyon siiresi ve lazer
enerji yogunlugunun belirlenmesi amag¢lanmistir. Bunun i¢in; 30 dakika ve 60 dakika olmak
lizere iki farkli inkiibasyon siirelerinin ve 1 J/cm?, 2,5 J/em? ve 5 J/cm? olmak iizere ii¢ farkh
lazer 15181 enerjilerinin uygulamalar1 yapilmistir. Sonuglar 4, 24, 48 ve 72 saat sonra WST-1

hiicre canlilik testiyle degerlendirilmistir.

Calisma 6 farkli uygulama iizerinden dizayn edilmistir. Tablo 3.2°de uygulamalar ve
numaralandirilmasi verilmistir. Uygulama 7’de hiicreler 10 pM Fotolon ile 30 dakika inkiibe
edildikten sonra 1 J/cm? enerji ile uyarilmigtir. Uygulama 8’de hiicreler 10 uM Fotolon ile 30
dakika inkiibe edildikten sonra 2,5 J/cm? enerjisi ile uyarilmistir. Uygulama 9°de hiicreler 10
uM Fotolon ile 30 dakika inkiibe edildikten sonra 5 J/cm? enerji ile uyarilmistir. Uygulama
10°de hiicreler 10 uM Fotolon ile 60 dakika inkiibe edildikten sonra 1 J/cm? enerji ile
uyarilmigtir. Uygulama 11°de hiicreler 10 uM Fotolon ile 60 dakika inkiibe edildikten sonra 2,5
J/em? enerji ile uyarilmigtir. Uygulama 12°de hiicreler 10 pM Fotolon ile 60 dakika inkiibe
edildikten sonra 5 J/cm? enerji ile uyarilmstir. Istatiksel olarak anlaml1 sonug elde etmek icin

her uygulama 3 paralelli kendi icerisindeki gruplar 8 tekrarli olarak calisilmistir.
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Tablo 3.2: MIA PaCa-2 hiicre hatt1 iizerinde fotodinamik terapi uygulamalari.

inkiibasyon Siiresi Uygulanan Lazer Is1g1 Enerji Yogunlugu

1 J/cm? 2,5 J/em? 5 J/em?
30 dakika Uygulama 7 Uygulama 8 Uygulama 9
60 dakika Uygulama 10 Uygulama 11 Uygulama 12

Optimizasyon ¢alismasinda hiicre hatlarmin alt kiiltiire alinmasindan tedavi sonuna kadar

uygulanan protokol asagidaki gibidir;

1. Flasklarda ¢ogalmaya birakilan hiicrelerin 2 giin ara ile besi ortam1 yenilenmistir. Yeterli
hiicre yogunluguna ulasan hiicreler tripsin ile kaldirilarak sayimi yapilmistir. 96’lik hiicre
plakalarina (10.000 hiicre/kuyu) ekilip 24 saat boyunca 37°C’de %35 karbondioksitli etiivde

inkiibe edilmistir.

2. Inkiibasyonun sonunda Fotolon Kontrol Grubu ve Fotodinamik Terapi Gruplari igin taze
Fotolon ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bunun i¢in 0,0002 gr kuru toz halindeki Fotolon 6mL PBS ile
10 uM’lik ¢ozelti haline getirilmistir. Hazirlanan ¢ozeltiden Fotolon Kontrol Grubu ve
Fotodinamik Terapi Gruplarina 100 pL verilmistir. Negatif Kontrol Grubu ve Lazer Kontrol

Grubuna ise 100 pL besiyer verilmistir.

3. Uygulanan tedavi protokiiliine gére hangi uygulama yapiliyorsa ona ait akiimiilasyon siiresi

kadar 37°C’de %5 karbondioksitli etiivde inkiibe edilmistir.

4. Akilimiilasyon siiresinin sonunda biitiin gruplardaki besiyerleri mikropipetle ¢ekilerek taze

besiyerler verilmistir.

5. Besiyerleri tazelendikten sonra Lazer Kontrol Grubu ve Fotodinamik Terapi Gruplari
uygulanan tedavi protokoliine gére hangi uygulama yapiliyorsa ona ait lazer 15181 enerjisi ile
uyarilmigtir. Negatif Kontrol Grubu ve Fotolon Kontrol Grubunun bu 1s1madan etkilenmesi

engellemek amaciyla 151k gegirmeyen siyah aliiminyum folyo kullanilmistir.
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6. Uygulamalar bittikten sonra hiicre canliliklarinin belirlenmesi amaciyla sonuglar 4, 24, 48 ve

72 saat sonra WST-1 hiicre canlilik testiyle degerlendirilmistir.

3.4.2. Ana Calisma
Optimizasyon ¢aligmast WST-1 hiicre canlilik testi sonuglar1 degerlendirilerek MRC-5 ve MIA

PaCa-2 hiicre hatt1 icin Fotolon inkiibasyon siiresi ve lazer 15131 enerjisi parametresi
belirlenmistir. Ana calismada optimizasyon c¢alismasinda belirlenen parametreler
kullanmilmistir. Kaspaz 3/BCA protein aktivitesine ile birlikte Anneksin-V apoptoz/nekroz
analizi ile ana ¢alisma etkinligi degerlendirilmistir. Uygulamalar i¢in mevcut olan gruplar

asagidaki gibidir.

Grup 1: Negatif Kontrol Grubu; Fotolon uygulanmadi, Lazer uygulanmadi.
Grup 2: Lazer Kontrol Grubu; Lazer uygulandi, Fotolon uygulanmadi.
Grup 3: Fotolon Kontrol Grubu; Fotolon uygulandi, Lazer uygulanmadi.
Grup 4: Fotodinamik Terapi Grubu; Fotolon uygulandi, Lazer uygulandi.

Gruplarin 24 kuyucuklu plaka tizerindeki yerlesimi Sekil 3.5’de gosterilmistir.

1 2 3 4 5 6
A O O O OO O Q Negatif Kontrol Grubu
B O O O OQ O O Fotolon Kontrol Grubu
C Q O Q Q Q Q O Lazer Kontrol Grubu
D OO Q OQO O Fotodinamik Terapi Grubu

Sekil 3.3: 24 kuyucuklu plaka iizerinde uygulamalarin yerlesim diizeni.

Ana calismada hiicre hatlariin alt kiiltiire alinmasindan tedavi sonuna kadar uygulanan

protokol asagidaki gibidir;

1. Flasklarda ¢ogalmaya birakilan hiicrelerin 2 giin ara ile besi ortami yenilenmistir. Yeterli

hiicre yogunluguna ulasan hiicreler tripsin ile kaldirilarak sayimi yapilmistir.24’liikk hiicre
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plakalarina (1.000.000 hiicre/kuyu) ekilip 24 saat boyunca 37°C’de %5 karbondioksitli etiivde

inkiibe edilmistir.

2. Inkiibasyonun sonunda Fotolon Kontrol Grubu ve Fotodinamik Terapi Gruplari igin taze
Fotolon ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bunun i¢in 0,0002 gr kuru toz halindeki Fotolon 6mL PBS ile
10 uM’lik ¢ozelti haline getirilmistir. Hazirlanan ¢ozeltiden Fotolon Kontrol Grubu ve
Fotodinamik Terapi Gruplarina 100 pL verilmistir. Negatif Kontrol Grubu ve Lazer Kontrol

Grubuna ise 100 pL besiyer verilmistir.

3. Optimizasyon ¢aligmasi sonunda elde edilen ve WST-1 hiicre canlilik testiyle degerlendirilen
sonuglara gore belirlenen inkiibasyon stiresi kadar 37°C’de %5 karbondioksitli etiivde inkiibe

edilmistir.

4. Akilimiilasyon siiresinin sonunda biitiin gruplardaki besiyerleri mikropipetle ¢ekilerek taze

besiyerler verilmistir.

5. Besiyerleri verildikten sonra Lazer Kontrol Grubu ve Fotodinamik Terapi Gruplaria
optimizasyon ¢alismasi sonunda elde edilen ve WST-1 hiicre canlilik testiyle degerlendirilen
sonuglara gore belirlenen lazer 15181 enerjisi ile uyarilmistir. Negatif Kontrol Grubu ve Fotolon
Kontrol Grubunun bu isimadan etkilenmesi engellemek amaciyla 151k gecirmeyen siyah

alliminyum folyo kullanilmastir.

6. Uygulamalar bittikten sonra hiicre 6lim seklinin belirlenmesi amaciylaAnneksin-V

apoptoza/nekroz tayini ve Kaspaz-3/BCA protein aktivitesianalizleri yapilmistir.

