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TRIiPLE NEGATIF MEME KANSERINDE FOTODINAMIK TEDAVi VE
KEMOTERAPININ KOMBIN ETKIiSININ BELIRLENMESI

OZET

Diinyada en sik goriilen kanser tiirlerinden biri olan meme kanserinin alt tipi olarak
triple negatif meme kanseri (TNMK) &strojen ve progesteron reseptorlerinden ve insan
epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2'den yoksun ve tiim meme kanseri vakalarinin
yaklasik % 10-20’sini olusturmaktadir. TNMK’nin tedavisinde cerrahi, radyoterapi
ve immiinoterapi gibi yontemler kullanilmakla birlikte birincil tedavi basamagi
kemoterapidir. Ancak, TNMK’nin heterojen ve agresif yapisi, yiiksek rekiirrens ve
metastatik potansiyeli ve mevcut kanser tedavilerine direngli olmasi yeni tedavi
stratejilerine yonelik caligmalarin dikkat cekmesine neden olmaktadir.

Kanser tedavisinde giincel yaklagimlardan biri fotodinamik tedavidir. Fotodinamik
tedavinin (FDT) temelinde 15182 duyarlt maddenin spesifik dalga boyundaki 1sik ile
uyarildiktan sonra oksijen ile etkilesime girmesi sonucunda reaktif oksijen tiirlerini
tiretmesi ve fotokimyasal olaylarin indiiklenmesi sonucunda olusan reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) kanser hiicrelerinde apoptotik, nekrotik veya otofajik 6liime neden
olmasi yer almaktadir. FDT nin temelinde fotosensitizer (FS), 151k ve oksijen olmak
lizere li¢ bilesen bulunmaktadir. Bu bilesenler tek basina etkin olmamasina ragmen,
bir araya geldiklerinde kanser hiicrelerinde sitotoksik etki gostermekte ve bu sayede
hedef dokuya 6zgii daha yiiksek secicilik saglamaktadir. Bu ii¢ 6nemli unsurdan ilki
olan FS, etkili FDT i¢in 151k enerjisini soguran ROS olusumunu katalize eden bir
fotoaktif molekiildiir. FDT’de 151k kaynagi etkinliginde ise hedef dokuda istenen
etkinin saglanabilmesi i¢in dogru 151k dozu, yeterli FS konsantrasyonu ve oksijene
ithtiya¢ bulunmaktadir. Bu kapsamda, FDT uygulamalarinda farkli lazer veya lazer
olmayan 1s1k kaynagi kullanilmaktadir. FDT’de en Onemli son parametre ise
oksijendir. FDT de ROS iiretiminde oksijenin dokulardaki konsantrasyonu énemli rol
aldig1 i¢cin FDT’nin terapotik etkinligi hedef dokularda bulunan molekiiler oksijen
konsantrasyonuna baglidir.

5-aminoleviilinik asit (5-ALA) protoporfirin IX (PpIX)'un onciisii olarak FDT
uygulamalarinda kullanilan bir FS’dir. 5-ALA PpIX’e doniistiiglinde aktif bir FS
haline gelmektedir. Tek basina FS olmayan 5-ALA Hem biyosentetik yolagiyla hizla
Hem’in baska bir onciisii olan PplX'e metabolize olarak aktif bir FS haline gelmekte
ve 635 nm dalga boylarindaki 11k ile uyarildigi zaman ROS miktarindaki artisa bagh
olarak hiicrelerin mitokondrilerine hasar vermektedir. Daha once yapilmis olan
caligmalarda 5-ALA temelli FDT nin hiicrelerde intraseliiler PpIX birikimine neden
oldugu, buna bagh olarak artan ROS {iretimi ile farkli kanser hiicrelerinde sitotoksik
etkisi belirlenmistir. Ancak, 5-ALA basta olmak iizere FS’lerin tek basina yeterli
diizeyde etkin olmamasi, 15181n hedef dokuya penetrasyonu, FS se¢iciliginden kaynakli
sorunlar ve oksijen hipoksisi gibi kisitlamalar FDT nin etkinligini sinirlamaktadir. Bu
cercevede FDT ile diger tedavi yontemlerinin kombin uygulanmasina yonelik
calismalar dikkat ¢ekmektedir. Bu kapsamda, literatiirde oral hiicreli skuamoz
karsinom, meme kanseri, melanom ve akciger kanseri hiicrelerinde 5-ALA temelli
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FDT ile dosetaksel, sisplatin, fluorourasil ve gefitinib kemoterapi ajanlarinin kombin
uygulamasinin tek bagina uygulamalara gore daha etkin oldugu belirlenmistir. Ancak,
TNMK hiicrelerinde 5-ALA/FDT ile kemoterapi ajanlarinin kombin etkisine dair bir
calismaya rastlanilmamustir.

