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Ozetce —Kanser, giiniimiizde tedavisi bulunamamis bir
hastahktir. Kolorektal kanser (CRC), diinyadaki en yaygin
kanserlerden biridir. Erken tam icin taramadaki gelismelere
ragmen, kolorektal kanser, kanser oliimlerinin 6nde gelen neden-
lerinden biridir. Kanserin erken sathasinda takip, ila¢c kullanim,
diger safhalarinda ise cerrahi miidehale, kemoterapi, radyoterapi
tedavi yontemleri kullamlmaktadir. Bu kanser tedavileri hastayi
cok yipratmakta ve ciddi yan etkiler olusturmaktadir. Fotodi-
namik tedavi kanser tedavisinde kullanilan, yan etkisi az olan bir
tedavi yontemidir. Fotosensitizanin kanserli dokuda birikmesi ve
dokunun 1s1kla uyarilmasiyla fotokimyasal reaksiyonlar baslar.
Bu reaksiyonlar sonucunda kanserli hiicrelerin 6liimii gercek-
lesir. FDT’nin temel prensibi bu mekanizmaya dayanir. Diger
kanser tedavilerinde oldugu gibi yan etkileri yoktur. Bununla
beraber sadece kanserli hiicreyi secebilme avantajima sahiptir. Bu
calismada, in vitro olarak HT-29 kolon kanseri iizerinde metilen
mavisi (MB) aracili fotodinamik terapinin etkileri arastirilmstir.
FDT sonunda kontrol grubu ile tedavi grubu karsilastirildiginda
%80 oraninda 6liim gerceklesmistir.

Anahtar Kelimeler—Fotodinamik terapi, metilen mavisi, kolon
kanseri.

Abstract—Cancer is a disease that has never been treated yet.
Colorectal cancer (CRC) is one of the most common cancer in
the World. Despite advances in screening for early diagnosis,
colorectal cancer is one of the leading causes of cancer deaths.
Drug is used in the early stage of cancer and patient follow-up is
performed. Photochemical reactions begin by the accumulation
of photosensitizers in the cancerous tissue when induced by light
stimulation. As a result of these reactions, cancer cells become
apoptosis.There are no side effects as in other cancer treatments.
Photdynamic theray has the advantage of being able to select
cancerous cell without harming other tissues. In this study, the
effects of methylene blue on HT-29 colon cancer cells were
investigated. At the end of the study, control group and treatment
group were compared. The mortality rate was 80%.

Keywords—Photodynamic therapy, methylene blue, colon can-
cer.
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I. GIRIS