3.5. SITOTOKSIK VE APOPTOTIK TESTLER

3.5.1. WST-1 Hiicre Canhhk Testi

Normal fizyolojik hiicreler tetrozolyum tuzlarinin yapisinda bulunan heterosiklik halkalar
mitokondrilerinde bulunan dehidrogenaz enzimleri araciligiyla parcalayarak renkli farmozon
kristalleri olusmasin1 saglarlar. Hiicreler canliligin1 kaybettiklerinde ise herhangi bir renk

degisimi meydana gelmez.
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Optimizasyon ¢aligmasinin sonunda MRC-5 ve MIA PaCa-2 hiicre hatlar izerinde uygulanan
Fotolon giidiimlii fotodinamik terapinin neden oldugu hiicre canlilik aktivitesinin belirlenmesi

amactyla WST-1 (Roche, 11644807001) kiti kullanilmistir.

Uygulamalarin  ardindan WST-1 hiicre canliligt  belirlenirken asagidaki asamalar

gerceklestirilmistir.

1. 4,24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlarin sonunda 96 kuyucuklu plakalarin her kuyucugundaki
besiyerleri aspire edilerek kuyulara DMEM besiyeri ve WST-1 karisimindan 10 pl verilmis ve
4 saat 37°C’de %5 karbondioksitli etiivde inkiibe edilmistir.

2. 4 saatlik inkiibasyonun ardindan hiicrelerin 440 nm’deki absorbans degerleri 630 nm referans

dalgaboyu alinarak ELISA ile dl¢tilmiistiir.

3. Uygulamalara ait gruplarin yiizde hiicre canliliklari, negatif kontrol kuyularinin absorbans
Olciimlerinin sonucunda elde edilen canlilik oran1 %100 canli kabul edilerek hesaplanmaistir.
Yiizde Canlilik= [Absorbans ortalama/Negatif Kontrol Grubu Kuyucuklart Absorbans

ortalama]x100 formiili kullanilmistir.

3.5.2. Kaspaz 3/BCA Protein Aktivitesi Testi

Normal fizyolojik sartlarda hiicre sitoplazmasinda inaktif proenzimler seklinde bulunan
kaspazlar, proteolitik pargalanmadan sonra aktiflesirler. Kaspaz-3 apoptozun efektor fazindaki
en Onemli kaspazlar arasindandir. Apaf-1 ile sitokrom-c baglanarak kompleks olusturur ve
kaspaz-9 prokaspaz-3’iin aktiflesmesini saglar. Boylece apoptotik uyarilarla baslayan 6liim
sinyali kaspaz-3’e nakledilir. DNAase aktivasyonuna neden olan kaspaz-3’iin DNA

fragmantasyonunda rolii oldugu diisiiniilmektedir.

Ana calisgma sonunda MRC-5 ve MIA PaCa-2 hiicre hatlar1 lizerinde uygulanan Fotolon
giidiimlii fotodinamik terapinin tetikledigi hiicre 6liim seklinin belirlenmesi amaciyla kaspaz-3
protein aktivitesi analiz edilmistir. Kaspaz bir protein aktivitesi oldugu i¢in Kaspaz-3 protein

aktivitesine ek olarak BCA total protein analizi de yapilmistir.

Bunun ic¢in Kaspaz-3 kolorimetrik degerlendirme kiti (BioVision Research Products,
California, CA, USA) ve BCA protein degerlendirme kiti (BioVision Research Products,
California, CA, USA) kullanilmistir. Kaspaz-3 analiz yontemi isaretli substratin (DEVD-pNA)
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kaspaz-3 aktivitesi sirasinda ayrilmasina ve pNA (p-nitroanilide)’nin 1s1ma vermesi esasina

dayanmaktadir.

Uygulanan tedavilerin ardindan Kaspaz-3 ve BCA total protein diizeyi belirlenirken agagidaki

asamalar gergeklestirilmistir.

1. 24 kuyucuklu plakalarin her kuyusundaki hiicreler ayr1 ayr1 ependorflara alinarak 800 rpm’de

5 dakika boyunca santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirilmistir.

2. Pellet 100 pl sogutulmus liziz tampon ¢ozeltisi eklenerek homojenize edilmistir. Ardindan

10 dakika boyunca buz iizerinde inkiibasyona birakilmistir.

3. Inkiibasyonun ardindan 10.000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiij edilerek supernatant yeni

bir ependorfa alinarak 100 pl lizis tampon ¢ozeltisi eklenmistir.

4. 96 kuyucuklu plakalarin her kuyusuna 50 pl tedavi protokolii uygulanmis hiicrelerden elde
edilen protein 6rnegi ve 50 pl 2X reaksiyon tamponu verilmistir. Ardindan 5 pl kaspaz-3
kolorimetrik substrati eklenerek ve 37°C’de 2 saat boyunca inkiibe edilmistir. Degerler 405 nm
dalga boyunda ELISA okuyucu (Thermo Spectrum) cihaziyla dl¢iilmiistiir. BCA protein analizi
icin ise 96 kuyucuklu plakalarin her kuyusuna 25 pl tedavi protokolii uygulanmis hiicrelerden
elde edilen protein 6rnegi ve 200 pl BCA calisma reaktan: verilerek 37°C’de 30 dakika boyunca
inkiibe edilmigtir. Degerler 562 nm dalga boyunda ELISA okuyucu (Thermo Spectrum)

cihaziyla 6l¢iilmiistiir.

5. Sonuglar degerlendirilirken Kaspaz-3 protein analizi sonuglart BCA total protein tayini

sonu¢larina boliinerek hesaplanmustir.

3.5.3. Annexin-V Apoptoz/Nekroz Testi

Normal fizyolojik sartlarda hiicre zarmin sitoplazmik yilizeyinde bulunan fosfotidilserin
hiicrenin apoptoza girmesiyle hiicre zarinin dis yiizeyine ¢ikar. Dis ylizeye ¢ikan fosfotidilserin
floresan bir madde olan FITC ile isaretlenmis Annexin-V kullanilarak apoptotik hiicreler
gorlinlir hale getirilirler. Nekrotik hiicreler ise niikleik asitlere baglanabilen fliioresan
propidyum iyodiir (PI) boyast ile goriiniir hale getirilir. PI nekrotik hiicrelerin zarar gérmiis

hiicre zarindan gegerek DNA’y1 boyar.
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Ana calisma sonunda MRC-5 ve MIA PaCa-2hiicre hatlar1 {izerinde uygulanan Fotolon
giidiimlii fotodinamik terapinin tetikledigi apoptozun erken ve ge¢ evredeki kantitatif olarak
belirlemek amaciyla Annexin V-FITC apoptoza tayin testi (Merck Millipore, MCH100105)
yapilmistir.

Uygulanan tedavilerin ardindan Annexin V-FITC belirlenirken asagidaki asamalar

gerceklestirilmistir.

1. 24 kuyucuklu plakalarin her kuyusundaki hiicrelerdeki besi ortami uzaklastirilarak yikama

islemi gergeklestirilerek ve 1X baglayici tampon iginde 1x10° hiicre/ml siispanse edilmistir.

2. 100 pl ependorfa aliarak tizerine 5 pl Annexin V-FITC ve 5 pl PI eklenmistir. Hiicreler

vortekslenerek 15 dakika oda sicakliginda karanlik ortamda bekletilmistir.

3. Her tiipe 400 pl 1X baglayict tampon konulacak ve 1 saat i¢inde akis sitometrik 6l¢iim
yapilmistir.

4. Hiicreler, her bir hiicrenin Annexin-V ve PI 1s1ma miktarina gore diyagrama yerlestirilmistir.
Annexin-V ve PI sinyalinin algilanmadigi hiicreler canli, sadece PI sinyalinin algilandigi
hiicreler nekrotik, sadece Annexin-V sinyalinin algilandig1 hiicreler apoptotik ve hem Annexin-

V hem de PI sinyalinin algilandig1 hiicreler ge¢ apoptotik olarak degerlendirilmistir.

3.6. ISTATIKSEL ANALIZ

Calismada elde edilen tiim verilerin istatiksel analizi i¢in SPSS 21.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA) programi kullanilmistir. Her uygulama igerisindeki gruplar arasindaki farki belirlemek
amaciyla tek yonlii varyans analizi (ANOVA) uygulanmistir. Tiim uygulamalardaki gruplarin
ikili olarak karsilastirilmasi i¢in c¢oklu karsilastirma testi Tukey HDS uygulanmistir.

[statistiksel olarak anlamlilik seviyesi p<0, 05 olarak alinmistir (Giiven Aralig1 %95).
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4. BULGULAR

4.1. FOTOLON’UN SIiTOTOKSIK ETKISI

Calismada ilk olarak Fotolon’un uygulamalar sirasinda kullanilacak dozunu optimize etmek
amactyla MIA PaCa-2 pankreas epitelyal karsinoma hiicre hatt1 9 farkli Fotolon konsantrasyonu
ile 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun sonunda WST-1 testiyle hiicre canliliklari
analiz yapilmistir. Fotolon konsantrasyonlarindaki hiicre canliligi yilizdeleri 100 uM i¢in %9,31,
50 uM igin %46,80, 25 uM icin %81,45, 20 uM i¢in %72,87, 12,5 uM i¢in %65,24, 10 uM i¢in
%82,25, 6,5 uM i¢in %92,16, 5 uM icin %91,79, 2,5 uM icin %106,03 olarak tespit edilmis,
Sekil 4.1°’de gosterilmistir (p<0,05). WST-1 testi sonuclar1 degerlendirilerek uygulanacak

konsantrasyon 10 uM Fotolon olarak belirlenmistir.
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4
2 I

Sadece 100uM  50uM 25uM 200M  12,5uM 10uM  6,25uM S5uM 2,5uM
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Sekil 4.1: Calisma konsantrasyonlarindaki hiicre canlilik yiizdeleri.