Cesitli kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilan giiclii bir kemoterapdtik ajan olarak
sisplatin  hiicrenin DNA’sinda eklentiler olusturmakta ve bdylece DNA
replikasyonunu ve zincir uzamasimi engelleyerek antineoplastik —aktivite
gostermektedir Buna ragmen, sisplatinin neden oldugu yan etkiler ve zamanla
sisplatine kars1 gelisen direng sisplatinin tedavide etkin kullanimini kisitlamaktadir.

Bu ¢ergevede tez calismasinda sisplatinin neden oldugu yan etkilerini azaltmak ve 5-
ALA temelli FDT uygulamalarinda sinirlamalarin iistesinden gelmek i¢in ilk kez
TNMK ve saglikli meme hiicrelerinde sisplatin temelli kemoterapi ile 5-ALA/FDT nin
kombin tedavisinin in vitro etkisinin belirlenmesi amaglanmuistir.

Sisplatin ile 5-ALA/FDT kombin tedavisinin MDA-MB-231 TNMK hiicreleri ve
MCF-10A saglikli meme epitel hiicrelerinde etkisini incelemek icin tek basina
sisplatin ve 5-ALA/FDT ile karsilastirmali olarak es zamanli ve sirali olmak tizere iki
farkli sisplatin ve 5-ALA/FDT kombin tedavi segeneklerinin anti-kanser etkisi
belirlenmistir. Bu kapsamda tek basina 1, 2.5 ve 5 uM sisplatin, tek basina 1 mM 5-
ALA ile inkiibe edilen hiicrelere 1.5, 3, 6, 9 ve 12 J/cm?enerji yogunluklarindaki 635
nm diyot lazer uygulamasi yapildi ve 24 saat inkiibasyon sonunda hiicre canlilig
WST-1 analizi ile belirlendi. Es zamanli kombin tedavi uygulamasinda hiicrelere 1
mM 5-ALA ile birlikte 2.5 ve 5 uM sisplatin uygulanarak 4 saat inkiibe edildikten
sonra 1.5, 3, 6, 9 ve 12 J/cm? enerji yogunluklarinda lazer 1s1tmas1 yapilmistir. Siral
kombin tedavide ise 1 mM 5-ALA ile 4 saat inkiibe edilen hiicreler belirtilen enerji
yogunluklarinda lazer 1s1masi yapildiktan sonra 2.5 ve 5 uM sisplatin eklendi ve 24
saat sonra sitotoksik etkisi WST-1 analizi ile belirlendi. Hiicrelerde meydana gelen
apoptotik 6liim miktarinin tayini icin Anneksin V analizi gerceklestirildi. Ayrica, tek
basina sisplatin, 5-ALA/FDT uygulamasi ile karsilastirmali olarak es zamanl 5-
ALA/FDT ve sisplatin  kombin uygulamasinin hiicre morfolojisinin yani sira
mitokondri ve niikleusta neden oldugu hasarin goriintiilenmesi i¢in akridin oranj,
Mitotracker ve DAPI boyamasi yapildi.

