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Ozetce— Metilen mavisi (MB) klinik tipta yillardir kullanilan
bir boyadir ve fotodinamik terapi (FDT) icin bir ila¢ olarak
kabul edilmistir. Bu calismada HT-29 Kkolon kanseri hiicrelerine
MB ekilerek terapotik etkisi in vitro olarak arastirilmigtir. Son
yillarda FDT’de 151k kaynagi olarak LED’ler (Light Emitting
Diodes) kullanilmaya baslanmistir. Ancak FDT’nin LED’lerle
kombinasyonundaki etkisini inceleyen cok fazla calisma yoktur.
Bu nedenle, bu calismada kolon kanseri hiicrelerine 635nm LED
151k kaynagi kullanilarak MB aracih FDT’nin antitiimor etkisi
degerlendirilmistir. Kolon Kkanseri hiicreleri bir petri kabina
ekilerek iizerine MB uygulanmistir. Ortam 635nm LED ile
16mW/ecm? gii¢ yogunlugu ve 3J/cm? enerji yogunlugu hiicreler
ortama eklendikten sonra 2sa, 6sa, 16sa, 24sa, 48sa, 72sa arayla
uygulanmistir. 72 saatin sonunda MB aracii FDT’nin LED 151k
kaynag ile kullanildiginda belirgin antitiimér etkileri
gozlenmistir. %80 oraminda hiicre dliimii gerceklesmistir.

Anahtar Kelimeler — Fotodinamik terapi; Metilen mavisi; Isik
yayan diyotlar; Kolon kanseri hiicreleri.

Abstract— Methylene blue (MB) has been used in clinical
medicine for many years and has been accepted as a drug for
photodynamic therapy (PDT). In this study, the therapeutic effect
of MB in HT-29 colon cancer cells was investigated in vitro. In
recent years, LEDs (light-emitting diodes) have been used as a
light source in FDT. However, there are not many studies
examining the effect of FDT in combination with LEDs.
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Therefore, in this study, antitumor effect of MB mediated PDT
was evaluated by using 635nm LED light source to colon cancer
cells. Colon cancer cells were planted in a petri dish and MB was
added. 16mW/cm? power density and 3J/cm? energy lavel with
635nm LED were applied to 2s, 6h, 16h, 24h, 48h, 72h after the
cells were added to the medium. After 72 hours, significant
antitumor effects were observed when MB mediated FDT was
used with LED light source. 80% of cell death occurred.

Keywords—photodynamic therapy; Methylene blue; LED; Near
infrared; Colon cancer cells.

I. GIRIS

Fotodinamik tedavi (FDT) iyi huylu veya habis tiimorlere
dogru secici bir sitotoksik aktivite uygulayabilen invaziv bir
tedavi prosediiriidiir. Prosediir, fotosensitizan (FS) ad1 verilen
toksik olmayan 1s18a duyarli maddelerin sistemik olarak
uygulanmastyla baslar. Malignan hiicrelere segicilik gdsterip
biriken FS, 151tk maruziyetinin ardindan  aktif hale gelir.
Oksijen varliginda bir dizi olay sonucunda olusan reaktif
oksijen tiirlerinin (ROT) salinmasiyla timor hiicresinin 6liimii
gergeklesir [1]. FDT, gelencksel kanser tedavi yontemlerine
kiyasla (kemo ve radyoterapi) FS’nin tiimorli hiicrelerde
secicilik gostermesi ve birikmesi, toksik olmamasi ve iyonize
eden 151¢m kullanilmamasi sebebiyle bilinen bir zarar1 yoktur
ve prosediir tekrarlanabilir [1,2].
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Metilen mavisi klinik olarak tipta kullanilan 6nemli bir
canli boyadir. MB lokal olarak ameliyata elverisli olmayan
0zofagus tiimorlerinin tedavisinde ve sedef hastaliginin
tedavisinde aktif olarak kullanilmaktadir [3]. Son zamanlarda
reaktif oksijen tiirlerini meydana getirdigi ve toksik olmamasi
nedeniyle FDT’de kullanilmigstir. Daha 6nceki ¢aligmalarda bu
ilacin hiicre i¢inde mitikontriyal lokalizasyon gdsterdigi ve
apoptoz ile hiicre 6liimiine neden oldugu bilinmektedir. Damar
yikimindan ziyade direkt timor hiicresini dldiirdiigii ayrica
sadece kanser ic¢in degil FDT’de potansiyel kullanimimin
oldugu gorilmiistiir [3,4].