4.2. OPTIMIiZASYON CALISMASININ BULGULARI

4.2.1. MRC-5 Hiicre Hatt1 Uzerindeki Optimizasyon Uygulamalarinin Bulgulari

MRC-5 hiicre hatt1 lizerinde in vitro Fotolon glidiimlii fotodinamik terapi uygulamalari igin 2
farkli parametre optimize edilmistir. Optimize edilen ilk parametre, fotoduyarli madde olan
Fotolon’un inkiibasyon siiresidir. 30 dakika ve 60 dakika olmak iizere iki farkli inkiibasyon
sliresi denenmistir. Optimize edilen ikinci parametre ise uygulanacak lazer yogunlugudur. 1

J/em?, 2,5 J/em? ve 5 J/em? olmak tizere 3 farkli lazer yogunlugu denenmistir.
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Caligsmalar 6 farkli uygulama tlizerinden yapilmstir.

Uygulama 1’e ait sonuclar Sekil 4.3’de verilmistir. Bu uygulamada Fotolon kontrol ve
Fotodinamik terapi gruplarina 10 uM Fotolon ile 30 dakika inkiibasyonunun ardindan lazer
kontrol grubu ve Fotodinamik terapi gruplar1 1 J/cm? enerji ile uyarilmustir. 4 saatin sonundaki
hiicre canlilik yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %482, lazer kontrol grubunda %76,
Fotodinamik terapi grubunda ise %32 olarak belirlenmistir (p<0,05). 24 saatin sonundaki hiicre
canlilik yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %18, lazer kontrol grubunda %105, Fotodinamik
terapi grubunda ise %18 olarak belirlenmistir (p<0,05). 48 saat sonundaki hiicre canlilik
yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %35, lazer kontrol grubunda %108, Fotodinamik terapi
grubunda ise %32 olarak belirlenmistir (p<<0,05). 72 saatin sonundaki hiicre canlilik ytizdeleri

Fotolon kontrol grubunda %41, lazer kontrol grubunda %105, Fotodinamik terapi grubunda ise
%43 olarak belirlenmistir (p<0,05).

120
100
o 80 m Negatif Kontrol Grubu
= m Lazer Kontrol Grubu
8 60
BN 20 Fotolon Kontrol Grubu
m Fotodinamik Terapi Grubu
20
0 I
4 saat 24 saat 48 saat 72 saat

Sekil 4.2: Uygulama 1’e ait WST-1 hiicre canlilik testi sonuglari.

Uygulama 2’ye ait sonuglar Sekil 4.4’de verilmistir. Bu uygulamada Fotolon kontrol ve
Fotodinamik terapi gruplarina 10 uM Fotolon ile 30 dakika inkiibasyonunun ardindan lazer
kontrol grubu ve Fotodinamik terapi gruplar1 2,5 J/cm? enerji ile uyarilmistir. 4 saatin sonundaki
hiicre canlilik yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %33, lazer kontrol grubunda %88,
Fotodinamik terapi grubunda ise %37 olarak belirlenmistir (p<0,05). 24 saatin sonundaki hiicre
canlilik ytizdeleri Fotolon kontrol grubunda %18, lazer kontrol grubunda %92, Fotodinamik

terapi grubunda ise %17 olarak belirlenmistir (p<0,05). 48 saat sonundaki hiicre canlilik
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yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %34, lazer kontrol grubunda %92, Fotodinamik terapi
grubunda ise %33 olarak belirlenmistir (p<0,05). 72 saatin sonundaki hiicre canlilik yiizdeleri
Fotolon kontrol grubunda %36, lazer kontrol grubunda %104, Fotodinamik terapi grubunda ise
%29 olarak belirlenmistir (p<0,05).
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Sekil 4.3: Uygulama 2’ye ait WST-1 hiicre canlilik testi sonuglari.

Uygulama 3’e ait sonuclar Sekil 4.5°de verilmistir. Bu uygulamada Fotolon kontrol ve
Fotodinamik terapi gruplarina 10 uM Fotolon ile 30 dakika inkiibasyonunun ardindan lazer
kontrol grubu ve Fotodinamik terapi gruplar1 5 J/cm? enerji ile uyarilmustir. 4 saatin sonundaki
hiicre canlilik yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %350, lazer kontrol grubunda %113,
Fotodinamik terapi grubunda ise %37 olarak belirlenmistir (p<0,05). 24 saatin sonundaki hiicre
canlilik ytizdeleri Fotolon kontrol grubunda %25, lazer kontrol grubunda %94, Fotodinamik
terapi grubunda ise %15 olarak belirlenmistir (p<0,05). 48 saat sonundaki hiicre canlilik
yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %55, lazer kontrol grubunda %101, Fotodinamik terapi
grubunda ise %35 olarak belirlenmistir (p<0,05). 72 saatin sonundaki hiicre canlilik yiizdeleri
Fotolon kontrol grubunda %29, lazer kontrol grubunda %105, Fotodinamik terapi grubunda ise
%27 olarak belirlenmistir (p<0,05).
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Sekil 4.4: Uygulama 3’e ait WST-1 hiicre canlilik testi sonuglari.

Uygulama 4’e ait sonuclar Sekil 4.6’da verilmistir. Bu uygulamada Fotolon kontrol ve
Fotodinamik terapi gruplarina 10 uM Fotolon ile 60 dakika inkiibasyonunun ardindan lazer
kontrol grubu ve Fotodinamik terapi gruplar1 1 J/cm? enerji ile uyarilmustir. 4 saatin sonundaki
hiicre canlilik yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %71, lazer kontrol grubunda %111,
Fotodinamik terapi grubunda ise %118 olarak belirlenmistir (p<0,05). 24 saatin sonundaki
hiicre canlilik yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %489, lazer kontrol grubunda %142,
Fotodinamik terapi grubunda ise %112 olarak belirlenmistir (p<0,05). 48 saat sonundaki hiicre
canlilik ytizdeleri Fotolon kontrol grubunda %81, lazer kontrol grubunda %95, Fotodinamik
terapi grubunda ise %63 olarak belirlenmistir (p<0,05). 72 saatin sonundaki hiicre canlilik
yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %75, lazer kontrol grubunda %137, Fotodinamik terapi
grubunda ise %64 olarak belirlenmistir (p<0,05).
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Sekil 4.5: Uygulama 4’e ait WST-1 hiicre canlilik testi sonuglari.

Uygulama 5’e ait sonuclar Sekil 4.7°da verilmistir. Bu uygulamada Fotolon kontrol ve
Fotodinamik terapi gruplarina 10 uM Fotolon ile 60 dakika inkiibasyonunun ardindan lazer
kontrol grubu ve Fotodinamik terapi gruplari 2,5 J/cm? enerji ile uyarilmistir. 4 saatin sonundaki
hiicre canlilik yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %106, lazer kontrol grubunda %121,
Fotodinamik terapi grubunda ise %59 olarak belirlenmistir (p<0,05). 24 saatin sonundaki hiicre
canlilik yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %89, lazer kontrol grubunda %99, Fotodinamik
terapi grubunda ise %30 olarak belirlenmistir (p<0,05). 48 saat sonundaki hiicre canlilik
yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %90, lazer kontrol grubunda %113, Fotodinamik terapi
grubunda ise %41 olarak belirlenmistir (p<0,05). 72 saatin sonundaki hiicre canlilik yiizdeleri
Fotolon kontrol grubunda %88, lazer kontrol grubunda %102, Fotodinamik terapi grubunda ise
%45 olarak belirlenmistir (p<0,05).
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Sekil 4.6: Uygulama 5’e ait WST-1 hiicre canlilik testi sonuglari.