Elde edilen WST-1 bulgularina gére, MDA-MB-231 hiicrelerinde tek bagina 2.5 uM
sisplatin (% 73.96) ve 5-ALA/FDT ye kiyasla (6 J/cm?: % 75.97 ve 9 J/cm?: % 59.55)
5-ALA/FDT ve sisplatin es zamanli kombin uygulamasinin (1.5 J/cm?: % 121.89, 3
Jlem?: % 113.34, 6 Jicm?: % 55.77, 9 J/cm?: % 43.83, 12 J/lcm?: % 58.02) daha etkin
oldugu belirlendi. Ayrica sirali kombin tedavi uygulamasi ile karsilastirildiginda (1.5
Jlcm?: % 128.05, 3 J/cm?: % 128.12, 6 J/cm?: % 90.99, 9 J/cm?: % 77.80, 12 J/cm?: %
76.51) es zamanli kombin tedavinin hiicrelerde daha fazla anti-proliferatif etkiye sahip
oldugu analiz edildi (p<0.05*). Diger yandan, es zamanli 5 uM sisplatin ve 5-
ALA/FDT uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde 2.5 pM sisplatin ve 5-
ALA/FDT’ye gore antagonistik etki gostererek hiicre canliliginda 6zelikle 6 ve 9
Jlem? enerji yogunluklarinda daha az etkin oldugu tespit edildi (6 J/cm?: % 72.9 ve 9
Jlem? % 65.50). Diger yandan, MCF-10A hiicrelerinde sisplatin ve 5-ALA/FDT
kombin uygulamasinin (6 J/cm? % 48.10 ve 9 Jlcm? % 47.25) tek basina 5-
ALA/FDT’ye (6 J/cm?: % 40.54 ve 9 J/cm?: % 42.22) gére daha az toksik etkisi oldugu
analiz edildi. Anneksin V analizi sonuglarina gére, MDA-MB-231 hiicrelerindeki
toplam apoptotik Olim yiizdesi tek basina 2.5 uM sisplatin (% 37.88) ve 5-
ALA/FDT’ye (6 J/em?: % 31.48 ve 9 Jicm? % 37.78) kiyasla es zamanli kombin
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tedavide (6 J/cm?: % 46.78 ve 9 J/cm?: % 53.6) anlaml olarak arttig1 analiz edildi
(p<0.01**). Ayrica, sisplatin ve 5-ALA/FDT es zamanli kombin uygulamasinin
MDA-MB-231 hiicrelerinde daha fazla apoptotik 6liime, niikleer ve mitokondriyal
hasara neden oldugu tespit edildi.

Bu ¢aligma ile sisplatin ile 5-ALA/FDT kombin tedavisinin TNMK hiicrelerinde anti-
kanser etkisi ilk defa arastirilmistir. Elde edilen bulgular, es zamanli 2.5 uM sisplatin
ile 1 mM 5-ALA uygulamas: sonrasinda 6 J/cm? ve 9 J/cm? enerji yogunluklarindaki
lazer 1s1mas1 yapilan TNMK hiicrelerinde tek basina 5-ALA/FDT ve sisplatin
uygulamasina gore daha etkin oldugu ve sinerjistik etki gosterdigi (kombinasyon
indeksi<l) belirlenmistir. Ancak, sisplatin ile 5-ALA/FDT’nin kombin etkisinin
TNMK hiicrelerinde etkisinin molekiiler diizeyde aydinlatilmasina yonelik ileri
caligmalarin gergeklestirilmesi gerekmektedir.
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DETERMINATION THE EFFECT OF THE COMBINATION TREATMENT
OF PHOTODYNAMIC THERAPY AND CHEMOTHERAPY ON TRIPLE
NEGATIVE BREAST CANCER

SUMMARY

Triple-negative breast cancer (TNBC) which is one of the subtypes of breast cancer
that is one of the most common cancer types in the world, is lack of estrogen and
progesterone receptors and human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) and
constitutes approximately 10-20 % of all breast cancer cases. Although different
methods such as surgery, radiotherapy, and immunotherapy can be used, the primary
treatment option is chemotherapy for the treatment of TNBC. However, the
heterogeneous and aggressive nature of TNBC, its high recurrence and metastatic
potential, and its resistance to existing cancer treatments should be paid attention to
studies on new treatment strategies.