MB aracili FDT 1s1k kaynagi olarak lazerler kullanilarak
gergeklestirilmistir. Son yillarda lazerler yerine daha ucuz,
kontrolii kolay, ¢ok kiigiik taginabilir ve genis alan aydinlatma
alanlar saglayan 151k yayan LED’ler kullanilmistir [5,6].

Bu calisma ile de kolon kanseri hiicrelerinde LED
kullanilarak metilen mavisi aracili fotodinamik tedavinin
etkinligi arastirilmustir.

II. METERYAL VE METOT

A. LED cihaz

Caligmada kullanilan LED cihazi, bir Tiibitak projesi
sonucu Sakarya Universitesi Biyomedikal Laboratuvarinda
iiretilmis olup, 635 nm’de stabil bir optik cikiga sahip, 500
mW giiciinde programlanabilir 6zellige sahiptir. Cihaz, hiicre
hatt1 caligmalarina uygun olarak, ¢coklu well-plate ortaminda
1s1ma yapabilmektedir. Sistemin ¢ikisi, optik gii¢ Ol¢clim
sensori ile siirekli olarak kontrol edilmekte ve ¢ikis gliciindeki
tim salimmlar bir kontroldr ile engellenmektedir. Yani bir
optik geri besleme saglanmaktadir. LED 151k kaynaklarinin
sicaklik ile dalga boyu degisebileceginden, kullandigimiz
sistemin sicaklik kontrolorii siirekli 635 nm’de sabit 1g1ma
yapmasini saglamaktadir.

Sekil 1. 635 nm LED Isik Kaynagi.

B. Hiicre kiiltiirti ve FDT

HT-29 kolon kanseri hiicreleri gerekli besiyerinin
saglanmasi i¢in kiiltiire edilmistir, béylece hiicre hattinin
genislemesine olanak saglanmistir. Yeterli biiyiiklige ve
saytya ulasan HT-29 kolon kanseri hiicreleri kontrol grubu ve
deney grubu olarak ikiye ayrilmigtir ve hiicrelerden 2000l iki
petri kabina ekilmistir. FS olarak kullanacagimiz MB %1’lik
bir oranda seyreltilmistir. Seyreltme islemi yapilan MB'dan
20ul  deney grubundaki kanser hiicrelerinin  {izerine
uygulanmistir. Olugan ortam 5dk kadar bekletilmistir ve gii¢
degeri 16mW/cm? ‘ye ayarlanarak 188sn boyunca (3J/cm? )
635nm dalga boyunda LED 1181 ile 1simlanmigtir. Ayni giig
degeri ve siire 2sa, 6sa, 16sa, 24sa, 48sa ve 72sa sonra
tekrarlanmistir.

C. Hiicre sayimi

72 saatin sonunda kontrol ve LED uygulanmis grupta hiicre
canlilig1 thoma laminda florosan mikroskop altinda sayilmistir
(Sekil 2).

Sayim sonucu;
Ax SFx 10.000 (1)
A:16 biiyiik karede sayilan hiicre adedi
SF: Seyreltme orani

formiilii ile hesaplanmistir. Thoma laminin esasi, 0,1 mm’
hacimde sayim yapilmasidir. Thoma laminda 16 biiyiik kare,
her biiyik karede 25 kiigiikk kare olmak iizere toplam 400
kiigiik kare vardir. Sayim bu karelerde yapilir [9].