Uygulama 6’ya ait sonuclar Sekil 4.8’da verilmistir. Bu uygulamada Fotolon kontrol ve
Fotodinamik terapi gruplarina 10 uM Fotolon ile 60 dakika inkiibasyonunun ardindan lazer
kontrol grubu ve Fotodinamik terapi gruplar1 5 J/cm? enerji ile uyarilmustir. 4 saatin sonundaki
hiicre canlilik yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %94, lazer kontrol grubunda %110,
Fotodinamik terapi grubunda ise %67 olarak belirlenmistir (p<0,05). 24 saatin sonundaki hiicre
canlilik yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %92, lazer kontrol grubunda %110, Fotodinamik
terapi grubunda ise %21 olarak belirlenmistir (p<0,05). 48 saat sonundaki hiicre canlilik
yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %74, lazer kontrol grubunda %107, Fotodinamik terapi
grubunda ise %25 olarak belirlenmistir (p<0,05). 72 saatin sonundaki hiicre canlilik yiizdeleri
Fotolon kontrol grubunda %112, lazer kontrol grubunda %119, Fotodinamik terapi grubunda
ise %16 olarak belirlenmistir (p<0,05).
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Sekil 4.7: Uygulama 6’ya ait WST-1 hiicre canlilik testi sonuglari.

4.2.2. MIA PaCa-2 Hiicre Hatt1 Uzerindeki Optimizasyon Uygulamalarimin Bulgular

MIA PaCa-2hiicre hatt1 lizerinde in vitro Fotolon giidiimlii fotodinamik terapi uygulamalari i¢in
2 farkli parametre optimize edilmistir. Optimize edilen ilk parametre, fotoduyarli madde olan
Fotolon’un inkiibasyon siiresidir. 30 dakika ve 60 dakika olmak {tizere iki farkli inkiibasyon
sliresi denenmistir. Optimize edilen ikinci parametre ise uygulanacak lazer yogunlugudur. 1

J/em?, 2,5 J/em? ve 5 J/em? olmak tizere 3 farkli lazer yogunlugu denenmistir.
Caligsmalar 6 farkli uygulama tlizerinden yapilmstir.

Uygulama 7’a ait sonuclar Sekil 4.9’da verilmistir. Bu uygulamada Fotolon kontrol ve
Fotodinamik terapi gruplarina 10 uM Fotolon ile 30 dakika inkiibasyonunun ardindan lazer
kontrol grubu ve Fotodinamik terapi gruplar1 1 J/cm? enerji ile uyarilmustir. 4 saatin sonundaki
hiicre canlilik yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %109,5, lazer kontrol grubunda %100,
Fotodinamik terapi grubunda ise %141 olarak belirlenmistir (p<0,05). 24 saatin sonundaki
hiicre canlilik yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %94,5, lazer kontrol grubunda %104,
Fotodinamik terapi grubunda ise %106 olarak belirlenmistir (p<0,05). 48 saat sonundaki hiicre
canlilik yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %86, lazer kontrol grubunda %122, Fotodinamik
terapi grubunda ise %75 olarak belirlenmistir (p<0,05). 72 saatin sonundaki hiicre canlilik
yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %132,5, lazer kontrol grubunda %107, Fotodinamik terapi
grubunda ise %125 olarak belirlenmistir (p<0,05).
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Sekil 4.8: Uygulama 7’a ait WST-1 hiicre canlilik testi sonuglari.

Uygulama 8’e ait sonuglar Sekil 4.10’da verilmistir. Bu uygulamada Fotolon kontrol ve

Fotodinamik terapi gruplarina 10 uM Fotolon ile 30 dakika inkiibasyonunun ardindan lazer

kontrol grubu ve Fotodinamik terapi gruplar1 2,5 J/cm? enerji ile uyarilmigtir. 4 saatin sonundaki

hiicre canlilik ytizdeleri Fotolon kontrol grubunda %126,5, lazer kontrol grubunda %100,5,

Fotodinamik terapi grubunda ise %82 olarak belirlenmistir (p<0,05). 24 saatin sonundaki hiicre

canlilik yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %73, lazer kontrol grubunda %105, Fotodinamik

terapi grubunda ise %79 olarak belirlenmistir (p<0,05). 48 saat sonundaki hiicre canlilik

yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %132, lazer kontrol grubunda %110, Fotodinamik terapi

grubunda ise %100 olarak belirlenmistir (p<0,05). 72 saatin sonundaki hiicre canlilik yiizdeleri

Fotolon kontrol grubunda %129, lazer kontrol grubunda %104, Fotodinamik terapi grubunda

ise %112 olarak belirlenmistir (p<0,05).
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Sekil 4.9: Uygulama 8’a ait WST-1 hiicre canlilik testi sonuglari.

Uygulama 9’a ait sonuglar Sekil 4.11°de verilmistir. Bu uygulamada Fotolon kontrol ve
Fotodinamik terapi gruplarina 10 uM Fotolon ile 30 dakika inkiibasyonunun ardindan lazer
kontrol grubu ve Fotodinamik terapi gruplar1 5 J/cm? enerji ile uyarilmustir. 4 saatin sonundaki
hiicre canlilik yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %126,5, lazer kontrol grubunda %113,5,
Fotodinamik terapi grubunda ise %111 olarak belirlenmistir (p<0,05). 24 saatin sonundaki
hiicre canlilik yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %71, lazer kontrol grubunda %105,
Fotodinamik terapi grubunda ise %104 olarak belirlenmistir (p<0,05). 48 saat sonundaki hiicre
canlilik yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %117,5, lazer kontrol grubunda %111,
Fotodinamik terapi grubunda ise %114 olarak belirlenmistir (p<0,05). 72 saatin sonundaki
hiicre canlilik yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %127, lazer kontrol grubunda %110,5,
Fotodinamik terapi grubunda ise %112 olarak belirlenmistir (p<0,05).
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Sekil 4.10: Uygulama 9’a ait WST-1 hiicre canlilik testi sonuglari.

Uygulama 10’a ait sonuglar Sekil 4.12°de verilmistir. Bu uygulamada Fotolon kontrol ve
Fotodinamik terapi gruplarina 10 uM Fotolon ile 60 dakika inkiibasyonunun ardindan lazer
kontrol grubu ve Fotodinamik terapi gruplar1 1 J/cm? enerji ile uyarilmustir. 4 saatin sonundaki
hiicre canlilik yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %123.5, lazer kontrol grubunda %100,
Fotodinamik terapi grubunda ise %125 olarak belirlenmistir (p<0,05). 24 saatin sonundaki
hiicre canlilik yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %125, lazer kontrol grubunda %104,
Fotodinamik terapi grubunda ise %120 olarak belirlenmistir (p<0,05). 48 saat sonundaki hiicre
canlilik yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %138, lazer kontrol grubunda %107, Fotodinamik
terapi grubunda ise %113 olarak belirlenmistir (p<0,05). 72 saatin sonundaki hiicre canlilik
yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %120, lazer kontrol grubunda %114, Fotodinamik terapi
grubunda ise %106 olarak belirlenmistir (p<0,05).
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Sekil 4.11: Uygulama 10°a ait WST-1 hiicre canlilik testi sonuglari.

Uygulama 11’e ait sonuglar Sekil 4.13’de verilmistir. Bu uygulamada Fotolon kontrol ve
Fotodinamik terapi gruplarina 10 uM Fotolon ile 60 dakika inkiibasyonunun ardindan lazer
kontrol grubu ve Fotodinamik terapi gruplari 2,5 J/cm? enerji ile uyarilmistir. 4 saatin sonundaki
hiicre canlilik yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %105, lazer kontrol grubunda %103,
Fotodinamik terapi grubunda ise %83,5 olarak belirlenmistir (p<0,05). 24 saatin sonundaki
hiicre canlilik yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %118, lazer kontrol grubunda %112,
Fotodinamik terapi grubunda ise %96 olarak belirlenmistir (p<0,05). 48 saat sonundaki hiicre
canlilik yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %78, lazer kontrol grubunda %61, Fotodinamik
terapi grubunda ise %106 olarak belirlenmistir (p<0,05). 72 saatin sonundaki hiicre canlilik
yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %102, lazer kontrol grubunda %108, Fotodinamik terapi
grubunda ise %93 olarak belirlenmistir (p<0,05).



56

m Negatif Kontrol Grubu

m Lazer Kontrol Grubu

m Fotolon Kontrol Grubu

m Fotodinamik Terapi Grubu

4 saat 24 saat 48 saat 72 saat

120

100

80

60

%Canlilik

40

20

Sekil 4.12: Uygulama 11°e ait WST-1 hiicre canlilik testi sonuglari.

Uygulama 12’ye ait sonuglar Sekil 4.14’de verilmistir. Bu uygulamada Fotolon kontrol ve
Fotodinamik terapi gruplarina 10 uM Fotolon ile 60 dakika inkiibasyonunun ardindan lazer
kontrol grubu ve Fotodinamik terapi gruplar1 5 J/cm? enerji ile uyarilmustir. 4 saatin sonundaki
hiicre canlilik yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %108, lazer kontrol grubunda %102,
Fotodinamik terapi grubunda ise %48,5 olarak belirlenmistir (p<0,05). 24 saatin sonundaki
hiicre canlilik yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %100, lazer kontrol grubunda %101,
Fotodinamik terapi grubunda ise %91 olarak belirlenmistir (p<0,05). 48 saat sonundaki hiicre
canlilik yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda 9%108,5, lazer kontrol grubunda %112,
Fotodinamik terapi grubunda ise %108 olarak belirlenmistir (p<0,05). 72 saatin sonundaki
hiicre canlilik yiizdeleri Fotolon kontrol grubunda %106, lazer kontrol grubunda %985,
Fotodinamik terapi grubunda ise %102 olarak belirlenmistir (p<0,05).
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Sekil 4.13: Uygulama 12’ye ait WST-1 hiicre canlilik testi sonuglart.