One of the current approaches in cancer treatment is photodynamic therapy.
Photodynamic therapy (PDT) is based on the production of reactive oxygen species
(ROS) as a result of the interaction between molecular oxygen in cells and a
photosensitizer (PS) substance that is stimulated by light in a specific wavelength.
ROS are formed as a result of the induction of photochemical events also cause
apoptotic, necrotic, or autophagic death in cancer cells. There are three components of
PDT: photosensitizer (PS), light and oxygen. These components are harmless on their
own, but when they are combined, they exhibit cytotoxic effects on cancer cells and
thus, providing higher selectivity in the target tissue. The first of these three important
elements, PS, is a photoactive molecule that catalyzes the formation of ROS, which
absorbs light energy for effective PDT. In the light source activity in PDT, the right
light dose, sufficient PS concentration and oxygen are needed to achieve the desired
effect in the target tissue. Within this framework, different laser or non-laser light
sources are used in PDT applications. The most important last parameter in PDT is
oxygen. Since the concentration of oxygen in the tissues plays an important role in the
production of ROS in PDT, the therapeutic effectiveness of PDT depends on the
molecular oxygen concentration in the target tissues.

5-aminolevulinic acid (5-ALA) is a PS used in PDT applications as a precursor to
protoporphyrin IX (PpIX). When 5-ALA is converted to protoporphyrin, it becomes
an active PS. 5-ALA is not PS alone, but it becomes an active PS by rapidly
metabolizing another Hem precursor, PplX, with the Hem biosynthetic pathway. Then,
5-ALA is excited by light at 635 nm wavelengths, and damages the mitochondria of
the cells due to the increase in the amount of ROS. In previous studies, it has been
determined that 5-ALA-based PDT causes intracellular PpIX accumulation in cells,
and increased ROS production leads to its cytotoxicity in different cancer cells.
However, limitations such as the ineffectiveness of PS, especially 5-ALA alone, the
penetration of light into the target tissue, problems of PS selectivity, and oxygen
hypoxia restrict the effectiveness of PDT. In this context, studies on the combination
of PDT and other treatment methods has drawn attention. In this context, it has been
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determined in the literature that the combined applications of 5-ALA-based PDT and
docetaxel, cisplatin, fluorouracil, and gefitinib chemotherapy agents are more effective
than the monotherapies in oral cell squamous carcinoma, breast cancer, melanoma,
and lung cancer cells. However, there is no study evaluating the combined effect of 5-
ALA/PDT and chemotherapy agents in TNBC cells.

Cisplatin as a potent chemotherapeutic agent used in the treatment of various types of
cancer forms inserts in the DNA of the cell. Thus, it shows antineoplastic activity by
inhibiting DNA replication and chain elongation. However, the side effects caused by
cisplatin and acquired resistance limit the effective use of cisplatin in treatment.

From this viewpoint, it was aimed to determine the effect of cisplatin-based
chemotherapy and 5-ALA/PDT combination treatment in vitro in TNBC and healthy
breast cells for the first time to reduce the side effects caused by cisplatin and overcome
the limitations in 5-ALA-based PDT applications.

To determine the effect of the combined treatment of cisplatin and 5-ALA/PDT in
MDA-MB-231 TNBC cells and MCF-10A healthy breast epithelial cells, the anti-
cancer effects of two different cisplatin and 5-ALA/PDT combined treatment options,
simultaneously and sequentially, were compared with cisplatin alone and 5-ALA/PDT
were determined. In this context, the cells treated with 1, 2.5 and 5 uM cisplatin alone
or 1 mM 5-ALA and irradiated with 635 nm diode laser at energy densities of 1.5, 3,
6, 9 and 12 J/cm? and the cell viability was determined by WST-1 analysis after 24 h
incubation. In the simultaneous combined treatment application, 2.5 and 5 uM
cisplatin was applied to the cells with 1 mM 5-ALA and after incubation for 4 hours,
laser irradiation was performed at energy densities of 1.5, 3, 6, 9 and 12 J/cm?. In the
sequential combination treatment, the cytotoxic effect of cells incubated with 1 mM 5-
ALA for 4 hours and after laser irradiation at the indicated energy intensities, the cells
were incubated with 2.5 and 5 pM cisplatin and the cell viability was determined for
24 hours. In this study, the cytotoxicity was determined by WST-1 analysis, and the
total amount of apoptotic cell death was determined by Annexin V analysis.
Additionally, acridine orange, MitoTracker, and DAPI staining were performed to
observe the damage in the cell morphology, mitochondria and nucleus caused by
cisplatin and 5-ALA/PDT alone and their combination treatment.

