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SIMGELER VE KISALTMALAR

5-ALA : Aminolevulinik Asit

ATCC . Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu
CCK-8 : Cell Counting Kit 8

CO2 : Karbondioksit

DBU : 1,8 Diazabisiklo (5.4.0) undek-7-ene
DM : Diyabetus Mellitus

DMEM-HA : DMEM High Glucose (4.5 g/l) with L-Glutamine
DMSO : Dimetil Stilfoksit

FBS : Fetal S1gir Serumu

FDA : Food and Drug Administration

FDT : Fotodinamik Terapi

FD : Fotoduyarlastirici

HPD : Hematoporfirin Tiirevleri

J - Joule

mg : Miligram

ml . Mililitre

MTT : 3,4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromiir Testi
mw - Miliwatt

nm : Nanometre

02 : Oksijen
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Pc : Ftalosiyanin

ROS : Reaktif Oksijen Tiirleri

rpm : Revolutions per Minute

uv : Mordtesi (Ultraviyole)

Vis : Goriiniir Bolge

ZnPc : Cinko Ftalosiyanin
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CINKO FTALOSIYANIN TUREVI FOTODUYARLASTIRICININ
FpTODiNAmjK TERAPIi YONTEMI ILE KOLON KANSERI
HUCRELERI UZERINDEKIi ETKINLIGININ BELIRLENMESI

OZET

Kolon kanseri diinya genelinde yaygin olarak gozlenen bir kanser tiiriidiir. Sanayilesen
diinya diizeniyle birlikte giinden giine kolon kanseri vakalari artis gostermektedir.
Bireylerin beslenme sekilleri, egzersiz diizenleri, sigara-alkol tiiketme aliskanliklari,
ailesel kolon kanseri oykiileri hastalik risk faktorleri arasinda degerlendirilmektedir.
Semptomlariin ¢ok gec fark edilmesi ya da hi¢ fark edilmemesi sebebiyle ilerleyen
evrelerde ancak tespit edilebilen kolon kanseri i¢in tedavi amaciyla kemoterapi,
radyoterapi gibi tedavi yaklasimlari uygulanmaktadir. Ancak bu uygulamalarin sinirlayici
yonleri olmakla birlikte tedavi silireci ve sonrasinda zararli yanitlar ortaya
cikabilmektedir. Bu sonuglar dogrultusunda yeni tedavi yaklasimlar1 degerlendirilmesi
ile fotodinamik terapi (FDT) yontemi bir alternatif olarak 6ne ¢ikmistir. FDT de {i¢ ana
bilesen dikkat ¢ekmektedir: Isik, 1s18a duyarli ajan ve oksijen. Bu tedavi yontemi 1s13a
duyarli bir maddenin sistemik, lokal ya da topikal olarak uygulanmasi ve 1s1ga duyarl
maddenin bir 151k kaynagi yardimiyla uygun dalga boyu ile uyarilmasi suretiyle singlet
oksijen liretmesi ve hiicre 6liim mekanizmalarini baslatmasi prensibine dayanmaktadir.
Yiiksek ROS seviyeleri hiicre igin toksisiteye neden olurken kanser hiicresi oliimiinii
gerceklestirebilir.

Bu tez calismasinda HT-29 ve WI-38 hiicre hatlar tizerinde, ilk defa sentezlenen ¢inko
ftalosiyanin tiirevi fotoduyarlastiricinin FDT yontemiyle sitotoksik etkisinin arastirilmasi
amaglanmistir. HT-29 ve WI-38 hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda (1-150 uM)
fotoduyarlastirici uygulanmasinin ardindan 24 saat inkiibatérde inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda yapilan sitotoksisite degerlendirmeleri i¢in CCK-8 testi
kullanilmistir. Inkiibasyon siiresi (24 saat) sonrasinda sitotoksisite degerlendirmelerine
gore uygulanan fotoduyarlastirict maddenin HT-29 igin toksik etki gosterip WI-38
hiicrelerinde toksik etki gostermedigi tespit edilmistir. HT-29 hiicre hatt1 i¢in etkin
konsantrasyon degeri 8 uM tespit edilmistir.

Cinko ftalosiyanin tiirevi fotoduyarlastiricinin bulunan etkin konsantrasyonu FDT
asamalar1 i¢in yeni ekilen hiicrelere uygulanmis ve inkiibasyonu sonrasinda hiicrelere 1,
3, 5, 8, 10, 12 J/cm? gii¢ yogunluklarinda LED 1s1tma yapilmistir. Isitma sonrasinda
hiicreler 24 saat inkiibatérde inkiibe edilmistir. Cinko ftalosiyanin tiirevi
fotoduyarlastiric1 uygulanan HT-29 hiicrelerinde 1, 3, 5, 8, 10, 12 J/cm? gii¢ yogunluklu
LED i1sitma sonrasi 24 saatte canlilik oranlariin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azaldig1 ve WI-38 hiicrelerinde toksik etki gostermedigi belirlenmistir. Bu sonuglar tez
kapsaminda kullanilan ¢inko ftalosiyaninin FDT i¢in potansiyel bir fotoduyarlastirict ajan
olarak kabul edilebilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Kolon kanseri, Ftalosiyanin, Fotoduyarlastirici, Fotodinamik terapi.
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DETERMINATION OF THE EFFECT OF ZINC
PHTHALOCYANINE DERIVATE PHOTOSENSITIZER ON
COLON CANCER CELLSBY PHOTODYNAMIC THERAPY

ABSTRACT

Colon cancer is a common type of cancer worldwide. With the industrializing world
order, colon cancer cases are increasing day by day. Individuals' diet, exercise patterns,
habits such as smoking and alcohol consumption, and familial history of colon cancer are
considered as risk factors for the disease. Due to the fact that its symptoms are not easily
recognizable, or sometimes not recognizable at all, treatment approaches such as
chemotherapy and radiotherapy are applied for the treatment of colon cancer, which can
only be detected in advanced stages. However, these practices present certain limitations
to individuals and may lead to harmful responses (or outcomes) during and after the
treatment process. In line with these harmful outcomes in patient health, In line with these
results, photodynamic therapy (PDT) method has come to the fore as an alternative with
the evaluation of new treatment approaches. PDT has three components: light,
photosensitizer and oxygen. This treatment method is based on the principle that a
photosensitizing agent is administered to the patient systemically, locally or topically
where, the photosensitizing agent is irradiated with the appropriate wavelength with the
help of a light source to produce singlet oxygen and initiate cell death mechanisms. High
ROS levels can cause cell toxicity and cause cancer cell death. In colon cancer cells, ROS
production is higher than in normal cells.

In this thesis, it is aimed to investigate the cytotoxic effect of the synthesized zinc
phthalocyanine fort he first time derivative photosensitizer on HT-29 and W1-38 cell lines
by PDT method. HT-29 and WI-38 cells were treated with different concentrations (1-
150 uM) of photosensitizer and incubated in an incubator for 24 hours. CCK-8 assay was
used for cytotoxicity evaluations after incubation. According to cytotoxicity evaluations
after the incubation period (24 hours), it was determined that the photosensitizer applied
was toxic to HT-29 but not to WI-38 cells. The effective concentration value 8 uM was
determined for HT-29 cell line.

The effective concentration of the zinc phthalocyanine derivative photosensitizer was
applied to the newly planted cells for the PDT stages, and after incubation, the cells were
irradiated with LEDs at power densities of 1, 3, 5, 8, 10, 12 J/cm?. After irradiation, cells
were incubated in the incubator for 24 hours. The HT-29 cells that were treated with 8
uM zinc phthalocynanide based photosensitizer were exposed to different densities of
LED irradiation at 1,3,5,8,10,12 J/cm?. Upon 24 hours of incubation, the viability of the
cells were statistically observed to drastically decrease and there was no sign for
cytotoxicity on WI-38 cells. These results show that the zinc phthalocyanine used in the
thesis can be considered as a potential photosensitizing agent for PDT.

Keywords: Colon cancer, Phthalocyanine, Photosensitizer, Photodynamic therapy
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BOLUM 1. GIRIS

Yillar boyu siiregelen aliskanliklar, yasam bigimleri ve degisen diinya diizeni ile birlikte
kanser tanisi alan hasta sayilar1 dikkat ¢ekici sekilde artmaya basladi. Kanser olusumu
kontrolsiiz hiicre biiylimesi olarak tanimlanabilir. Temelde ayni genetik materyali tagiyan
hiicre topluluklarinin, dokudan asir1 biiyiimesi sebebiyle olusmaktadir. Bu hiicreler,
biiylimeyi durdurma yetenegini kaybetmis hiicrelerdir. Hiicre i¢inde biiylime karsiti, 61im
sinyallerini olusturan mekanizmalara direng gibi kanserli hiicrelere ayirt edici 6zellikler
kazandiran genetik degisiklikler yasanarak kanserli hiicrelerin artist ya da gelisimi
durdurulamayabilir. Kanser gelisimi igin aktif onkojen varligi, islevsiz timor
baskilayicilar gibi etmenler kanser hiicrelerinin olusumundan sorumludurlar ancak kanser
icin daha fazlasmma ihtiya¢ duyulmaktadir. Kanser gelisimi olarak adlandirilan
karsinogenez ig¢in apoptozdan kagma, smirsiz replikasyon potansiyeli, kendine yeten

proliferasyon vb. etmenler 6nemlidir.

Kanser gelisim agamalari ise baslangig, gelisme ve ilerleme olarak {i¢ grupta toplanabilir.
Baslangi¢ grubu i¢in kanser hiicresi baglatma operasyonu hiicrede; nokta mutasyonlari,
gen silinmesi, geri doniisiimsiiz hiicresel boyutta degisikliklerin yasanmasina sebep olan
genomik degisimlerle baslamaktadir. Gelisme siirecinde bu hiicrelerin canli kalimi ve
klonal hiicreler ile yayilimi desteklenmektedir. Ilerlemis grup olarak kanser hiicreleri,

anormal bliylimeleri ve birbirini etkileyen metastazlar ile iliskilidir [1,2].

Kolon kanseri, diinyada en sik goriilen kanserlerdendir. Sanayilesme ve kotii beslenme
sartlar1 ile artan oranlar1 bulunmakla birlikte ailesel 6ykiisii de ¢ok fazladir. Kolon kanseri
vakalarmin % 1-3 araligmi bilinen kalitsal sendromlar olusturmaktadir. Ayrica kolon
kanseri olan kisilerin birinci derece akrabalik iliskileri degerlendirildiginde, kalin
bagirsak malignite riskinin arttigi goriilmiistiir. Buna ek olarak kolon kanseri gelisimi
birbirini takip eden bir gen kaybi siireciyle iliskilidir. Artan vakalarin batili diyet

modelleri, fiziksel egzersiz yetersizligi, obezite gibi sebeplerden kaynaklandigi da



diistiniilmektedir. Erken evrelerde tespit edilen kolon kanseri, tedaviden olumlu sonuglar
alabilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’'nde (ABD), gelisen etkili tarama
yontemlerinin  kabul goriilmesi ve benimsenmesi lizerine yapilan tarama
degerlendirmelerinin artis1 yasli insanlarda goriilen vaka sayisin1 ve 6liim oranlarini
azaltmistir. Ayrica kullanilan mevcut tedavi yontemleri de (cerrahi, radyoterapi,
kemoterapi vb.) kolon kanseri i¢in katki saglayan yontemlerdir. Periferik kok hiicre nakli,
hormon tedavisi, kriyocerrahi, fotodinamik terapi (FDT) gibi yontemlerde kolon kanseri
tedavisinde kullanilmaktadir. Tez calismasinda kullanilan FDT, cerrahi miidahaleye
gerek kalmaksizin kanserli dokunun yok edilmesi/azaltilmasi suretiyle geleneksel
yontemlerin olusturabilecegi hasari bertaraf etmek i¢in de yeni bir yaklasim olarak dikkat

¢ekmektedir [1,3-5].

FDT, kanser hastalar1 i¢in umut verici bir yaklagim olarak kanserli hiicreler {izerine bir
fotoduyarlastiricinin (FD) enjeksiyonu ve 151k kaynagi araciligiyla uygun dalga boyu ile
1s1ma yapilmasmi icermektedir. FD’nin aktive edilmesi ve singlet oksijen (*Oy)
olusumuyla hiicre icin geri doniisiimsiiz hasarlarin olugsmasi ve hiicre o6liim
mekanizmalarinin baslatilmasi prensibiyle calismaktadir. Yapilan arastirmalar 1s18inda,
FDT’nin &zellikle erken evrelerde teshis edilen vakalarda uygulanmasiyla, hastalarda
tyilestirici etkisinin ve ameliyat edilmesi imkansiz durumda olan hastalarin yagsamsal
faaliyetlerinde verimin artmasini saglamaya yonelik faydalarinin olabilecegi calismalar

ile bildirilmistir [6-8].

Bu baglamda, mevcut tez calismasinda HT-29 ve WI-38 hiicre hatlarinda ¢inko
ftalosiyanin (ZnPc) tiirevi FD’nin farkli konsantrasyonlar ve gili¢ yogunluklarinda

sitotoksik ve fototoksik etkisinin incelenmesi amaglanmistir.



BOLUM 2. GENEL BiLGILER

2.1. Kolon Kanseri

Kolon kanseri, en yaygin {igiincii kanser tiirii olarak bilinmekle birlikte kansere bagl
olimlerde de en yaygin dordiincii kanser tiirti olarak bilinmektedir. Yildan yila artis
gosteren bu vakalar i¢in yapilan calismalarda ¢ogu vakanin Bati iilkelerinde oldugu
goriilmektedir [9]. Ulkelerin ekonomik gelismislik derecesine gore hastaligin artis azalis
rakamlar1 degisiklik gostermekle birlikte hastalik, iilkelerin sosyoekonomik gelisiminin
gostergesi olarak kabul gormektedir [10]. Kolon kanserine yakalanma olasilig1 yaklagik
olarak %4 ile %5 araliginda iken ilgili kanserin gelisme riski bireylerin yasi, kronik
rahatsizliklar, olumsuz modern beslenme aliskanliklari, sigara, diistik fiziksel egzersiz,
obezite ve bunlarla iliskili 6zellik ve aliskanliklardaki risk faktorlerindeki artigla
baglantilidir [9,11]. Kolon kanseri nedenleri incelendiginde tiimor baskilayici genler,
DNA onarim mekanizmalari, onkojenler ile ilgili genlerin hedef alindig1 mutasyonlarin
yol agtig1 goriilmektedir. Bu mutasyon kaynaklariyla iligkili olarak kolon karsinomlar
%70 sporadik, %5 kalitsal ve %25 ailesel olarak belirlenmektedir. Bu durumun
olusmasima neden olan sistemler ise ii¢ tip olmak {izere incelenebilir; kromozomal
kararsizlik (CIN), mikro uydu kararsizligi (MSI) ve CpG adasi metilatér fenotipi (CIMP).
Bu tiplerin kromozomal diizeyde ve bazi 6nemli yolaklarda mutasyonlar1 etkiledigi
yapilan ¢alismalarda gozlemlenmistir [9]. Artan vakalar ile yeni tedaviler gelistirme
yoluna gidilmis olup bu tedaviler laparoskopik cerrahi, radyoterapi ve kemoterapidir.
Buna ragmen son yillarda sagkalim oranlar1 ¢ok az degiskenlik gostermistir ¢linkii kolon
kanserinin gelisimi belirsiz olup bir lezyon ve sonucunda kanser gelisimi yaklasik on ile
on bes yillik bir siireci kapsayabilir. Bu nedenle kolon kanserinin gelisimi dncesinde bir
polipoid Onciiniin varligr goz oniine almip erken teshis amaciyla tarama programlari

hizlandirilmigtir [11,12].



2.2. Kolon Kanseri Epidemiyolojisi

Kolon kanseri erkek bireylerde en sik goriilen iiglincli kanser tiirli olurken, kadin
bireylerde erkeklerden farkli olarak en sik goriilen ikinci kanser tiirti olmustur. 2012
yilinda diinya genelinde 614.000 kadina ve 746.000 erkege kolon kanseri teshisi
konulmus olup, kadinlarda bu oran tiim yeni kanser vakalarinin %9,2’sini ve erkeklerde
ise yeni kanser vakalarinin %10’unu olusturmustur. Ayrica kolon kanseri melanoma disi
cilt kanseri haricindeki tiim kanserlerin de %9,7’sini olusturmaktadir. Yasa gore goriilme
oran1 erkek ve kadinlarda incelendiginde, erkek vakalarinin (100.000 kiside 20,6),
kadinlardan (100.000 kiside 14,3) daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Sporadik
mutasyon kaynakli Kanserli hastalarin birgogu elli yasindan biiyiik olup, rektum kanserli
hastalarin %75'i ve kolon kanserli hastalarin %80'i 60 yas ve lizeridir. 2020 yil1 ile birlikte
1,9 milyonun tizerinde yeni vaka oldugu tespit edilmistir. Ayrica kolon kanseri, kanserden
olimlerin yaygin sebebi oldugundan yaklasik 935.000 bireyin oliimiine yol agtigi
diistiniilmektedir. 2020 verileri incelendiginde kolon kanseri goriilme ve kolon kanseri
sebepli Oliimlerde genis cografi gesitlilik gozlenmektedir. Kolon kanseri igin izlenilen
vaka ve 6liim artiginin, batili yasam bicimi olarak adlandirilan yagsam bi¢imini 6ziimseyen
orta ve yiiksek insani gelisme indeksi (IGE) iilkelerinde olustugu goriilmektedir. Bu
durum ayn1 zamanda gelismis iilkelerin kolon kanseri i¢in en yliksek riske sahip oldugunu
gostermektedir. Vakalarin cografi olarak degisiklik gostermesi ile en yiiksek vaka orani
Avustralya ve Yeni Zelanda’da, en diisiik vaka oran: ise Bat1 Afrika’da gériilmektedir.
Kolon kanserine sebep olan faktorler incelendiginde 6zellikle obezite, hareketsiz yagam
sekli, kirmizi et ve alkol, tiitlin tiiketimi kolon kanseri gelisiminde itici faktorler olarak
belirlenmistir. Bu sebeple kolon kanseri bu faktorlerin yogun oldugu batili yasam tarzina
sahip gelismis lilkelerin bir hastalig1 olarak kabul edilmektedir. Erken evrede bes yillik
sagkalim oranlarina bakildiginda kolon kanseri i¢in %90 fakat sonraki evrelerde teshis
edildiginde %13’tiir. Her iki cinsiyette de 100.000 kiside kolon kanserinden 6liim yasa
gore standardize edilmis olarak %8.9’dur [10,11].