Optimizasyon c¢alismasi sonunda optimum inkiibasyon siiresi ve lazer enerji yogunlugu
belirlenirken segilen parametrelerde Fotodinamik terapi uygulama sonuglarinin MRC-5 normal
hiicre hatti lizerinde sitotoksititesinin diisiik ikenMIA PaCa-2tiimor hiicre hatti tizerinde yiiksek
olmasina dikkat edilmistir. Bu amagla optimum uygulama parametreleri olarak 60 dakika

2

Fotolon inkiibasyonu ardindan 5 J/cm~ enerji uygulamas1 ve tedavi sonrasi bekleme siiresi

olarak da 4 saat se¢ilmistir.

4.3. ANA CALISMA BULGULARI

4.3.1. MRC-5 Hiicre Hatt1 Uzerindeki Ana Calisma Bulgular

4.3.1.1. Kaspaz-3/BCA Protein Aktivitesi Testi Bulgular

Ana deney calismasinda belirlenen uygulama parametreleri dogrultusunda Fotolon kontrol ve
Fotodinamik terapi gruplar1 hiicrelerde fotoduyarli ajanin akiimiile edilmesi amaciyla 60 dakika
boyunca 10 uM Fotolon ile inkiibe edilmistir. Ardindan lazer kontrol grubu ve Fotodinamik

terapi gruplart 5 J/cm?

enerji ile uyarilmigtir. Lazer uygulamalarmin ardindan sonuglari
degerlendirmek icin biitiin gruplar 4 saat inkiibe edilmistir. Uygulamanin Kaspaz-3/BCA
protein aktivitesi analiz sonuclar1 Sekil 4.15’te verilmistir. Uygulamanin Kaspaz-3/BCA
protein aktivitesi analizine gére, MRC-5 hiicre hatti lizerinde negatif kontrol grubunda Kaspaz
3/BCA protein aktivitesi %100 kabul edilmistir. Diger gruplarin Kaspaz 3/BCA protein
aktivitesi sonuglar ise su sekildedir; Fotolon kontrol grubunda %86,38, lazer kontrol grubunda

%84,29 ve Fotodinamik terapi grubunda %79,49’dur (p<0,05).
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Sekil 4.14: MRC-5 hiicre hatt1 Kaspaz 3/BCA protein aktivitesi bulgulari.

Sekil 4.15’e bakildiginda apoptotik bir protein olan Kaspaz-3 aktivitesinin Fotodinamik terapi
grubu ve Negatif kontrol grubu arasinda istatiksel acgidan fark gdstermistir (p<0,05).
Fotodinamik terapi uygulanan grupta bu protein ekspresyonunun negatif kontrol grubuna
kiyasla %20,51 oraninda daha az oldugu tespit edilmistir. Normalde Kaspas-3 aktivitesinin

Fotodinamik terapi uygulanan grupta daha fazla olmasi beklenmekteydi.

4.3.1.2. Annexin-V Apoptoz/Nekroz Testi Bulgular

Ana deney calismasinda belirlenen uygulama parametreleri dogrultusunda Fotolon kontrol ve
Fotodinamik terapi gruplar1 hiicrelerde fotoduyarli ajanin akiimiile edilmesi amaciyla 60 dakika
boyunca 10 uM Fotolon ile inkiibe edilmistir. Ardindan lazer kontrol grubu ve Fotodinamik
terapi gruplart 5 J/cm? enerji ile uyarilmistir. Lazer uygulamalarinin ardindan sonuglari
degerlendirmek icin biitiin gruplar 4 saat inkiibe edilmistir. Uygulamanin akis sitometri
yontemi ile belirlenen apoptotik hiicre tayinine gére MRC-5 hiicre hattindaki sonuglar1 Sekil
4.16’da verilmistir. Buna gore; negatif kontrol grubunda hiicrelerin %97,67si canli, %1,99°u
erken apoptotik, %0,23°li ge¢ apoptotik, %0,11°1 hiicresel debrisdir. Lazer kontrol grubunda
hiicrelerin %96’s1 canli, %3,79’u erken apoptotik, %0,05°1 ge¢ apoptotik, %0,16’s1 hiicresel
debrisdir. Fotolon kontrol grubunda hiicrelerin %97,7°si canli, %2,2’si erken apoptotik,
%0,03°1 ge¢ apoptotik, %0,07’si hiicresel debrisdir. Fotodinamik terapi grubunda hiicrelerin
%72,19’u canl, %17,47’si erken apoptotik, %10,09°’u ge¢ apoptotik, %0,25’1 hiicresel
debrisdir.
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Sekil 4.15: MRC-5 hiicre hatt1 Annexin-V Apoptoz/Nekroz testi sonuglari.

4.3.2. MIA PaCa-2 Hiicre Hatt1 Uzerindeki Ana Calisma Bulgulan

4.3.2.1. Kaspaz 3/BCA Protein Aktivitesi Testi Bulgular

Ana deney calismasinda belirlenen uygulama parametreleri dogrultusunda Fotolon kontrol ve
Fotodinamik terapi gruplar1 hiicrelerde fotoduyarl ajanin akiimiile edilmesi amaciyla 60 dakika
boyunca 10 uM Fotolon ile inkiibe edilmistir. Ardindan lazer kontrol grubu ve Fotodinamik
terapi gruplart 5 J/cm? enerji ile uyarilmistir. Lazer uygulamalarinin ardindan sonuglari
degerlendirmek icin biitiin gruplar 4 saat inkiibe edilmistir. Uygulamanin Kaspaz-3/BCA
protein aktivitesi analiz sonuglar1 Sekil 4.17°de verilmistir. Uygulamanin Kaspaz-3/BCA
protein aktivitesi analizine gore, MIA PaCa-2 hiicrelerinde kontrol grubunda Kaspaz 3/BCA
protein aktivitesi %100 kabul edilmistir. Diger gruplarin Kaspaz 3/BCA protein aktivitesi
sonugclari ise su sekildedir; Fotolon kontrol grubunda %77,51, lazer kontrol grubunda %99,19
ve Fotodinamik terapi grubunda %65,45 tir (p<0,05).
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Sekil 4.16: MIA PaCa-2 hiicre hatt1 Kaspaz 3/BCA protein aktivitesi bulgulart.

Sekil 4.17’ye bakildiginda apoptotik bir protein olan Kaspaz-3 aktivitesinin Fotodinamik terapi
grubu ve Negatif kontrol grubu arasinda istatiksel acgidan fark gdstermistir (p<0,05).
Fotodinamik terapi uygulanan grupta bu protein ekspresyonunun negatif kontrol grubuna
kiyasla %34,55 oraninda daha az oldugu tespit edilmistir. Normalde Kaspas-3 aktivitesinin

Fotodinamik terapi uygulanan grupta daha fazla olmasi beklenmekteydi.

4.3.2.2. Annexin-V Apoptoz/Nekroz Testi Bulgular

Ana deney calismasinda belirlenen uygulama parametreleri dogrultusunda Fotolon kontrol ve
Fotodinamik terapi gruplar1 hiicrelerde fotoduyarli ajanin akiimiile edilmesi amaciyla 60
dakikaboyunca 10 pM Fotolon ile inkiibe edilmistir. Ardindan lazer kontrol grubu ve
Fotodinamik terapi gruplar1 5 J/cm? enerji ile uyarilmigtir. Lazer uygulamalarinin ardindan
sonuglar1 degerlendirmek icin biitiin gruplar 4 saat inkiibe edilmistir. Uygulamanin akis
sitometri yontemi ile belirlenen apoptotik hiicre tayinine gore MIA PaCa-2 hiicre hattindaki
sonuglar1 Sekil 4.18°d3 verilmistir. Buna gore; negatif kontrol grubunda hiicrelerin %98,42’si
canli, %1,26’s1 erken apoptotik, %0,03’ii ge¢ apoptotik, %0,29’u hiicresel debrisdir. Lazer
kontrol grubunda hiicrelerin %90,55’1 canli, %7,89’u erken apoptotik, %0,51°1 ge¢ apoptotik,
%0,72’s1 hiicresel debrisdir. Fotolon kontrol grubunda hiicrelerin %97,65’1 canli, %0,87’si
erken apoptotik, %0,26’s1 ge¢ apoptotik, %1,23’1i hiicresel debrisdir. Fotodinamik terapi
grubunda hiicrelerin %51,25’1 canli, %31,2’si erken apoptotik, %14,63’li ge¢ apoptotik,
%2,92’si hiicresel debrisdir.
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Sekil 4.17: MIA PaCa-2 hiicre hatt1 Annexin-V Apoptoz/Nekroz testi sonuglari.
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5. TARTISMA VE SONUC

