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HEPATOSELLULER KARSINOMDA FOTODINAMIK
TEDAVININ POTANSIYEL TERAPOTIK ETKISININ
ARASTIRILMASI

OZET

Hepatoselliiler karsinom (HSK) diinya ¢apinda yaygin olarak gbézlemlenen heterojen
yapil1 bir kanser tiiriidiir. Tiimdriin agresif yapisindan dolayr HSK tedavisinde kullanilan
cerrahi, kemoradyoterapi ve ¢esitli kemoterapik ilaglar sinirhi etkiye sahiptir ve bu
nedenle yeni tedavi stratejilerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Fotodinamik terapi (FDT),
fotosensitizer maddelerin sistemik, lokal veya topikal olarak uygulanmasina dayanan
modern ve invazif olmayan yeni bir tedavi seklidir. 5-Aminolevulinik asit (5-ALA),
FDT’de yaygin olarak kullanilan bir fotosensitizerdir. 5-ALA temelli FDT’nin farkli
kanser tiplerinde etkisine dair ¢alismalar mevcuttur. Ancak, 5-ALA’nin HSK tedavisinde
terapotik etkisine dair herhangi bir calismaya rastlanilmamistir. Mevcut tez calismasinda,
hepatit B (HBV) enfeksiyonu durumuna gore iki farkli 6zellikte Huh-7 (HBV-) ve SNU-
449 (HBV+) HSK hiicrelerinde 5-ALA/FDT’nin sitotoksik ve apoptotik etkisinin
belirlenmesi amag¢lanmuistir.

4 saat boyunca 1 mM 5-ALA uygulanan HSK hiicrelerinde intraseliiler PpIX miktari
belirlendikten sonra, farkli gii¢ yogunluklari (3, 6, 9, 12 J/cm?) ile hiicreler 1s1tilarak 5-
ALA sitotoksik etkisi WST-1 ve apoptotik etkisi Annexin V analizi ile belirlenmistir.
Ayrica, hiicrelerde meydana gelen morfolojik degisimler akridin oranj/etidyum bromiir
floresans boyamasi ile degerlendirilmistir.

1 mM 5-ALA uygulanan HSK hiicrelerinde kontrol grubuna gore intraseliiler PpIX
seviyesinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi ve bu artisin SNU-449
hiicrelerinde daha fazla oldugu tespit edilmistir. WST-1 analizi sonuglara gére HSK
hiicrelerinde lazer 1s1ma sonrasinda canlilik oranlarinin istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azaldig1 belirlenmistir. SNU-449 hiicre hattinda 12 J/cm? gii¢ yogunlugunun,
Huh-7 hiicre hattinda ise 9 J/cm? gii¢ yogunlugunun en yiiksek sitotoksititeye neden
oldugu tespit edilmistir. 5-ALA/FDT HSK hiicrelerinde 6zellikle erken apoptotik 6liime
neden oldugu ve SNU-449 hiicrelerinin 5-ALA/FDT tedavisine daha duyarli oldugu tespit
edilmistir. Ayrica, 5-ALA/FDT uygulanan HSK hiicrelerinde DNA fragmentasyonu,
kromatin yogunlagmasi, hiicre boyutunda kiiciilme ve/veya hiicre biiziilmesi ve niikleer
parcalanma gozlemlenmistir.

Sonug olarak, mevcut tez ¢aligmast ile ilk kez 5-ALA/FDT’nin Huh-7 ve SNU-449 HSK
hiicrelerinde sitotoksik ve apoptotik etkiye sahip oldugu in vitro olarak belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Hepatoselliiler karsinom, Fotodinamik Tedavi, 5-ALA, Apoptoz.



INVESTIGATION OF THE POTENTIAL THERAPEUTIC EFFECT
OF PHOTODYNAMIC THERAPY IN HEPATOCELLULAR
CARCINOMA

SUMMARY

Hepatocellular carcinoma (HCC) is a type of heterogeneous cancer that is widely
observed worldwide. Due to the aggressive fetaures of the tumor, the surgical,
chemoradiotherapy and various chemotherapy drugs used in HCC treatment have a
limited effect and therefore new treatment strategies are needed. Photodynamic therapy
(PDT) is a modern, non-invasive new form of therapy based on systemic, local or topical
application of photosensitizing agents. 5-Aminolevulinic acid (5-ALA) is a commonly
used PS in PDT. There are different studies evaluating the effect of 5-ALA based PDT
on different types of cancer. However, there is no study on the therapeutic effect of 5-
ALA in HCC treatment. The present thesis study aims to determine the cytotoxic and
apoptotic effect of the 5-ALA/PDT on two different Huh-7 (HBV-) and SNU-449
(HBV+) HCC cells according to the status of the hepatitis B (HBV) infection.

After determining the amount of intracellular PpIX in HCC cells treated with 1 mM 5-
ALA for 4 hours, the cells were irradiated with different power densities (3, 6, 9, 12
J/icm2). The cytotoxic and apoptotic effect of 5-ALA were determined by WST-1 and
Annexin V analysis. In addition, the morphological changes in cells were evaluated by
acridine orange-ethidium bromide fluorescence staining.

The intracellular PpIX level significantly sincreased in HCC cells treated with 1 mM 5-
ALA for 4 hours compared to the control group and the level of PpIX was higher in SNU-
449 cells. According to the WST-1 analysis results, the viability of HCC cells was
considerably reduced after laser irradiation. It was determined that 12 J/cm2 power
density in SNU-449 cell line and 9 J/cm2 power density in Huh-7 cell line caused the
highest cytotoxicity. 5-ALA/PDT caused especially early apoptotic death in HCC cells
and SNU-449 cells were more sensitive to 5-ALA/PDT treatment. In addition, DNA
fragmentation, chromatin condensation, reduction in cell size and /or cell shrinkage and
nuclear fragmentation were observed in HCC cells treated with 5-ALA/ PDT.

As a result, our results for the first time showed that 5-ALA/PDT have a cytotoxic and
apoptotic effect on Huh-7 and SNU-449 HCC cells in the present thesis study, in vitro.

Keywords: Hepatocellular carcinoma, Photodynamic Treatment, 5-ALA, Apoptosis.



BOLUM 1. GIRIS

Hepatoselliiler karsinom (HSK), diinya c¢apinda en yaygin kanser tiirleri arasinda
dordiincii sirada yer alan heterojen fenotipe sahip bir kanser tiiriidiir. HSK tedavisinde
kiiratif rezeksiyon, karaciger transplantasyonu, radyofrekans ablasyonu, trans-arteriyel
kemoembolizasyon, radyoembolizasyon ve sorafenib gibi sistemik hedefli ajan dahil
olmak {iizere farkli segenekler kullanilmaktadir. Ancak, HSK tedavisi tiimor evresine,
hasta performans durumuna ve karaciger fonksiyon rezervine baglidir ve multidisipliner
bir yaklasim gerektirmektedir. Son birka¢ yilda cerrahi tedavilerde ve bdlgesel
tedavilerde onemli gelismeler HSK hastalarinin sagkalim siiresinde artisa neden oldugu
belirlenmesine ragmen, hastalarda gelisen niiks tedavinin basarisinda 6nemli bir engel

olarak yer almaktadir [1-5].

Fotodinamik tedavi (FDT), kanseri hiicrelerine karsi segici sitotoksik aktivite gosteren
minimal invaziv bir prosediirdiir. FDT, bir fotosensitizerin (FS) uygulanmasini ve
ardindan FS absorpsiyon bandi i¢indeki dalga boylarinda i1sitmayr igermektedir. Bu
mekanizma, FS’nin 151k kaynagindan fotonlari absorbe ederek disariya elektronlar
cikarmast seklinde gerceklesmektedir. Bu siire¢ boyunca agiga ¢ikan, singlet oksijen
olarak da bilinen serbest radikaller, kanser hiicrelerinde oksidatif hasar ile hiicre 6liimiinii
indiiklemektedir. FDT’de FS’ler tipine bagl olarak, intravendz, oral ya da topikal olarak
uygulanabilmektedir. 5-Aminolevulinik asit (5-ALA), hiicreleri 1s18a duyarli hale
getirmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir FS’dir. Ancak, 5-ALA tek basina 1518a duyarlh
degildir. Bu duyarlilik mitokondriler igindeki protoporfirin IX (PpIX) araciligiyla
gerceklesmektedir. Pre-klinik ve klinik ¢aligmalarda, 5- ALA temelli FDT'nin 6zellikle
erken evre tiimorlerde iyilestirici olabilecegi, cerrahi miidahale edilemeyen kanserli
hastalarda sagkalim siiresini uzatabilecegi ve yasam kalitesini Onemli oOlgiide

artirabilecegi ortaya konulmustur [6-9].



FDT’de kullanilan 151k ve FS tek basina herhangi bir toksik etki gostermezken, oksijenle
birlikte bir araya geldiklerinde olusan fotokimyasal reaksiyonlar sonucunda hiicre 6liimii
gerceklesmektedir. FDT, farkli sinyal yolaklarinin aktivitesi sonucunda kanser
hiicresininde apoptoz, nekroz ve otofaji olmak iizere ii¢ farkli 6liim tipini aktive
etmektedir. FDT sonucunda ger¢eklesen hiicre oOliimii, FS'nin konsantrasyonu,
fizikokimyasal 6zellikleri ve hiicre i¢i konumu, oksijen konsantrasyonu, 1sigin dalga
boyu ve yogunlugu ve hiicre tipi dahil olmak iizere farkli unsurlarla iliskilidir. Ornegin,
FDT'nin daha diisiik dozlar1 daha yiiksek oranda apoptotik 6liime neden olurken, yiiksek
dozlarin ise daha fazla nekrotik 6liime yol actig1 literatiirde belirtilmektedir. Ayrica
FDT’de kullanilan genis bant dalga boyuna sahip polikromatik lazer olmayan 151k
kaynaklar1 ile monokromatik dalga boyundaki lazer i1sik kaynaklar1 etkin FDT
uygulamasinda Onemlidir. Lazer 151k kaynaklarimin monokromatik dalga boyu
nedeniyle 1s1nim siiresinin sinirlandirilabilmesi, 151k aktariminda fiberoptik donanim

saglamasi gibi avantajlar1 bulunmaktadir [10,11].

Bu kapsamda mevcut tez ¢alismasinda 5-ALA’nin farkli gii¢ yogunlukta lazer 1simasi
sonucunda Huh7 ve SNU-449 HSK hiicre hatlarinda sitotoksik ve apoptotik etkisinin in

vitro olarak incelenmesi ve potansiyel terapétik etkisinin arastirilmasi amaglanmaigtir.