2.3. Risk Faktorleri

Kolon kanseri gelisiminde farkli birgok etkenin ve risk faktoriiniin (Tablo 2.1) varligindan
s0z edilebilir. Hasta adaylariin risk durumu izlendiginde bireylerin aile ve tibbi gegmisi,
kanser, kolon polip 0ykiisii, kolesistektomi, inflamatuar bagirsak hastaliklar1 veya diyabet
gecmislerinin olmasi kolon kanseri igin yiiksek risk varligini gostermektedir. Buna ek
olarak kisilerin hayat bicimleri kolon kanseri etiyolojisi igin Onemli bir etkendir.
Bireylerin yasantisindaki fiziksel aktivite eksikligi, obezite hali, sigara ve alkol kullanimi,
sagliksiz beslenme modellerinin tercihi gibi faktorlerin kolon kanseri riskini arttirdigi
gozlenmektedir. Tim bu etkenlerin varligr ile birlikte bireylerin yas, cinsiyet, irk,
bagirsak sagligi, sosyal sartlart da kolon kanserinde risk faktorii oldugu bilinen
etkenlerdir [10].

Tablo 2.1 : Kolon Kanseri Risk Faktorleri [10].

Aile ve Kisisel Oykii Yasam Tarzi Digerleri

Aile oykiisii ve genetik Yiiksek Kilo ve Obezite Bagirsak Mikrobiyotasi
Inflamatuar Bagirsak Hastaligi ~ Yanlis Diyet Kaliplari Yas

Kolon Polipleri Fiziksel Hareketsizlik Cinsiyet ve Irk

Seker Hastalig1 Sigara Kullanimi Sosyoekonomik Faktorler
Kolesistektomi Alkol Tiiketimi

Aile bireylerinin tibbi ykiilerinde kolon kanseri varligi diger bireyler iginde kolon
kanseri gelistirme riskini biiyiikk oranda arttirmaktadir. Ciinkii bu durumda kisiler hem
kalitsal genetik yatkinlik hem de yasam bi¢imi unsurlarini paylasmaktadir. Aile gegmisi
risk faktorii olarak degerlendirildiginde yapilan ¢aligmalar, birinci derece yakinlari (anne-
baba, kardesler ve ¢ocuklar) kolon kanserine maruz kalmis kisilerin, aile dykiisii olmayan
kisilere gore yaklasik iki kat daha fazla kolon kanseri risklerinin var oldugunu

gostermistir [10,13].



Kolon kanseri vakalar1 incelendiginde ortaya ¢ikma nedenlerinin %2-8 oraninda kalitsal
sendromlar sebebiyle oldugu tahmin edilmektedir. Bu anlamda kanser gelisimine biiyiik
oranda yatkinlik olusturdugu bilinen iki kalitsal sendrom Lynch sendromu (HNPCC) ve
ailesel adenomatoz polipozis koli (FAP)’dir. HNPCC, otozomal baskin bir hastalik
olmakla birlikte bilinen bazi genlerdeki (MLH1 ve MSH2) mutasyonlar ile iliskilidir [10].
FAP ve diger alt tipleri (Gardner’s sendromu, Turcot’s Sendromu ve zayiflamis FAP)
kolon kanseri igin yaklasik %1°lik bir dilim olusturmaktadir. FAP i¢in g¢ocukluk
donemlerinde ¢ok sayida kolonik adenom varligindan soz etmekle birlikte
semptomlarinin yaklagik olarak on alti yaslarinda goriildiigii bilinmektedir. Bununla
birlikte erken teshis edilememis ve tedavi uygulanamayan durumlarda kirk bes yaslarinda

bireylerin %87 sinde kolonik kanser izlenmektedir [13].
2.3.1. Inflamatuar bagirsak hastalig

Inflamatuar bagirsak hastalig1, kolonun uzun siire iltihaplanmas1 durumudur. Bu hastaliga
sahip kisiler tedavi edilmezlerse kisilerde siklikla displazi gelisimi goriiliir ki displazi
zamanla kansere doniisebilmektedir. Kolon kanseri i¢in Lynch sendromu ve FAP’tan
sonra liclincli en yaygin neden olarak bilinmektedir. Bununla birlikte aktif kolonik
inflamasyon alanlar1 iizerinden gelisim gosteren kolit ile iligkili kolon kanserleri i¢in tiim
inflamatuar bagirsak hastaliklarinin %10-15inin 6liim nedeni olarak bilinmektedir.
Ulseratif kolit ya da Crohn hastaligi dahil inflamatuar bagirsak hastaliklar1 kolon kanseri
riskinin artisinda etkin bir faktordiir. Fakat bununla birlikte bagirsak inflamatuar
hastaliklari bati toplumlari i¢in kolon kanserlerinin ortalama %1°lik kismini agiklayabilir
[11,13,14].

2.3.2. Adenomato6z kolon polipleri

Kolon kanseri baslangi¢ evresi, genellikle mukozal tabaka olan kolonun en derin
tabakasindaki bir biiyiime ile temsil edilmektedir. Bu tabakadaki biiyiimelere polip adi
verilmektedir. Olusan polipler genellikle birkag sene igerisinde kanserli duruma

gelebilirler. Ancak yine de tiim polipler kanserli olmayabilir.



Bir polibin kanserli olmasi ile ilgili olarak ana Ozelligine yani tipine bakilmasi
gerekmektedir. Ug tip ana polip tiirii varligindan bahsedebiliriz: Adenomatdz polipler
(Sekil 2.1) (¢ogunlukla kanser oOncesidir ve kolon kanserlerin %96‘simm1 temsil
etmektedir), hiperplastik polipler ve inflamatuar polipler. Hiperplastik polipler daha
yaygin olmakla birlikte ¢ogunlukla kanser oncesi degildir. Yapilan bazi c¢alismalarda
bagirsak florasinda goriilen dengesizlik ve adenomatéz kolon polipleri arasinda kolon

kanseri gelisimini destekleyen baglantilar oldugu diisiiniilmektedir [15].

Saglikli bagirsak-homeostazi ~ Adenomatdz kolon polipleri Displazi ve adenokarsinom

Sekil 2.1 : Normal bagirsak kivrimu ile kolon adenomat6z polipi [15].

2.3.3. Diyabet ve kolon kanseri

Gecmis yillarda yapilan caligmalar ile birlikte diyabet ve kanser arasinda bir neden sonug
iliskisinin varligi tahmin edilmistir. Elde edilen kanitlar ile diyabet ve belirli kanser
tirlerinin 1iliskisinin var oldugu diistiniilmektedir. Arastirmalar diyabet hastaliginin,
hastalarda kolon kanserinin olugma riskini %30 arttirdigin1 gostermektedir. Amerikan
Diyabet Dernegi, diyabet ile kanser riski arasinda bir iliski oldugunu kabul etmektedir.
Hiperglisemi, insiilin ve insiilin benzeri bilyiime faktorii diizeylerinin bazi etkilesimleri
ile kanser hiicrelerinin biiyiime ve ¢ogalmasinda etkili olabilmektedir. Baz1 ¢alismalar
diyabetle birlikte kolon kanseri varliginin hastalarda 6liime sebep olma riskini arttirdigini
bildirmektedir. Kolon kanseri ile birlikte diyabet hastaliginin faktorlerini arastirmak bu
iki hastalik arasindaki etkilesim mekanizmasi hakkinda daha fazla bilgi sahibi olunmasini

saglamakla birlikte iki hastalik arasindaki baglantinin anlasilmasina yardimci olacaktir
[16].



2.3.4. Kolesistektomi

Safra kesesinin viicuttan cerrahi olarak ¢ikarilmasi kolesistektomi olarak adlandirilmakla
birlikte kolesistektomi sonrasi kolon kanseri olusma siklig1 kesin olarak belirlenebilmis
degildir. Yapilan bazi ¢alismalar kolesistektomi sonrasi kolon kanseri gelisme riskini
yiikselttigini gosterse dahi diger calismalar herhangi bir risk artis1 gergeklesmedigini
bildirmektedir. Kolesistektomi ardindan kolon kanseri riskine, safra asitlerinin
salgilanmas1 ve yapisindaki degisikliklerin sebep oldugu diisiiniilmektedir. Ciinkii safra
kesesi yoklugunda bagirsaga safra salinimi gergeklesir ki bu da bagirsakta gerceklesen
bazi olumsuz durumlara sebep olmaktadir. Olusan bu olumsuz degisim ile safra asitleri
reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri olusturma, hiicre zarin1 bozma, kolon kanseri riskini

arttirict DNA hasarina sebebiyet verme ve apoptozu indiikkleme yetilerine sahiptir [10].

2.3.5. Yasam tarzi ve diger etkenler

Genel olarak yapilan incelemelerde bazi belirsizlikler var olsa da bir¢ok veri yasam tarzi,
diyet gibi faktorlerin kolon kanseri riski lizerinde biiyiik bir etkiye sahip oldugunu
gostermektedir. Yasantilardaki fiziksel hareketlerde azalma, viicut agirhginin artisi ile
obezite gelisimi de risk faktorleri arasindadir. Diyet kaliplarinda yapilan hatalar (kirmizi
ve islenmis ette yiiksek diyet, lif-meyve-sebze agisindan diisiik diyet vb.), alkol ve sigara
tilketimi, bagirsak mikrobiyatasi, yas, cinsiyet gibi faktorlerde kolon kanseri riskinde
onemli Olciitlerdir. Bununla birlikte kolon kanserlerinin biiyiik bir yilizdelik diliminin,
beslenme ve yasam tarzindaki ilimli degisikliklerle Onlenebilecegi de caligmalarda

goriilmektedir [17].

2.4. Kolon Kanseri Tedavisi

Kolon kanseri teshis ve tedavisi i¢in diger hastaliklarda oldugu gibi bazi1 prosediirlere
ihtiyag duymaktadir. Teshis i¢in kullanilan bir¢ok secenek vardir. Fakat kullanilan
yontemin dogrulanmasi amaciyla farkli gereksinimler de dogmaktadir. Biyobelirtegler
teshis i¢in kullanilmakla birlikte biyobelirte¢ kullanimina ek olarak kolon kanseri igin
klinik kullanimlarda vardir. Bunlar; kolonoskopi, sigmoidoskopi, ¢ift kontrastli baryumlu

lavman, bilgisayarli tomografik kolonoskopi ve diski kan testi (FOBT) dir.



Biyobelirtegler, tan1 koymak ve tedavi seg¢iminde yarar saglamak adina O6l¢iim ve
kullanimda kolaylik saglamaktadir. Tiim bunlarin yani sira yiiksek duyarliliga, 6zgiilliige

ve gerekli olan glivenlik gibi 6nemli pek ¢ok 6zellige de sahip olmalidir [9].

2.4.1. Kolon kanseri giincel tedavi yaklasimlari

Kolon kanseri tedavi yontemleri arasinda cerrahi yontemler, adjuvan radyoterapi veya
kemoterapi bulunmaktadir. Tedavi se¢iminde dncelikle tiimor durumuna ve hastaya baglh
faktorlere bakilarak tedavi yontemi sec¢imi yapilmaktadir. Ciinkii kolon tiimorleri
yerlesim yerlerine gore sag ve sol kolon olarak ayrilmaktadir. Sag kolon tiimdrii olarak
kabul edilen bolge ¢ekum-transvers kolonun 2/3 bdlgesi iken sol kolon tiiméri 1/3
transvers kolon-rektum bolgesidir. Bu sekilde bir ayrimin yapilmasinin baslica nedeni
ayn1 organ olmasina ragmen farkl histolojik, klinik, ¢cevresel ve molekiiler yapiya sahip
iki kistmdan olusmasindan dolayidir. Bu inceleme ile tedaviyi yonlendirecek timor
lokasyonu ve kanser risk grubu siniflandirmasi belirlenmeye ¢alisilmaktadir. Evre | ve
diger evreler icin cerrahi yontem genel bir yontemdir. Evre II ya da diger evreleri
kapsayan kolon kanseri hastalarinda cerrahi tedavinin yani sira kemoterapi, adjuvan
radyoterapi, immiinoterapi tedavileri kullanilmaktadir. Kemoterapi tedavisinde 5-FU, L-
OHP, irinotekan ve kapesitabin ¢ok sik kullanilmaktadir. Tedavide kullanilan kemoterapi
ilaglar1 farkli ajanlar ile kombine edilerek de tedavi amagli kullanilmaktadir. Geleneksel
kemoterapinin yani sira, tedavi veriminin artmasi, yan etkilerin azaltilmasi ve bununla
birlikte ikincil bir tiimor gelistirme riskini azaltmak amaciyla var olan tedavilere ek farkli
tedavi se¢enekleri tizerinde ¢alisilmaktadir. Giiniimiizde dnemli arastirma alanlar1 olarak
anti-inflamatuar ilaglar, probiyotikler ve altin tiirevi ilag tedavileri karsimiza ¢ikmaktadir
[9,18,19]. Tiim bu tedavilerin yani sira kanserli hiicrelerin biyolojik yapisini anlamamizi
saglayan ve bu dogrultuda tedavi amacgh ilag tasarimlarini gelistirmeye olanak veren
calismalar 6nemli gelismelere yol agmaktadir. Bu baglamda fotodinamik terapi (FDT)
karsimiza ¢ikmaktadir. Gelisimini devam ettiren FDT bircok tibbi gerekliligi karsilayacak
potansiyelde olmakla birlikte basarili ve klinik olarak onaylanmis terapdtik tedavi
yontemidir [6]. Bu yontem ile kolon kanseri tedavisinde yapilan ¢alismalar umut vaat
etmekle birlikte gelecekte yapilacak klinik calismalarin 1s1¢inda neoadjuvan terapi

planlamalariyla kullanilabilir [20].



BOLUM 3. KANSER TEDAVISINDE YENI BiR YAKLASIM:
FOTODINAMIK TERAPI

3.1. Fotodinamik Terapi

Isik binlerce yil onceden beri bir tedavi yontemi olarak kullanilmaktadir. Ancak
arastirmacilar 100 yildan daha fazla bir siire 6nce 15181n baz1 kimyasallar ile etkilesiminin
hiicre 6liimii gergeklestirebildigini tespit etmislerdir. Bu arastirmalarin incelenmesine

yonelik ¢aligmalar ise fotodinamik terapinin (FDT) gelisimini saglamistir [21].

FDT, bazi hastaliklar ve kanser hiicrelerine kars1 fotoduyarlastirici (FD) bir maddenin
uyarilmasi ile reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretilmesi ve hedef hiicre Sliimiiniin
gergeklestirilmesi prensibiyle calisan tedavi yontemidir. FDT’de hedef hiicrelerde
sitotoksik bir durum olusmasi saglanmaktadir. Bu dogrultuda hastanin tastyiciligini
yaptigi lezyonlar igin hastaya sistemik, topikal ya da lokal sekilde 1s18a duyarli ilag
uygulanmaktadir. FD’nin uygulanmasinin ardindan gerekli inkiibasyon siiresi sonunda,
uygulanan FD’nin lezyonda hiicre 6liimii ve doku yikimina yol agabilecek uygun dalga

boyundaki 1s1kla uyarilmasi gergeklestirilmektedir (Sekil 3.1) [6,20,22].
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Sekil 3.1: FDT'de temel ilkeler [23].
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3.2. Fotodinamik Terapi Mekanizmasi

FDT’nin mekanizmasini anlayabilmek icin gerekli olan bilesenlerin kombinasyonuna
ihtiya¢ duyulmaktadir. FDT ti¢ bilesen igerir: Isik, FD, oksijen. FD, 1s1gin belli dalga
boylarina maruz birakildiginda uyarilmis enerji seviyesine gegis yapmaktadir. Temel
enerji seviyesine geri doniisiinde ise singlet oksijen (10,) ve serbest radikaller gibi reaktif
oksijen tiirleri (ROS) olusumu (Sekil 3.2) i¢in oksijene aktarilan enerjiyi serbest birakarak
hiicresel toksisite olusturmaktadir. FDT yaklasiminda, FD kan dolasimina enjekte
edilmektedir. Enjekte edilen FD viicuttaki hiicreler tarafindan emilir fakat normal
hiicrelere nazaran kanser hiicrelerinde, bu hiicrelerin dogas1 geregi daha fazla
birikmektedir. Enjeksiyon sonrasi inkiibasyon ardindan FD ¢ogu hiicreden biiyiik oranda
ayrilmisken kanser hiicrelerindeki varligimi 6nemli miktarda korumaktadir. Bunun
ardindan uyarilmis bir enerji seviyesine ulasabilmek adina FD icin uygun bir dalga
boyunda 1518a maruz birakilmaktadir. Isig1 emen FD absorbe ettigi enerjiyi oksijen gibi
molekiillere aktarabilir ve bu durum 'O, olusumuna sebep olur. Beraberinde kanser
hiicrelerini yok eden ROS olusmaktadir. Bu durum Tip I mekanizma ile iligkilidir. Tip I
mekanizmasi ise FD enerjisinin biyomolekiile ya da substrata aktarilmasi ile ilgilidir
(Sekil 3.3). Bu durumdaki ara maddeden enerji oksijene iletilerek tekrar ROS olusumuna
ve siire¢ sonrasinda ise hiicrelerin apoptotik ya da nekrotik 6liimlerine sebep olmaktadir

[21,22,24,25].
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Sekil 3.2 : FDT islemi ve ROS olusumu [25].
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Sekil 3.3: FDT Tip I ve Tip II reaksiyonlar1 [21].