Pankreas kanseri 6liim orani goriilme sikligi ile paralellik gosteren 6liimciil bir kanser tiirtidiir.
Hastalik bir asamaya ulasincaya kadar pankreas kanseri asemptomatik kalir. Erken evrelerde
spesifik bir semptomunun olmamasi hastalifin ancak ileri evrelerdeyken teshis edilmesine
neden olmaktadir. Pankreas kanseri tanist konan hastalarin neredeyse tamami metastaz
gelistirir. Buna bagli olarak da tanis1 konulan ve cerrahi operasyon ile miidahale edilebilecek
hastalarin yilizdesi oldukca diisliktiir. Tanist1 konulan hastalarin sadece %20’si hastalik
evrelemesine bagli olarak cerrahi operasyona uygundur. Cerrahi operasyon ile tedavi edilen
hastalarin ise %80’ninde hastaligin niiksettigi goriilmustiir. Lokal ileri, unrezektabl ve
metastatik evredeyken tan1 konulan hastalarda palyatif tedavi amacl kemoterapi ve radyoterapi
uygulamalar1 yapilmaktadir. Pankreas kanserinin mevcut tedavilere karsi direncine ragmen
yeni tedavi yontemleri arastirilmakta ve gelistirilmektedir. Geleneksel tedavilerin basarisiz
sonuclar1 ve toksititeden kaynaklanan risklerden dolay1 radyofrekans ablasyon (RFA), geri
doniistimsiiz elektroporasyon (IRE), stereotaktik viicut radyasyon tedavisi (SBRT), yiiksek
yogunluklu odaklanmis ultrason (HIFU), mikrodalga ablasyon, fotodinamik terapi (PDT),
kryoablasyon gibi yerel ablasyon gibi tedavi yontemleri 6nem kazanmaya baslamistir (Liao ve

dig., 2013; Singh ve dig., 2015).

Fotodinamik terapi gelisen, minimal invaziv 6zellikle onkolojik, dermatolojik ve oftalmolojik
hastaliklarin tedavisinde kullanilan FDA (Amerikan Gida ve Ilag Dairesi) tarafindan
onaylanmis bir tedavi yontemidir. Fotodinamik terapi dokuda akiimiile olan 1s18a duyarli ajanin
absorbsiyon yaptig1 dalga boyunda 1s1ma yapan bir 151k kaynagi ile uyarilmasi sonucu aktif hale
gelerek singlet oksijen ve reaktif oksijen tiirlerinin iiretmesi ve hedef tiimdr dokuyu tahrip
etmesi esasina dayanan bir kombinasyon tedavisidir. Fotodinamik terapinin bilesenlerinin
hicbiri tek basina toksik degildir. Fotodinamik terapi onkolojik hastaliklarin tedavisinde tek
basina toksik olmayan 1s18a duyarl ajanin tiimoér dokusunda segici olarak akiimle olmasi ve
yalniz hedef tiimdr dokunun 1s1nlanmasiyla birden fazla lezyonu ayn1 anda tedavi edebilmesine
ve prognoz saglanana kadar tedavinin tekrarlanabilmesine imkan vermektedir. Bununla birlikte
yapilan ¢aligmalarda rapor edilmis herhangi bir kontrendikasyon olmamasi sayesinde cerrahi,
kemoterapi ve radyoterapi dahil olmak {izere diger standart tedavilerle birlikte adjuvan ve/veya
neoadjuvan olarak uygulanabilir. Fotodinamik terapi tedavi sirasinda kolajen dokusuna zarar

vermemesi sayesinde hedef dokuda tedavi sonrasi iyilesme orani diger tedavilere kiyasla daha
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iyidir. Tiimor direnci indiikklenmeden tedavinin tekrarlanmasina imkan vermektedir. Isiga
duyarli ajanin verilmesi ile 1s1k ile uyarilma arasinda gegen siirenin uzun oldugu baska bir
deyisle hedef dokuda akiimiile olma siiresi daha uzun olan 1s18a duyarl ajanlarin hastada
meydana getirdigi cilt hassasiyeti disinda minimum yan etkileri vardir. Ozellikle birinci nesil
1518a duyarli ajanlarda daha sik karsilagilan bu durum ikinci ve tiglincii nesil 1s18a duyarl

ajanlarda biiytik ol¢iide azaltilmistir (Wilson, 2002).

Giliniimiizde geleneksel kemoterapi halen uygulanmakta olan 6nemli bir tedavi yontemi
olmasina ragmen zamanla tiimor hiicrelerinde ilaglara karsi zamanla direng gelisimi goriilebilir.
Bu durumda tiimorlii dokuda olusan ilag direnci apoptotik yanit oranini diisiirebilir. Bununla
birlikte kemoterapi tlimor hiicrelerine yok ederken zararli hiicreleri de zarar vermektedir. Bu
nedenle kanser tedavilerinde segici tedavilere ihtiyag duyulmaktadir. Radyoterapide ise
kullanilan X 1sinlar1 sebebiyle tiimorlii doku cevresinde saglikli doku ve organ harabiyeti
olugmaktadir. Hastaligin niiks etmesi durumunda ise tedavi edilen doku ve organin maksimum

tolerans dozuna ulasmis olmasindan dolay1 tekrarlanmasi miimkiin olmamaktadir.

Bown ve arkadaglarinin 2002 yilinda klinikte 16 ameliyat edilemeyecek pankreas kanseri
hastas1 iizerinde yapilan Foscan gilidiimlii fotodinamik terapi sonucunda tedavinin kabul

edilebilir oranda nekroza yol actig1 belirtilmistir (Bown ve dig., 2002).

Fotolon giidiimlii Fotodinamik terapinin MIA PaCa-2 ve MRC-5 hiicreleri tizerindeki etkilerini
inceledigimiz bu ¢aligma optimizasyon ve ana deneyler olmak tizere iki kisimdan olugsmaktadir.
Calismada ilk olarak Fotolon’un MIA PaCa-2 pankreas epitelyal karsinoma hiicreleri lizerinde
konsantrasyona bagimli etkisi arastirilarak terapi sirasinda kullanilacak Fotolon’un
konsantrasyonu optimize edilmistir. Fotolon’un 100 uM, 50 uM, 25 uM, 20 uM, 12,5 uM, 10
uM, 6,5 uM, 5 uM ve 2,5 uM olmak {lizere 9 farkli konsantrasyonun WST-1 testiyle hiicre
canlilig1 analizi yapilmistir. Fotolon konsantrasyonlarindaki hiicre canlilig1 yiizdeleri 100 pM
icin %9,31, 50 uM i¢in %46,80, 25 uM i¢in %81,45, 20 uM i¢in %72,87, 12,5 uM i¢in %65,24,
10 uM ig¢in %82,25, 6,5 uM i¢in %92,16, 5 uM icin %91,79, 2,5 uM i¢in %106,03 olarak
belirlenmistir. Fotolon konsantrasyonu 10 pM’a sabitlenmistir. Secilen bu konsantrasyonun

hiicre canliligini inhibe ve prolifere etmedigi gézlemlenmistir.

Optimizasyon ¢aligmasinda MIA PaCa-2 ve MRC-5 hiicre hatlarina 10 uM Fotolon ile 30

dakika ve 60 dakika olmak iizere iki farkli inkiibasyonun ardindan 1 J/cm?, 2,5 J/cm? ve 5 J/cm?
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enerji yogunlugu ile lazer ile uyarilmistir. Bu parametreler ile optimizasyon deneyi

gercgeklestirilmis ve sonuglar WST-1 canlilik testiyle degerlendirilmistir.

Optimizasyon c¢alismasinin ilk asamasinda MRC-5 hiicre hatt1 lizerinde in vitro Fotolon
giidiimlii fotodinamik terapi uygulamalari i¢in 2 farkli parametre optimize edilmistir. Optimize
edilen ilk parametre, fotoduyarli madde olan Fotolon’un inkiibasyon siiresidir. 30 dakika ve 60
dakika olmak tizere iki farkl inkiibasyon siiresi denenmistir. Optimize edilen ikinci parametre
ise uygulanacak lazer yogunlugudur. 1 J/cm?, 2,5 J/cm? ve 5 J/cm? olmak tizere 3 farkli lazer
yogunlugu denenmistir. Calismaya ait uygulamalara ait tedavi protokolleri 3.4.1°de izah

edilmistir.