After the application of 2.5 uM cisplatin and 1 mM 5-ALA to MDA-MB-231 and
MCF-10A cells, they were visualized with a red filter, and it was observed that the
amount of intracellular PplX associated with ROS production increased.

According to the WST-1 results, it was determined that the simultaneous application
of 5-ALA/PDT and cisplatin (1.5 J/cm?: 121.89 %, 3 J/cm?: 113.34 %, 6 J/cm?: 55.77
%, 9 J/cm?: 43.83 %, 12 J/cm?: 58.02 %) was more effective in MDA-MB-231 cells
compared to 2.5 pM cisplatin (73.96 %) and 5-ALA/PDT (6 J/cm?: 75.97 % and 9
Jlem?: 59.55 %) monotherapies. Besides, it was analyzed that the simultaneous
combination therapy had more anti-proliferative effect on cells compared to the
sequential combination therapy (1.5 J/cm? 128.05 %, 3 Jicm?: 128.12 %, 6 Jicm?:
90.99 %, 9 J/cm?: 77.80 %, 12 J/cm? 76.51 %) (p<0.05*). On the other hand, when
MDA-MB-231 cells treated with 5 pM cisplatin and 5-ALA/PDT simultaneously, it
showed an antagonistic effect compared to 2.5 puM cisplatin and 5-ALA/PDT
combination, and was less effective on cell viability, especially at energy densities of
6 and 9 J/cm? (6 J/cm?: 72.9 % and 9 J/cm?: 65.50 %). On the other hand, combined
administration of cisplatin and 5-ALA/PDT (6 J/cm?: 48.10 % and 9 J/cm?: 47.25 %)
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compared to 5-ALA/PDT alone (6 J/cm?: 40.54 % and 9 J/cm?: 42.22 %) induced less
toxic effects in MCF-10A cells.

According to the results of the annexin V analysis, the percentage of total apoptotic
death significantly increased in the simultaneous combined treatment (6 J/cm? :46.78
% and 9 J/cm?: 53.6 %) compared with 2.5 uM cisplatin (37.88 %) and 5- ALA/PDT
alone (6 J/cm?: 31.48 % and, 9 J/cm?: 37.78 %) in MDA-MB-231 cells (p<0.01**). In
addition, it was determined that the simultaneous combination treatment of cisplatin
and 5-ALA/PDT caused more apoptotic death and nuclear and mitochondrial damage
in MDA-MB-231 cells. Differently from this, less apoptotic death and nuclear and
mitochondrial damage were observed in MCF-10A cells treated with combination
therapy compared to MCF-10A cells treated with cisplatin or 5-ALA/PDT
monotherapies.

In this study, the anti-cancer effects of cisplatin and 5-ALA/PDT combination
treatment on TNBC cells were investigated for the first time. The findings showed that
the simultaneous application of 2.5 uM cisplatin and 1 mM 5-ALA irradiated by 6
Jlem? and 9 J/cm? energy densities is more effective than 5-ALA/FDT and cisplatin
alone and the simultaneous combination therapy exerts a synergistic effects
(Combination index<1). However, further studies are needed to elucidate the
combined effect of cisplatin and 5-ALA/PDT on TNBC cells at the molecular level.
On the other hand, 5-ALA/PDT combination treatment with cisplatin exerts toxicity
in MCF-10A normal cell line. Therefore, nanoparticulate drug delivery systems could
be used for reducing the toxic effect of 5-ALA with cisplatin combination on MCF-
10A cells and increasing the selectivity in the target tissue. Additionally, further
studies can be carried out with advanced molecular analysis to optimize the PDT
application protocol and to detect each FS in cancer cells after irradiation. Finally, the
combined effects of different types of PS and cisplatin in different cancer types will
be further analyzed.
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1. GIRIS

Diinyada kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii olan meme kanseri en ¢ok oliim
gozlenen ikinci kanser tipidir. Meme kanserinin molekiiler alt tiplerinden biri olarak
triple negatif meme kanseri (TNMK) tiim meme kanseri vakalarinin yaklasik % 10-

20’sini olusturmaktadir [1,2].