FDT’de FD’ler bir katalizor gorevi gormekle birlikte FDT mekanizmasi geregi FD, kan
dolagimina enjeksiyonu sonrasinda 1s1k uyarimai ile bazi reaksiyonlar gosterebilmektedir.
FD, toksik radikaller (peroksit, hidroksi radikali, siiperoksit anyonu vb.) liretmek igin
ROS’un Tip | (elektron transferi) reaksiyonlar1 ya da 'Oz iiretmek icin ROS Tip Il (enerji
transferi) reaksiyonlar1 olusturabilmektedir. Bilinen FD’ler ¢ogunlukla ROS Tip Il
mekanizmasini olustururken birkag yontem Tip I ROS mekanizmasini olusturabilmistir.
Yiiksek ROS seviyeleri hiicrede dnemli bir toksisiteye neden olarak kanser hiicresi
Oliimiinii gergeklestirebilir. ROS’ un sebep oldugu toksisite ile hiicrelerde farkli yollar ile
hiicre 6liimii gergeklesebilir. Hiicre apoptoz, nekroz, otofaji seklinde 6liim yollarindan

birini gergeklestirebilir [26-28].

3.3. FDT*de Hiicre Oliim Mekanizmalari ve FDT’nin Tiimérler Uzerindeki Etkileri

FDT hiicre 6liim yolaklar1 incelendiginde hangi 6liim yolaginin gerceklesebilecegi bircok
faktore baghidir. Yiiksek ROS aktiviteleri ile fotohasar ve sitotoksisite etkisinin de birgok
faktore bagli oldugu goriilmektedir. Burada FD tipi, FD’nin hiicrede veya hiicre disinda
konumlandig1 bolge, uygulanan miktar, 1s18a maruz birakilma dozu, oksijen varligi,
aydinlik ve karanlik evre arasindaki siireler gibi faktorlere baglidir. Her bir faktor bir¢ok

farkli sonuca yol agabilmektedir [21].

FDT’de hiicre oliimleri, fototoksisite sonucu olusmaktadir. Kanserli hiicreye gore

belirlenen FD’ye uygun dalga boyundaki 151tk ve FD’nin gergeklestirdigi tepkimeler
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sonucunda olusan ROS tipi ile timorlii bolgedeki hiicrelerin 6limii saglanmaktadir [29].
FDT temelinde 151k ve FD ile baslatilan bu mekanizmada hiicre 6liimii ii¢ ana prensibe
dayanmaktadir (Sekil 3.4). Programlanmis hiicre 6liimii olarak adlandirilan bu sistemler
genetik kodlamaya sahip bir hiicre intihar mekanizmasidir. FDT kapsaminda da bu hiicre
olim yolaklar1 apoptoz, nekroz ve otofaji olarak karsimiza g¢ikmaktadir [6,30].
Programlanmis Tip [ hiicre o6liimii olan apoptozun, fenotipik degiskenler ile
karakterizasyonu belirlenmektedir. Otofaji ise hiicrenin lizozomal bagiml sindirimi ve
otofagosomlar ile varligi ayirt edilen bir hiicre 6lim yolagi olarak belirlenmektedir.
Hiicresel sislik ve plazma membran biitiinliigiiniin kaybedilmesi durumu da 6liim yolag:

olarak nekrozu gostermektedir.

Bu ii¢ ana mekanizmada geri dondiiriilemez ve en yaygin olarak belirlenen hiicre 6liim
yolagi apoptoz olurken, bu mekanizma 1991 yilinda ilk kez FDT’ye cevap olarak
kaydedilmistir. Ayrica genel olarak apoptozun, FDT ile hiicrelerin in vitro olarak

tedavisinde hiicre 6liimiiniin baglica yontemi oldugu kabul edilmektedir [30,31].

apoptoz hiicre kabarmasi

kromatin yogunlasmasi

otofagozomlarin
lizozomlar ile fiizyonu

Sekil 3.4: Hiicre 6liim yolaklari [32].

otofagozom olusumu bozulma
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3.3.1. Apoptotik hiicre dliimii (apoptoz)

Apoptoz, kanser vb. durumlarda patolojik ve fizyolojik olarak 6nemli bir biyolojik
durumdur. Cok yollu 6liim programlarindan en iyi ¢alisan 6liim yolagidir. Apoptotik
hiicrelerde biyokimyasal modifikasyonlar olarak protein boliinmesi, DNA parcalanmasi
vb. olaylar goriilmektedir. Niikleer ve membran bozunmasi, hiicre 6liimiinii isteyen bir
tepki olusturmak igin gerekli faktorlerin aktiflesmesine yol acan sinyaller ile
tetiklenmektedir. Bu da gostermektedir ki apoptoz, kaspaz olarak bilinen protein ailesini
ve hiicre i¢i baz1 materyalleri bozan diizenlenmis bir mekanizmadir. Apoptoz, 6lim
reseptorlerinin aktiflesmesi ya da sitokrom c’nin mitokondriyal olarak salinmasi sekliyle
de baslatilabilmektedir. Bu iki durumda kaspaz ailesindeki cellat kaspazlar olarak bilinen
kaspaz-3-6-7 kaspazlarinin aktive olmasimna neden olmaktadir. Kaspazlarin aktive
olmasinin ardindan bir dizi hiicresel olay yasanmaktadir ve DNA pargalanmasina neden
olmaktadir. Bu siirecte hiicre iskeletinin protein hiicreleri de boliiniirken bu durum hiicre
parcalanmasi ve apoptotik cisimlerin olusmasiyla sonu¢lanmaktadir. Bu durum timor
hiicresi Oltimii i¢in var olan bazi 6lim mekanizmalarindan (Tablo 3.1) ana O6lim
mekanizmasi olarak apoptotik hiicre 6liimiine dogrudan yol agabilmektedir [33-35].
Klinik FDT incelendiginde FDT’ nin ilaca direngli hiicre tiplerine karsi etkili oldugu
gozlenmektedir. Fakat her zaman FDT’ye apoptotik bir tepki olusmasa da bunun,
fotohasarin hiicre i¢i konum farkliliklari ya da eksik tespit sistemleriyle ilgisi

bulunmaktadir [8].

3.3.2. Nekrotik hiicre 6liimii (nekroz)

Nekroz, morfolojik olarak sitoplazma vakuolizasyonu ve hiicre i¢inde bir dizi
molekiillerin salinimi sonucu gergeklesen reaksiyonlarla plazma zarinin sismesi ve
parcalanmasi olarak ifade edilir. Hiicreye karsi fiziksel ve kimyasal zarara sebep olarak
gerceklesen hiicre Olimii olarak da bilinmektedir [6, 35]. Yillarca programlanmamis
hiicre 6liim yolag1 olarak belirtilmigsse de yapilan giincel ¢aligmalar nekrotik hiicre
Oliimiiniin sinyal iletim yolu seklinde aktif yayilim gosterebilecegini diisiindiirmektedir.
Baz1 reseptorler ile (TNF- ve Fas) belirli hiicre hatlarina giris yapilarak, kaspaz
inhibisyonu kosulu ile reseptorle etkilesen protein 1 (RIP1) kinazin aktive olmasiyla

nekrozu tetikledigi tespit edilmistir [30]. Yedi tip nekrotik hiicre varligindan soz
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edilmektedir ve bu modeller incelendiginde yedi farkli nekrotik tip tanimlamasi yapilsada
dizilimlenmis olaylar siralamasinin biitiin tiplerde ayni siralamayr korudugu
gozlemlenmistir. Membran gecirgenligi, lizozomal yirtilma, hiicre bilesenlerinin
bozulumu vb. olaylar1 bu dizilim arasinda yer almaktadir. Apoptoz ve otofajinin sahip
oldugu ayirt edici 6zelliklere (Tablo 3.2) sahip olmayan nekroz buna ragmen kesin ardisik
olaylar dizilimine sahiptir. Bu nedenle kontrollii olusum gergeklestirebilmektedir [34].
FDT’de nekroz olusumuna sebep olan faktorleri incelemek apoptoz kadar kolay
olmamaktadir. FDT sonrasi hiicre 6liim yolagi tespit edilerek hiicre tipi, FD nin hiicre alt1
yerlesimi, FD’ye uygun dalga boyundaki 151k dozu kullanimi, oksijen kismi basinci gibi
etmenler 6nemlidir ve bu etmenlere bakilarak 6liim yolagi olusum sebepleri incelenebilir

[35].

FDT’de tercih edilen hiicre 6liimii apoptoz yontemiyse de apoptozdan nekroza gegis
miimkiin olup bu durum FD dozuna baghdir. Isik, oksijen ve FD kisitlamasi
bulunmadiginda (yiiksek FDT dozu) nekroz ya da apoptoz olusumunun varliginin
miimkiin oldugu bilinmektedir [30]. Apoptoz ve nekroz kiyaslamasi yapilarak

gerceklesen 6liim yolagi tespiti de daha rahat yapilabilmektedir (Tablo 3.3).

3.3.3. Otofaji

1963°de Cibo Vakfi Lizozomlar Sempozyumu’nda ortaya ¢ikan otofaji terimi, par¢alanan
organeller ve sitoplazma 6gelerinin yer aldig1 kesecikleri belirtmek amaciyla kullanildi.
Bu tanimlamalar {izerine yapilan ¢alismalar ile otofajinin uyarlanabilir, enerji olusturma
yetkinligi olan bir mekanizma oldugu belirtildi [35]. Hiicre 6liim yolagi olarak otofaji
sistemi incelendiginde, vakuol igerisine alinan makro molekiillerin ve organellerin
lizozomlar ile bir araya gelerek parcalanmasi {izerine isleyen bir sistem oldugu kabul
edilmektedir. Boylece varligi istenmeyen organeller yok edilmektedir ve sindirimi
saglanan yapilar geri doniisiim yoluyla hiicre biiyiimesi ve gelismesi i¢in kullanilmaktadir
[36]. Bu siirece bakilarak hiicresel {iriin olusumu, geri doniisiimii vb. arasindaki dengenin
korunmasina olanak saglayan katabolik bir mekanizma olarak da otofajiyi
tanimlayabiliriz. Otofajiyi tanimlayabilecek en iyi siire¢ su sekilde aktarilmistir: Cift zarl
bir olusum olarak tanimlanan otofagozom belirlenmis bir alan1 kapsayarak kendini

sitoplazma disindaki bolgeden ayiracak kiiclik hiicre i¢i bir kese olusturur. Bu kesenin
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tasinmasiyla lizozomla birleserek otofagolizozom yapisini olusturur ve lizozomal

hidrolazlar olarak adlandirilan bir yap1 tarafindan otofagolizozom pargalanir.

Otofajinin iliskili oldugu ilk hastaliklar arasinda kanser bulunmaktadir. Bu aragtirmalarda
otofajinin temel proteinlerinden olan Beclinl’in tiimo6r engelleyici oldugu bulunmustur.
Bunun yani sira ilk etapta Beclinl’in iiretimi yoluyla otofaji tiimdr baskilayici olarak
calisirken ayni tiimor daha da ileri durumda oldugunda otofaji, tiimoriin hayatta kalmak
icin ihtiya¢c duydugu enerjiyi gerekli bolgelere mekanizma olusturarak timoriin

ilerlemesine olanak saglamaktadir.

Otofaji ve FDT etkilesimi heniiz tam olarak belirlenemese de otofajide siirece dahil olan
birgcok proteinin FDT nin sebep oldugu ROS araciligi ile zarar gordiigii bilinmektedir.
Bircok biyolojik yolakta c¢esitli etkilere sahip olan bu hiicre 6lim mekanizmasi
otofagozom olusturmasi sebebiyle farklilik gdstermektedir. FDT varliginda otofajik
siirecin diizenleyicisi olan bazi proteinlerin bazi FD’ler tarafindan etkilendigi
belirtilmektedir. Bu nedenle otofaji ile FDT etkisinin, tiimor hiicresi {izerinde kullanilan
FD’lerin tiirline bagl olarak degisim gosterebilecegi kanisina ulasilabilir. Otofaji ve
apoptoz i¢in FDT ile etkilesim iizerine degerlendirme yapildiginda apoptozun ¢ogunlukla
otofajiye maruz kalan hiicreler oldugu goriilmektedir. Otofaji de ise hiicre tipine gore
FDT ile hiicre dliimiine tesvik edici ya da engelleyici oldugu goriilmektedir. Yapilan
arastirma sonuglariyla goriilmektedir ki otofaji; FD, 1s1k, 151k dozu, hiicre tipine bagl
olarak tlimorii baskilayici veya ilerlemesi adina ikili roller oynayabilir. Fotohasarin da
otofaji indiiksiyonuna yol acabilecegi de gosterilmektedir. Otofaji aslinda bir hayatta
kalma mekanizmasidir. FDT siirecinde tiimor baskilayict olabilecegi gibi hiicre 6lim
sinyallerini engelleyerek tedavi silirecine diren¢ olusturma ihtimali de goz ardi

edilmemelidir [26,34,35].
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Tablo 3.1 : Fotodinamik terapi (FDT) ile aktive edilen ana hiicre 6liim mekanizmasi [35].

Anti-timor FDT mekanizmasi

Dogrudan Hiicre Hasari

Damar kapatma

Bagigiklik yanitinin
aktivasyonu

Organeller
Mitokondri

Sitokrom ¢ salinimi

Bcl-2 hasari

Sitoplazma
NFkB hasar1

Endoplazmilk Retikulum
Beclin 1
mTOR aktivasyonu

Hiicre zar1 par¢alanmasi

Oksijen ve besinlerin yerel olarak
titkkenmesi

Sitotoksik T hiicreleri

Siiregler

Apoptoz

Apoptoz

Otofaji

Nekroz

Apoptoz, Nekroz, Otofaji

Granzim aracili apoptoz
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Tablo 3.2 : Hiicre 6liim yollarinin ayirt edici dzellikleri [34].

Ayirt edici 6zellikleri Apoptoz Otofaji Nekroz
Biiziilme, kabarma, Azalan hiicre boyutu; Hiicre sismesi;
kromatin cift zarh vezikiiller; membran

Morfolojiler

Diizenleyiciler

Uyaranlar

Cevap

yogunlagmasi; DNA
bozulmasi, niikleer
parcalanma, apoptotik
cisimler

Oliim reseptorleri, Bel-
2 ailesi; Beclin 1,

kaspazlar; TIAP’ler;
adaptdr  proteinleri;
kinazlar; fosfatazlar;
kalsiyum iyonlari,

kalpainler, BCNI 1

ROS; DNA |hasari;

olim reseptorleri
ligandlari; gelisim
programlari;  organel

stresi; kanser Onleyici
ilaglar; ER kalsiyum
salinimi

Programlanmus,
fizyolojik

organel bozulmasi

mTOR; PI3 kinaz;
ATG ailesi; UPR stres
sensorleri; Beclin 1;
kinaz (JKN); Bcl-2
ailesi; IP3 reseptorii

Besin acligt; protein
agregasyonu; acil
durum  stresi; asir
kalsiyum; geligim
programlari; hipoksi;
iskemi; hasarli
organeller; proteazom
bozuklugu

Hayatta kalma,
tesadiifi, fizyolojik

biiyikliigiiniin  kaybs,
organel sismesi; DNA
merdiveni yok

Kalsiyum iyonlar;
iyon kanallari;
metabolik basarisizlik;
PARB, kalsiyum

tarafindan diizenlenen
proteinler, RIP kinaz;
olim reseptorleri,
seramidler

Bakteriyal toksinler;
metabolik  zehirler,
iskemi; felg; kalsiyum
asir1 yiiklenmesi

Kazara, patalojik

Kisaltmalar: ATG, otofaji; Bcl-2, B hiicreli lenfoma 2; IAP’ler, apoptoz proteinlerinin inhibitorii; 1P3
reseptord, inositol 1, 4, 5-trisfosfat (IP3) reseptorleri; ER, endoplazmik retikulum; mTOR, (memeli)
rapamisinin hedefi; PAR, poli (ADP-riboz); NO, nitrit oksit; PARB, PAR baglama bolgesi; PI3 kinaz,
fosfatidilinositid 3-kinazlar; UPR, katlanmamus protein yaniti; ROS, reaktif oksijen tiirleri; RIP 1, 6liime

neden olan sinyal kompleksine katilan spesifik bir kinaz.
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Tablo 3.3 : Apoptoz ve nekrozun 6zellikleri yoniiyle kiyaslamasi [36].