1. uygulamada Fotolon kontrol ve Fotodinamik terapi gruplarina 10 pM Fotolon ile 30 dakika
inkiibasyonunun ardindan lazer kontrol grubu ve Fotodinamik terapi gruplar1 1 J/cm? enerji ile
uyarilmistir. Sonuglar incelendiginde 10 uM Fotolon uygulanan Fotolon kontrol grubunun 24
saat sonra icin hiicrelerdeki etkisi kontrol grubu ile kiyaslandiginda canlilik yaklasik %82
oraninda azalmis, anlamli bir etki oldugu ve saglikli hiicre hatt1 tizerinde toksik etkisi oldugu
gbzlemlenmistir. Fotodinamik terapi uygulanan grubun 24 saat sonra hiicrelerdeki etkisi kontrol
grubu ile kiyaslandiginda canlilik yaklasik %82 oraninda azalmis, anlamli bir etki oldugu ve

saglikli hiicre hatt1 lizerinde toksik etkisi oldugu gézlemlenmistir.

2. uygulamada Fotolon kontrol ve Fotodinamik terapi gruplarina 10 uM Fotolon ile 30 dakika
inkiibasyonunun ardindan lazer kontrol grubu ve Fotodinamik terapi gruplari 2,5 J/cm? enerji
ile uyarilmigtir. Sonuglar incelendiginde 10 pM Fotolon uygulanan Fotolon kontrol grubunun
24 saat sonra hiicrelerdeki etkisi kontrol grubu ile kiyaslandiginda canlilik yaklagik %81
oraninda azalmis, anlamli bir etki oldugu ve saglikli hiicre hatt1 tizerinde toksik etkisi oldugu
gbzlemlenmistir. Fotodinamik terapi uygulanan grubun 24 saat sonra hiicrelerdeki etkisi kontrol
grubu ile kiyaslandiginda canlilik yaklasik %82 oraninda azalmis, anlamli bir etki oldugu ve

saglikli hiicre hatt1 lizerinde toksik etkisi oldugu gézlemlenmistir.

3. uygulamada Fotolon kontrol ve Fotodinamik terapi gruplarina 10 uM Fotolon ile 30 dakika
inkiibasyonunun ardindan lazer kontrol grubu ve Fotodinamik terapi gruplar1 5 J/cm? enerji ile
uyarilmistir. Sonuglar incelendiginde 10 uM Fotolon uygulanan Fotolon kontrol grubunun 24
saat saat hiicrelerdeki etkisi kontrol grubu ile kiyaslandiginda canlilik yaklagik %75 oraninda

azalmig, anlamli bir etki oldugu ve saglikli hiicre hatt1 {izerinde toksik etkisi oldugu
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gbzlemlenmistir. Fotodinamik terapi uygulanan grubun 24 saat sonra hiicrelerdeki etkisi kontrol
grubu ile kiyaslandiginda canlilik yaklasik %85 oraninda azalmis, anlamli bir etki oldugu ve

saglikli hiicre hatt1 lizerinde toksik etkisi oldugu gézlemlenmistir.

4. uygulamada Fotolon kontrol ve Fotodinamik terapi gruplarina 10 uM Fotolon ile 60 dakika
inkiibasyonunun ardindan lazer kontrol grubu ve Fotodinamik terapi gruplar1 1 J/cm? enerji ile
uyarilmistir. Sonuglar incelendiginde 10 uM Fotolon uygulanan Fotolon kontrol grubunun 4
saat slire i¢in hiicrelerdeki etkisi kontrol grubu ile kiyaslandiginda canlilik yaklagik %28
oraninda azalmistir. 24 saat sonra ise hiicrelerin prolifere olup canlilifi %90’a getirdigi
gbzlemlenmistir. Fotodinamik terapi uygulanan grubun 4 saat sonra hiicrelerdeki etkisi kontrol
grubu ile kiyaslandiginda canlilik yaklasik %18 oraninda arttig1 ve uygulanan tedavinin
hiicreleri de canlandirarak biyostimiilasyona neden oldugu sdylenebilir. Ayni etki 24 saat siire
icinde gozlemlenmistir. Ancak 48 ve 72 saat sonra fotodinamik terapi uygulamalarinda kontrol
grubu ile kiyaslandiginda canliligin sirasiyla yaklasik %37 ve %35 oraninda diistiigi

gbzlemlenmistir.

5. uygulamada Fotolon kontrol ve Fotodinamik terapi gruplarina 10 pM Fotolon ile 60 dakika
inkiibasyonunun ardindan lazer kontrol grubu ve Fotodinamik terapi gruplari 2,5 J/cm? enerji
ile uyarilmigtir. Sonuglar incelendiginde 10 uM Fotolon uygulanan Fotolon kontrol grubunda
4, 24, 48 ve 72 saat sonraki sonuglar kontrol grubu ile kiyaslandiginda canlilik oranlarinda
anlamli olmayan toksik bir etki gdzlemlenmistir. Fotodinamik terapi uygulanan grubun 24 saat
sonra hiicrelerdeki etkisi kontrol grubu ile kiyaslandiginda canlilik yaklasik %70 oraninda

diistiigii gdzlemlenmistir.

6. uygulamada Fotolon kontrol ve Fotodinamik terapi gruplarina 10 uM Fotolon ile 60 dakika
inkiibasyonunun ardindan lazer kontrol grubu ve Fotodinamik terapi gruplar1 5 J/cm? enerji ile
uyarilmigtir. Sonuglar incelendiginde 10 uM Fotolon uygulanan Fotolon kontrol grubunda 4,
24, 48 ve 72 saat sonraki sonuglar kontrol grubu ile kiyaslandiginda canliligin arttig:
gbzlemlenmistir. Fotodinamik terapi uygulanan grubun 72 saat sonra hiicrelerdeki etkisi kontrol

grubu ile kiyaslandiginda canlilik yaklasik %83 oraninda diistligli gbzlemlenmistir.

MRC-5 hiicre hattina ait optimizasyon ¢alismasinin uygulamalarinda lazer kontrol grubunun
kontrol grubu ile kiyaslandiginda herhangi bir toksik etki olmadig1 ve hiicreleri canlandirarak

biyostimiilasyona neden oldugu gézlemlenmistir.
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Prachi Sharma ve arkadaglarinin 2009 yilinda MRC-5 hiicre hatti1 ve NSCLC(kii¢lik hiicreli
olmayan akciger kanseri) iizerinde Photofrin glidiimlii fotodinamik terapi yapmislardir.
Calismada Photofrin ’in hiicre i¢erisine tutulum orani tiim hatlar iizerinde arastirilmis ve sonug
olarak hiicre igerisine tutulum oranmin hiicre hatlar1 tizerinde farklilik gdstermedigi

belirtilmistir.

MRC-5 hiicre hatt1 iizerinde yaptiZimiz bu optimizasyon caligmasi sonucunda 30 dakika
inkiibasyonun yapildig1 Fotolon kontrol gruplarinda Fotolon’un hiicre i¢ine tutulum oraninin
yiiksek olmasina bagl olarak toksik bir etki gdzlenmistir. Bununla birlikte tutulum oraninin

yiiksek olmas1 fotodinamik terapinin de tetiklendigini géstermektedir.

MRC-5 hiicre hatt1 iizerinde yaptiZimiz bu optimizasyon calismasi sonucunda 60 dakika
inkiibasyonun yapildig1 Fotolon kontrol gruplarinda Fotolon’un hiicre i¢ine tutulum oraninin
30 dakika inkiibasyon ile kiyaslandiginda daha diisikk oldugu goézlemlenmektedir. Ancak
fotodinamik terapi gruplarinin canlilik oranlan kiyaslandiginda 60 dakika inkiibasyonun
ardindan uygulanan fotodinamik terapinin canliligi daha ¢ok diisiirdiigii gézlemlenmistir. Bu
da chlorin e6 tabanli olan Fotolon’un hiicre icerinde pargalanarak akiimiile oldugunu

gostermektedir.

Optimizasyon ¢aligmasinin ikinci asamasinda MIA PaCa-2 hiicre hatti lizerinde in vitro Fotolon
giidiimlii fotodinamik terapi uygulamalari i¢in 2 farkli parametre optimize edilmistir. Optimize
edilen ilk parametre, fotoduyarli madde olan Fotolon’un inkiibasyon siiresidir. 30 dakika ve 60
dakika olmak tizere iki farkl inkiibasyon siiresi denenmistir. Optimize edilen ikinci parametre
ise uygulanacak lazer yogunlugudur. 1 J/cm?, 2,5 J/cm? ve 5 J/cm? olmak tizere 3 farkli lazer
yogunlugu denenmistir. Caligmaya ait uygulamalara ait tedavi protokolleri 3.4.2°de izah

edilmistir.