Kanser Ajansi (IARC) tarafindan yayinlanan Globocan
2012 verilerine gore erkeklerde ve kadinlarda en sik goriilen
ilk bes kanser tiiri dagilimda kolon kanseri iiciincii sirada yer
almaktadir. Diinya capinda kansere bagli olimiin dordiinci
nedeni oldugundan, 6énemli bir halk sagligi sorunudur [1][2].
Giiniimiizde kolorektal kanser i¢in kullanilan geleneksel te-
daviler cerrahi rezeksiyon, radyoterapi ve kemoterapidir. Cer-
rahi rezeksiyon kolorektal kanser i¢in standart ve en etk-
ili tedavi yontemi olarak bilinir ve 5 yillik genel sagkalim
oran1 yaklasik % 65’dir. Ancak, cerrahi miidahalede yiik-
sek riskler goriilebilir. Geleneksel tedavilerin kisitliliklar1 ne-
deniyle, ¢evredeki normal hiicrelere zarar vermeden ve bagir-
sak duvarmin delinme olasilifint en aza indirmeden kanser
hiicrelerinin yok edilmesini artirma umuduyla yeni tedavi
stratejileri arastirilmaktadir [3]. Bu terapdtik stratejilerden biri,
cesitli kanser tiirleri icin umut verici bir tedavi olan foto-
dinamik tedavidir (PDT/FDT). FDT, reaktif oksijen tiirleri
(ROS) olusturmak i¢in 1gikla aktive olan molekiil (fotosen-
sitizan. Fs), fotosensitizana uygun dalga boyundaki 1sik ve
oksijen arasindaki etkilesimleri kullanarak hiicrenin 6liimii
prensibine dayanir. FDT sonrast tiimor dokusunun nekrozu
hizli ve geri dondiiriilemez bir iglem olup, sonucta tedavi edilen
kisiyi tedavi edebilir veya tiimor biiylimesini yavaslatabilir.
Bu etkilere, fotodinamik reaksiyonlar {izerine iiretilen oksijen
radikalleri veya tekli oksijen yol acar [4]. FDT de kullanilan
fotosensitizanin kanser hiicrelerine spesifik olarak tutunmasi
ve saglikli hiicrelere zarar vermeden tiimorlii bolgeyi yok
etmesi, bu tedavi yonteminin en 6nemli avantajlarindan biri
olmasiyla birlikte; kanser tedavisinde kullanilan kemoterapi
yonteminin yarattigt yan etkileri minimuma indirmesi bakimin-
dan da biiyiik avantaj saglar. Guoqing Ouyang ve ark. kolon
kanseri hiicre hattinda porfirin IX aracili bir FDT gercek-
lestirmiglerdir. Farkli enerji yogunluklari ve farkli fotosensi-
tizan konsantrasyonlarint kontrol ederek calisma yapmuislardir.
Calismada 4 pg/mL fotosensitizan ve 5 J/cm? 1s1k dozunda
FDT gergeklestirmislerdir. Deney sonunda %41.6 apoptotik
Olim yiizdesi kontrol grubuna oranla daha yiiksek oldugunu
gozlemlemislerdir [5] .

FDT’de birgok fotosensitizan kullamilmaktadir. Ozellikle
tibbi tedaviler i¢in MB, S5-aminolevulinic acid (5-ALA),
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verteporfin, protoporfirin-IX kullanilmaktadir. Metilen mavisi
(MB) 550-700 nm bolgesinde giiglii bir absorbsiyon bandina
sahiptir; ayn1 zamanda ucuzdur ve yillarca klinik uygula-
malarda giivenle kullanilmaktadir. 660 nm’de yiiksek 1s1k
emilimi ile iyi bilinen bir boya olan metilen mavisi, tek bagina
oksijen liretme kabiliyeti ve cesitli hastaliklara karsi klinik
uygulamalarda kanitlanmig fotodinamik aktivitesi nedeniyle
FDT’de etkilidir [6][7]. MB-FDT de MB’nin ¢esitli hiicre hat-
larinda apoptozisi indiikledigi [8], MB-FDT nin neden oldugu
apoptoz mekanizmalarimin mevcut anlayiginin sinirli oldugu
belgelenmistir. Giiniimiizde MB-FDT ile iligkili apoptozis
mekanizmalar1 arasinda DNA hasari, reaktif oksijen tiirleri
(ROS) olusumu ve mitokondriyal hasar bulunmaktadir [9].
MB-FDT’nin neden oldugu apoptoz mekanizmalarinin daha
iyi anlagilmasi, kanser terapisi stratejilerini bilgilendirmeye
yardimci olacaktir. Giiniimiizde FDT’de 1s1ik kaynagi olarak
en cok lazer kullanilmaktadir. Lazer 151k kaynaklarinin fiber
optik kablolar aracilifiyla istenilen bolgeye kolayca tasin-
mas1 ve FDT siirecinde tekrar edilen tedavilerin uygulanmast
bakimindan tercih edilebilir kilmaktadir. Yiiksek gii¢c ve kisa
siire gerektiren FDT uygulamalarinda doku da biiyiik oranda
termal hasar meydana gelebilmektedir. Bununla birlikte 15181n
doku i¢indeki penetrasyonunun diisiik olmasi da FDT uygula-
malarinda kargilagilan bir bagka sorundur. Ozellikle kargilagilan
bu sorunlarda lazer ve LED (Light Emitting Diod) sistem-
lerinin siirekli dalga (CW), siiper atim, patlamal1 atim 1s1nlama
modlari ile agilabilmektedir. Bu ¢aligmada, insan kolon kanseri
hiicrelerinde FDT’nin neden oldugu apoptozda MB’nin roli
aragtirilmigtir.