BOLUM 2. GENEL BILGILER

2.1. Hepatoselliiler Karsinom

Hepatoselliiler karsinom (HSK), diinya ¢apinda kanser kaynakli 6liim nedenleri arasinda
dordiincii sirada yer almaktadir ve her yil 600.000'den fazla 6liime neden oldugundan
dolay: biiyiik bir saglik sorununu temsil etmektedir [12,13]. HSK’nin asemptomatik
yapisi Ve heterojen fenotipi hastalarda 6liim oraninin yiiksek olmasina neden olmaktadir
[14]. HSK ile iliskili temel risk faktorleri arasinda kronik hepatit C (HCV) enfeksiyonu,
hepatit B (HBV) enfeksiyonu, alkolik siroz ve non-alkolik karaciger yaglanmasi yer
almaktadir [15]. ABD ve Avrupa'da, HSK insidanstaki artisin temelinde HCV
enfeksiyonun yer aldigi belirtilmektedir [16,17]. HSK’nin goriilme sikliginda bu énemli
artist, 1980'lerde HCV salgin1 ve enfeksiyonun baslangici ile sirozun gelismesi arasindaki
20-30 wyillik gecikme siiresinden kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte, etiyolojiye
bakilmaksizin, HSK'nin %80-90'inda en 6nemli risk faktorii, siroza neden olan kanser
oncesi lezyonlarin varligidir [18,19]. Ayrica, kronik karaciger hastaliginin yanisira HSK
gelisiminde bagimsiz risk faktorleri igerisinde artan obezite ve diyabet HSK’nin goriilme

sikliginda artisa neden olabilecegi belirtilmektedir [20,21].

Ayrica, HSK ortalama olarak 65 yas ve tistii yetiskinlerde kotii prognoza neden olmasina
ragmen erken hepatosit veya pediatrik bir timor tipi olan hepatoblastoma temelli olarak

erken yasta da (<20-30 yas) tespit edilmesi miimkiindiir [22].

2.2. HSK’nin Diinyadaki insidansi ve Epidemiyolojisi

Diinya ¢apinda HSK insidansi incelendiginde, HSK’nin risk faktoérlerinin degisken
yaygmligr nedeniyle heterojen oldugu goriilmektedir. Vakalarin %72'sinin Asya'da
(Cin'de %50'den fazla), %10'unun Avrupa'da, %7.8 Afrika'da, %5.1 Kuzey Amerika'da,
%4.6 Latin Amerika'da ve % 0.5'inin Okyanusya'da meydana geldigi belirtilmektedir.



Diinya capinda 2018 yilinda HSK i¢in tahmini yasa gore standardize edilmis insidans
oranlari igerisinde 100.000'de en yiiksek insidans oraninin Dogu Asya'da (17.7) oldugu
goriilmektedir. Mogolistan (93.4) bu bolgede ve diinyada en yiiksek insidans oranina
sahiptir. Giineydogu Asya ve Afrika’da sirasiyla 13.3 ve 8.4 iken, Misir (32.2) ve
Gambiya (23.9) Afrika'daki en yiiksek insidans oranina sahiptir. En diisiik insidans orani
Giliney Orta Asya'da (2.5), ardindan Orta ve Dogu Avrupa ve Bati Asya'da (esit olarak
yaklagik 4.0) gézlemlenmistir (Sekil 2.1) [23].

100.000 kisi /'
284 B
5.8-84 ]
4.7-58 B uygulanmayan
33-47 veri yok

<33

Sekil 2.1 : Diinya ¢apinda yasa gore standardize edilmis HSK insidans oranlari, 2018 [23].

2.3. Hepatoselliiler Karsinom Risk Faktorleri

HSK risk faktorleri arasinda hepatit B (HBV), hepatit C (HCV), siroz, non-alkolik yagh
karaciger hastaligi, obezite ve diyabet yer almaktadir (Sekil 2.2) [24].
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Sekil 2.2 : HSK risk faktorleri [24].

2.3.1. Hepatit B, hepatit C ve siroz

Kronik HBV ve HCV enfeksiyonu, HSK'nin en 6nemli nedenleri arasinda yer almaktadir
ve kiiresel olarak HSK vakalarmin %80'ini olusturmaktadir [24,25]. Kronik HBV
enfeksiyonu, HCV insidansinin en yliksek oldugu Kuzey Afrika disinda, Dogu Asya
ilkelerinde ve ¢ogu Afrika llkelerinde HSK'nin 6nde gelen nedenleri arasinda yer
alir. Diinya c¢apinda 257 milyon kisinin kronik HBV enfeksiyonu oldugu tahmin
edilmektedir ve 2015 ile 2030 yillar1 arasinda 20 milyon kisinin HBV'nin neden oldugu
akut hepatit, kronik hepatit, siroz ve HSK’dan 6lebilecegi ve yine bu yillar arasinda 5
milyon kiginin HSK'dan o&lebilecegi tahmin edilmektedir [24,26]. HCV ise, Kuzey
Amerika, Avrupa, Japonya, Mogolistan da dahil olmak iizere Orta Asya'nin bazi
kisimlarinda ve Kuzey Afrika ve Orta Dogu'da ve 6zellikle Misir HSK’nin 6nde gelen

nedenleri arasinda yer almaktadir [24,27].

Cogu durumda HSK, HBV veya HCV enfeksiyonundan gelisen karaciger sirozundan

sonra ortaya ¢ikan uzun siireli kronik hepatit sonucunda gelismektedir. Genel olarak,



kronik HBV veya HCV enfeksiyonuna sahip sirozlu hastalarda HSK'nin yillik insidansi
%2-5'tir [28]. Bununla birlikte, HBV ile iliskili HCC siklikla karaciger sirozu olmayan
kisilerde Dogu Asya ve ¢ogu Afrika tlkesi gibi HBV’nin endemik oldugu bolgelerde
HSK'nin %30-50'sini olusturmaktadir [29]. Buna karsilik, HBV'nin endemik olmadigi
Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’de yapilan calismalarda, HBV ile iligkili HSK

hastalarinin %90'indan fazlasinda karaciger sirozu tespit edilmistir [30].

2.3.2. Non-alkolik yagh karaciger hastahig ve diyabet

Non-alkolik yagli karaciger hastaligi (NAFLD) en yaygin karaciger hastaligidir ve ¢cogu
gelismis tilkede HSK igin 6nemli bir risk faktorii olarak yer almaktadir [31,32]. NAFLD
ile iligkili HSK ayrica siroz yoklugunda da siklikla goriilmektedir [33]. Amerika’da HSK
hastalarinda yapilan bir ¢alismada, HCV ile iliskili HSK hastalarina kiyasla, NAFLD ile
iligkili HSK hastalarinin siroz olmamasina ragmen, HSK'ya yakalanma riskinin bes kattan
fazla oldugu bildirilmistir [34]. Diyabet ve/veya obezite ise, karaciger yaglanmasinin en
onemli klinik risk faktorleri igerisinde yer alip, ABD'de HSK gelisiminde %37 etki
oranina sahiptir [35]. Ayrica, diyabetin HSK riskinin iki ile ii¢ kat artmasina neden
oldugu da belirtilmektedir [28, 36, 37]. Diyabet ile iligkili olarak insiilin direnci ve buna
bagli olarak karaciger yaglanmasini tetikleyen reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminin
hepatokarsinogenez gelisimine neden oldugu disiiniilmektedir [38-40]. Yapilan bir
calismada, diyabetin karaciger sirozu olan hastalarda HSK riskini arttirdig1 gosterilmistir
[28,37].

2.3.3. Alkol kullanim

Alkolik hepatit siroz, ABD ve Avrupa'da HSK risk faktorleri arasinda ikinci sirada yer
almaktadir [24]. Alkole bagli sirozlu hastalarda HSK gelisim riski, kronik viral hepatite
bagli sirozlu hastalardakinden daha diisiik goriinmektedir [41,42]. Birlesik Krallik Genel
Uygulama Arastirma Veritabaninda (1987-2006) 3.107 siroz hastasi iizerinde yapilan
popiilasyona dayali bir calismada, alkolik hepatit siroz hastalarinda viral hepatite bagl
siroz hastalarina gore iki ile ti¢ kat daha diisiik HSK riskine sahip oldugu belirlenmistir
[41].



2.3.4. Aflatoksin

Aflatoksinler, birgok temel tahil ve yagli tohumda belirlenen giiglii hepatokarsinojenik
etkilere sahip mikotoksinlerdir [43]. Aflatoksin kontaminasyonu, HSK insidansinin
yiksek oldugu bolgelerde yaygindir [44]. Karaciger kanserojenezinde yer alan
aflatoksinin ana formu, Aspergillus sp. tarafindan {iretilen aflatoksin B1'dir (AFBI)
[43,45]. Aflatoksin maruziyetinin, HSK erken baslangicinda kismen sorumlu oldugu

diistiniilmektedir [46].

2.3.5. Diger siroz nedenleri

Kronik safra hastaligi ve genetik veya metabolik karaciger hastaliklar: gibi diger kronik
karaciger hastaliklar1 ve siroz HSK gelisimine neden olmaktadir. Ancak bu nedenlere
baglit HSK goriilme siklig1 diinya ¢apinda %5-10’dan daha azdir [47].

2.4. HSK Tedavisi

Erken evrede teshis edilen HSK hastalarinin, cerrahi rezeksiyon veya karaciger nakli ile
tedavi potansiyelleri mevcuttur. Ancak ileri evre ve karaciger fonksiyon bozuklugu tespit
edilen HSK hastalarinin sadece %15 nin tedavisi miimkiindiir [48]. Ayrica, HSK
tedavisinde radyofrekans ablasyon (RFA), mikrodalga ablasyon, perkiitan etanol
enjeksiyonu (PEI), transarteriyel kemoembolizasyon (TACE), radyo-embolizasyon,
kriyoablasyon, radyasyon tedavisi, stereotaktik radyoterapi, sistemik kemoterapi ve

molekiiler hedefli tedaviler gibi diger tedavi yontemleri de mevcuttur.

HSK tedavisinde kemoterapi sistemik veya bdlgesel olarak uygulanabilir. Bolgesel
kemoterapi, sonuglar1 kemoembolizasyona benzer olan arter i¢i tedaviyi
icermektedir. Sistemik kemoterapi ise HSK hastalarinda diisiik yanit orani (tipik olarak
%25'ten az yanmt) ile iliskilidir ve doz, siklikla HSK ile iliskili siroz nedeniyle
siirlandirilabilir [49].

Sorafenib, HSK tedavisinde FDA tarafindan onaylanan birden fazla molekiiler yolagi
hedefleyen bir multikinaz inhibitoriidiir. Sorafenib tedavide kullanilmadan Once,

doksorubisin ilerlemis HSK tedavisinde rutin olarak kullanilan tek kemoterapi ilaci olarak



belirtilmektedir ve hastalarin yaklasik %15-20'sinde doksorubisin temelli tedaviye yanit
alinmaktadir. Bu nedenle, sorafenib HSK hastalarinda konvansiyonel kemoterapi i¢in bir
ilerleme olarak kabul edilmesine ragmen, HSK hastalarinda gelisen ilag direnci ve sag
kalim siiresinde Yyaklagik 3 ay artis saglamasi, HSK tedavisinde yenilik¢i tedavi

stratejilerinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir [50].