7. uygulamada Fotolon kontrol ve Fotodinamik terapi gruplarina 10 pM Fotolon ile 30 dakika
inkiibasyonunun ardindan lazer kontrol grubu ve Fotodinamik terapi gruplar1 1 J/cm? enerji ile
uyarilmistir. Sonuglar incelendiginde 10 uM Fotolon uygulanan Fotolon kontrol grubunda 48
saat sonra canliligin %14 oraninda diistiigli ancak 72 saat sonunda proliferatif etkinin soz
konusu olmastyla birlikte %32 arttig1 gézlemlenmistir. Fotodinamik terapi uygulanan grubun

48 saat sonra Fotolon inkiibasyonu bagli oldugunu diisiindiiglimiiz bir etki sonucu canliligin



67

%25 dustiigii ancak 72 saat sonunda biyostimiilatif etki olusmasiyla %32 arttigi

gozlemlenmistir. Uygulanan lazer enerji yogunlugunun yetersiz kaldig1 sdylenebilir.

8. uygulamada Fotolon kontrol ve Fotodinamik terapi gruplarina 10 uM Fotolon ile 30 dakika
inkiibasyonunun ardindan lazer kontrol grubu ve Fotodinamik terapi gruplari 2,5 J/cm? enerji
ile uyarilmigtir. Sonuglar incelendiginde 10 uM Fotolon uygulanan Fotolon kontrol grubunda
4, 48 ve 72 saat sonra canliligin arttig1 proliferatif etkinin s6z konusu oldugu sdylenebilir.
Fotodinamik terapi uygulanan grubun 4 ve 24 saat sonra sonuglar1 degerlendirildiginde anlamli
olmayan bir etkinin s6z konusudur. Ciinkii 48 ve 72 saat sonunda canlilifin arttig1

gozlemlenmistir. Uygulanan lazer enerji yogunlugunun yetersiz kaldig1 sdylenebilir.

9. uygulamada Fotolon kontrol ve Fotodinamik terapi gruplarina 10 uM Fotolon ile 30 dakika
inkiibasyonunun ardindan lazer kontrol grubu ve Fotodinamik terapi gruplar1 5 J/cm? enerji ile
uyarilmigtir. Sonuglar incelendiginde akiimiilasyon siiresinin lazer enerji yogunlugunun

yetersiz kaldig1 goriilmiistiir.

10. ve 11. uygulamalarda Fotolon kontrol ve Fotodinamik terapi gruplarina 10 pM Fotolon ile
60 dakika inkiibasyonunun ardindan lazer kontrol grubu ve Fotodinamik terapi gruplari
sirastyla 1 ve 2,5 J/em? enerji ile uyarilmigtir. Sonuglar incelendiginde akiimiilasyon siiresinin

lazer enerji yogunlugunun yetersiz kaldigi goriilmiistir.

12. uygulamada Fotolon kontrol ve Fotodinamik terapi gruplarina 10 pM Fotolon ile 30 dakika
inkiibasyonunun ardindan lazer kontrol grubu ve Fotodinamik terapi gruplar1 5 J/cm? enerji ile
uyarilmistir. Sonuglar incelendiginde gruplarin hepsinde 24, 48 ve 72 saat sonunda proliferatif
bir etki goriilmiistiir. Ancak fotodinamik terapi grubuna ait uygulamanin 4 saat sonra canlilik

oraninin %52 oraninda diisiirdiigii goriismiistiir.

MIA PaCa-2 hiicre hattina ait optimizasyon c¢aligmasinin uygulamalarinda lazer kontrol
grubunun kontrol grubu ile kiyaslandiginda herhangi bir toksik etki olmadigi ve hiicreleri

canlandirarak biyostimiilasyona neden oldugu gézlemlenmistir.

Calismada genel olarak fotodinamik terapi gruplarinda olugsmasi beklenen etki goriilmemistir.
Bunun nedeni kullanilan 1s18a duyarli ajanin hidrofilik yapida olmasinin hiicre i¢ine tutulumunu
geciktirmis olabilir. Bununla birlikte kullanilan lazerin enerji yogunlugunun yetersiz kaldig1 da

sOylenebilir.
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Optimizasyon deneyine ait tiim sonuglar degerlendirildiginde en olmasi en iyi sonuglarin 60
dakika Fotolon inkiibasyonu ardindan uygulanan 5 J/cm? lazer enerji yogunlugu ile uyarildigi
uygulama olan 12. uygulamada oldugu gozlemlenmistir. Ayn1 zamanda bu uygulamaya ait
parametrelerin kullanildigi MRC-5 hiicre hatti lizerinde 4 saat sonraki etkisi ile kiyaslandiginda

daha basarili oldugu goriilmiistir.

Tez calismasinin ikinci asamasinda ana deneyler yapilmistir. Bu kapsamda optimizasyon
deneyleri ile belirlenen parametreler kullanilarak uygulamalar tekrarlanmistir. Sonuglar

Kaspaz-3/BCA protein aktivitesi ve Annexin-V testleri ile degerlendirilmistir.
Ana ¢alismanin ayrintilar1 3.4.2°de verilmistir.

Ana calismasinin ilk agsamasinda MRC-5 hiicre hatti iizerinde 60 dakika Fotolon inkiibasyonu
ardindan 5 J/cm? lazer enerji yogunlugu ile uyarilmistir. Uygulamalardan 4 saat sonra Kaspaz-

3/BCA protein aktivitesi 6l¢iilmiistiir.

MRC-5 hiicre hattinda Kaspaz-3/BCA protein aktivitesi sonuglar1 degerlendirildiginde Kaspaz-
3 aktivitesinin Fotodinamik terapi grubu ve Negatif kontrol grubu arasinda istatiksel agidan fark
gostermistir. Fotodinamik terapi uygulanan grupta bu protein ekspresyonunun negatif kontrol
grubuna kiyasla %20,51 oraninda daha az oldugu tespit edilmistir. Normalde Kaspas-3

aktivitesinin Fotodinamik terapi uygulanan grupta daha fazla olmasi beklenmekteydi.

MIA PaCa-2 hiicre hattinda Kaspaz-3/BCA protein aktivitesi sonuglar1 degerlendirildiginde
Kaspaz-3 aktivitesinin Fotodinamik terapi grubu ve Negatif kontrol grubu arasinda istatiksel
acidan fark gostermistir (p<0,05). Fotodinamik terapi uygulanan grupta bu protein
ekspresyonunun negatif kontrol grubuna kiyasla %34,55 oraninda daha az oldugu tespit
edilmistir. Normalde Kaspas-3 aktivitesinin Fotodinamik terapi uygulanan grupta daha fazla

olmasi beklenmekteydi.

Bu sonuglardan hareketle MRC-5 ve MIA PaCa-2 hiicre hatt1 {izerinde yapilan uygulamalarin
Kaspaz-3 proteini lizerinde etki etmedigini apoptozu baslatacak olan mekanizmanin bu yolakta

olmadig1 anlasilmaktadir.

Annexin-V analizi uygulamalardan sonra hiicrelerdeki apoptoz ve nekrozun kantitatif tayini

yapilmistir. Ana ¢alismasinin ilk asamasinda MRC-5 hiicre hatt1 {izerinde 60 dakika Fotolon
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inkiibasyonu ardindan 5 J/cm? lazer enerji yogunlugu ile uyarilmigtir. Uygulamalardan 4 saat

sonra Annexin-V testi yapilmistir.

MRC-5 hiicre hattinda Annexin-V testi sonuglar1 degerlendirildiginde lazer kontrol grubu,

Fotolon kontrol grubu ve fotodinamik terapi gruplarinda canliligin biiyiik dl¢iide korunmustur.

MIA PaCa-2 hiicre hattinda Annexin-V testi sonuglar1 degerlendirildiginde lazer kontrol grubu
ve Fotolon kontrol gruplarinda canliligin biiyiik 6l¢lide korunmustur. Fotodinamik terapi
uygulanan grupta ise canliligin %81’e diistiigii bununla birlikte tedavinin apoptotik hiicre

Olimiini tetikledigi goriilmektedir.

Ana g¢aligmanin test sonuclar1 degerlendirildiginde Fotolon gilidiimlii Fotodinamik terapinin
kullandigimiz parametreler ile hiicreleri apoptoza siiriikledigi sdylenebilir. Ancak hiicreleri

apoptoza siiriikleyen mekanizmanin Kaspaz-3 olmadig: goriilmektedir.

Yapilan tez caligmasinda Fotolon giidiimlii fotodinamik terapinin pankreatik adenokarsinom
hiicrelerini apoptoza siiriikkledigi goriilmiistiir. Ancak bu etkinin tedavi i¢in yeterli olmadigi
sOylenebilir. Uygulanan tedavi hiicreler lizerinde erken evrede apoptoza neden olmustur. Ancak
bu oranin %17’lerde olmasi bu parametrelerle uygulanan tedavinin tek basina kiiratif bir etki
olusturamayacagini gostermektedir. Bunun yerine 6zellikle klinikte adjuvan veya neoadjuvan

olarak uygulanmasi tedavinin beklenen etkisinin gosterilmesini saglayabilir.

Yaptigimiz ¢alismanin literatiire 6zgiin katki saglayacagini ve yapilacak calismalar igin veri

kaynag1 olacagi diisiiniilmektedir.
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