OZELLIK APOPTOZ NEKROZ
Biiyiime faktorii eksikligi, HIV, Hipertemi, Hipoksi, Iskemi,
Kanser ilaglari, Radyasyon, Toksik maddeler, Agir metaller,

Sebep Olan Nedenler

Morfolojik Ozellikler

Biyokimyasal Ozellikleri

Diger Ozellikler

Hiicre yaslanmasi, Sitotoksik T
lenfositleri, Oliim reseptdrlerinin
aktivasyonu.

Hiicre kiigiiktiir ve membrani
saglamdir.

Biebler olusup, kromatin
yogunlagmasi gerceklesir.
Organeller saglamdir.
Apoptotik cisimcikler olusumu
gozlenir.

Fosfotidil serin translokasyonu
erken evrede gozlenir.

Programli bir 6liim yolagidir.
ATP’ye ihtiya¢ duyulur.

DNA kiriklart merdiven seklini
alir (jel elektroforezinde ladder).

Hiicrelerin tek tek veya
birkaginin birarada 61digi
goriiliir.

Fizyolojik sartlarda da
gergeklesebilmesi miimkiindiir.
Enflamasyon goriilmez.
Makrofajlar tarafindan fagosite
edilirler.

Siddetli oksidatif stres, Litik
viral enfeksiyon.

Hiicre membram
kaybolur ve hiicre
gozlenir.

Biiyiik vakuoller olusur.
Organeller parcalanir.

Hiicre pargalanmasi gergeklesir.
Fosfatidilserin  translokasyonu
yoktur.

bitiinliigi
sigmesi

Iyon dengesi bozulur.

ATP gerekli degildir.
DNA’nin rastgele parcalandigi
goriiliir (jel elktroforezinde
smear).

Hiicrelerin gruplar halinde
oldigil goriiliir.

Patalojik etkiler sonucunda
olusur.

Lizozomal enzimler salinimi
gerceklesir.

Enflamasyona sebep olur.

3.3.4. Fotodinamik terapinin tiimorler iizerindeki etkisi

FDT’nin timd6r yikimi igin araci oldugu ii¢ ana siirecin varligi bilinmektedir. FDT ile
dretilen ROS, tiimor hiicreleri i¢in dogrudan 6ldiirme etkisine sahipken 6te yandan FDT
ile tiimdriin etkilesimli oldugu damarlarda hasara sebep olarak tlimor enfarktiisiine sebep
olur. Ayrica FDT ile tiimor hiicrelerine karst bagisiklik tepkisinin aktiflesmesini
saglayabilir. FDT nin etkinligi bircok parametreye bagli olmakla birlikte bazi engeller ile
de karsilasmaktadir. Tiimor dokulart ¢cogunlukla hipoksiden sikayetcidirler ve oksijen
tiikketen FDT tiimor hipoksisini daha da artirarak tiimor istilas1 ya da tiimdr metastazi gibi
birgok olumsuz sonuca yol acabilme ihtimalini de barindirmaktadir. FDT ile timdr
hiicrelerinin in vivo sekilde etkilenmesinin saglanmasi sayesinde fotohasar sebebiyle

timor hiicrelerinde azalma gozlenmistir. Fakat bircok parametre dolayisiyla dogrudan

timor hiicresinin yok edilmesi her zaman tam olarak miimkiin olmamaktadir [21,37].
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Yasamlarini devam ettirebilmek i¢in besine ihtiyag duyan tiimdor hiicreleri, bu besinleri
kan damarlar araciligi ile elde etmektedirler. Bununla birlikte kan damarlarinin olusumu
ve bakimi, timor hiicrelerince tiretilen biliylime faktorlerine de baglilik gostermektedir.
FDT’ye maruz birakilan tiimor hiicrelerine ve damarlaria yiiksek ROS {iretimi ile hasar
verilmektedir. FDT ile damara zarar verilmesi tiimorde inflamatuar bir yanit baslangicina
sebep olmaktadir. Damar hasar1 ve doku kanamalar1 tiimor hiicrelerinin yikimina neden

olmaktadir [21,38].

Etkili bir timdr tedavisi i¢in tiimoriin yok edilmesi ya da gerilemesini saglamanin yani
sira saglikli doku hiicrelerine zarar vermeden metastatik kanser hiicrelerini yok
edebilecek bir sistemik anti-timor bagisikliginin baslatilmasimin saglandigi bir yontem
degerlendirilebilir. Bircok calisma FDT’nin bagisiklik tepkisi i¢in farkli sonuglar
olusturacagini gostermektedir. Bazi ¢alismalar bagisikligin  giiclenmesine sebep
oldugunu, bazi ¢alismalar ise bagisikligin baskilanmasina yonelik etkiler olusturdugunu
gostermektedir. Fakat baskilanmasina yol acan mekanizmanin belirsizligi bulunmaktadir.
Ayrica FDT’ nin bagisiklik sistemi iizerine tepkileri incelendiginde bu siirecin tedavi

alanina ve FD’nin tipine gore etkisinin farklilasacagi goriilmektedir [6].

3.4. FDT de Fotofiziksel Olaylar

Fotofiziksel olaylar olarak adlandirilan durum, 151k madde etkilesimi esnasinda ortaya
c¢ikan fiziksel durumlardir. FD’nin kendisine uygun dalga boyu ile uyarilmasi sonrasinda
So temel enerji seviyesinden Si enerji seviyesine bir gegis gergeklesmektedir. Spin
degistirmeden yiiksek seviyelere ¢ikan elektron uyarilmig singlet hal olarak
adlandirilmaktadir. Uyarilmis durumda olan molekiilde diamanyetik 6zellik degisim
gostermez. Temel hale geri donen uyarilmis bir molekiiliin bu davranigina i¢ doniistim
(IC) denmektedir. Temel enerji seviyesine i¢ doniisiim yahut floresans yayarak doniis
saglayabilir. Floresans yayimmi uyarilmis molekiilin 1s1n yaymak i¢in yeterli omiir

kazanmasi1 ve kalan fazla enerjiyi 151n olarak yaymasi olayidir.

Bu gegislere ek olarak temel hale donmek igin triplet (T2) seviyesine de sistemler arasi
gecis (ISC) ile gecis yapabilir. Fakat bu enerji sayesinde molekiil paramanyetik 6zellik
kazanmistir. Uyarilmis triplet haldeki molekiil T1 durumuna, fazla enerjisini molekiiller

aras1 ¢arpigsmalar ya da titresim enerjisine doniistiirerek gegmektedir. Yahut fosforesans

20



olarak adlandirilan 1s1ma ile fazla enerjisini kaybederek temel duruma déonmektedir. Bir
baska segenek ise sahip oldugu enerjiyi triplet haldeki oksijen (302) molekiiliine aktarip
!0, olusturmasidir (Sekil 3.5). Ancak uyarilmis triplet durumdaki molekiiliin sahip
oldugu nispeten uzun émrii dogrudan tekli duruma gececeginden ve spin koruma kuraligi
geregi tekli durumdan triplet hale ya da tam tersi enerji aktarimi spin yasakli oldugundan
fosforesans yoluyla agiklanmaktadir. Triplet hali, aktiflesen FD’nin oksijen gibi diger
¢evre molekiiller ile etkilesimine sebep olurken bunun gergeklesmesi i¢in Tip I ve Tip 1l

reaksiyonlar1 seklinde farkli yollar izlemektedir [6,39-42].

Eksitasyon
(Absorbsiyon)  Uyariimis Singlet Hal
107 saniye s H —— | Titresim
L 23 S Enerji Halleri
o
¢ .
¢ I¢ DOnlstim B
5 ¢ S L Gecikmis
ic Donlistim s 3 Q= Floresans
14 -11 13
(10-7-10"3) o A e s Uyarnilmig
b S S, ——3: Triplet
Floresans . ¢ ' Hal
(10°-107s) Sistemler 0
= Arasi (1)
Gegis
Sistemler Arasi
Gegis Isimasiz
- Relaksasyon
Soéniimleme (Triplet)
lsimal sl|z 5 Fosforesans
3 -3 2
10”-10°s
Relaksasyon So 2 ( )
PN o

Temel Hal

Sekil 3.5: Jablonski diyagrami [43].
3.5. FDT’de Fotokimyasal Olaylar

Fotokimyasal tepkimeler 151k absorpsiyonundan saglanan kimyasal olaylara denmektedir.
Isik absorpsiyonu ile molekiillerin dénme, titresim ve enerji diizeyinde yiikselme
olugmasi ya da radikal olusumuna sebep olan aktivasyon enerjisi tahsis edilmektedir [40].
FDT mekanizma isleyisine gore 1sik ile uyarimi gergeklestirilen FD, triplet hale
gegmektedir. Triplet durumdaki FD biyomolekiillerle etkilesim gosterebilmek igin
FDT’de iki farkli yol olarak Tip I ve Tip II reaksiyonlarini barindirir.

Tip I mekanizmasi elektron transferi reaksiyonlari ile ROS olusumuna neden olmaktadir.
10,

gerceklesmektedir [41]. Tip I mekanizmasinda elektron transfer siireglerinde FD

Tip II mekanizmasinda ise enerji transferi reaksiyonlar1 ile olusumu
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bulunmaktadir ve radikaller ile radikal iyonlar liretmektedir. Oksijenlenmis iiriinlerin
olusmasi yiiksek reaktif 6zellikte radikaller ile hidroksi ve hidrojen peroksit radikallerinin
molekiiler oksijenle reaksiyonlara girmesiyle saglanmaktadir [44]. FDT de genellikle
kullanilan FD’ler etkilerini gostermeyi 'Oz iizerinden Tip IT mekanizmasini olusturarak
saglamaktadirlar. Tip II ile uyarilmis enerji seviyelerindeki FD, enerji aktarimu ile *O>
olusumuna neden olmaktadir. 'O, ise biyomolekiillerin oksitlenmesine sebep olarak
hiicresel hasar olusturmaktadir [41]. Hem Tip | hem Tip Il reaksiyonu ayni anda
gerceklesebilir. Bu mekanizmalar igin FD tipi, substrat ve oksijen konsantrasyonu
onemlidir [44]. Yapilan ¢aligmalar ile FDT’de ROS iiretiminde Tip II'nin Tip I’e gore
daha basit oldugu ve FDT’de kullanilan birgcok FD’nin Tip I yerine Tip Il mekanizmasina
uygun ¢alistigi distiniilmektedir [34].

3.6. FDT Bilesenleri

FDT etki mekanizmasi incelendiginde ti¢ dnemli bilesenin etkisi s6z konusudur. Bu

bilesenler; FD, 151k ve singlet oksijen (1O,) olarak ifade edilmektedir.

3.6.1. Singlet oksijen

FDT i¢in timorin barindirdigi oksijen 6nem arz etmektedir. Bunun nedeni oksijenin
fotokimyasal siiregler i¢in gerekliligidir. Oksijenin FDT igin ayricalikli olmasinin sebebi
ise FDT esnasinda 11k ile uyarimin gergeklestirilmesi ardindan oksijenin daha 6nce
dokudaki tiiketim hizina gore daha hizli bir tiiketim oranina sahip olmasiyla ilgilidir.
Ayrica 6nemli bilesen olmasinin asil sebeplerinden bir digeri ise oksijenin, FDT’de Tip |
ve Tip II mekanizmalari ile iligkili olmasidir. Bu 6nemin asil sebebi, oksijenin hiicre
oliimii i¢in ihtiya¢ duyulan O, formuna déniisiimiidiir. 1Oz nin yapilan arastirmalar ile
yiiksek reaktiflige sahip oldugu bilinmektedir. Sahip oldugu enerjiyi diger molekiillere
yiiksek reaktifligi nedeniyle etkilesime girerek aktarabilir. Tiim bu arastirmalar 1s18inda
FDT etkisinin, tiimérlii dokuda gerceklesen reaksiyonlar araciligi ile iiretilen ‘O

miktarma bagli oldugu goriilmektedir [30,40-42].
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3.6.2. Isik

FDT’de 151k i¢in kullanilan kaynaklar 6nemli bilesenlerdir. Dokudan en az verimle mavi
151k gecisi olurken kirmizi ve kizilétesi radyasyonlarin daha iyi bir penetrasyona sahip
olduklar1 goriilmektedir (Sekil 3.6). FDT de 6nemli bir bilesen olan O, gerekli enerjiye
sahip dalga boylarindaki 1isimalar aracilig ile iiretilebilmektedir. Bu nedenle dalga boyu
onemlidir. Ciinkii yalniz 800 nm’ye kadar olan 151k, *O; {iretimi yapabilmektedir. Dalga
boyunun bir diger 6nemi ise doku igerisine 151g1n ulasabilecegi penetrasyon durumudur.
Uygulamada yiiksek dalga boyuna sahip 1s18in yan etkilerini minimum seviyeye indirmek
onemlidir. Ciinkii 15181n dalga boyu ile enerjisi arasinda ters oranti bulunmaktadir. 1200
nm {izerindeki dalga boylar1 ise su absorpsiyonu olusturdugundan ve su absorbsiyonu da
dokuda penetrasyonun azalmasina neden oldugu i¢in en uygun aralik olarak 650-850 nm
olarak belirlenmis olup bu araliga “Fototerapdtik pencere” denilmektedir. insan
dokularina yiiksek penetrasyon derinligine sahip olan fototerapétik pencere, goriiniir ve
yakin kizilotesi (NIR) 1s18in spektral araligidir. Bu araliktaki dokular ayn1 zamanda en
seffaf olanlardir. FD’ler i¢in dalga boyu 6nemlidir. Bu nedenle farkli FDT siire¢lerinde
ayn1 FD kullanilacaksa dahi, 151k kaynaginin uygunluk durumu degerlendirilmelidir. FD
absorpsiyonu, hastalik (lezyon durumu, lokasyonu, doku ozellikleri vb.), maliyet vb.

parametreler bu hususta incelenmeli ve en ideal FD ve 151k kaynagi tercih edilmelidir.

FDT sitiregleri i¢in farkli 1s1k kaynaklari tercih edilmektedir. Lazerler, akkor 1sik
kaynaklar1 ve LED’ler FDT siirecinde kullanilmigtir. Lazerler, FDT mekanizmasinda
glivenilir olmalarina ragmen maliyetleri sebebiyle yeni 151k kaynagi olarak LED’ler
gelistirilmistir. Bu gelisimin ardindan FDT prosediiriinde LED’ler endoskopi yoluyla ya
da ameliyat sirasinda hastanin timorlii bolgesine yerlestirilerek tedavi secenekleri
gelistirilmistir. Tiim gelismeler 15181nda basarili bir FDT siireci i¢in 151k kaynagi se¢imi

ve kullanim1 tedavi parametreleri g6z 6niinde bulundurularak yapilmalidir. [6,24,42,45].
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Sekil 3.6: Dokulardaki 11k yayilimi [46].
3.6.3. Fotoduyarlastiricilar

FD’ler, hedeflenen bolgede oksijen varligi ile kendilerine uygun dalga boyuna sahip 1s1k
ile uyarilarak, aldiklar1 enerjiyi biyomolekiillere aktararak, ROS olusumu gerceklestiren
ve bu sayede sitotoksik etki olusturarak hiicresel hasara neden olan kimyasal bilesiklerdir
[30,33,42,47]. Yapisal olarak kimyasal farkliliklar  barindirmaktadirlar.
Bu farkliliklardan dolay: tetrapirol tiirevi fotoduyarlastiricilar gesitli biyolojik davranislar
sergileyebilirler [47]. Tetrapiroller, 400 nm, Soret bandi olarak adlandirilan bolgede
siddetli sogurma bandina sahiptir [39]. Dogada en yaygin olarak bulunan tetrapirol tiirevi
Protoporfirin Ix(Pplx)’dir. FDT tedavilerinde kanser ve bazi otoimmiin hastaliklarda
kullanilmistir [47]. FDT’de kullanilan FD’ler 600-800 nm arasinda absorbans yapacak
sekilde tasarlanabilir. Ideal FD bu araliklarda iyi bir absorpsiyon katsayis1 degerine sahip
olmalidir [31]. FDT siirecinde, uygulamada kullanilan FD’lerin tiimor hiicrelerine
dagilimi beklenmektedir. Uygulanan FD’nin hem saglikli dokularda degil lezyonun
bulundugu dokularda toplanmasi beklenirken hem de 15181n aktif olmadig1 durumlarda
toksik etki gdstermemesi ve hiicresel hasara neden olan 'O2’i yiiksek verimlilik ile

olusturmaya yatkin olmasi beklenmektedir [42].

800 nm’den daha uzun dalga boyuna sahip fotonlarin absorbsiyonu 'O olusmasi i¢in
gerekli enerjiyi verememektedir. Etkin bir FDT tedavisinde ideal FD’de aranan 6zellikler;

iyi bir ROS olusumu saglamasi, karanlik toksisitesi bulunmamasu, ilgili hedef dokularda
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birikmesi ve normal dokularda bulunduklarinda siiratle armmalari, muhtemel yan
etkilerini en az seviyeye indirmeleri, viicut dokularinda kolay ¢oziiniirliige sahip olmalari,

kolay sentezlenmeleri, diisiik maliyetler ile elde edilmeleridir [30,31].