BOLUM 3. FOTODINAMIK TEDAVI

3.1. Fotodinamik Tedavi

FDT, farkli hastaliklarin tedavisinde kullanilma potansiyeli olan modern ve invazif
olmayan bir tedavi seklidir [51]. FDT, FS olarak bilinen toksik olmayan bir ilacin veya
boyanin sistemik, lokal veya topikal olarak uygulanmasi olarak tanimlanabilir [52,53].
Kanser tedavisinde FS’nin aktivitesine bagli degisen inkiibasyon siiresinden sonra,
spesifik lezyonun genellikle uzun dalga boylu kirmizi goriiniir 1gikla (620-690 nm)
aydinlatilmasina ve oksijen varliginda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusmasiyla hiicre
Olimiine neden olmaktadir [54,55]. Ayrica, FDT FS'nin spesifik olarak kanser
hiicrelerinde aktiflesmesi temeline dayandigindan dolayi, kanser tedavisinde dikkat
¢ekmektedir (Sekil 3.1) [56,57].
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Sekil 3.1 : FDT de olaylar dizini [58].

3.2. FDT de Fotofiziksel Olaylar

Fotoduyarlastirict bir molekiil So temel enerji seviyesinde iken, 1sik ile uyarilinca

uyarilmis enerji seviyesi olan S enerji seviyesine kisa siireli olarak gegcmektedir.

Elektronun st seviyelerine spin degistirmeden ¢ikmasina uyarilmis singlet hal denilir.
Uyarilmis halde molekiiliin diamanyetik 6zelligi degismez. Uyarilan molekiiliin tekrar
temel hale donmesine i¢ doniisiim (IC) denilmektedir. Fotoduyarlastirici, i¢ doniisiim (IC)

ile veya floresans yayarak temel enerji seviyesi olan So seviyesine donebilir. Ayrica Si
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seviyesinden So seviyesine donmek i¢in sistemler arasi gecis (ISC) ile triplet uyarilmis
hale (T2) de gegebilir. Uyarilmis singlet halin aksine uyarilmis triplet halde molekiil
paramanyetik 6zellik kazanir. Triplet uyariimasi 10 saniyeden saatlere kadar siirerken,
singlet uyarilma sadece 107-10"° saniye siirer. T2 triplet uyarilmis seviyedeki bir molekiil
i¢ doniisiim ile Ty triplet seviyesine inebilir veya T triplet seviyesinden fosforesans 1s1ma
yaparak temel enerji seviyesine donebilir. Molekiiliin uyarilan elektronun spini ters
donerek fosforesans 1sima gergeklesir [59]. Spin koruma kuralina gore singlet-triplet ve
triplet-singlet enerji aktarimlar1 yasaklidir. Bu nedenle Ty enerji seviyesindeki molekiil,
kimyasal tepkime verebilmesi igin uzun bir uyarilma siiresine (us’den ms’ye) sahip

olmalidir (Sekil 3.2).

Singlet uyariimis hal

T

T l¢ déntistim

Triplet uyaniimis hal

Titresimsel
durulma
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Sekil 3.2 : Jablonski diyagrami [58].

3.3. FDT’de Fotokimyasal Islemler

Triplet enerji seviyesine uyarilan molekiil enerjisini iki yolla verebilir. Bunlar tip | ve tip

II mekanizmasidir.

Y
Subgtrat —— % Substrat®
e transfen
Substrat* o Substrat’ + A7
H tratsfen

subgtrat*+AH, 07T o Substrat-H + (AH)
(AHY+70; — 5 AH-O0 — 5 Trinler

Sekil 3.3 : Tip | reaksiyonu [60].
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Tip I mekanizmasinda (Sekil 3.3) serbest oksijen radikalleri olusmaktadir [60]. Bu
mekanizmada; uyarilmig triplet enerji seviyesindeki FS, elektron veya H atomu
transferiyle substrat veya ¢oziicii ile tepkime vererek, radikalik iyonlar veya serbest
radikaller agiga ¢ikarmaktadir. Olusan bu radikaller oksijen ile tepkime vererek oksijen
radikalleri olusturur. Bunun sonucunda siiperoksit (Oz7¢) vb. radikalik oksitler (ROS),
hidroperoksil radikalleri veya hidrojen peroksit radikalleri (ROO¢) olusur. Ortamda su
olmas1 durumunda hidroksil radikali (*OH) de olusabilir ve bu radikal biyomolekiiller ile

etkileserek biyomolekiil radikalleri ortaya ¢ikabilir [61].

Tip II mekanizmasinda (Sekil 3.4), singlet oksijen olusumu goézlenir ve triplet seklinde
uyartlmig FS, molekiiler oksijene enerjisini aktararak temel seviyeye doner [60]. Bu
durumda oldukga reaktif olan fakat radikal olmayan singlet oksijen (*Oz) olusur. Buradan
anlagilacagi gibi FS’nin aktifligi direkt olarak oksijenle baglantilidir ve oksijenin
olmadig1 dokularda fotodinamik 6zelligi kaybolur. [61].

o—e 5 —» T
T1+302—h S|:|+IO2

Bivom olelail+ 10y, —— TUrinler

Sekil 3.4 : Tip Il reaksiyonu [61].

3.4. FDT Etki Mekanizmasi

FDT’nin molekiiler mekanizmasi, karsilikli etkilesimlerle patolojik dokularda istenen
etkinin elde edilmesini saglayan ii¢ toksik olmayan bilesene dayanmaktadir. Bu bilesenler

FS, 151k dagitim1 ve singlet oksijendir.

3.4.1. Fotosensitizerler (FS)

FDT deneylerinde ¢ok sayida FS’nin etkisi in vivo ve in vitro olarak analiz edilmesine
ragmen, az sayida FS’nin ideal 6zellik gosterdigi belirlenmistir [62]. Ideal bir FS’nin 6n

kosullar arasinda kimyasal saflik, tiimor hiicreleri icin segicilik, kimyasal ve fiziksel

stabilite, uygulama ve tiimor dokusunda maksimum birikim arasindaki kisa zaman aralig1
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ve optimal doku penetrasyonu bulunmaktadir [63]. Bu kapsamda, porfirin kanser
calismalarinda FDT i¢in ilk onaylanan FS olarak yer almistir ve ¢alismalarda FDT’de
kullanilabilecek dogal veya sentetik porfirinlere ve analoglarin gelistirilmesine

odaklanilmaktadir [64,65].

FDT'nin diger geleneksel kanser tedavilerine gore avantajlar1 sunlardir:

(i) FS'nin yalmzca 1s1k varhiginda etkinlestirilmesi nedeniyle diisiik sistemik
toksisite,

(i) Tiimor hiicrelerini segici olarak yok etme yetenegi,

(ili)  Tek basina veya kemoterapi, cerrahi, radyoterapi veya immiinoterapi gibi
diger terapotik modalitelerle kombin halinde uygulanabilme ve

(iv)  Genellikle diger kanser tedavilerine gore daha ucuz olmasi siralanabilir [65].

Ideal olarak, bir FS ajan1 hem hidrofilik hem de hidrofobik 6zellikler tasiyan, segici bir
sekilde tiimor dokusunda birikebilen ve normal hiicrelerde minimum toksik etki
gostermesi beklenen tek ve saf bir bilesik olmalidir [66]. Ciinkii sistemik olarak
uygulanan FS belirli bir dereceye kadar hidrofilik 6zellik gerekirken, hedef hiicrelere
baglanmasi i¢in de bir dereceye kadar hidrofobik 6zellik gostermesi gereklidir. Ayrica,
800 nm'den biiyiik dalga boylarinda foton absorpsiyonu, molekiiler oksijeni 1sinlamasiyla
olusan singlet durumunu uyarmak icin yeterli enerji sunmadigindan dolay1, FS’ nin etkin
tedavide kullanilabilmesi i¢in 600 ile 800 nm arasinda iyi bir absorpsiyona sahip
olmalidir. Sonug olarak, 151¢in dokuya niifuzu dalga boyu ile artirildigindan, kirmizi
bolgede giiclii emicilige sahip klorlar, bakteriyoklorinler ve ftalosiyaninler gibi ajanlar,

kanser tedavisinde terapdtik etkiye sahiptir (Sekil 3.5) [67].
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Sekil 3.5 : FDT'de kullanilan dogal ve sentetik FS'ler [68].

Diger tedavilerde oldugu gibi FDT'deki temel zorluklardan biri FS’nin uygulanmasidir.
Etkili bir FDT tedavisi igin, FS’lerin saglikli dokularda istenmeyen yan etkileri en aza
indirmesi i¢in secici bir sekilde kanser hiicrelerinde terapotik konsantrasyonlarda

uygulanabilmesi gereklidir [69].

5-aminolaevulinik asit (ALA) aracili FDT, FDT arastirmalarinda en umut verici
alanlardan biri haline gelmistir. 5-ALA, fotosensitize edici protoporfirin IX'in (PplX)
oncistidiir. 5-ALA uygulamasmin ardindan uygun hiicre i¢i PpIX seviyelerine
ulasildiginda, hedeflenen doku PpIX'i aktive etmek i¢in goriiniir 1s1kla 1s1nlanir ve hiicre

oliimiine yol agan reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna yol agmaktadir [69].
3.4.2. Isik dagitim

FDT'yi in vivo basarili bir sekilde gergeklestirmek icin, hastalikli dokuya yeterli 15181n
ulagsmasini saglamak gerekmektedir. Bu nedenle, 15181n ¢esitli dokulardan nasil gegtigini
ve sogurma ve sagilmanin goreceli etkilerini anlamak oOnemlidir [70]. Isik dokuya
girdiginde ya dagilir ya da emilir. Her iki islemin kapsami da, kullanilan doku tipine ve
151k dalga boyuna baglhdir. Biyolojik doku homojen degildir ve mikroskobik

homojensizligin varlig1 (makromolekiiller, hiicre organelleri, organize hiicre yapisi, ara
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tabakalar) onu bulaniklastirir. Bulanik bir ortam i¢inde ¢oklu sagilma, bir 151k demetinin
yayllmasina ve yon kaybma yol agmaktadir. Emilim biiylik 6lglide hemoglobin,

miyoglobin ve sitokromlar gibi endojen doku kromoforlarina baglidir [71].