111. SONUC VE TARTISMA

MB aracili FDT’nin kolon kanseri hiicrelerinde in vitro
etkisi 151k kaynagi LED kullanilarak degerlendirilmistir.
Calismada elde edilen sonuglar hig bir isleme tabi tutulmayan
kontrol grubu (=6x10° ile karsilastirilarak istatistiksel
degerlendirmeler yapilmistir. 72 saatin sonunda 635 nm’de

16mW/em® giic yogunlugundaki 1s1ma ile 4.3x100+0.3x10°
hiicre 6liimii gdzlenmistir. Istatistik sonucuna gére tiim deney
gruplariyla kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklililk mevcuttur. Yapilan FDT ¢aligsmasinin
yaklasik %80 oraninda hiicre canliligini  yok ettigi
goriilmistir. Diger yandan 24, 48 ve 72 saatlik deney
gruplarmin kendi aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik goériilmemistir. Buna goére tedavinin etkinligi zamana
bagli olarak degismemistir.

Bu sonuglar LED kullanan MB aracili FDT’nin kolon
kanseri  hiicreleri i¢in etkili bir tedavi oldugunu
gostermektedir.
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Sekil. 1. Sekil 2. Deney Grubu Hiicrelerinin Florasan
Mikroskop Altindaki Goriintiisii

Genelde FDT’de 11tk kaynagi  olarak lazerler
kullanilmaktadir. Ancak son zamanlarda LED’lerin etkinligi
bildirilmistir [5,7,8]. Bu ¢alismada, kolon kanseri hiicrelerinde
MB aracili FDT i¢in bir 151tk kaynagi olarak LED’in
performanst arastirtlmistir. Bu kaynagin en 6nemli avantaji
maksimum fotosensitizan emilim iyi bir sekilde Ortiisebilen
dar emisyon spektrumudur [7]. Ayrica LED’lerin lazerlere
kiyasla kullaniminin kolay, ucuz ve 1ginlama alaninin biiyiik
olmasi gibi avantajlart vardir. Calisma sonucunda da
gordiigiimiiz gibi bu 151k kaynagi kolon kanseri hiicrelerinde
FDT i¢in yeni bir 151k kaynagi olarak kullanilabilir.

Bu bir 6n ¢aligma olup diger ¢aligmalarda kontrol gruplari
arttirilmali ve hiicre saymmu ile ilgili daha giivenilir yontemler
uygulanmalidir. Thoma laminda hiicre sayimi oldukga giictiir
ve Onerilen bir yontem degildir. Cesitli boyalarla
gerceklestirilebilecek hiicre boyama yodntemleriyle daha net

sonuglara ulasilabilir. Laboratuvar kosullarinin
iyilestirilmesiyle ilerleyen ¢alismalarda bu sorununlarin
giderilmesi ve  daha  saglikhh  sonuglar  alinmasi
hedeflenmektedir. Bu calismada 635nm’deki kirmizi LED

151k kullanilmistir fakat diger dalga boyundaki LED’ler (mavi,
beyaz vb.) kullanilarak kanser hiicrelerinde en etkili dalga
boyunu arastirmak, LED 1s1k kaynaginin diger kanser hiicre
hatlarinda etkili olup olmadigini teyit etmek icin bir ¢ok ilave
¢aligmaya ihtiyag vardir.

Sonu¢ olarak; LED kullanan MB aracili FDT nin in vitro
olarak kolon kanseri hiicre dizisinde etkili bir antitlimér etkisi
gosterdigi goriilmektedir. Bu tedavi yontemi kolon kanseri
hastalar1 i¢in yeni bir umut kaynagidir.

IV.  TESEKKUR

Deney boyunca yanimizda olan ve her tiirli destekte
bulunan Bisra GUNOGLU’na ve calisma boyunca
yardimlarini esirgemeyen, kullanilan cihazla ilgili her tiirli

soruna yetisen ve bu cihazi ¢ok degerli hocalarimizin destegi
ile Sakarya Universitesi Biyomedikal Laboratuari’na
kazandiran BiyomedLab ekibine tesekkiir ederiz.
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