Kanser terapisi i¢in ilk FD, suda ¢6ziinebilir bir Hematoporfirin tiirevidir. Bu madde, suda
¢oziinebilir olup bazi saflagtirma islemlerinin ardindan Photofrin (HPD Porfimer
Sodyum) olarak yaygin sekilde kullanilmistir [6]. Photofrin’in ciltte uzun siireli
duyarliliga neden oldugu bildirilmekle birlikte FDT alaninda kullanilan FD’ler arasinda
basarili sayilmistir. Birinci nesil FD grubundan olup yemek borusu, mide kanseri vb.
kanserlerin tedavisi icin Gida ve ilag Uygulamasi Dernegi (FDA) tarafindan
onaylanmustir [47]. FD’lerin binlerce ¢esidi olmasina ragmen klinik deneylerde ¢ok az
bir kism1 kullanilmis olup diinyada da sadece birkag FD’nin resmi olarak onaylandigi da
goriilmektedir [24,47]. Onaylanan FD’lerin fotokimyasal 6zellikleri onem arz etmektedir.
[k kullanilan FD olan Photoftin de basarili olmasina ragmen sahip oldugu dezavantajlar
nedeniyle uzmanlart daha verimli FD’ler arastirmaya yonlendirmistir. FD’leri daha etkin,
daha secici bir yapiya doniistiirmek daha iyi bir penetrasyona uygun olmalarini saglamak
icin yapilan arastirmalar 15181nda ikinci nesil FD’ler kesfedilmistir. Bu bilesikler anti
kanserler i¢in FDT’de uygulamanin faydali olacag: diisiiniilerek yapilan ¢alismalarda
kullanilirken tigiincii nesillerde ise daha ¢ok antikora yonelik FD gibi belirli hedefleri olan

bir ¢aligsma olarak karsimiza ¢ikmaktadir [6,47].

3.6.3.1. I. Nesil fotoduyarlastiricilar

Fotodinamik etkinin fark edilmesinin ardindan 1900 yilinda Schwartz, Hemotoporfirin
tiirevini (HPD) elde ederek ilgili lezyonda toplandigini fark etmistir. 11k nesil FD olarak
caligmalarda kullanilmis olup insanda tiimorlii dokulari teshis ve bu dokularin tedavisinde

uygulanmustir.

Ilerleyen zamanlarda Photofrin adiyla anilan hemotoporfirinin, suda ¢dziinebilen tiirevi
olan HPD Porfimer Sodyumun FDT’de kullanimi iizerine ¢alisilmistir. HPD Porfimer
Sodyumun sinirli bir deri penetrasyonu gibi bazi dezavantajlari bulunmaktadir [40,41,48].
Buna ragmen FDT’deki en basarili FD’lerden biri olarak Photofrin karsimiza ¢ikmaktadir
[47]. FD’lerde Porfirinler (HPD, 5-ALA vb.), klorofil tiirevleri (bakteriyolinler) ve boya
maddeleri (ftolosiyoninler vb.) olarak ii¢ genis kimyasal ailede siniflandirma yapilabilir.
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[1k nesil FD’lere dahil olan Photofrin FDT’de daha etkin sonuglar elde etmek icin ikinci
nesil FD’lerin kesfine 6ncii olmustur [41]. Ikinci nesil FD’ler kimyasal anlamda saftir ve

ROS iiretimi i¢in yiiksek verim sunarlar [48].
3.6.3.2. II. Nesil fotoduyarlastiricilar

Ikinci nesil FD’ler yapisal ve bilesim olarak birinci nesillere gore daha agik bir yapiya
sahiptir. 1. nesile gore 1s18a duyarliliklari, 151k kaynaklarinin daha derine erigimi ile
saglanan 11k emilimi, timorli hiicreler i¢in hedef dokuda birikimi 6nemli oranda
gelistirilmistir. Ikinci nesil FD’ler benzoporfirinler, ftalosiyaninler (Pc’ler), gibi porfirin
yapilarina dayanan, birinci ve ticlincii neslin sahip oldugu kisitlamalardan kurtarilmasini
hedefleyen porfirin tiirevlerini icermektedir (Tablo 3.4) [30,47,48]. Photofrin®, ikinci
nesil kategorisinde kabul edilen ve FDT igin en yaygin kullanilan FD’lerden biri olup
cesitli kanser tiirleri i¢in klinik onaylar1 mevcuttur [49]. Ikinci nesil FD’ler, 650-800 nm
dalga boyu araliginda sahip olduklar1 karakteristik 6zellikleri sayesinde (derin dokularda
penetrasyon etkinligi, kimyasal anlamda saflik vb.) daha az yan etki gostermektedir. [30].

Tablo 3.4 : ikinci Nesil Fotoduyarlastiricilar [30].

Metalloporfirinler Lutrin

Klorlar: N-aspartilklor e-6(Npc6
Benzoporfirin tiirevi-BPD

Porfeni: N-propil porfeni

Kloraluminyum

ftalosiyanin (AIPcClI)
Ftalosiyaninler: CASPc

Cinko ftalosiyanin

Silikonnaftalosiyanin(Pc4)

Protoporfirin: Levulan, Metvix

Tin Etiopurpurin-SnET2
Purpurinler: Purlitin
Klorofil tiirevleri: Feoharbid a

3.6.3.3. III. Nesil fotoduyarlastiricilar

Ugiincii nesil FD’ler, kanser terapilerinde uygulanacak olan FD’nin yalmzca timérlii
dokularda birikimini saglayarak saglikli dokulardaki zarari minimuma indirmeyi

hedefleyen maddelerdir. Bu amagla FD’ler iizerinde modifikasyonlar yaparak da gelismis
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FD’ler olusturulmasi amaglanmaktadir. Yapilan son ¢alismalar, FD’lerin bazi 6zel hiicre

alt1 yapilarda hedef bdlge se¢imi ile terapinin gergeklestirilebildigini aktarmistir [30,42].

3.6.3.4. Ftalosiyaninler

Ftalosiyaninler (Pc), FDT de sahip olduklar1 6zellikler nedeniyle ilgi ¢ekici FD’lerdir.
Pc’leri daha da gelistirmek adina sahip olduklar1 fotokimyasal ve timoér hedefleme gibi
ozelliklerinin gelisimi i¢in gesitli ¢alismalar yapilmistir [50]. En 6nemli boyar madde
grubundan olan Pc’ler, Braun ve Tcherniac adindaki arastirmacilar sayesinde kimyasal
bir sentez sonucu yan iiriin olarak tesadiifen bulunmustur (Sekil 3.7) [40]. Porfirinler ile
benzer olan Pc’ler yapisal olarak iliskili olsalar da daha biiylik makrohalkali bir
molekiildiir [40,51,52]. Sahip olduklar1 'O2’i verimli {iretme kabiliyetleri, yogun
absorbsiyonlari sayesinde siklikla FDT de kullanilmaktadir. Onemli &zelllikleri arasinda
hedeflenen bolgeyi etkileme ve karanlik aktivitede toksik etki gostermemesi dikkat
cekmektedir [53]. Aktivitesini 650-800 nm dalga boyu araliginda gosterdigi yiiksek
emilim ve hedefli dokuda kisa zamanda birikmesi ile gostermektedir. Terapide sinirlama
getiren Ozelligi ise hidrofobik ve su da az ¢oziiniir olmasidir fakat bu problem giincel

caligmalar ile giderilmistir [54].

Modifiye edilebilme 6zelligine sahip Pc’ler, kullanilan fonksiyonel gruplarin tiirlerine ve
konumlarina gore farkli Ozellikte hazirlanabilirler. Cinko igeren Pc’ler ise farkl
reaksiyonlar ile sentezlenebilir. Ftalonitril ve ¢inko tuzu esliginde veya yiiksek kaynama
noktali alkol kullanilarak lityum Pc elde edilmektedir ve devaminda metalsiz hale
getirilen Pc ¢inko kloriir ile elde edilebilir. FD’ler arasinda ¢inko(II)-ftalosiyanin (ZnPc)
timor hedeflerindeki basarisini ¢alismalarda kanitlanmis olup in vivo ve in vitro olarak
sitotoksik etkileri belirtilmistir [52,54]. FD’ler i¢in iyi ¢ozinirlik 6zelliginin 6nemi
asikardir. Hidrofilik Pc’lerin siilfonath tlirevleri de FD olarak biiyiik ilgi gormiistiir.
Ayrica FDT“de kullanilmak iizere ¢inko igeren suda ¢oziinilir Pc’lerin de en ¢ok tercih
edilen FD’lerden oldugu bildirilmistir. Makhseed ve ark. (2013), yaptig1 ¢alismada ¢inko
Pc’nin suda yiiksek 'O, verimi ve yiiksek c¢oziiniirliige sahip olmasi gerektigini
bildirmislerdir. Ayrica kullanilan ZnPc tiirevi FD ile etkin FDT cevab1 ve dokulara kars1
diisiik karanlik toksisite gdzlemlendigini belirtmislerdir [55,56].
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Sekil 3.7: Metalsiz (sol) ve ¢inko (sag) ftalosiyaninlerin molekiiler yapilari.

3.7. Hiicre Lokalizasyonu

Etkin FDT i¢in kanserli hiicrelerin FD’yi hiicre i¢ine alimlar1 ¢ok 6nemlidir. Kisa yari
omre sahip ROS‘un tiretim bolgelerine yakin hareket etmesi ve hiicrelere alinan FDnin
aydinlatilarak olusturdugu hasar tiirti FD‘nin hiicre alti konumuna baglidir. Konumunun
onemi anlagilarak FDT uygulamasi i¢in en dogru FD tercihi yapilmalidir. FD‘lerin hiicre

alt1 konumu ¢ogunlukla konfokal floresan mikroskop kullanilarak belirlenebilir [39,57].

3.8. FDT ve Kolon Kanseri Calismalar:

Kolon kanseri tedavisi i¢in FDT ¢alismalart geg¢misten giinlimiize kadar devam
etmektedir. Literatiirde yapilan calismalar (Tablo 3.5) ile tedaviye yonelik daha detayli
bilgiler elde edilmektedir.

Tablo 3.5 : Literatiirde Yapilan Kolon Kanseri Caligmalari.

KLINIK DENEMELER FOTODUYARLASTIRICILAR DALGA KAYNAKCA
BOYU

Ilerlemis Kolon Kanseri Fotofrin 630 nm [48]
Tekrarlayan Kolon Kanseri Fotofrin 630 nm, [20]
Kolon tiimorleri Fotofrin 628 nm [20]
Ameliyat Edilemeyen Kolon HpD 630 nm [20]
Kanseri

Kolon Kanseri Talaporfin 660 nm [6]
Kolon Metastaslari Taloporfin,mono-L-aspartil 660 nm [47]

klorin e6 , NPe6, LS11

Yapilan caligmalarda HCT116 ve SW480 hiicreleri 8 saat boyunca farkli

konsantrasyonlarda meso-tetrahydroxyphenylchlorine (Foscan) (m-THPC) veya
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verteporfinin (VP) kullanilarak 10 mW/cm?1sik giicii yogunlugu ve 3 J/cm?1s1k dozu ile
aydinlatilmistir. Hiicreler daha sonra 24 saat karanlik ortamda bekletilerek ve gerekli
prosediirler uygulanarak yapilan testler akabinde sonuglarin p < 0.05 istatistiksel olarak

anlamli kabul edildigi belirtilmistir [26].

Baska bir calisma ise HT-29 hiicre hatt1 i¢in incelenen dort molekiil arasinda ZnPc
tirevleri (0,73 1b—0,70 2b) ile en giiglii fotodinamik aktivitenin bulundugunu bildirmistir
[58].

Bir diger calisma fareler tizerinde Pc tiirevi FD kullanilarak SW480 kolon kanseri
hiicrelerinin etkinligini aragtirmak amaciyla yapilmistir. Kullanilan FD enjeksiyonu
sonrasinda hiicrelerin 48 saat inkiibasyonu ardindan 150 mW/cm? ‘de diyot lazer ile 150
Jlem? ve 672 nm 1sikta aydinlatildigi belirtilmistir. Yapilan degerlendirmeler sonucunda

tedavi edilen tiimorlii hiicrelerde 6nemli gerilemelerin gozlemlendigi bildirilmistir [59].

MC-38 kolon kanseri hiicre hatti i¢cin yapilan ¢alismada hiicre kiiltlirii prosediirleri
uygulanarak FDT, ZnPc ile yapilmistir. ZnPc‘nin intravendz veya intratiimoral
enjeksiyonu sonrasinda tiimoérde birikimi gozlenmis ve belirli siire sonunda (16 giin)

gliclii bir timor inhibisyonu tespit edilmistir [60].
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BOLUM 4. MATERYAL VE YONTEMLER

4.1. Kullanilan Cihazlar

Calisma i¢in gerekli olup kullanilan cihazlar asagida listelenmistir.

. — 80 °C derin dondurucu (Arktiko, Danimarka)

. (+4) — (—20) Buzdolab1 (Altus, Tiirkiye)

. Biyogiivenlik Kabini Sinif I1 A2 (Miprolab)

. CO Inkiibator (Niive, Tiirkiye)

. Inverted Mikroskop (Motic)

. Mikroplaka Okuyucu (Spektrostar Nano, BMG Labtech )

. Sogutmali Santrifiij Cihaz1 (Eppendorf Centrifuge 5702 R )

. Optik Gii¢ Olger (PM100 Thorlabs, Almanya)

. Fotodinamik terapi LED Sistemi (Sakarya Uygulamali Bilimler Universitesi,
Sakarya)

. Su banyosu (Stuart, Birlesik Krallik)
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4.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Calismada gerekli olup kullanilan kimyasal malzemeler asagida listelenmistir.

. Dimetil Siilfoksit (DMSO)

. Dulbecco’s Modified Eagle Medium High Glucose (4,5 g/l) ile L —
Glutamine Capricorn, DMEM-HA

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

. Dulbeccos's Fosfat Tamponlu Salin (1X) w/o Ca&Mg w/o Fenol Kirmizisi
Capricorn, PBS-1A

. Penicilin/ Streptomycin Cozeltisi (100x) Capricorn, PS-B
. Fetal Bovine Serum (FBS) Sigma

. Trypsin- EDTA Cozeltisi Sigma

. CCK-8 Hiicre Sayim Kiti (Cell Counting Kit-8)

. Tripan mavisi (Thermo Fisher Scientific, ABD)

4.3. Hiicre Kiiltiirii

4.3.1. Hiicre hatlarinin temin edilmesi ve ozellikleri

Bu c¢alisma i¢in HT-29 (ATTC® HTB-38™) kolon kanseri hiicre hatti1 ve WI-38
(ATCC® CCL-75™) normal akciger fibroblastik hiicre hattt ATCC‘den temin edildi.
HT-29 kolon kanseri hiicre hatti, 1964 yilinda 44 yasindaki Kafkas bir kadin bireyden
tiiretilen hiicre hattidir. W1-38 normal akciger fibroblastik hiicre hatt1 ise 3 aylik gebeligi
durdurulmus bir disi fetiisiin akciger dokusundan tiiretilmesiyle elde edilmis bir insan

fibroblast hiicre hattidir.
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4.3.2 Hiicre Kiiltiirii besiyeri hazirhg: ve inkiibasyon sartlar:

Kolon kanseri hiicre hattt HT-29 ve normal akciger fibroblastik hiicre hatt1 WI-38 i¢in
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium High Glucose ile L-Glutamine (DMEM-HA L-
Glutamine) besiyeri kullanildi ve %21 Penisilin/Streptomisin ve %10 FBS eklendi.
Ardindan HT-29 ve WI-38 hiicreleri hazirlanan uygun besiyerleri i¢erisinde, 37°C’de %5
karbondioksit (CO2) barindiran inkiibatorde kiiltiire edildi.

Hiicrelerin ¢oziinmesi ve bununla birlikte canlilik kontrollerinin yapilabilmesi adina
hiicre stoklari, — 80°C’den ¢ikarilarak 37°C su banyosunda ¢oziildii. Su banyosunda
¢ozdiiriilen hiicre stoklar1 igerisine, hazirlanan uygun besiyeri eklenerek 25 cm? filtreli
flasklara ekilme islemi yapildi. Hiicrelerin gogalmasi her giin invert mikroskop ile kontrol
edildi ve besiyerleri yenilendi (Sekil 4.1).

a) HT-29 invert mikroskop goriintiisii.

b) WI-38 invert mikroskop goriintiisii.

Sekil 4.1 : a) invert mikroskop goriintiileri a) HT-29 ve b) WI-38.
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4.3.3. Hiicrelerin pasajlanmasi

Hiicreler flasklarda % 80 - 90 doluluga ulastiginda pasajlama islemi gergeklestirildi. Bu
islem i¢in hiicre besiyerleri ortamdan uzaklastirildiktan sonra 1X PBS ile hiicreler 1 kez
yikandi. Ardindan Tripsin/EDTA ¢6zeltisi (% 0.25) eklenerek hiicreler flasklardan
kaldirild1. Serolojik pipet yardimiyla siispansiyon halindeki hiicre soliisyonu 15 ml
hacimli falkon tiip igerisine alindi. Tiip icerisine alinan soliisyon 1500 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij ardindan, hiicre pelleti tizerine 1 ml taze besi yeri eklenerek
hiicreler homojenize edildi. Hiicreler sayilarak 75 cm?’lik flasklara uygun sayilarda

boliinerek pasajlama islemi gergeklestirildi ve 37°C’de %5 CO; ortaminda inkiibe edildi.

4.3.4. Hiicrelerin sayimi, dondurulmasi ve saklanmasi

Stispansiyon halindeki hiicreler, hiicre sayimi i¢in ependorf tiip icerisine 10 pl alinip 10
pl tripan mavisi aktarimi ile pipetlendi. Boyanan hiicreler Thoma laminin sayim
bolgesinde invert mikroskop altinda incelenerek sayildi. Tripan mavisinin yalnizca 6lii
hiicrelerin igine girebilmesi 6zelligi ile canli hiicreler ile 6li hiicrelerin ayrimi yapilarak
sayimi gergeklestirildi. Ardindan gerekli dondurulma islemi i¢in hiicre pelleti 900 pl
besiyeri kullanilarak siispanse edildi ve ependorf tiiplere aktarimi saglandi. Daha sonra
100 ul DMSO’nun iizerine eklenmesiyle hiicreler 6nce — 20°C de 1 saat kadar bekletilip

ardindan — 80°C de muhafaza edilmek tizere stoklandi.