Mavi 151k dokuya en az verimli sekilde niifuz ederken, kirmizi ve kiziltesi radyasyonlar
daha derinlemesine niifuz etmektedir [72] (Sekil 3.6). 600 ile 1200 nm arasindaki bolge
genellikle dokunun optik penceresi olarak adlandirilir. Bununla birlikte yaklagik 800
nm'ye kadar olan 1sik singlet oksijen (*O) iiretebilir. Ciinkii daha uzun dalga boylari,
fotodinamik reaksiyonu baslatmak i¢in yetersiz enerjiye sahiptir [50]. Ayn1 FS’ler i¢in
bile tek bir 151k kaynagi ideal degildir. Bu nedenle 151k kaynagi se¢imi, FS absorpsiyonuna
(floresans uyarimi ve eylem spektrumlari), hastaliga (lokasyon, lezyonlarin boyutu,
erisilebilirlik ve doku ozellikleri), maliyet ve boyuta dayali olmalidir. FDT'nin Klinik
etkinligi, toplam 151k dozu, 151k maruz kalma siiresi ve 151k uygulama modu (tekli, parcali
veya hatta metronomik) iceren karmasik dozimetriye baglidir: Akicilik oran1 ayrica FDT

yanitini da etkilemektedir [73].
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Sekil 3.6 : Dokulardan 151k yayilimi [73].

FDT icin 151k kaynag, sitotoksik bir etki olusturmak icin yeterli ROS {iretmek ig¢in
uygulanan FS'in maksimum absorpsiyon dalga boyu aralig1 ile ¢akisan uygun spektral
ozellikler sergilemelidir [74]. Cogu FS’in ayni zamanda floresans olmasi gergegi,
hastalikli dokuya yeterli 15181n niifuz etmesini saglayarak, FDT ile birlestirilen g¢esitli
optik goriintiileme stratejilerinin  gelistirilmesine katki saglamaktadir. Bu nedenle,
fotodinamik lazer aracili tedavide hastalikli dokuya genellikle daha uzun bir 151k aralig

uygulanir ve bu uygulama hedeflenen dokuda en fazla doku tahribati ile minimum 1s1k

15



sacilimi ve maksimum FS aktivasyonu ile artan penetrasyon derinligine olanak

saglamaktadir [75].

Hem lazerler hem de akkor lambalar FDT i¢in kullanilan ve benzer etkiler gosteren 1s1k
kaynaklaridir [76]. Biiyiik ve verimsiz pompali boya lazerlerinin aksine, diyot lazerleri
kiigiiktiir ve uygun maliyetlidir, kurulumu kolaydir ve otomatik dozimetri ve kalibrasyon
Ozelliklerine ve daha uzun bir ¢alisma dmriine sahiptir. Isik yayan diyotlar (LED'ler) ise,
nispeten dar spektral bant genisliklerine ve yliksek akicilik oranlarina sahip alternatif 151k
kaynaklaridir [77,78]. Ayrica, lazerler, idrar kesesi ve sindirim sistemindeki tiimorleri
tedavi etmek igin difiizyon uglu liflere baglanabilir. icleri giiclii sekilde dagilan bir
malzeme ile kaplanmis ve bir organa uyacak sekilde sekillendirilmis sisirilebilir balonlar
da ticari olarak mevcuttur [79]. Bu nedenle, basarili FDT igin optimum FS, 1s1k

kaynaklar1 ve tedavi parametreleri kombinasyonlarinin se¢imi ¢ok dnemlidir [80,81].

3.4.3. Singlet oksijen

FDT’de, FS’ler 1s1kla aktive edildigi zaman hiicre 6liimiine neden olan singlet oksijen
olusumuna neden olmaktadir. Singlet oksijen (*0z), 1924’te bulunmus ve oksijenin daha
reaktif bir hali seklinde tamimlanmstir [79]. 1Oz iiretiminde ana metot fotosensitizasyon
reaksiyonlaridir [80]. *O2 nin bir boyanin igerisindeki molekiillerin uyarilmasi sonucu
olusan bir ara {irlin olabilecegi 1931 yilinda Kautsky tarafindan 6ne stirmiistiir [81].
Sonraki yillarda yapilan bircok arastirmada, O, biyomolekiillerin oksidatif nekroza
ugramast ile ortaya ¢ikan kararsiz bir ara iiriin oldugu belirlenmistir. O protein, DNA,
lipitler ve enzimler gibi birgok biyolojik yap ile etkilesebilen bir iiriindiir [82]. O
bulundugu ortamlarda uyarilmis haldeki molekiillerle etkileserek bu molekiilleri hizli bir
sekilde doniistiirmektedir. Genellikle FDT nin etkinligi, tiimorlii dokuda iiretilen 1O,
miktarina baglidir [83].
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Sekil 3.7 : Triplet ve singlet oksijen elektron dagilimimi gosteren molekiiler orbital diyagramlari [84].

Dis elektronlardan birinin doniis yoniiniin degistirilmesi ile iiretilen 1O yiiksek olciide
reaktiftir (Sekil 3.7) [84]. 102 aldig1 enerjiyi dalga enerjisi seklinde cevreye salarak tekrar
molekiiler oksijen haline donebilir. O, ortamdaki diger molekiillere enerjisini transfer

ederek veya kovalent baglanma ile reaksiyon vermektedir [85,86].

Klinik 6ncesi calismalarda, FDT basarisinda 'O, 6nemi gosterilmis ve 151k giiciiniin
tedavilerdeki kullanilabilirligi ortaya koyulmustur [87,88]. Ozetle, FDT etkinligi 1s1ma
sonucu kanserli hiicrede olusan singlet oksijen ile baglantilidir ve dokudaki molekiiler
oksijenin konsantrasyonuna bagli oldugunu gostermektedir [89]. Bu nedenle hipoksik
hiicrelerin FDT’ye karst daha kararli oldugu goriilmekte ve kanser hiicresindeki
oksijenasyonu arttirmak icin yenilik¢i yaklagimlar bu tedavinin etkin ve basarili bir

sekilde kullanilmasinda gerekli olabilmektedir [90].

3.5. Hiicre Lokalizasyonu

FDT'nin sonucunu belirleyen en 6nemli faktér, FS'in hedef doku veya tiimor i¢indeki
hiicrelerle nasil etkilesime girdigidir. Bu etkilesimin temel 6zelligi, FS'nin hiicredeki
lokalizasyonudur. Ciinkii FS, mitokondri, lizozomlar, endoplazmik retikulum, golgi
aygitt ve plazma membranlar gibi birgok farkli hiicresel organel icinde lokalize olabilir
[91].
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Kiiltiire edilmis hiicrelerde farkli yapilara sahip FS’nin hiicre i¢i lokalizasyonu farklilik
gostermektedir. Bu farkliliga neden olan 6nemli yapisal 6zellikler, -4 anyonik ile +4
katyonik arasinda degisebilen net iyonik yiik, oktanol/su bélme katsayisinin logaritmasi
olarak ifade edilen hidrofobiklik derecesi ve FS molekiilinde mevcut asimetri
derecesidir. Hidrofobik olan ve iki veya daha az negatif yiiklii FS’ler hiicre kiiltiirii
ortaminda nispeten diisiik konsantrasyonlarda uygulandiginda plazma membrani boyunca
yayilabilir ve daha sonra diger hiicre i¢i membranlarla yer degistirebilir. Diger yandan,
daha az hidrofobik olan ve ikiden daha az negatif yiikii olan FS’ler, plazma membrani
boyunca yayilamayacak kadar polar olma egilimindedir ve bu nedenle endositoz yoluyla

alinmaktadir [92].

Kanser hiicreleri tarafindan FS alimi, etkili FDT i¢in ¢ok 6nemlidir. Ciinkii ROS, kisa bir
yar1 6mre sahiptir ve FS ile 1518a maruz birakilmis hiicrelerde meydana gelen fotohasarin
tiirii, FS'in hiicre igindeki lokalizasyonuna baglidir. Bu nedenle, FS lokalizasyonunu

anlamak, her uygulama igin en etkili FS'yi secerken dikkate alinmasi gereken dnemli bir
ilkedir [93].

3.6. Fotodinamik Terapide 5-ALA’nin Yeri

5- ALA, hemoglobin ve klorofilin ortak bir Onciisii olan, hayvanlarda ve bitkilerde
bulunan dogal bir aminoasittir (Sekil 3.8) [94].

OJ\/\(\ NHE

O

Sekil 3.8 : 5-ALA kimyasal yapist [94].

5- ALA, neoplastik hiicrelere 6n ilag olarak uygulandiginda FS olarak protoporfirin 1X
(PpIX) birikimini indiikleyen hem sentezinde dogal bir ara iriindir (Sekil 3.9)
[94]. Demir (Fe*?), ferroselataz enzimi (FECH) araciligiyla hem olusturmak icin PpIX'e
dahil edilir. Hem, PpIX'in aksine, FS 0&zelliklerinden yoksundur, g¢iinkii demirin

selasyonu hem floresans1 hem de *O2 olusumunu durdurmaktadir.
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Sekil 3.9 : Hem biyosentezi [91].

Sekil 3.9’da gosterildigi tizere; 5- ALA/FDT'nin ana varligi, timor hiicrelerinde PpIX
birikiminin ¢ok daha yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu, esas olarak i¢
mitokondriyal membranda bulunan o6nemli Ol¢iide daha diisik FECH'dan
kaynaklanmaktadir ve kanser hiicrelerinde gelistirilmis porfobilinojen deaminaz (PBGD)
aktivitesi, PpIX'in heme doniisiimiiniin azalmasina yol agmaktadir. PpIX, 5-ALA
uygulamasindan sonraki 24 saat i¢inde heme doniistiiriilerek, FDT ile iliskili yan
etkilerden biri olan hastalarda uzun stireli cilt fotosensitivitesine neden olmamaktadir
[96]. Ayrica, hidrofilik ve nispeten kiigiik bir molekiil olan 5- ALA’nin, sistemik olarak
uygulanmasi, klinikte FDT igin siklikla kullanilan diger biiyiik ve lipofilik FS'lere gore
daha kolaydir [95].

5-ALA uygulamasinin esas amaci, PpIX sentezini arttirmak, PpIX doniisiimiinii azaltmak
ve PpIX ¢ikisini inhibe etmektir. Bu olaylar1 sonucunda ise ortamda PpIX miktarimi
arttirllmis olur (Sekil 3.10). Hiicre i¢inde ¢ok fazla ve ¢ok 6zel bir protoporfirin birikimi
meydana gelmektedir. 5-ALA hiicrede mitokondri organelinin igine girer ve hiicre
sitoplazmasinda 5-ALA porfobilinojene doniisiir. Porfobilinojen, porfobilinojen enzimi
araciligr ile troporfobilinojene doniisiir ve iiroporfobilinojen, ko-porfobilinojene
dontiserek hiicrede mitokondri organeline girer ve burada PpIX’e doniisiir. Demir katalizi

ile protoporfirin heme doniiserek hemoglobine katilir [91].
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Sekil 3.10 : 5-ALA’nin PpIX’e doniisiimii [91].