TNMK hastalar1 diger meme kanseri alt tiplerine gore daha agresif 6zelliklere ve kotii
prognoza neden oldugu i¢in TNMK hastalarina 6zgii etkin tedavi seceneklerinin
gelistirilmesi gerekmektedir. Genel olarak meme kanseri tedavisinde kullanilan
sitotoksik ajanlar siklikla ¢esitli yan etkilere neden olmaktadir ve sitotoksik ajanlarin
kisa donem etkileri TNMK’da diger meme kanseri alt tiplerine gore daha yiiksektir.
Hedefe yonelik tedaviler ise spesifik bir molekiile etki etmesine ragmen, TNMK’da
Ostrojen reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR) ve insan epidermal biiyiime faktor
reseptorii 2 (HER2) ekspresyonlarinin negatif olmasi, spesifik hormon tedavileri ve
hedefe yonelik tedavileri etkisinin siirli olmasina neden olmaktadir. Bu nedenle
TNMK tedavisi i¢in daha hedefli ve normal hiicrelerde daha az yan etkiyi
saglayabilecek yenilikgi tedavi stratejilerine ihtiya¢ duyulmaktadir [2-4].

Fotodinamik tedavi (FDT), 1s18a duyarli ve 1s18a duyarh bir madde (FS) ile belirli bir
dalga boyundaki 15181n etkilesimi sonucu bazi onkolojik olmayan hastaliklarin yani
sira spesifik bazi kanser tiplerinin tedavisinde kullanilan invaziv olmayan modern bir
tedavi yontemidir. FDT’nin gosterdigi iyi terapdtik sonuglar ve diger teedavi
secenekleri ile uygulanabilme olasilig1 farkli tibbi alanlarda kullanimina yol agmistir
[5-7]. Diger yandan FDT kullanilan FS’nin ¢6ziiniirliigii, hedef dokuda penetrasyonu
ve yeterli oksijen konsantrasyonun elde edilememesi gibi Ozellikleri de kanser
tedavisinde kullanimini kisitlamaktadir. Bu nedenle son yillarda FDT ile kemoterapi
ajanlarinin kombin etkisinin belirlenmesine yonelik arastirmalart hiz kazanmistir.
Kanser tedavisinde FDT ile kemoterapinin kombin tedavisi ile kemoterapinin normal
hiicrelerde neden oldugu yan etkilerin azaltilmasinin yani sira FDT’nin 151k

penetrasyonunda ve kullanilan FS’lerin stabilitesindeki sorunlarin 6niine gecilebilir

[6].



Bu kapsamda, mevcut tez ¢alismasinda ilk kez sisplatin ile 5-aminolevulinik asit (5-
ALA) temelli FDT’nin TNMK ve saglikli meme epitel hiicre hatt1 {izerindeki

sitotoksik, apoptotik ve morfolojik etkilerini belirlenmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Triple Negatif Meme Kanseri (TNMK)

Triple negatif meme kanseri (TNMK) ER, PR ve HER2 proteininin ekspresyonunun
negatif oldugu meme kanseri alt tipi olarak tanimlamaktadir [1,3]. TNMK, diger meme
kanseri alt tiplerine kiyasla 6zgiin molekiiler profili, uzak metastaz, agresif davranis,

hedefe yonelik tedavi yoksunlugu, kisa genel sagkalim (OS) ve rekiirrenssiz sagkalim

(RFS) ile karakterizedir [3,4].