4.4. Fotodinamik Terapi Prosediirii

4.4.1. FDT icin optimizasyon calismalari

Bu tez calismasi esnasinda ¢inko ftlosiyanin (ZnPc) tiirevi fotoduyarlastirici (FD) dozu
ve 151k dozu i¢in literatiir tarama ¢alismalart yapildi. Uygun 151k ve ZnPc tiirevi FD
dozlar1 CCK-8 (Cell Counting Kit-8) sitotoksisite deneyi ile belirlendi. Bununla birlikte
HT-29 ve WI-38 hiicre hatlar1 i¢in bu deneyler 3 tekrarli olarak gerceklestirildi.
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4.4.2 Cinko ftalosiyanin yapisi ve ¢inko ftalosiyanin absorpsiyon ozellikleri

Bu ¢aligma kapsaminda hazirlanan ZnPc molekiiler yapisi ve sentez sartlar1 Sekil 4.2.°de

gorilmektedir.
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Sekil 4.2 : Calisma kapsaminda hazirlanan ¢inko ftalosiyaninin molekiiler yapisi ve sentez sartlari.

ZnPc’ler gesitli baslangic bilesiklerinden sentezlenebildigi gibi metalsiz Pc kullanilarak
¢inko tozu ile birlikte uygun ¢oziiciiler ile de sentezlenebilmektedirler. UV-Vis
absorpsiyon spektrofotometresi sentez sonrasinda Pc yapisinin olustugunu pratik olarak
anlagilmasini saglamaktadir. Pc’ler 18- konjuge elektron sistemine sahip yapilarindan
dolay1 UV-Vis bolgede siddetli karakteristik absorbsiyon pikleri gostermektedirler.
Pc’lerin absorbsiyon spektrumlari incelendiginde, n-n* gegislerine karsilik gelen 600-750
nm araliginda gozlenen Q bandi ve 350 nm B (Soret) band1 en belirgin karakteristik
absorpsiyon pikleri olarak bilinmektedir [58,61]. ZnPc tiirevleri, diamanyetik metal iyonu
ile FDT igin tercih edilen duyarlastiricilar olup, in vitro ve in vivo FDT ¢alismalar1 igin
avantajlidir [55,62,63]. Tez ¢aligmasi kapsaminda hazirlanan ¢6ziiniirliigiin artirllmasi
amaciyla (3-metoksifenil)metanol gruplarinin = siibstitiie edildigi ZnPc UV-Vis

spektrofotometrik 6zelliklerine ait grafikler Sekil 4.3.’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.3 : Calisma kapsaminda hazirlanan ¢inko ftalosiyanin UV-Vis spektrofotometrik zellikleri (a)
Cinko ftalosiyanine ait DMSO ¢oziiciisii icindeki UV-Vis absorpsiyon spektrumu UV-Vis (DMSO):
Amaks (nm) (log €)= Q: 705 nm (5.03), Q": 633 nm (4.29), B: 321 nm (4.44) — (Konsantrasyon: 10 pM) (b)

Cinko ftalosiyanine ait UV-Vis seyrelme caligmasi.

4.4.3. Cinko ftalosiyanin tiirevi fotoduyarlastiric1 uygulanmasi

ZnPc tiirevi FD i¢in uygun konsantrasyon ve siirenin belirlenmesi i¢in dncelikle hiicreler,

DMEM besiyeri ile 96 kuyulu hiicre kiiltiirii plakasma (2x10* hiicre/kuyu) ekildi.
Hiicreler (1, 3, 5, 8, 10, 20, 35, 50, 75, 100, 125 ve 150 uM) ZnPc tiirevi FD uygulamasi
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(Sekil 4.4) yapilarak 24, 48 ve 72 saat inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Calisma igin
gerekli olan kontrol grubuna ZnPc tiirevi FD uygulamas1 yapilmadi.

Sekil 4.4 : Hiicre kiiltiirii uygulamasi yapilmasi.

Hiicre canliligini belirlemek igin CCK-8 (Cell Counting Kit-8) hiicre canlilik testi
kullanild1. Bu amagla CCK-8 protokoliine uygun olarak hiicre canlilik analizi yapildi.
Mikroplaka okuyucuda (SPECTROstar Nano) 450 nm dalga boyunda absorbanslar tespit
edildi. WI-38 ve HT-29 hiicre hatlarina 24 saat sonra ZnPc tiirevi FD uygulamasi sonrasi
elde edilen canlilik degerleri, GraphPad Prism 9.0 yazilimi (GraphPad Yazilimi, La Jolla,
CA, ABD) kullanilarak hesaplandi.

4.4.4, FDT icin LED sistemi

Calismada kullanilan LED diizenegi, Sakarya Uygulamali Bilimler Universitesi
Biyomedikal Teknolojiler Uygulama ve Arastirma Merkezi (BIYOTAM)’a ait bir
sistemdir. Bu sistem hatalar1 engelleyerek istenen optik giicii {iretme yetenegine sahip
denetleyici bir diizenekten olusmaktadir. LED 11k kaynagi sistemi optik gii¢ iiretmek i¢in
0-100 mW arasinda yiiksek optik cikis kararliligi ile tasarlanmistir. LED baglanti

sicakliginin termoelektrik sogutma sistemi (TEC) ile dengede kalmas1 saglanmustir.
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Tiim deneylerde dalga boyu = 10 nm ile 705 nm dalga boyuna sahip LED 1sik kaynagi
sistemi kullanildi. Deney 6ncesi ¢ikis giicii glic-dlger (PM100 Thorlabs Almanya) ile
oleiildii. Farkli giic yogunluklari elde etmek igin akicilik hiz1 30 mW/cm? de kullanilds.

4.44.1. LED uygulamasi

Hiicreler 96 kuyulu plakaya ekildikten sonra 37° C’de %5 COz igeren inkiibatorde 24 saat
inkiibe edildi. Hiicre yapismasinin gergeklesmesinin ardindan karanlik evre deneyleri ile
belirlenen etkin dozda olan ZnPc tiirevi FD’nin hiicrelere uygulamasi gergeklestirildi ve
24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siireci sonrasinda ¢inko ftalosiyanin tiirevi FD’nin
maximum absorbans degeri olan 705 nm dalga boyuna sahip kirmizi 1sikta 1s1tma icin 1
Jiem?, 3 J/lcm?, 5 J/cm?, 8 J/cm?, 10 J/em?, 12 Jlcm? gii¢ yogunluklar1 belirlendi.
Belirlenen gii¢ yogunluklar1 hiicrelere uygulandi. Kontrol hiicreleri, 1s1tma olmadan ayn

ortamda inkiibe edilmistir.
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BOLUM 5. BULGULAR

5.1. Cinko Ftalosiyanin Tiirevi Fotoduyarlastirictmin Sitotoksik Etkisinin

Belirlenmesi

Calisma i¢in hiicrelere (1, 3, 5, 8, 10, 20, 35, 50, 75, 100, 125 ve 150 uM) ¢inko
ftalosiyanin (ZnPc) tiirevi fotoduyarlastiric1 (FD) madde uygulamasi yapilarak (Sekil 5.1)
uygun dozun tespiti i¢in kullanilan CCK-8 (Cell Counting Kit-8) protokolii ile birlikte
hiicre canlilik analiz ¢calismalari tamamlandi. Bu dogrultuda hiicre canlilik verilerinin,
GraphPad Prism 9.0 yazilimi1 (GraphPad Yazilimi, La Jolla, CA, ABD) kullanilarak
hesaplanmasi ile birlikte elde edilen verilerin (Tablo 5.1, *p<0.05, **p<0.001)
degerlendirilmesi ile 24 saatlik inkiibasyon sonrasi WI-38 hiicrelerinde toksik etki
gostermeyen (% 101,69+11,49) ve HT-29 hiicreleri i¢in %89,75+7,9 canlilik orani ile 8
uM ZnPc tiirevi FD’nin fotodinamik terapi (FDT) uygulamasi igin en etkin doz oldugu
belirlendi (*p<0.05, **p<0.001).
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Sekil 5.1 : WI-38 ve HT-29 hiicre hatlarina uygulanan ¢inko ftalosiyanin tiirevi fotoduyarlastiricinin 24
saatlik inkiibasyon sonucu hiicre canlilik degerleri (*p<0.05, **p<0.001).
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Tablo 5.1 : WI-38 ve HT-29 Hiicrelerinde ¢inko ftalosiyanin tiirevi fotoduyarlastiricinin sitotoksik
etkisinin degerlendirilmesi (*p<0.05, **p<0.001).

Konsantrasyon HT-29 WI-38

Kontrol % 100 % 100

1 uM % 56,88+24,97%* % 58,14+32,06%*
3 uM % 77,53+4,32%* % 83,93+6,27**

5 uM % 78,613,024 % 90,61+0,41**

8 uM % 89,75+7,9** % 101,69=11,49
10 uM % 90,71+8,86%* % 113,22+23,027%*
20 pM % 97,3+£15,45%* % 102,03+11,83*
35 uM % 86,27+4 42%%* % 92,6142,41%*
50 uM % 89,2747, 42%* % 75,4+14,8%*

75 uM % 58,59+23,26%* % 87,842 4%*

100 pM % 76,33+5,52%* % 85,87+4,33%*
125 uM % 83,76+1,91%* % 88,31428,31%*
150 pM % 97,3+15,45%* % 102,89:+12,69%*

5.2. WI-38 ve HT-29 Hiicrelerinde Cinko Ftalosiyanin Tiirevi Fotoduyarlastirici
/FDT’nin Sitotoksik Etkisinin Degerlendirilmesi

WI-38 ve HT-29 hiicrelerinde ZnPc tiirevi FD/FDT’nin sitotoksik etkisinin
degerlendirilmesi igin 1 J/em?, 3 Jlcm?, 5 Jicm?, 8 Jlcm?, 10 Jlcm?, 12 J/cm? giic
yogunluklarinda 1s1tma yapilan, 37°C’de %5 CO:2 igeren inkiibatorde inkiibe edilen
hiicreler ile ZnPc tiirevi FD ve 1s1tma olmadan ayni ortamda inkiibe edilen kontrol grubu
hiicrelerine inkiibasyondan sonra CCK-8 protokolii uygulandi ve mikro plaka okuyucuda
450 nm’de canlilik analizi sonucu tespit edildi (Sekil 5.2, *p<0.05, **p<0.001). ZnPc
tirevi FD ile uygulama yapilmayan kontrol grubu canliligi %100 olarak kabul edilmis
olup uygulamasi yapilan hiicrelerin canlilik oranlart hesaplamasi kontrol grubuna gore

% olarak yapildi.
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Sekil 5.2 : WI-38 ve HT-29 hiicre hatlarina uygulanan ¢inko ftalosiyanin tiirevi fotoduyarlastiricinin LED
uygulama ¢alismasi (*p<0.05, **p<0.001).

ZnPc tiirevi FD (8 uM) uygulanan WI1-38 ve HT-29 hiicrelerinde 1, 3, 5, 8, 10, 12 J/cm?

giic yogunluklu LED 1sitma sonras1 hiicreler iizerinde ZnPc tiirevi FD’nin sitotoksik

etkisinin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen CCK-8 canlilik analizi sonuglar1 Tablo

5.2’de verilmistir (*p<0.05, **p<0.001).

Tablo 5.2 : WI-38 ve HT-29 8 uM c¢inko ftalosiyanin tiirevi fotoduyarlastirici/ FDT sitotoksisite sonuglari
(*p<0.05, **p<0.001).

Gii¢ Yogunlugu HT-29 WI-38

Kontrol % 100 % 100

8 uM 3M-Zn % 89,75+7,9%* % 101,69+11,49
1 J/em?+8 pM 3M-Zn % 73,95+2,19%** 100,63+1,88

3 J/cm*+8 uM 3M-Zn 72,91£1,15%* 99,89+0,14

5 J/cm*+8 uM 3M-Zn 72,76£1%* 98,62+0,13

8 J/em?+8 uM 3M-Zn 71,1940,57%%* 98+0,07**

10 J/cm?+8 uM 3M-Zn

12 J/em?+8 uM 3M-Zn

70,07+1,69%*

69,7+2,06%*

97,89+0,75%*

97,5+1,25*
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ZnPc tiirevi FD (8 uM) uygulanan HT-29 hiicrelerinde 1, 3, 5, 8, 10, 12 J/cm? giic
yogunluklu LED 1s1tma sonrasi 24 saatte canlilik oranlarinin istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde azaldigi ve WI-38 hiicrelerinde toksik etki gostermedigi belirlendi (*p<0.05,
**p<0.001).
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BOLUM 6. TARTISMA VE SONUC

Kolon kanseri, diinyanin onde gelen O6liimciil hastaliklarindan biri olup tiim kanser
tirlerinde % 9°dan daha fazla bir pay oranina sahiptir. Kolon kanseri, rektal kanserden
daha ¢ok goriilmekte olup sanayilesme gelisimi gostermis iilkelerde bu oranin daha fazla
olabilecegi goriilmiistiir. Avustralya ve Yeni Zelanda en yiiksek vakalarin oldugu tilkeler
arasinda goriiliirken, Cin ve Hindistan’in en diisiik insidansa sahip iilkeler arasinda yer

aldig1 goriilmektedir [4,64].

Kolon kanseri birbirini takip eden gen kaybini barindiran birden fazla adimli siireglerin
olusumu ile gelismektedir. Kalitsal sendromlar ile iliskili oldugundan hastaliktan siiphe
duyulan kisilerin aile 6ykiisii sorgulanmali ve risk degerlendirmeleri yapilmalidir. Ailesel
Oykli beraberinde, semptomlar ve tarama yontemleri ile de hastalik teshisi
yapilabilmektedir. Ancak kolon kanseri, 6zellikle erken evrelerde genellikle ¢ok az belirti
gosterdiginden ya da hi¢ belirti gostermediginden kolon kanseri icin tarama

yontemlerinin yapilmasi 6nem arz etmektedir [4,65-67].

Kolon kanseri beslenme disinda, genetik ve kazanmilmis risk faktorleri ile ortaya
cikabilmektedir. Ornegin, egzersiz eksikligi, sigara ve obezite gibi yasam tarzi faktorleri
yahut pelvik 1sinlama, kolesistektomi ve ireterokolik anastomoz gibi bazi cerrahi
miidahalelerin yan etkileri olarak veya diyabet, akromegali ve enflamatuar bagirsak
hastalig1 gibi risk faktorleri ile olusabilmektedir [68]. Ayrica birinci derece akrabaliklarda
meme, yumurtalik, prostat vb. kanseri bulunuyorsa da kisilerin kolon kanserine

yakalanma riski daha da yiikselmektedir [69].

Kolon kanseri tedavisi i¢in farkli yontemler bulunmaktadir. Bu farkli tedaviler bilimsel
ve alternatif bir¢ok yontemi barindirmaktadir. Tedavi secenekleri arasinda bulunan
cerrahi, immiinoterapi, kemoterapi, kemoradyoterapi ve hedefe yonelik tedaviler,

ameliyat dncesi ve sonrasi olumlu sonuglar dogurmaktadir. Fakat bu yontemlerin kolon
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kanserinin tedavisinde kullanilmasina ragmen tedavi sonrasi zararh etkiler olusturdugu
anlagilmistir. Ayrica tiimor hiicrelerinin, uygulanan kemoterapétik ve biyolojik ilaglara
gosterdigi artan direng unsuru ile saglikli dokular iizerinde hasar olusturmasi da baska
tedavi yontemlerinin gerekliligini ortaya koymaktadir. Halihazirda bulunan yontemlerin
tedavilere yetersiz ve zararli yanit verme gibi etkilerinden dolay1 yeni tedavi yaklasimlari
gelistirilmistir. Bu tedavi yontemlerinin uygulanabilirli§i de kanser evrelerine, timor
blyiikligline ve ilerleyisine baghdir. Ayrica nanoteknoloji alanindaki gelismeler
15181nda, teshis ve tedavi alaninda gelecege yonelik ilerlemeler saglanmasi hedeflenerek
caligmalar devam etmektedir [70-72]. Bu ihtiyaci karsilamaya yonelik bir yontem ise 151k,
oksijen, fotoduyarlastirici (FD) arasindaki etkilesim ile timor dokusunu yok etme
prensibini iceren fotodinamik terapi (FDT)’dir. Bu yaklasim, geleneksel tedavi
yontemlerine nazaran umut verici bir yaklasimdir. FDT tiimériin hizla yok edilmesine
olanak saglayan ve metastaza karst dayanikli bir koruma gerceklestiren bir yaklagimdir

[4,73,74].