5 ALA/FDT, kanserli hiicrelerde birikmis PpIX molekiillerinin, diisiik giicte goriiniir
kirmiz1 151k (600-740 nm) ve yesil 151k (450-580 nm) gibi belirli 151k dalga boylari
tarafindan uyarildiginda 151k enerjisini emerek, bir uyarma durumuna ytikselmesi ve daha
sonra temel duruma doénmesiyle agiklanir (Sekil 3.11) [96,97]. Bu ge¢is asamasinda,
enerji doniisiimii ile hidroksi radikalleri, singlet oksijen, siiperoksit ve hidrojen peroksit
gibi reaktif oksijen tiirleri tiretilir. Bu fotokimyasal reaksiyonlarin iirettigi reaktif oksijen
tirleri kanser hiicrelerine zarar vererek hiicre Oliimiine yol agan apoptozu
indiiklemektedir [98,99]. Apoptotik hiicrelerde sitoplazmik yogunlasmanin yani sira
sitoplazmik ve niikleer pargalanma meydana gelmektedir. Bu durumdaki hicreler,
makrofajlar ve notrofiller gibi fagositler tarafindan hizla fagositize edilerek, ¢evredeki
hiicre ve dokularda minimum hasar gerceklesmesini saglar [100]. Diger bir deyisle,
antikanser etkinligini esas olarak apoptoz ile gdsteren 5-ALA- FDT, ¢ok az yan etkiye

sahip minimal invaziv bir tedavi seklidir.
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Sekil 3.11 : 5-ALA ve fotodinamik terapi [96,97].

5-ALA ve diger FS (Ce6, indisiyanin yesili) temelli FDT ¢alismalar1 incelendiginde; 5-
ALA’nin akciger, kolon, meme, over gibi kanser tiirlerinin terapétik etkisinin
belirlenmesine yonelik in vitro calismalar oldugu goriilmektedir [100-107]. Bu
calismalarda kullanilan 5-ALA’nin dozu, 151k kaynagi ve kanser hiicre tipleri Tablo

3.1°de 6zetlenmistir.

Tablo 3.1. Literatiirde yer alan in vitro FDT ¢alismalar1

Kanser Hiicre Hatlar Doz Isik kaynagi ve dozu Kaynakca
MCEF-7 ve HepG2 0.5ve 2 mM 5-ALA 633 nm He-Ne lazeri [101]
60 J 4 dakika
MCF-7 ve MDA-MB- 1ve 2.5 mM 5-ALA 635 nm diyot lazer [102]
231 15,3, 6,9 ve 12 J/cm?
MIA PaCa-2 ve MRC-5 10 uM Ce6 (Klorin e-6) 670 nm diyot lazer [103]
5J/cm?
4T1 DKkk-3 (20, 40 ve 635 nm diyot lazer [104]
80ng/ml) ve 1 mM 5- 1, 3 ve 6 J/cm?
ALA
SCC25 5, 10, 25, 50 ve 100 635 nm diyot lazer [105]
mg/L 10.4Jcm?
5-ALA
4T1 1 mM 5-ALA 632 nm diyot lazer [106]
5] /cm?
PC-3 100 pL besiyeri ile 808 nm diyot lazer [107]
birlikte indosiyanin 100 J/cm?
yesili
MCF-7 ve MDA-MB- 1 mM 5-ALA 635 nm LED [108]
231 6,9, 12,18 ,24,30
Jicm?
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BOLUM 4. MALZEME VE YONTEM

4.1. Kullanilan Cihazlar

Bu calismada kullanilan cihazlar asagida verilmistir.

. -80°C derin dondurucu (Haier, Cin)

. Buzdolabi1 (Regal, Tiirkiye)

. Sogutmal1 santrifiyj (Niive, Tiirkiye)

. Su banyosu (Stuart, Birlesik Krallik)
. Distile su cihaz1 (Niive, Tiirkiye)

. Otoklav (Niive, Tiirkiye)
. Vorteks (Hangzhou Allsheng, Cin)

. Hassas Terazi (Shimadzu, Japonya)

. Biyogiivenlik Kabini Sinif II (Thermo Fisher Scientific, ABD)
. CO: inkiibator (Thermo Fisher Scientific, ABD)

. Inverted mikroskop (BestScope, Cin)

. Countees hiicre sayim cihazi (Invitrogen, ABD)

. Muse® Cell Analyzer (Merck Millipore, Almanya)

. EVOS Goriintiileme Sistemi (Thermo Fisher Scientific, ABD)

. ELISA Plaka Okuyucu (Hangzhou Allsheng, Cin)

. LAXCELL T3000 Fotodinamik Terapi Lazer Cihaz1 (Bio-Optics, Kore)
. Fiber optik Kablo (Thorlabs, Almanya)

. Giig dlger (PM100, Thorlabs, Almanya)

. Kolimator (Thorlabs, Almanya)

4.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Bu calismada kullanilan kimyasallar asagida verilmistir.
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. Dimetil Siilfoksit (DMSO) (Merck Milipore, Almanya)

. 5-Aminoveliinik Asit (5-ALA) (Sigma, A3785)

. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium / Nutrient Mixture F-12), (DMEM/F-12)
(Gibco ®, Thermo Fisher Scientific, ABD)

. Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI 1640) (Sigma-Aldrich)

. Tripsin/EDTA (9%0.25) (Gibco ®, Thermo Fisher Scientific, ABD)

. Phosphate Buffered Saline (PBS) Gibco ®, Thermo Fisher Scientific, ABD)

. Fetal Bovine Serum (FBS) (Biological Industries, ABD)

. Penisilin-Streptomisin (Biological Industries, ABD)
. Water soluble tetrazolium-1 (WST-1) reaktifi (Biovision, ABD)
. Muse™ Annexin V & Dead Cell Kit (Merck Millipore, Almanya)

. Akridin oranj (Sigma Aldrich, ABD)

. Etidyum bromiir (Amresco, ABD)

. Etanol (Merck Millipore, Almanya)

. Paraformaldehit (Sigma Aldrich, ABD)

. Tripan mavisi (Thermo Fisher Scientific, ABD)

4.3. Hicre Kiiltiira

4.3.1. Hiicre hatlarmmin temini ve hiicrelerin 6zellikleri

Bu caligmada HSK hiicre hatlar1 viral hepatit B viriisii iceren SNU-449 (ATTC® CRL-
2234) hiicre hatti Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC)’den ticari olarak satin
alinmistir. Bir diger HSK hiicre hatt1 olarak Huh-7 (ATTC® HB-8065) hiicre hatt1 Ege
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali Dog. Dr. Yasemin Erag

tarafindan hediye edildi.
4.3.2. Besiyerlerinin hazirlanmasi ve inkiibasyon kosullari
SNU-449 hiicre hatt1 i¢in besiyeri sodyum bikarbonat ve L-glutamin igeren RPMI 1640

besiyerinde %10 FBS, %1 Penisilin/Streptomisin ilave edilerek hazirlandi. Huh-7 hiicre
hatt1 igin ise DMEM/F-12 besiyerine %10 FBS, %1 Penisilin/Streptomisin eklenerek
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hazirlandi. Huh-7 ve SNU-449 hiicreleri uygun besiyerleri igerisinde, 37°C’de %5
karbondioksit (CO2) bulunan inkiibatorde kiiltiire edildi.

Hiicre stoklar1 -80°C’den c¢ikarilarak 37°C su banyosunda ¢oziildii. Icerisine hazirlanan
uygun besiyeri eklenerek 25 cm? filtreli flasklara ekildi. Hiicrelerin ¢ogalmasi her giin

inverted mikroskop ile kontrol edildi ve besiyerleri yenilendi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1 : (a) Huh-7 ve (b) SNU-449 hiicrelerinin inverted mikroskop gérintiileri
4.3.3. Hiicrelerin pasajlanmasi
Hiicreler %80-90 doygunluga ulastiginda pasajlandi. Hiicrelerin pasajlanmasi igin;
hiicrelere 6zgili besiyerleri ortamdan uzaklastirildiktan sonra PBS ile 1 kez yikandi.

Ardindan hiicrelerin kaldirilmasi i¢in 1X Tripsin/EDTA soliisyonu (%0.25) eklenerek
inkiibatorde 4-5 dakika inkiibe edildi. Sonrasinda, siispansiyon halindeki hiicre
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soliisyonu serolojik pipet yardimiyla 15 ml hacimli falkon tiip icerisine alindi. Tiipe
alian stispansiyon 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda, hiicrelerin
siipernatant1 uzaklastirildi ve hiicre pelleti 1 mL taze besiyeri ile siispanse edildi.
Yogunluguna uygun olarak 75 cm?’lik flaska béliindii ve pasajlanan hiicreler 37°C’de %5

CO, ortaminda inkiibe edildi.

4.3.4. Hiicrelerin sayimi, dondurulmasi ve saklanmasi

Hiicrelerin sayilmasi i¢in, siispansiyon halindeki hiicreler bir ependorf tiip i¢erisine 10 pL.
almarak 10 pL tripan mavisi ile pipetlendi. Boyanan hiicreler Countees hiicre sayim
cihazinda (Invitrogen, ABD) sayild1.

Dondurulma islemi igin, hiicre pelleti 900 pL besiyeri ile siispanse edildi ve ependorf
tiipler icerisine aktarildi. Uzerine 100 pL DMSO eklenerek hiicreler -80°C’de stoklandi.

4.4. Fotodinamik Tedavi Protokolii

4.4.1. 5-ALA uygulanmasi

S5-aminolevulinik asit hidrokloriir (5-ALA, Sigma, A3785) steril su icinde ¢oziildii.
Hiicreler, uygun besiyeri ortaminda 96 ve 12 hiicre kiiltiirii plakalarina ekildikten sonra
24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra hiicreler, FBS igermeyen DMEM ortaminda
1 mM konsantrasyonda taze hazirlanmis 5-ALA ile 4 saat 37°C'de inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra, ortamdan 5-ALA iceren besiyeri uzaklastirildi ve FBS iceren taze

besiyeri eklendikten sonra lazer uygulamalari gerceklestirildi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 : Lazer uygulamasindan dnce FBS igeren taze besiyeri uygulamasi.

4.4.2. Lazer uygulamasi

Yapilan deneylerde lazer uygulamasi, Sakarya Uygulamali Bilimler Universitesi
Biyomedikal Enstriimantasyon Laboratuvarmmda TUBITAK 1005 projesi kapsaminda
gelistirilen ¢ok modlu 635 nm dalgaboyuna sahip LAXCELL T3000 fotodinamik terapi
lazer cihazi ile yapilmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3 : Lazer cihazi

Tim deneylerde, lazer 151k kaynagmin dalga boyu = 3 nm ile 635 nm olarak
belirlenmistir. Cihazin optik ¢ikis giici maksimum 1.5 Watt degerine kadar
ulagmaktadir. Yapilan deneylerde siirekli dalga (CW) modu kullanilmistir. Lazer 1s1ma
icin 3 J/em 2, 6 J/em 2, 9 J/em 2 ve 12 J/cm ? gii¢ yogunluklari belirlenmistir (Tablo
4.1). Deney oOncesi ¢ikis giicii glig-6lger (PM100 Thorlabs Almanya) ile
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dlciilmiistiir. Akicilik hizi 30 mW/cm 2’de farkli giic yogunluklari elde etmek igin
kullanilmistir (Tablo 2). Kontrol hiicreleri, 1s1ma olmadan ayni ortamda inkiibe

edilmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4 : Lazer uygulamast.