II. MATERYAL VE METOD

HT-29 hiicreleri laboratuvar ortaminda kiiltiire edilmistir.
Goriintiiler laboratuvarimizda bulunan florasan mikroskop ile
goriintiilenmis olup, deney sonu hiicre sayimi mikroskop al-
tinda goriintiilenerek yapilmistir. Sakarya Universitesi Biy-
omedikal Miihendisligi Laboratuvari’nda bulunan LAXCELL
T3000 PDT LASER sistemi tarafindan deney gerceklestir-
ilmigtir. Bu ¢aligmada kullanilan 1.5 watt optik cikis giiciine
sahip 635 nm 151ma yapan lazer cihazi (BioOptics), sicaklik
kontrol {iinitesi ile stabil bir cikis iiretebilmektedir. Deney
oncesinde c¢ikig giicii Thorlabs power-metre ile Olciilerek
hiicrelere uygulanmigtir.

Sekil 1: LAXCELL T3000 PDT LASER sistemi

A. Hiicre Kiiltiirii

HT-29 hiicrelerinin uygun sartlarda biiylimesi icin hiicre
kiiltiiri  yapilmigtir. 20 mililitrelik (mL) DMEM (Dul-
becco’s Modified Eagle Medium) besiyerinde; PSG-B(
Penisilin/Streotomisin Glutaminli) %1’i, FBS (Fetal Bovine
Serum) %10’u ve 10 mikrolitre (uL) kanser hiicresi eklenerek

Sekil 2: Lazer cihazinin modlar1

hazirlanmigtir. Normal sgartlar altinda bir hafta biiylimeye
birakilmusgtir.

B. Fotosensitizan

%1°1lik metilen mavisi ¢ozeltisi hazirlanmigtir ve karanlik
ortamda birakilmstir.

C. Fotodinamik Tedavi

Hiicreler florosan mikroskop altinda incelenmistir; yeterli
biiyiikliige ve sayiya (~ 10* ) ulastig1 gézlemlenmistir. Kontrol
grubu ve tedavi grubu olmak {iizere iki grup hazirlanmistir.
Kontrol grubunu olusturmak i¢in 2000 pL. HT-29 hiicresi petri
kabina eklenmigtir. Tedavi grubunu olusturmak icin de 2000
pL HT-29 hiicresi ve ardindan 20 pL fotosensitizan petri
kabina eklenmigtir. Daha sonra lazer sistemi hazirlanmustir.
Cihaz kalibresi ve etkili bir deneyin olmas: i¢in karanlik bir
ortam hazirlanmigtir. Lazer calistirilirken kalibre edilmistir.
Istenilen giicii tam ayarlamak icin array sensor ile kontrol
edilip, dlgiimler alinmustir. Istenilen gii¢ degeri kontrol edildik-
ten sonra cihaz devamli modda, 16 mW/cm?2 giic oraninda,
188 saniye olacak sekilde ayarlanmistir. Bu islemden sonra 2
saat, 6 saat, 16 saat, 24 saat, 48 saat, 72 saat siire araliklariyla
tedavi grubuna lazer uygulama islemi gerceklestirilmistir. Bu
siire igerisinde kontrol grubu sabit sicaklik ve karanlik ortamda
hicbir islem uygulanmadan bekletilmistir. Deney sonunda (72
saat, son islemden sonra) 6lii ve canlit hiicre sayimi1 thoma lami1
ile florasan mikroskop altinda incelenmistir. Thoma laminda
saylm sonucu;

A x SF x 10.000 @))]

formiili ile hesaplanmaktadir. Burada A, 16 biiyiilk karede
sayilan hiicre adedi iken SF ise seyreltme oramidir. Bu calis-
mada yogun bir seyreltme uygulanmamustir. 10.000 ise 0,1
mm?’ deki sayim sonucunu 1 mL’ deki sayiya doniistirmek
ve standart sonug elde etmek icin kullanilan bir degismezdir.