FDT protokolii incelendiginde, ozellikle serbest radikallerin yogun bir sekilde
incelenmesi gerektigi goriilmektedir. FDT ile olusan radikal tiirler kanser ve bazi cilt.
hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir [75]. Geleneksel tedavilere nazaran pek ¢cok
avantaji bulunan FDT, kemoterapiye gore daha iyi bir tiimor segiciligine, genis toplam
151k ve ilag dozu araligina ve ayni tlimore birden fazla kez FDT uygulamasi yapilmasi
gibi avantajlara sahiptir [74]. FDT’de ii¢ ajanin kombine etkisinden faydalanilir. Isik,
oksijen ve FD. FD’ler 1s18a maruz kaldiklarinda yapilarindaki elektronlar diisiik enerjiden
yiiksek enerji haline ge¢is yaparlar. Bazilar1 ise uyarilmis triplet hale gegis yapabilirler.
Uyarilmis triplet durumun digerlerine gore daha kararli bir yapiya sahip oldugu
bilinmektedir ve oksijenle etkilesime, enerjinin oksijene aktarilmasina ve ROS {iretimine
izin verir. ROS iretimi ile apoptoz, nekroz, otofaji ile baglantili hiicre 6lim yolaklar
olusarak hiicre 6liimii gerceklesir. FDT esnasinda kullanilacak FD, 151k kaynagi, 151k ve
FD dozu dikkatle belirlenmelidir [76]. Cinko ftalosiyanin (ZnPc) tiirevi FD’ler FDT
tedavisinde iistiin 6zellikleriyle dikkat cekmektedirler. ZnPc FD’lerin tiimorlii hiicreler
ve dokulara alimi da elektrik yiikii 6zellikleri, kimyasal yapilari vb. O6zellikleriyle
iligkilidir. Uygun dalga boylarinda 1s1maya maruz birakilan FD’ler, enerji seviyelerinde
gegcisler yasarlar (So—S1). Ardindan 1s18a duyarlik durumlarini dogrudan belirleyen

sistemler aras1 gecis (ISC) yoluyla triplet duruma (T1) gegis yapilir. Ftalosiyaninlerde (Pc)
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¢inko, aliiminyum, silisyum gibi diamanyetik 6zellikteki metallerin ISC artisini tesvik
ettigi ve bu sayede fotodinamik siirece olumlu etki ettigi arastirmalarda goriilmektedir

[77].

Literatiir incelendiginde, Zamani ve arkadaslar1 (2018) ZnPc'nin meme kanseri ZR-75-1
hiicre hatt1 {iizerindeki etkisini incelemislerdir. Hiicrelere 0,01 ve 5 pg/mL
konsantrasyonlarda FD uygulamasi gergeklestirdikten sonra 24 saat inkiibe etmislerdir.
Inkiibasyon sonrasinda 675 nm dalga boyunda lazer kullanarak 70 mW'da 60 saniye
boyunca hiicreleri 1s18a maruz birakmuslardir. Calismadan elde edilen deneysel
sonuglarda, ZR-75-1 hiicre hattinin canlilik ve proliferasyonunun inhibisyonuyla
sonuclandigi bildirilmistir. 5 pg/ml'de FD ile tedavi edilen hiicrelerde en yiiksek
sitotoksisitenin gozlemlendigi bildirilmistir. Bununla birlikte ZnPc uygulamasinda hiicre
canliligi oraninin doza bagl bir sekilde azaldigi belirtilmistir. 0.01 pg/ml ZnPc'nin
altindaki konsantrasyonlarda ise ZnPc tiirevi FD’lerin toksisite ve fototoksisite

degerlendirmelerinde, hiicrelerin % canlilik oraninda higbir fark saptanmamuistir [78].

Zeinali ve ark. (2021), tetra tert-biitil siibstitic ¢inko ftalosiyanin (ZnPc)
konsantrasyonlarinin 1sikla uyarilmasiyla MeWo (insan melanom hiicreleri) ve HaCaT
(normal insan keratinosit hiicreleri) iizerindeki FDT etkilerini arastirmay1
amaclamislardir. Bu amagla gergeklestirdikleri ¢calisma ile MTT canlilik testi verilerinden
elde ettikleri sonuglar dogrultusunda, 12,5 uM ZnPc konsantrasyonunun melanom kanser
hiicreleri i¢in sitotoksik oldugunu ancak bu ZnPc konsantrasyonunun HaCaT hiicre hatt1
icin sitotoksik olmadigi gorilmiistiir. MeWo hiicre hatt1 i¢in 12,5 uM FD dozunun,
hiicrelerdeki canlilik oranim1 %50’ye kadar disiirdiigii belirlenmistir. Hiicrelere
uygulanan FD sonrasi 24 saat inkiibasyonu saglanmis ve sonrasinda FDT ¢alismasi i¢in
12 mW/cm? ¢ikis akisi ile 0, 20, 30, 40, 50 J/lcm? giic yogunluklarma ulasmak igin
hiicreleri 28, 41, 55, 69 dakika boyunca siirekli kirmiz1 1518a maruz birakarak optimum
doz-yanit c¢alismalar1 gergeklestirmislerdir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda, doz
olarak 12,5 uM ZnPc konsantrasyonunun etkin oldugunu ve FDT ig¢in etkin gii¢

yogunlugunun 50 J/cm? oldugunu belirlemislerdir [79].

Velazquez ve ark. (2019), glioblastoma hiicrelerini inaktive etmek igin siibstitiie
edilmemis ZnPc ve tetraminoftalosiyanin (TAZnPc) FD’lerinin etkinligini aragtirmay1

hedeflemislerdir. Bu amagla Pc tiirevi FD’leri, 0. 125, 0. 25 ve 0. 5 uM olmak iizere ii¢
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farkli konsantrasyonda glioblastoma hiicrelerine uygulamislardir. Hiicre canlilik analizi
sonrasinda etkin konsantrasyon degeri 0.5 puM olarak tespit edilmistir. Ardindan
fototoksisite deneyleri igin, 27 J/cm? 151k dozuyla birlikte 0,5 uM ZnPc veya TAZnPc
kullanilarak hiicre sagkaliminda ~ %90'lik bir azalma elde edilirken, daha diistik bir 151k
dozu kullanildiginda (10 J/cm?) ZnPc-FDT hiicre canhiligmi ~ %80 oraninda
azaltabilmistir, TAZnPc ise daha diisiik bir 151k dozu (10 J/cm?) kullanarak glioblastoma
hiicrelerini fotoinaktive etmede daha az etkili olmus ve hiicre canliliginda ~ %46'lik bir
azalma gostermistir. Bu sonuglar, foto inaktivasyon kapasitesinde Pc konsantrasyonu ile

verilen 1s1k dozu arasinda agik bir iligki oldugunu gostermistir [80].

Gholizadeh ve ark. (2021), ZnPc-FDT kombinasyonunun kolon kanseri hastalarinin
prognozunu iyilestirmedeki ve kolon kanseri gelisimini durdurmadaki potansiyel roliine
dikkat cekmeyi hedeflemislerdir. Bu amacgla farkli konsantrasyon ve 1sik dozlari ile
SW480 hiicreleri iizerinde deneyler yapmuslardir. Calismalarda ZnPc-FDT
kombinasyonunun sitotoksik etkisini belirlemek igin farkli ZnPc tiirevi konsantrasyonlari
(0,00017-8,651 uM) ve 1sik dozlar (12 J/em? ve 24 J/cm?) kullamldigi belirtilmistir.
ZnPc/FDT birlikteligi ile SW480 hiicrelerinin, hiicre canliliginin kayda deger bir 6l¢iide
azaldig1 goriilmiistiir (p<0.0001). Uygulanan 1s1k dozlar1 kiyaslamasinda da 24 J/cm? ‘nin
12 Jlcm?'ye nazaran ZnPc kombinasyonunda daha fark edilir bir sitotoksik etkiye yol
actig1 bildirilmistir [81].

Bu tez ¢alismasinda, ZnPc tiirevi FD ile FDT kombinasyonu saglayarak HT-29 ve WI-38
hiicre hatlar1 {izerindeki sitotoksik ve fototoksik etkinligin belirlenmesi amaglanmistir.
Bu amagla hiicre kiiltiirii deneyleri ile hiicrelere farkli konsantrasyonlarda (1, 3, 5, 8, 10,
20, 35, 50, 75, 100, 125 ve 150 uM) ZnPc tiirevi FD uygulamasi yapildi. Her iki hiicre
hatt1 i¢in inkiibasyon siireleri sonucunda yapilan sitotoksik deneyler dogrultusunda, 24
saat inkiibasyon ve 8 puM konsantrasyon degeri etkin bulunmustur. Etkin bulunan
konsantrasyon degeri ardindan gergeklestirilen FDT ¢alismalari i¢in 96’lik mikro plakaya
ekilen hiicrelere ZnPc tirevi FD’nin etkin konsantrasyonu (8 pM) uygulamasi
gerceklestirildikten sonra 24 saat boyunca inkiibatdrde inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda hiicreler 1, 3, 5, 8, 10, 12 J/cm? gii¢ yogunluklu ve deneylerimizde kullanilan
¢inko ftalosiyanin tiirevi FD’nin maximum absorbans degeri olan 705 nm dalga
boyundaki kirmiz1 1sikla uyarildi. Bu uyarilma sonrasi inkiibasyon ardindan yapilan hiicre

canlilik analizleri ile WI-38 hiicre hattinda toksik etki olusturmayip, HT-29 hiicre hattinda
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ise artan giic yogunluguna bagli olarak sirasiyla %89,75+7,9%*, %73,95+2,19**,
%72,91£1,15%*, %72,76+1**, %71,19+0,57**, %70,07+1,69**, %69,7+2,06** hiicre canlilik
oranlarinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi belirlenmistir (*p<0.05,
**p<0.001).

Tez kapsaminda gergeklestirilen hiicre canlilik analizlerinde, literatiirde ilk defa
uygulanan (3-metoksifenil)metanol gruplarmin siibstitiie edildigi ¢inko ftalosiyanin
tiirevi FD’nin saglikli WI-38 hiicre hattinda toksik etki olusturmayip, HT-29 hiicre
hattinda ise ilgili gli¢ yogunluklarinda hiicre 6liimii meydana getirmesi kullanilan FD’nin
ideal bir 1518a duyarli ajan oldugunu géstermektedir. Sonug olarak elde edilen verilerin
degerlendirilmesi ile kolon kanserinin fotodinamik tedavisinde farkli kombinasyonlar,
konsantrasyonlar, farkli 11k kaynaklar1 ve dozlari kullanilarak yeni bilimsel ¢aligmalara
destek saglanabilir. Bununla birlikte tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen sonuglarin

daha sonra yapilacak in vivo ¢alismalara onciiliik etmesi beklenmektedir.

46



KAYNAKCA

[1] Roy, P. S. & Saikia, B. J. (2016). Cancer and cure: A critical analysis. Indian Journal
of Cancer, 53(3), 441-442, doi. 10.4103/0019-509X.200658.

[2] Rakoff-Nahoum, S. (2006). Why Cancer and Inflammation? The Yale Journal of
Biology and Medicine, 79(3-4), 123-130.

[3] Burt, R. W. (2000). Colon cancer screening. Gastroenterology, 119(3), 837-853. doi.
10.1053/gast.2000.16508

[4] Labianca, R., Beretta, G. D., Kildani, B., Milesi, L., Merlin, F., Mosconi, S., ... Wils,
J. (2010). Colon cancer. Critical Reviews in Oncology/Hematology, 74(2), 106-
133, doi. 10.1016/j.critrevonc.2010.01.010.

[5] Patel, A. & Hande, V. (2022). Rising colorectal cancer in young adults: A warning
for all! Let us adopt a healthy lifestyle and colorectal cancer screening. Indian
Journal of Cancer, 59(3), 307-309, doi. 10.4103/ijc.ijc_948 22.

[6] Agostinis, P., Berg, K., Cengel, K. A., Foster, T. H., Girotti, A. W., Gollnick, S. O.,
Golab, J. (2011). Photodynamic Therapy of Cancer: An Update CA: a cancer
journal for clinicians, 61(4), 250-281, doi. 10.3322/caac.20114.

[7] Kiibler, A. C. (2005). Photodynamic therapy. Medical Laser Application, 20(1), 37-
45, doi. 10.1016/j.mla.2005.02.001.

[8] Dougherty, T. J., Gomer, C. J., Henderson, B. W., Jori, G., Kessel, D., Korbelik, M.,
... Peng, Q. (1998). Photodynamic Therapy. JNCI: Journal of the National
Cancer Institute, 90(12), 889-905, doi. 10.1093/jnci/90.12.889.

[9] Marmol, 1., Sanchez-de-Diego, C., Pradilla Dieste, A., Cerrada, E., Rodriguez Yoldi,
M. J. (2017). Colorectal Carcinoma: A General Overview and Future Perspectives
in Colorectal Cancer. International Journal of Molecular Sciences, 18(1), 197,
doi. 10.3390/ijms18010197.

[10] Sawicki, T., Ruszkowska, M., Danielewicz, A., Niedzwiedzka, E., Artukowicz, T.,
Przybytowicz, K. E. (2021). A Review of Colorectal Cancer in Terms of
Epidemiology, Risk Factors, Development, Symptoms and Diagnosis. Cancers,
13(9), 2025, doi. 10.3390/cancers13092025.

[11] KuipersE.J., Grady W. M., Lieberman D., Seufferlein T., Sung J. J., Boelens P. G.,
van de Velde C. J.,, Watanabe T. (2015). Colorectal cancer, Nature Reviews
Disease Primers, 1, 15065, doi: 10.1038/nrdp.2015.65.

[12] Lotfollahzadeh, S., Recio-Boiles, A. & Cagir, B. (2022). Colon Cancer, Treasure
Island (FL): StatPearls Publishing.

47



[13] Johns, L. E., & Houlston, R. S. (2001). A systematic review and meta-analysis of
familial colorectal cancer risk. The American Journal of Gastroenterology,
96(10), 2992-3003, doi. 10.1016/S0002-9270(01)03239-7.

[14] Url-1<www.cancer.org/cancer/types/colon-rectal-cancer/causes-risks-
prevention/risk-factors.html>, erisim tarihi: 21.05.2023.

[15] Pop, O. L., Vodnar, D. C., Diaconeasa, Z., Istrati, M., Bintintan, A., Bintintan, V.
V., ... Gabbianelli, R. (2020). An Overview of Gut Microbiota and Colon
Diseases with a Focus on Adenomatous Colon Polyps. International Journal of
Molecular Sciences, 21(19), 7359, doi. 10.3390/ijms21197359.

[16] Cheng, H.-C., Chang, T.-K., Su, W.-C., Tsai, H.-L., & Wang, J.-Y. (2021). Narrative
review of the influence of diabetes mellitus and hyperglycemia on colorectal
cancer risk and oncological outcomes. Translational Oncology, 14(7), 101089,
doi. 10.1016/j.tranon.2021.101089.

[17] Giovannucci, E. (2002). Modifiable risk factors for colon cancer. Gastroenterology
Clinics of North America, 31(4), 925-943, doi. 10.1016/s0889-8553(02)00057-2.

[18] Ozer, B. 0. (2021). Kolon Kanseri Tedavisi i¢in Yeni Nanoterapotik Modalitelerin
Gelistirilmesi (Doktora Tezi), Trakya Universitesi, Fen Bilimler Enstitiisii,
Trakya.

[19] Karabulut, S., Karabulut, M., & Tastekin, D. (2021). Metastatik Kolon Kanseri
Tedavisindeki Yenilikler. Istanbul Tip Fakiiltesi Dergisi, 84(3), 425-9, doi.
10.26650/IUITFD.2020.0086.

[20] Guidolin, K., Ding, L., Yan, H., Englesakis HBA, M., Chadi, S., Quereshy, F., &
Zheng, G. (2022). Photodynamic Therapy for Colorectal Cancer: A Systematic
Review of Clinical Research. Surgical Innovation, 29(6), 788-803, doi.
10.1177/15533506221083545.

[21] Dolmans, D. E., Fukumura, D., & Jain, R. K. (2003). Photodynamic therapy for
cancer. Nature Reviews Cancer, 3(5), 380-387. doi. 10.1038/nrc1071

[22] Rai, P., Mallidi, S., Zheng, X., Rahmanzadeh, R., Mir, Y., Elrington, S., Khurshid,
A. & Hasan, T. (2010). Development and Applications of Photo-triggered
Theranostic Agents. Advanced drug delivery reviews, 62(11), 1094-1124, doi.
10.1016/j.addr.2010.09.002.

[23] Nguyen, V-N., Yan, Y., Zhao, J., Yoon, J. (2021). Heavy-Atom-Free
Photosensitizers: From Molecular Design to Applications in the Photodynamic
Therapy of Cancer, Accounts of Chemical Research. 54(1), 207-220, doi.
10.1021/acs.accounts.0c00606.

[24] Allison, R. R., & Moghissi, K. (2013). Photodynamic Therapy (PDT): PDT
Mechanisms, Clinical Endoscopy, 46(1), 24-29. doi. 10.5946/ce.2013.46.1.24.

[25] Gallardo-Villagran, M., Leger, D. Y., Liagre, B., & Therrien, B. (2019).
Photosensitizers Used in the Photodynamic Therapy of Rheumatoid Arthritis.
International Journal of Molecular Sciences, 20(13), 3339, doi.
10.3390/ijms20133339.

[26] Song, C., Xu, W., Wu, H., Wang, X., Gong, Q., Liu, C., ... Zhou, L. (2020).
Photodynamic therapy induces autophagy-mediated cell death in human

48


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Khurshid+A&cauthor_id=20858520
https://doi.org/10.1021/acs.accounts.0c00606
https://doi.org/10.1021/acs.accounts.0c00606

colorectal cancer cells via activation of the ROS/JNK signaling pathway, Cell
Death & Disease, 11(10), 1-14, doi. 10.1038/s41419-020-03136-Yy.

[27] Yu, Y., Wu, S., Zhang, L., Xu, S., Dai, C., Gan, S., ... Tang, B. Z. (2022).
Cationization to boost both type I and type Il ROS generation for photodynamic
therapy, Biomaterials, 280, 121255, doi. 10.1016/j.biomaterials.2021.121255.