Tablo 4.1 : 5-ALA tabanli FDT deneylerinin radyasyon parametreleri.

Radyasyon Parametreleri

Dalgaboyu (nm) 635+ 3 nm

Mod CW

Gii¢ cikist 30 mW

Maruz kalma siiresi (s) 100,200,300,400,
Enerji yogunlugu (J/cm? 3,6,9,12
Fotosensitizor 5-ALA

4.5. Hiicre Proliferasyon Analizi

WST-1 testi cesitli hiicre tiplerinde hiicre proliferasyonu, canlilik ve sitotoksitite
belirlenmesinde kullanilan kolorimetrik bir testtir. Ayn1 zamanda kanser kemoterapisinde
anti-kanser ilaglarin etkin dozlarinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. WST-1 ¢alisma
prensibi, tetrazolyum tuzunun hiicresel mitokondriyal dehidrojenaz tarafindan formazona
doniismesine dayanir (Sekil 4.5). Dehidrojenaz aktivitesiyla olusan boyayla meydana
gelen renk degisikligi canli hiicrelerin sayisi ile dogru orantilidir. Canli hiicreler

tarafindan tiretilen formazon boyasi 450 nm dalga boyunda absorbans vermektedir [109].
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Sekil 4.5 : WST-1 mitokondriyal enzimlerle formazana indirgenmesi [109].

5-ALA’nin  Huh7 ve SNU-449 hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksik etkisinin
belirlenebilmesi i¢in (WST-1) boyast kullanildi. WST-1 deneyi i¢in hiicreler 96
kuyucuklu plakalara, her kuyuda 2x10* hiicre olacak sekilde 100 uL besiyeri ile birlikte
ekildi. Hiicreler 37° C’de %5 COz2 iceren inkiibatorde 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda, 1 mM 5-ALA 4 saat boyunca hiicrelere uygulandiktan sonra, hiicrelerde 3
Jlem 2, 6 J/em 2, 9 J/cm 2 ve 12 J/cm ? gii¢ yogunluklu lazer 1s1malar1 gergeklestirildi ve
24 saat boyunca inkiibe edildi (Sekil 4.6). Inkiibasyon sonunda her bir kuyucuk icin 10
ul WST-1 soliisyonu eklendi ve reaksiyonun gerceklesmesi icin 45 dakika 37°C’de %5
COz igeren inkiibatdrde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda ELISA okuyucu cihazinda
(Allsheng, Cin) 450 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapildi. 5-ALA ile muamele
edilmeyen kontrol grubunun canliligi %100 olarak kabul edilerek, deney hiicrelerinin

canlilik oranlar1 kontrole kiyasla % olarak hesaplandi.
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Sekil 4.6 : WST-1 analizi i¢in 96 kuyucuklu plaka diizenegi.

4.6. Apoptozun Belirlenmesi

4.6.1. Annexin V analizi

Apoptoz sirasinda hiicrelerin zarinda degisimler meydana gelir. Bu degisimlerden en
belirgin olan1 normalde hiicre zariin sitoplazmik ylizeyinde yer alan fosfotidilserinin,
apoptoz bagladiktan sonra hiicre zarmmin dis yiizine gecis yapmasidir. Apoptotik
hiicrelerin tespitinde, hiicrelerde meydana gelen bu fizyolojik degisimlerden yararlanilir.
Apoptoza ugrayan hiicrelerin belirlenmesinde Anneksin V yontemi kullanilmaktadir.
Anneksin-V antikoru, apoptoz sirasinda hiicrelerin zarlarinda bulunan fosfatidilserine
yiiksek affinite ile baglanan bir proteindir. Annexin V yontemi ile hiicreler heniiz zar
biitlinliiklerini kaybetmeden erken apoptoz asamasinda tespit edilebilmektedir. Geg
apoptotik evrede ise hiicre zarmnin biitlinligli bozuldugu i¢in, hiicreler Annexin V-FITC
ve propidyum iyodiir (PI) ile boyanmaktadir. Nekrotik hiicreler ise sadece PI ile
boyanmaktadir (Sekil 4.7) [111].
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Sekil 4.7 : Annexin V yontemi ile apoptoz asamalari [111].

5-ALA’nin WST-1 verilerine gore en etkin oldugu belirlenen 9 ve 12 J/cm? ile uyarilmus
1s1mas1 sonucunda hiicrelerde neden oldugu apoptotik etki Annexin V analizi ile
belirlenmistir. Annexin V analizi i¢in, her bir hiicre grubu 12 kuyucuklu plakalara
ekildikten sonra 1 mL besiyerinde 37°C’de %5 CO2 igeren inkiibatérde 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda hiicrelere 1 mM 5-ALA uygulandiktan sonra 9 ve 12
Jlcm? enerji yogunluklu lazer 1s1masi gerceklestirildi. 24 saatlik inkiibasyondan sonra
tripsin ile hiicreler kaldirildi ve ependorf tiiplere alinarak 1500 rpm’de 5 dakika
santrifiijlendi. Stipernatant uzaklastirildi ve elde edilen hiicre pelleti PBS yikandi. Yikama
sonrasinda pellet PBS ile siispanse edildi ve hiicreler 100 pL. Muse® Annexin V & Dead
Cell Assay Kit ile 30 dakika oda sicakliginda karanlikta bekletildi. Boyanan hiicreler
Muse® Cell Analyzer (Merck Millipore, Almanya) cthazinda analize alindi. Deneyler ti¢
kez tekrarlandi.

4.6.2. Akridin oranj/Etidyum bromiir boyama

Apoptotik  siirecteki hiicrelerin, hiicre zar1 ve niikleusundaki degisikliklerin
goriintiilenmesi  i¢cin  Akridin oranj (AO)/Etidyum bromiir (EB) boyamasi
gerceklestirilmektedir. AO ve EB niikleik asitler ile etkilesime giren floresan boyalardir.
AO, DNA arasina giren hem canli hem de 6lii hiicreleri boyayan yesil floresan renk veren
bir boyadir. EB ise zar biitiinliiglinii kaybetmis, 6l hiicreleri boyamaktadir. EB zar yapisi

bozulan nekrotik hiicreleri boyayan, DNA arasina giren turuncu renkli floresan bir

30



boyadir. Canli hiicreler ve apoptozun erken donemindeki hiicreler de yesil renkte
gozlenmektedir. Cekirdekte goriilen yogunlagsma ve kromatin fragmantasyonundan
dolay1 apoptozun erken donemindeki hiicrelerde daha koyu parlak yesil renkli noktalar
gozlemlenir. Apoptozun ge¢ donemindeki hiicreler ise, EB ile turuncu/kirmizi renge
boyanmaktadir. Zar yapisi bozulan nekrotik hiicreler ise EB ile boyandigi igin

turuncu/kirmizi renkte goriilmektedir [112].

5-ALA’nin  Huh-7 ve SNU-449 hiicreleri {izerindeki morfolojik etkisinin
degerlendirilmesi i¢cin, AO/EB boyamas1 yapildi. Hiicreler 6 kuyucuklu plakalara kuyu
basma 5x10° hiicre olacak sekilde 1 mL besiyeri ile ekildi ve 37°C, %5 COz igeren
inkiibatorde 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda hiicrelere 1 mM 5-ALA
uygulandiktan sonra 9 ve 12 J/cm? enerji yogunluklu lazer 1s1mas1 gerceklestirildi ve 24
saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda her bir kuyuya 1mL %4’liik
paraformaldehit eklenerek 30 dakika fikse edildi. Fiksasyon sonrasinda her bir kuyu PBS
ile 3 kez 5’er dakika yikandi. Her bir kuyuya 1 mL AO/EB soliisyonu eklendi ve
karanlikta 30 dakika inkiibe edildi. Boyama isleminden sonra kuyular 3 kez PBS ile
yikandi. Boyanan hiicreler EVOS Hiicre Goriintilleme Sisteminde (Thermo Fisher

Scientific, ABD) gortintiilendi.

Yontem kisminda yapilan uygulamalar 6zet olarak Sekil 4.8’de verilmistir.

6j/cm’ - —
9j/cm 6j/cm® 9j/cm?

3jfem® O\ /’ 12j/cm? Sjfem’ "\

" . - 12j/em?
m i .
TmM

g

a =B wsT-1TESTI

- prm—
W - =\
o il (
b N——a‘ 1 t
AKRIDIN ORANJ/ETIDYUM ANNEXIN V TESTI

BROMUR BOYAMA

Sekil 4.8 : Farkli gli¢ yogunluklu lazer 1s1ma sonrasinda HSK hiicrelerinde 5-ALA/FDT nin (a) WST-1
canlilik analizi ile sitotoksik etkisinin degerlendirilmesi, WST-1 analizine gore en etkin ¢ikan gii¢
yogunluklarinin HSK hiicrelerinde (b) AO/EB boyamasiyla morfolojik degisimlerin goriintiilenmesi ve
(c) Annexin V ile apoptotik etkilerin belirlenmesi.
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4.7. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz ¢alismalari i¢in GraphPad Prism 6.0 programindan yararlanildi. Elde
edilen verilerin gruplar aras1 farkliliklari istatiksel anlamlilik agisindan One Way
ANOVA (Post-hoc Tukey) analizi ile degerlendirildi. p<0.05 degeri istatiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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BOLUM 5. BULGULAR

5.1. HSK Hiicre Hatlarinda Intraseliiler PpIX- floresans Miktarimin Belirlenmesi

Huh-7 ve SNU-449 hiicre hatlarinda intraseliiler PpIX seviyesinin belirlenmesi i¢in, Sekil
5.1°de gosterildigi gibi hiicreler 4 saat boyunca 1 mM 5-ALA inkiibe edildikten sonra,
628+40 nm kirmiz: filtrede gortintiileri alinmigtir. Sekil 5.1 (a)’da goriildiigii tizere SNU-
449 hiicrelerinde intraseliiler PpIX miktarinin Huh-7 hiicrelerine gére daha fazla oldugu
goriintiilenmistir. Ayrica, hiicrelerdeki toplam intraseliller PpIX seviyesi, Huh-7
hiicrelerinde 22559.354+2858.5 iken, SNU-449 hiicrelerinde 27335.86+2787.5 olarak
analiz edilmistir (Sekil 5.1 (b)). Sonug olarak, 4 saat boyunca 1 mM 5-ALA uygulanan
Huh-7 ve SNU-449 hiicrelerinde kontrol grubuna gore intraseliiler PpIX seviyesinin
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 (p<<0.01) ve bu artisin SNU-449 hiicrelerinde

daha fazla oldugu belirlenmistir.
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Sekil 5.1 : 1 mM 5-ALA uygulanan Huh-7 ve SNU-449 hiicrelerinde intraseliiler PpIX miktar1 (a)

Kontrol gruplari ile karsilastirmali olarak HSK hiicrelerinde intraseliiler PpIX miktarina ait goriintiiler (b)
Hiicrelerde intraseliiler PpIX floresans miktarinin statiksel karsilagtiriimasi (p <0.01**).