III. TARTISMA VE SONUCLAR

MB aracili FDT’nin kolon kanseri hiicrelerinde in vitro
etkisi 151k kaynagi lazer kullamilarak degerlendirildi. Calis-
mada elde edilen sonuglar hi¢ bir igleme tabi tutulmayan
kontrol grubu ile karsilastirilarak istatistiksel degerlendirmeler
yapilmigtir. Thoma laminda yapilan sayim sonucunda ~
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Sekil 3: Degerlerin ayarlanmasi

Sekil 4: Lazerin hiicreye uygulanigi

4106 hiicre oldugu gozlenmistir. 72 saatlik siire sonunda kon-
trol grubunda hiicre 6liimleri olusabilmektedir. Literatiirdeki
genel bilgilere bakildiginda kendiliginden gerceklesen hiicre
Olimlerinin goz ardi edilebilecegi diisliniilmektedir. 72 saatin
sonunda 635 nm’de 16 mW/cm? giic yogunlugundaki 1s1ma
ile 3.2x105 4 0.3x10° hiicre 6liimii gozlenmistir. Istatistik
sonucuna gore tiim deney gruplariyla kontrol gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik mevcuttur. Yapilan
FDT calismasinin yaklasik %80 oraninda hiicre canliligini yok
ettigi goriilmektedir. Diger yandan 24, 48 ve 72 saatlik deney
gruplarinin kendi aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik goriilmemistir. Buna gore tedavinin etkinligi zamana
bagh olarak degismemigtir. Bu sonuclar lazer kullanan MB
aracilt FDT nin kolon kanseri hiicreleri icin etkili bir tedavi
oldugunu gostermektedir. Kanser hiicrelerinde en etkili dalga
boyunu arastirmak, lazer 1s1k kaynaginin diger kanser hiicre
hatlarinda etkili olup olmadigin1 teyit etmek i¢in bir¢ok ilave
caligmaya ihtiyag¢ vardir. Bu yapilan 6n ¢alisma, FDT’nin kolon
kanseri iizerindeki etkisinin teyit edilmesi ve literatiir bilgiler-
ine uygunlugunun gozlemlenmesi amaciyla gerceklestirilmig
olup diger calisma basamaklarina da on ayak olmustur. Bir
sonraki calismada daha iyi sonuclar alabilmek adina grup
sayisinin artiritlmasi gerekmektedir. FDT sonucu meydana ge-
len hiicre 6liimiiniin apoptoz ya da nekroz ile olup olmadigini
anlayabilmek ve daha net sayim alabilmek icin 6zel boyalarin

kullanilmas1 gerektigi sonucuna varilmigtir. Hiicre sayiminda
insan hatalarinin olmamasi ve daha nicel sonuglarin alinmasi
icin mikroskobik goriintiileme sistemi ile daha detayl bilgiye
sahip olunmasi planlanmaktadir. Bu ¢aligmalar sonucunda da
bir ileri basamaga gidilerek in vivo c¢aligmalarin yapilmasina
da ihtiya¢ duyulmaktadir. Sonug olarak, lazer kullamilan MB-
FDT’nin in vitro olarak kolon kanseri hiicre hattinda timor
hiicresinin 6liimiinii indiikledigini gosterildi. Bulgular, kolon
kanseri hastalar1 i¢in yeni bir tedavi modalitesine 11k tutmak-
tadur.