[28] Lin, S., Li, Y., Zamyatnin, A. A. Jr., Werner, J. & Bazhin, A. V. (2018). Reactive
oxygen species and colorectal cancer. Journal of Cellular Physiology, 233(7),
5119-5132, doi. 10.1002/jcp.26356.

[29] Bozkulak, O. (2009). Kanser Tedavisinde Fotodinamik Terapi, Bilim ve Teknik
Tiibitak Yayinlari, 42(634), 62-65.

[30] Sonmezoglu, B. (2020). ALA-5 Aracili Fotodinamik Terapinin Kolon Kanseri Hiicre
Hatti Uzerindeki Etkisinin Lazer ve LED Isik Kaynakl Sistemler Araciligiyla In
Vitro Olarak Incelenmesi (Yiiksek Lisans Tezi), Sakarya Universitesi, Fen
Bilimleri Enstitiisii, Sakarya.

[31] Abrahamse, H., & Hamblin, M. R. (2016). New photosensitizers for photodynamic
therapy. The Biochemical journal, 473(4), 347-364, doi. 10.1042/BJ20150942.

[32] Tettamanti, G., Casartelli, M. (2019). Cell death during complete metamorphosis.
Phil. Trans. R. Soc. B 374(1783), 20190065. doi. 10.1098/rsth.2019.0065.

[33] Panzarini, E., Inguscio, V., & Dini, L. (2011). Overview of Cell Death Mechanisms
Induced by Rose Bengal Acetate-Photodynamic Therapy, International Journal
of Photoenergy, 2011, 713726, doi. 10.1155/2011/713726.

[34] Mfouo-Tynga, I., & Abrahamse, H. (2015). Cell Death Pathways and Phthalocyanine
as an Efficient Agent for Photodynamic Cancer Therapy. International Journal of
Molecular Sciences, 16(5), 10228-10241, doi. 10.3390/ijms160510228.

[35] Mroz, P., Yaroslavsky, A., Kharkwal, G. B., & Hamblin, M. R. (2011). Cell Death
Pathways in Photodynamic Therapy of Cancer. Cancers, 3(2), 2516-2539, doi.
10.3390/cancers3022516.

[36] Coskun,G., Ozgiir, H. (2011). Apoptoz ve Nekrozun Molekiiler Mekanizmast,
Dergipark, 20, 145-158, dergipark.org.tr/tr/download/article-file/25371.

[37] Dang, J., He, H. Chen, D., Yin, L. (2017). Manipulating tumor hypoxia toward
enhanced photodynamic therapy (PDT). Biomaterials Science, 5(8), 1500-1511,
doi. 10.1039/C7BM00392G.

[38] Hwang, H. S., Shin, H., Han, J., & Na, K. (2018). Combination of photodynamic
therapy (PDT) and anti-tumor immunity in cancer therapy. Journal of
Pharmaceutical Investigation, 48(2), 143-151, doi. 10.1007/s40005-017-0377-X.

[39] Castano, A. P., Demidova, T. N., & Hamblin, M. R. (2004). Mechanisms in
photodynamic therapy: Part one—-photosensitizers, photochemistry and cellular
localization. Photodiagnosis and photodynamic therapy, 1(4), 279-293, doi.
10.1016/S1572-1000(05)00007-4.

[40] Yasa, G. (2012). Fotodinamik Terapi Amag¢li Coziiniir Yeni Ftalosiyanin Sentezi
(Yiiksek Lisans Tezi), Yildiz Teknik Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Istanbul.

49


https://royalsocietypublishing.org/doi/10.1098/rstb.2019.0065
https://royalsocietypublishing.org/doi/10.1098/rstb.2019.0065
https://doi.org/10.1098/rstb.2019.0065
https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AJuanjuan%20Dang
https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AHua%20He
https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3ADonglai%20Chen
https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3ADonglai%20Chen

[41] Gol, C. (2016). Fotodinamik Terapi Amagch Direkt Konjuge Ftalosiyanin-Bodipy
Fotosensitizerlerin Sentezi ve Ozelliklerinin Incelenmesi (Doktora Tezi), Gebze
Teknik Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Gebze.

[42] Ozten, O. (2021). Hepatoselliiler Karsinomda Fotodinamik Tedavinin Potansiyel
Terapotik Etkisinin Arastirtlmast (Yiksek Lisans Tezi), Sakarya Uygulamali
Bilimler Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Sakarya.

[43] Giizel, E. (2016). Yeni asimetrik  ftalosiyanin/porfirazin hibrit
kompleksleri (Doktora Tezi), Sakarya Universitesi, Fen Bilimler Enstitiisii,
Sakarya.

[44] Jiang, W., Liang, M., Lei, Q., Li, G., & Wu, S. (2023). The Current Status of
Photodynamic Therapy in Cancer Treatment, Cancers, 15(3), 585. doi.
10.3390/cancers15030585

[45] Dabrowski, J. Pucelik, B. Regiel-Futyra, A. Brindell, M. Mazuryk, O. Kyziot,
A.Stochel, G. Macyk, W. Arnaut, L. (2016). Engineering of relevant
photodynamic processes through structuralmodifications of metallotetrapyrrolic
photosensitizers. Coordination Chemistry Reviews, 325, 67-101. doi.
10.1016/j.ccr.2016.06.007.

[46] Shramova, E. I, Kotlyar, A. B., Lebedenko, E. N., Deyev, S. M., & Proshkina, G.
M. (2020). Near-Infrared Activated Cyanine Dyes As Agents for Photothermal
Therapy and Diagnosis of Tumors. Acta Naturae, 12(3), 102-113. doi.
10.32607/actanaturae.11028

[47] dos Santos AF, de Almeida DRQ, Terra LF, Baptista MS, Labriola L. (2019).
Photodynamic therapy in cancer treatment - an update review.J Cancer
Metastasis Treat, 5, 25, doi. 10.20517/2394-4722.2018.83.

[48] Kou, J., Dou, D., & Yang, L. (2017). Porphyrin photosensitizers in photodynamic
therapy and its applications. Oncotarget, 8(46), 81591-81603, doi.
10.18632/oncotarget.20189.

[49] Berlanda, J., Kiesslich, T., Engelhardt, V., Krammer, B., & Plaetzer, K. (2010).
Comparative in vitro study on the characteristics of different photosensitizers
employed in PDT. Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology,
100(3), 173-180, doi. 10.1016/j.jphotobiol.2010.06.004.

[50] Lo, P.-C., Rodriguez-Morgade, M., Pandey, R., Ng, D., Torres, T., & Dumoulin, F.
(2020). The unique features and promises of phthalocyanines as advanced
photosensitisers for photodynamic therapy of cancer. Chemical Society Reviews,
49, 1041-1056, doi. 10.1039/C9CS00129H.

[51] Miller, J. D., Baron, E. D., Scull, H., Hsia, A., Berlin, J. C., McCormick, T., ...
Oleinick, N. L. (2007). Photodynamic therapy with the phthalocyanine
photosensitizer Pc 4: The case experience with preclinical mechanistic and early
clinical-translational studies. Toxicology and Applied Pharmacology, 224(3),
290-299, doi. 10.1016/j.taap.2007.01.025.

[52] Ersahin, F. (2017) 2,2'-Metilenbisfenoksi Kdpriilii Bazi Metalli ve Metalsiz Polimerik
Ftalosiyaninlerin Sentezi Ve Spektroskopik Ozelliklerinin Incelenmesi (Doktora
Tezi), Ondokuz May1s Universitesi. Fen Bilimleri Enstitiisii, Samsun.

50



[53] Yurt, F. Ince, M. Colak, S. G. Ocakoglu, K. Er, O. Soylu, H. M. ... Kurt, C. C.
(2017). Investigation of in vitro PDT activities of zinc phthalocyanine
immobilised TiO2 nanoparticles. International Journal of Pharmaceutics, 524(1),
467-474, doi. /10.1016/j.ijpharm.2017.03.050.

[54] Jia, X., & Jia, L. (2012). Nanoparticles Improve Biological Functions of
Phthalocyanine Photosensitizers Used for Photodynamic Therapy. Current Drug
Metabolism, 13(8), 1119-1122, doi.10.2174/138920012802850074.

[55] Makhseed, S., Machacek, M., Alfadly, W., Tuhl, A., Vinodh, M., Simunek, T., ...
Zimcik, P. (2013). Water-soluble non-aggregating zinc phthalocyanine and in
vitro studies for photodynamic therapy. Chemical Communications, 49(95),
11149-11151, doi. 10.1039/C3CC44609C.

[56] Giizel, E., Atsay, A., Nalbantoglu, S., Saki, N., Dogan, A. L., Giil, A., & Kogak, M.
B. (2013). Synthesis, characterization and photodynamic activity of a new
amphiphilic zinc phthalocyanine. Dyes and Pigments, 97(1), 238-243, doi.
10.1016/j.dyepig.2012.12.027.

[57] Jiang, Z., Shao, J., Yang,T., Wang,J., Jia, L.(2014). Pharmaceutical development,
composition and quantitative analysis of phthalocyanine as the photosensitizer for
cancer photodynamic therapy. (2014). Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis, 87, 98-104. doi. 10.1016/j.jpba.2013.05.014.

[58] Akkog, B., Samsunlu, T., Isik, S., Ozg¢esmeci, M., Atmaca, G. Y., Erdogmus, A., ...
Hamuryudan, E. (2022). Pegylated metal-free and zinc(ll) phthalocyanines:
Synthesis, photophysicochemical properties and in vitro photodynamic activities
against head, neck and colon cancer cell lines. Dalton Transactions, 51(26),
10136-10147, doi. 10.1039/D2DT00704E.

[59] Whitacre, M,C. , Feyes, K,D., Satoh, T., Grossmann, J., ; Mulvihill, W. J., Muhtar,
H., Oleinick. L. N.(2000). Photodynamic Therapy with the Phthalocyanine
Photosensitizer Pc 4 of SW480 Human Colon Cancer Xenografts in Athymic
Micel. Clin Cancer Res, 6 (5), 2021-2027.

[60] Lara, P., Huis in ‘t Veld, R. V., Jorquera-Cordero, C., Chan, A. B., Ossendorp, F., &
Cruz, L. J. (2021). Zinc-Phthalocyanine-Loaded Extracellular Vesicles Increase
Efficacy and Selectivity of Photodynamic Therapy in Co-Culture and Preclinical
Models of Colon Cancer. Pharmaceutics, 13(10), 1547. doi.
10.3390/pharmaceutics13101547.

[61] Yalgm, 1. (2017). Periferisinde Izopropil Gruplari Tasiyan Yeni Ftalosiyaninlerin
Sentezi, Karakterizasyonu, Fotofiziksel ve Fotokimyasal Ozelliklerinin
Incelenmesi (Yiiksek Lisans Tezi), Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Bilimleri
Enstitiisii, Trabzon.

[62] Cui, L.-Y., Yang, J., Fu, Q., Zhao, B.-Z., Tian, L., & Yu, H.-L. (2007). Synthesis,
crystal structure and characterization of a new zinc phthalocyanine complex.
Journal of Molecular Structure, 827(2), 149-154, doi.
10.1016/j.molstruc.2006.05.030.

[63] Ogbodu, R. O., Nitzsche, B., Ma, A., Atilla, D., Giirek, A. G., & Hopfner, M. (2020).
Photodynamic  therapy of hepatocellular carcinoma using tetra-
triethyleneoxysulfonyl zinc phthalocyanine as photosensitizer. Journal of

51



Photochemistry and Photobiology B: Biology, 208, 111915. doi.
10.1016/j.jphotobiol.2020.111915.

[64] Moini, J., Ahangari, R., Miller, C., & Samsam, M. (2020). Obesity and cancer.
Global Health Complications of Obesity, 109-145, Elsevier, doi. 10.1016/B978-
0-12-819751-6.00006-2.

[65] Benson, A. B., Arnoletti, J. P., Bekaii-Saab, T., Chan, E., Chen, Y.-J., Choti, M. A.,
... Willett, C. (2011). Colon Cancer. Journal of the National Comprehensive
Cancer Network, 9(11), 1238-1290, doi. 10.6004/jnccn.2011.0104.

[66] Czito, B. G., Hsu, D., Palta, M., & Willett, C. G. (2016). Colon Cancer. L. L.
Gunderson & J. E. Tepper (Ed.), Clinical Radiation Oncology, 977-991.,
Philadelphia: Elsevier, doi. 10.1016/B978-0-323-24098-7.00050-2.

[67] Berlau, J., Glei, M., & Pool-Zobel, B. L. (2004). Colon cancer risk factors from
nutrition. Analytical and Bioanalytical Chemistry, 378(3), 737-74, doi.
10.1007/s00216-003-2284-4.

[68] Yuhara, H., Steinmaus, C., Cohen, S. E., Corley, D. A., Tei, Y., & Buffler, P. A.
(2011). Is Diabetes Mellitus an Independent Risk Factor for Colon Cancer and
Rectal Cancer?, The American journal of gastroenterology, 106(11), 1911-1922,
doi. 10.1038/ajg.2011.301.

[69] Slattery, M. L., & Kerber, R. A. (1994). Family History of Cancer and Colon Cancer
Risk: The Utah Population Database. JNCI: Journal of the National Cancer
Institute, 86(21), 1618-1626, doi. 10.1093/jnci/86.21.1618.

[70] Mishra, J., Drummond, J., Quazi, S. H., Karanki, S. S., Shaw, J. J., Chen, B., &
Kumar, N. (2013). Prospective of colon cancer treatments and scope for
combinatorial approach to enhanced cancer cell apoptosis. Critical Reviews in
Oncology/Hematology, 86(3), 232-250, doi. 10.1016/j.critrevonc.2012.09.014.

[71] Matsuda, T., Yamashita, K., Hasegawa, H., Oshikiri, T., Hosono, M., Higashino, N.,
... Kakeji, Y. (2018). Recent updates in the surgical treatment of colorectal cancer.
Annals of Gastroenterological Surgery, 2(2), 129-136,
https://doi.org/10.1002/ags3.12061.

[72] Aldahhan, R., Almohazey, D., & Khan, F. A. (2022). Emerging trends in the
application of gold nanoformulations in colon cancer diagnosis and treatment.
Seminars in Cancer Biology, 86, 1056-1065, doi.
10.1016/j.semcancer.2021.11.008.

[73] Simelane, N. W. N., Ann Kruger, C., & Abrahamse, H. (2020). Photodynamic
diagnosis and photodynamic therapy of colorectal cancer in vitro and in vivo. RSC
Advances, 10(68), 41560-41576, doi. 10.1039/DORA08617G.

[74] Kawczyk-Krupka, A., Bugaj, A. M., Latos, W., Zaremba, K., Wawrzyniec, K.,
Kucharzewski, M., & Sieron, A. (2016). Photodynamic therapy in colorectal
cancer treatment—The state of the art in preclinical research. Photodiagnosis and
Photodynamic Therapy, 13, 158-174. doi. 10.1016/j.pdpdt.2015.07.175

[75] Oniszczuk, A., Wojtunik-Kulesza, K. A., Oniszczuk, T., & Kasprzak, K. (2016).
The potential of photodynamic therapy (PDT)—Experimental investigations and

52



clinical use. Biomedicine &  Pharmacotherapy, 83, 912-929,
https://doi.org/10.1016/j.biopha.2016.07.058.

[76] Yanovsky, R. L., Bartenstein, D. W., Rogers, G. S., Isakoff, S. J., & Chen, S. T.
(2019). Photodynamic therapy for solid tumors: A review of the literature.
Photodermatology, Photoimmunology & Photomedicine, 35(5), 295-303.
https://doi.org/10.1111/phpp.12489.

[77] Chen, D., Song, M., Huang, J., Chen, N., Xue, J.,Huang, M. (2020). Photocyanine:
A novel and effective phthalocyanine-based photosensitizer for cancer treatment,
Journal of Innovative Optical Health Sciences, 13, 3,
https://www.worldscientific.com/doi/full/10.1142/S1793545820300098.

[78] Zamani, A. R. N., Mashayekhi, M. R., Jadid, M. F. S., Faridvand, Y., Tajalli, H.,
Rahbarghazi, R. (2018). Photo-modulation of zinc phthalocyanine-treated breast
cancer cell line ZR-75-1 inhibited the normal tumor activity in vitro. Lasers in
Medical Science, 33, 1969-1978).

[79] Zeinali, S., Tuncel, A., Yizer, A., Yurt, F. (2021). Imaging and detection of cell
apoptosis by In vitro photodynamic therapy applications of zinc (lI)
phthalocyanine on human melanoma cancer. Photodiagnosis and Photodynamic
Therapy, 36, 102518. doi: 10.1016/j.pdpdt.2021.102518

[80] Velazquez, F.N., Miretti, M., Baumgartner, M.T. et al. Effectiveness of ZnPc and of
an amine derivative to inactivate Glioblastoma cells by Photodynamic Therapy:
an in vitro comparative study. Scientific Reports, 9, 3010, doi. 10.1038/s41598-
019-39390-0.

[81] Gholizadeh, M., Doustvandi, M. A., Mohammadnejad, F., Shadbad, M. A., Tajalli,
H., Brunetti, O., ... Baradaran, B. (2021). Photodynamic Therapy with Zinc
Phthalocyanine Inhibits the Stemness and Development of Colorectal Cancer:
Time to Overcome the Challenging Barriers? Molecules, 26(22), 6877, doi.
10.3390/molecules26226877.

53


https://doi.org/10.1038/s41598-019-39390-0
https://doi.org/10.1038/s41598-019-39390-0