5.2. HSK Hiicrelerinde 5-ALA/FDT’nin Sitotoksik Etkisinin Degerlendirilmesi

1 mM 5-ALA uygulanan HSK hiicrelerinde 3, 6, 9, 12 J/cm? gii¢ yogunluklu lazer 1s1ma
sonras1 hiicreler tiizerinde 5-ALA’nin sitotoksik etkisinin belirlenmesi amaciyla

gerceklestirilen WST-1 canlilik analizi sonuglart Sekil 5.2 ve Tablo 5.1°de verilmistir.

1 mM 5-ALA uygulanan HSK hiicrelerinde 3,6,9,12 J/cm? gii¢ yogunluklu lazer 1s1ma
sonrasinda 24 saatte canlilik oranlarinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi
belirlenmistir (p<0.01). 5-ALA uygulanan Huh-7 hiicrelerinde 3, 6, 9, 12 J/cm? giic
yogunluklu lazer 1simasi1 yapildiktan ve 24 saat inkiibatorde inkiibe edildikten sonra,
hiicrelerde canlilik oranlarinin sirasiyla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
%79.56+0.35, 9%79.96+1.22, 9%65.00+3.32, %71.85+3.39’a azaldig1 belirlenmistir
(p<0.01; Sekil 5.2 (a)).

5-ALA uygulanan SNU-449 hiicrelerinde 3, 6, 9, 12 J/cm? gii¢ yogunluklu lazer 1s1mas1
yapildiktan ve 24 saat inkiibatdrde inkiibe edildikten sonra, canlilik oranlari sirasiyla
%85.39+2.11, %77.53+1.19, %63.78+1.87, %59.46+1.55 olarak belirlenmistir ve canlilik
oranlarinda azalig istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.01; Sekil 5.2 (b)).
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Sekil 5.2 : Farkli giic yogunluklu lazer 1g1ma sonrasinda (a) Huh-7 ve (b) SNU-449 hiicrelerinin canlilik
yiizdelerinin WST-1 analizi sonuglari (p<0.01**).

Tablo 5.1 : 5-ALA/FDT ’ye bagl olarak Huh-7 ve SNU-449 sitotoksisite sonuglari.

Huh-7 SNU-449
Kontrol %100 %100
3 Jcm? %79.56+0.35 %85.39+2.11
6 J/cm? %79.96+1.22 %77.53£1.19
9 J/cm? %65.00+3.32 %63.78+1.87
12 J/ecm? %71.85+3.39 %59.46+1.55

Sonug olarak, Huh-7 ve SNU-449 hiicre hatlarinda lazer 1s1masina bagli olarak anlaml

bir sekilde 5-ALA’nin sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir (Tablo 5.1). Ayrica,
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ozellikle 12 J/cm? gii¢ yogunlugundaki lazer ile FDT tedavinin SNU-449 hiicrelerinde en
yiiksek sitotoksik etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.

5.3. Annexin V Analizi ile Apoptotik Etkinin Belirlenmesi

5-ALA uygulanan HSK hiicrelerinde WST-1 analizine bulgularina gore en etkin olarak
secilen lazer i1simalar1 temelli FDT’nin hiicrelerde neden oldugu apoptotik etkinin
belirlenmesi amaciyla Annexin V analizi gergeklestirilmis ve elde edilen bulgular Sekil

5.3’te sunulmustur.

1 mM 5-ALA uygulanan HSK hiicrelerinde 9 ve 12 J/cm? gii¢ yogunluklu lazer 1s1ma
sonrasinda 24 saatte hiicrelerde apoptotik oliimiin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
arttig1 belirlenmistir (p<0.01). Huh-7 hiicre hattinda 9 ve 12 J/cm? gii¢c yogunluklu lazer
isimasindan sonra elde edilen toplam apoptotik hiicre 6liim oranlar1 sirasiyla
%34.66+1.04 ve 26.24+1.09 olarak belirlenmistir (p<0.01**). SNU-449 hiicre hattinda
9 ve 12 J/cm? gii¢ yogunluklu lazer 1s1mas1 sonrasinda elde edilen toplam apoptotik hiicre
Oliim oranlart sirastyla %34.79+1.25 ve 41.31+1.40 olarak belirlenmistir (p<0.01%%*).
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Sekil 5.3 : Farkli gli¢ yogunluklu lazer 1s1ma sonrasinda (A) Huh-7 ve SNU-449 hiicre hatlarinda
Annexin V analizi sonuglar1 a) Kontrol b) 9 J/cm? ¢) 12 J/cm? (B) Huh-7 ve Snu-449 hiicrelerinin toplam
apoptotik hiicre yiizdesinin istatiksel olarak karsilastirilmasi (p<0.01).
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Bu bulgular 1s131nda Huh-7 hiicrelerinde en yiiksek apoptotik etki 9 J/cm? gii¢ yogunluklu
lazer 1s1mada belirlenmesine ragmen, SNU-449 hiicrelerinde en etkin giic yogunluklu
lazer 1s51ma 12 J/cm? olarak saptanmistir. Ayrica, 1 mM 5-ALA’nm 12 J/em? giic
yogunluklu lazer istmanin SNU-449 hiicrelerinde Huh-7 hiicrelerine gére daha fazla
apoptotik 6lime neden oldugu ve bu nedenle SNU-449 hiicrelerinin 5-ALA temelli

FDT’ye Huh-7 hiicrelerine gore daha duyarli oldugu belirlenmistir.

5.4. Akridin Oranj/Etidyum Bromiir Boyama Sonuclari

5-ALA temelli lazer 1s1manin HSK hiicrelerinde etkisi AO/EB boyamasi ile morfolojik

olarak degerlendirilmis ve elde edilen goriintiiler Sekil 5.4te sunulmustur.

Genel olarak 1 mM 5-ALA uygulanan ve 9 ve 12 J/cm? gii¢ yogunluklu lazer 1s1ma
yapilan HSK hiicrelerinde kontrol gruplarina goére karsilagtirildiginda DNA
fragmentasyonu, kromatin yogunlasmasi, hiicre boyutunda kiigiilme ve/veya hiicre
biiziilmesi ve niikleer parcalanmalarin oldugu goriintiillenmistir. Ayrica, Huh-7
hiicrelerinde SNU-449 hiicrelerine gore belirgin kromatin yogunlasmasi ve hiicre
morfolojisinin degistigi gozlemlenmesine ragmen, SNU-449 hiicrelerinde Huh-7
hiicrelerine gore daha belirgin sekilde niikleer parcalanmanin meydana geldigi

gozlemlenmistir.

Sonug olarak, 5-ALA temelli FDT uygulamasinin HSK hiicrelerinde apoptotik 6liime

neden oldugu morfolojik olarak goriintiillenmistir.
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a

Sekil 5. 4 : Farkl gii¢ yogunluklu lazer 1g1ma sonrasinda Huh-7 ve SNU-449 hiicrelerinde 5-
ALA/FDT’ye bagl olarak morfolojik degisimlerin akridin oranj boyamasi (Oklar, DNA
fragmentasyonunu ve hiicre yapisinin bozulmasini gostermektedir). a) Kontrol b) 9 J/em? ¢) 12 J/cm?.
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BOLUM 6. TARTISMA VE SONUC

HSK, kanser kaynakli 6liim nedenleri arasinda dordiincii sirada yer alan heterojen bir
kanser tipidir. HSK tedavisinde cerrahi rezeksiyon, sistemik kemoterapi, radyoterapi ve
molekiiler hedefli tedaviler gibi farkli yontemler kullanilmaktadir ve tedavi
seceneklerinin  belirlenmesinde tiimoriin  biiyiikligli, metastaz varligi, karaciger
fonksiyonu ve diger faktorler (yas, aile hikayesi, genetik mutasyon vb.) rol almaktadir
[113].

Mevcut uygulanan tedavi yontemlerinde, kanser hiicrelerinde gelisen ilag direnci,
metastaz ve anjiyogenez, kullanilan kemoterapi ilaglariin yan etkileri ve tiimoriin
heterojen yapist HSK tedavisinde basarinin elde edilmesinde giincel sorunlar olarak yer
almaktadir [114,115]. Bundan dolayr kanser tedavisindeki son yillarda yapilan
aragtirmalarda kemoterapi ilaglarmin yani sira farkli FS temelli FDT veya kemoterapi ve
FDT kombin in vitro ve in vivo ¢alismalar1 dikkat ¢ekmektedir [116-119]. FDT, FS olarak
kullanilan maddelerin uzun dalga boyuna sahip kirmizi goriiniir 1sikla ve oksijen
varliginda spesifik bir sekilde hiicre Oliimiine neden oldugu tedavi seklidir. FDT
caligmalarinda en yaygin kullanilan FS, 5-ALA’dir [120]. Yapilan ¢alismalarda farkli
kanser tiplerinin (meme, prostat, pankreas, kolon vb.) tedavisinde 5-ALA/FDT nin
terapotik etkisi aragtirtlmigtir [101-108]. Ancak Huh-7 ve SNU-449 HSK hiicrelerinde 5-
ALA/FDT tedavisinin arastirildigi bir ¢calisma heniiz literatiirde yer almamaktadir. Bu
kapsamda mevcut tez ¢alismasinda ilk kez 5-ALA/FDT’nin Huh-7 ve SNU-449 hiicre

hatlar1 tizerindeki sitotoksik ve apoptotik etkisinin belirlenmesi amaglanmustir.

5-ALA temelli FDT’nin Huh-7 ve SNU-449 hiicrelerinde sitotoksik etkisinin
belirlenmesi i¢in, hiicreler 1 mM 5-ALA ile 4 saat inkiibe edilmis ve intraseliiler PpIX
miktar1 6l¢iilmiistiir. 5-ALA mitokondride PplX doniismektedir. Kirmizi (600-740 nm)
ve yesil 151k (450-580 nm) ile uyarilmasi sonucunda hidroksi radikalleri, singlet oksijen,

hidrojen peroksit ve siiperoksit gibi ROS firlinlerinin fotokimyasal reaksiyon ile
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olusmasini saglayarak apoptotik hiicre 6liimiine neden olmaktadir [121]. 5-ALA temelli
FDT’nin solar keratosis ve deri kanserinin tedavisinde Amerika ve Avrupa’da klinik
kullanim1 onaylanmistir [122-124]. Bu nedenle FDT’nin her bir kanser tipine 6zgii
uygulama protokoliiniin belirlenmesi ve bu konuda 6n verilerin elde edilmesi 6nemlidir.
Literatiirde 5-ALA/FDT c¢aligsmalari incelendiginde, intraseliiler PpIX miktarinin hiicre
tipine gore degistigi belirlenmistir. Tsai ve ark. (2004) yaptiklar1 ¢aligmalarinda, MCF-
7 ve MCF-7/ADR direng¢li meme kanseri hiicrelerinde artan 5-ALA konsantrasyonuna
bagli olarak intraseliiler PpIX miktarinin arttigini ve direngli MCF-7/ADR hiicrelerinde
hiicre i¢i PpIX miktarinin daha az oldugunu belirtmislerdir [125]. Palasuberniam ve ark.
(2015) ve Morito ve ark. (2019) calismalarinda farkli meme kanseri alt tiplerinde PplX
miktarmin farkli oldugunu belirlemislerdir [126,127]. Mevcut tez calismasinda 4 saat
boyunca 1 mM 5-ALA uygulanan Huh-7 ve SNU-449 hiicre hatlarinda intraseliiler PpIX
seviyesinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi (p<0.01)

ve bu artigin SNU-449 hiicrelerinde daha fazla oldugu belirlenmistir.