TESEKKUR

Caligsmaya olan katkilarindan dolay1 Ebru Aksoy’a tesekkiir
ederiz. Cihaz destegi, olciim ve kalibrasyon c¢aligmalarina
katki saglayan Sakarya Universitesi Biyomedikal Miihendisligi
Laboratuvari’nda emek veren herkese tesekkiir ederiz.

KAYNAKCA

[1] J. Ferlay, I. Soerjomataram, M. Ervik, R. Dikshit, S. Eser, C. Mathers,
M. Rebelo, D.M. Parkin, D. Forman, F. Bray, GLOBOCAN 2012 v1.0,
Cancer Incidence and Mortality Worldwide: IARC CancerBase No. 11
[Internet]. Lyon, France: International Agency for Research on Cancer;
2013. (Erisim Adresi: http://globocan.iarc.fr, Erigsim Tarihi:13.08.2018)

[2] P. Favoriti, G. Carbone, M. Greco, F. Pirozzi, R.E. Pirozzi, F. Corcione,
"Worldwide burden of colorectal cancer: a review", 2016.

[3] A. Kawczyk-Krupka, A.M. Bugaj, W. Latos, K. Zaremba, K.
Wawrzyniec, A. Sieron, “Photodynamic therapy in colorectal cancer
treatment: the state of the art in clinical trials”, Vol.12,545-553, 2015

[4] S. Yano, S. Hirohara, M. Obata, Y. Hagiya, S.I. Ogura, A. Ikeda, et
al.,"Current states and future views in photodynamic therapy", Journal of
Photochemistry and Photobiology C: Photochemistry Reviews, 12:46-7,
2011

[51 G. Ouyanga , L. Xiong, Z.Liua, B. Lamb, B. Buib, L. Mab, X. Chena,
P. Zhoua, K. Wanga, Z. Zhanga, H. Huangd, X. Miaoa, W. Chen, Y.
Wena, "Inhibition of autophagy potentiates the apoptosis-inducing effects
of photodynamic therapy on human colon cancer cells", Photodiagnosis
and Photodynamic Therapy 21, 396-403, 2018.

[6] S.K. Bisland, C. Chien, B.C. Wilson and S. Burch,"Pre-clinical in vitro
and in vivo studies to examine the potential use of photodynamic therapy
in the treatment of osteomyelitis", Photochem Photobiol Sci 5: 31-38,
2006.

[7] M. Wagner, E.R. Suarez, T.R. Theodoro, C.D. Machado Filho, M.F.
Gama, J.P. Tardivo, EM. Paschoal and M.A. Pinhal,, "Metilen mavisi
photodynamic therapy in malignant melanoma decreases expression of
proliferating cell nuclear antigen and heparanases”, Clin Exp Dermatol
37: 527-533, 2012

[8] D.J. Ball, Y. Luo, D. Kessel, J. Griffiths, S.B. Brown and D.I. Vernon,
"The induction of apoptosis by a positively charged metilen mavisi
derivative", J Photochem Photobiol B 42: 159-163, 1998

[9] B.B. Noodt, G.H. Rodal, M. Wainwright, Q. Peng, R. Horobin, J.M
Nesland and K. Berg,”Apoptosis induction by different pathways with
metilen mavisi derivative and light from mitochondrial sites in V79
cells”, Int J Cancer 75: 941-948, 1988.

[10] T. Rodrigues, L.P. de Franca, C. Kawai, P.A. de Faria, K.C. Mugnol,
FM. Braga, L.L. Tersariol, S.S. Smaili and I.L. Nantes, Protective role
of mitochondrial unsaturated lipids on the preservation of the apoptotic
ability of cytochrome C exposed to singlet oxygen”, J Biol Chem 282:
25577-25587, 2007.

Authorized licensed use limited to: ULAKBIM-UASL - Ibn Haldun Universitesi. Downloaded on February 27,2022 at 15:36:36 UTC from IEEE Xplore. Restrictions apply.