Literatiirde 5>-ALA/FDT nin kanser hiicrelerinde 6zellikle farkl alt tipteki meme kanseri
hiicrelerinde sitotoksik, apoptotik ve/veya otofajik etkisinin belirlendigi in vitro ve in vivo
calismalar bulunmaktadir [128, 130]. Eskiler ve ark (2020) 5-ALA/FDT’nin meme
kanseri hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisinin belirledigi caligmalarinda, MCF-7 ve
MDA-MB-231 hiicre hattinda 1 ve 2.5 mM 5-ALA 635 nm lazer diyot 1.5, 3, 6, 9 ve 12
Jlem? gii¢ yogunlugu kullamilarak 1s1tma gerceklestirmislerdir. WST-1 sonucu verilerine
gore, ImM 5-ALA uygulanan hiicrelerde lazer dozuna bagl bir sekilde meme kanseri

hiicrelerinin proliferasyonunun 6nemli 6lciide azaldigi ve 9 ve 12 J/cm?

gue
yogunlugunun MDA-MB-231 hiicrelerinde MCF-7 hiicrelerine gére daha etkin oldugunu
belirtmislerdir [102]. Diger bir ¢calismada, 24 saat boyunca 0.1- 4 uM 5-ALA uygulanan
HeLa servisk kanseri hiicrelerinde 5 J/cm? giic yogunlugu kullanarak lazer 1sitmasi
yaptiklarinda, hiicrelerde canlilik oranimmin anlamli bir sekilde azaldigimi ve en etkin
konsantrasyonun 1 uM olarak belirlemislerdir [130]. Osaki ve ark. (2017) ¢alismalarinda,
KLN205 akciger kanseri hiicrelerinde 4 saat boyunca 0.6, 1.2, 2.5 ve 5 mM 5-ALA
uyguladiktan sonra 630 nm lazer 1s1mas1 (1,5 ve 10 J/cm?) uyguladiklarinda, 5-ALA
hiicrelerde 6nemli derece canliligini azalttigini ve bu azalmanin metformin varliginda

daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir [131]. Ancak, 5-ALA/FDT nin HSK hiicrelerinde

sitotoksik etkisinin belirlendigi sinirli sayida ¢alisma mevcuttur. Abo-Zheid ve ark (2018)
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Hep G2 ve MCF-7 hiicrelerinde 0.5 ve 1mM 5-ALA’nin sitotoksik etkisini, He-Ne lazeri
ile 633 nm dalga boyu kullanarak 60 J/cm? gii¢ yogunlugunda 4 dakika boyunca 1s1tma
gerceklestirerek degerlendirmistir. Elde ettikleri bulgulara gore, 5-ALA’nin artan
konsantrasyonuna bagli olarak her iki hiicre hattinda canlilik oraninin anlamli bir sekilde

azaldigini belirlemislerdir (p<0.01) [101].

Mevcut tez ¢alismasinda, 1 mM 5-ALA/FDT uygulanan Huh-7 ve SNU-449 HSK
hiicrelerinde sitotoksik etkisinin belirlenmesi igin yapilan WST-1 analizi sonucunda, 6,
9, 12 J/cm? giig yogunluklu lazer 1s1ma sonrasinda hiicrelerin 24 saatte canlilik oranlarinin
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi belirlenmistir ve SNU-449 hiicrelerinde
canlilik oraninda Huh-7 hiicrelerine gére daha fazla oranda azalis oldugu analiz edilmistir
(p<0.01). WST-1 analizi sonuglarina gore HSK hiicrelerinde 5-ALA temelli FDT’ye
farkli yanit elde edilmesi hiicrelerin farkli 6zelliklere sahip olmasindan kaynaklanabilir.
Huh-7 hiicre hatt1 epiyelyal kokenli, agresif, direngli ve heterojen bir grup olmasina
ragmen, SNU-449 hiicre hatt1 ise mezenkimal kokenli hiicre hatt1 olmasindan dolay1, 5-
ALA’nin sitotoksik etkisinin farkli olmasinda rol alabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica
HBV enfeksiyonunun SNU-449 hiicrelerinin 5-ALA temelli FDT’ye daha duyarh

olmasinda rol alabilecegi de ongoriilmektedir.

Diger yandan, 5-ALA/FDT nin farkli kanser tiplerinde apoptotik etkisinin arastirildigi
caligma sayisi literatiirde siirhidir. Eskiler ve ark (2020) 5-ALA/FDT’nin MCF-7 ve
MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri iizerindeki apoptotik etkilerini arastirmiglardir.
Annexin V analizi sonucglarina gore, artan giic yogunlugu ve doza bagli olarak her iki
hiicre hattinda apoptotik Oliimiin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigini tespit
etmislerdir (p<0.05). Ayrica yapilan akridin oranj boyamasi sonuglaria gore, kontrol
hiicrelerine kiyasla MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde gii¢ yogunluguna bagl olarak
hiicrelerde vakuolizasyon ve belirgin kromatin yogunlagmasi gézlenmistir [102]. Ayrica
5-ALA temelli FDT ile ilgili olarak diger kanser tiplerinde yapilan ¢aligmalarda da,
hiicrelerde mikroniikleus sayisinda artis oldugu, hiicre membraninin yapisinin bozuldugu
ve kromatin yogunlagmasmin gozlemlendigi, Bax protein miktarinin artarken, Bcl-2
protein miktarinin azaldigi belirlenmistir [124,131,132]. Diger yandan Osaki ve ark.
(2017) calismalarinda 5-ALA/FDT ile metformin kombin uygulamasinin akciger kanseri

hiicrelerinde apoptozun yani sira otofajik 6liimede neden oldugunu belirlemislerdir [131].
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Mevcut tez c¢alismasinda yapilan 5-ALA/FDT’nin Annexin V analizi ve akridin
oranj/etidyum bromiir boyamasi yontemi ile apoptotik etkisinin belirlenmesi sonucunda,
5-ALA/FDT’nin HSK hiicrelerinde apoptotik 6liime neden oldugu ve bu 6liimiin SNU-
449 hiicrelerinde Huh-7 hiicrelerine gore daha fazla oldugu tespit edilmistir. Ayrica,
Huh-7 hiicrelerinde en yiiksek apoptotik etki 9 J/cm? gii¢ yogunluklu lazer 1s1mada
belirlenmesine ragmen, SNU-449 hiicrelerinde en yiiksek apoptotik 6liim 12 J/cm? gii¢
yogunluklu lazer 1s1ma olarak saptanmistir. Elde edilen sayisal veriler AO boyamasi ile
de desteklenmistir. 1 mM 5-ALA uygulanan ve 9 ve 12 J/cm? gii¢ yogunluklu lazer 1s1ma
yapilan HSK hiicrelerinde kromatin yogunlagmasi, hiicre boyutunda kiigiilme ve niikleer
fragmentasyonun oldugu goriintiilenmistir. Sonug olarak, 1 mM 5-ALA uygulanan HSK
hiicrelerinde apoptotik 6liim hem sayisal hem de gorsel olarak belirlenmis ve elde edilen
veriler WST-1 analizinden elde edilen verileri destekler niteliktedir. Ancak, hiicrelerde
en etkin apoptotik 6liim degerlerinin farkli glic yogunlugunda lazer 1simadan elde
edilmesinden dolayi, apoptotik Olimiin molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasina

yonelik ileri calismalarin gergeklestirilmesi gerekmektedir.

FDT uygulamalarinda diyot lazerleri FS’lerle uyumlu dalga boylarinda calistigi i¢in
giincel olarak kullanilan yéntemlerden biridir. Bu yontem 6nceki donemlerde kullanilan
lazerlerden daha diisiik maliyetli ve yaygin kullanim i¢in yeterince gelistirilmistir [133].
Lazerin monokromatik olmasi ve lazer 151811 olusturan tiim dalgalarin birbirine paralel
olmasi sayesinde son derece kiigiik bir alana dahi ytliksek enerji uygulayabilecek yapida
olmasi lazer 151k kaynaklarini FDT uygulamalarinda daha etkin hale getirmistir. Ayrica
lazerin LED’lere gore daha fazla penetrasyon derinligi saglamasi onu daha etkin
kilmaktadir [134]. Bu nedenle mevcut tez c¢alismasinda da diyot lazer sistemi
kullamilmistir ve farkli gli¢ yogunlugunda etkisi analiz edilmistir. Ancak HSK
hiicrelerinde degisen gii¢ yogunluguna bagli olarak hiicrelerde sitotoksik ve apoptotik
etkinin degismesi, farkli 151k kaynaklar1 (LED vb.) ile FDT caligmalarinin da yapilmasi
gerektigini gdstermektedir. Bu nedenle, ileri calismalarda farkli glic yogunlugunda LED
1simast ile HSK  hiicrelerinde 5-ALA’nin terapdtik etkisinin - degerlendirilmesi

gerekmektedir.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasinda ilk kez farkli 6zelliklere sahip HSK hiicre hatlarinda
5-ALA/FDT uygulanarak apoptotik ve sitotoksik etkileri in vitro olarak
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degerlendirilmistir. Elde edilen verilere gore, HSK hiicrelerinde artan gii¢ yogunluguna
bagli olarak hiicrelerde canliligin anlaml bir sekilde azaldigi ve 5-ALA’nin apoptotik
Oliime neden oldugu belirlenmistir. Ayrica, SNU-449 hiicrelerinin Huh-7 hiicrelerine
gore 5-ALA’ya daha fazla yanit verdigi tespit edilmistir. Bu tez ¢calismasinda elde edilen
on veriler HSK tedavisinde 5-ALA/FDT temelli yeni tedavi yodntemlerinin
gelistirilmesine yardimci olabilir. Ancak 5-ALA/FDT uygulanan HSK hiicrelerinde hiicre
Oliimiintin molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi, farkli FS’lerin ve 151k kaynaklarinin
kullanilmas: ve elde edilen in vitro verilerin in vivo deneylerle desteklenmesi ile sunulan

bu ¢alismalar gelistirilebilir.
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