2.1.1. TNMK’mn epidemiyoloji

Gilintimiizde tibbi gelismelere ragmen, kan ve kalp hastaliklar1 6liime neden olan
birincil hastaliklar olarak kabul edilse de kanser halen 6nemli bir saglik sorunudur [8].
Diinya Saglik Orgiitii (WHO)’niin verilerine gére 2020 yilinda diinya iizerinde 2.3
milyon kisiye meme kanseri teshisi konulmustur [2]. Bu vakalarin yaklasik % 10-
20’sini ise TNMK hastalar1 olusturmaktadir. 2010 yilinda US Surveillance,
Epidemiology, and End Results (SEER) programina gore, 57483 kanser tanis1 konulan
kisilerden 6193 TNMK kisiye konulmustur. Bu kapsamda, tiim vakalarin yaklasik %
12.5’inin TNMK hastas1 oldugu goriilmektedir [9]. Ayrica, TNMK insidans1 yasa,
etnik kokene, sosyoekonomik statilye ve sagkalim oranlarina goére degisim

gostermektedir [10].

2.1.2. TNMK’n1n insidansi

Yapilan c¢ogu calismada TNMK ve diger meme kanserleri arasinda yas, etnik,
sosyoekonomik durum, hastalik evresi, timor biiyiikligii ve hayatta kalma orani ile
ilgili farkliliklar aragtirilmistir. Diger meme kanseri alt tipleri ile karsilastirildiginda,
TNMK hastalarinda yag araligi daha diisliktiir. TNMK hastalarinda ortalama yas 54
olarak belirtilmesine ragmen, diger meme kanseri alt tiplerinde yas ortalamasi 60
olarak belirlenmistir. Bu calismadaki incelemeler sonucu TNMK teshisi alan
kadinlarin % 63’ 60 yas altindayken, diger meme kanserlerinde kisi sayisinin
yarisindan fazlasi bu yas araliginda belirlenmistir. Ayrica, TNMK tanis1 alan
hastalarin 65 yas iistlii olma olasilig1 % 10-30 olarak belirtilmektedir [11]. 2018 SEER
prevalans verileri incelendiginde ise, ABD’de 150979 kadina TNMK tanis1 konuldugu



ve 76050 hastanin 40-64 yas araliginda oldugu belirlenmistir (Tablo 2.1) [12]. 2019
yilina ait bir ¢aligmada calisma da ise TNMK ile diger meme kanseri alt tipleri
kiyaslanmis ve ortalama tan1 yasinin TNMK hastalarinda (59.3) diger alt tiplere gore
(62.1) daha diisiik oldugu tespit edilmistir [13].

Tablo 2.1. 2018 SEER verilerine gore ABD’deki TNMK vakalarinin yasa bagh
prevalansi [12].

Prevalans Yasi Kanser Hastas1 Kisi Sayisi

Tiim Yaslar 150979
<50 Yaslar 26825
40-64 Yaslar 76050
75+ Yaslar 28436

TNMK’nin bir diger klinik 6zelligi etnik kokendir. Bir¢ok ¢alismada yas ve 1rk ile
TNMK arasinda 6nemli bir etkilesim oldugu belirlenmistir. 2010 yilinda yiiriitiilmiis
olan bir ¢aligmada ayni yas grubunda meme kanseri tanis1 alan hastalar igerisinde
Afroamerikali olmayan kadinlarda TNMK insidansinin Afroamerikali hastalara gore
% 15 daha az oldugu ve Afroamerikali kadinlarda beyaz irkta kadinlara gore neredeyse
3 kat fazla TNMK vakas1 oldugu tespit edilmistir [14]. Baska bir arastirmada etnik
koken ile TNMK iliskisini incelemek i¢in 6370 TNMK ve 44704 diger meme kanseri
alt tiirleri tanis1 konulmus hasta arastirilmaya dahil edilmistir. TNMK hastalarinin
cogu hispanik veya hispanik olmayan siyahiler olarak belirlenmistir [11]. 2018 SEER
verilerine gore ABD’de TNMK tanis1 konulan 150979 kadindan 113585 tanesinin
hispanik oldugu goriilmektedir (Tablo 2.2) [12].

2017 yilinda Yeh vd. tarafindan yapilan calismada TNMK tanis1 konulan hastalarin %
18’1 Afroamerikali iken, % 13’1 Asyali kadin olarak belirlenmistir [4]. Ayrica, Global
Cancer Observatory (GCO) tarafindan 2018 yilinda sunulan rapora gore, Avrupa ve
Kuzey Amerika'da daha yiiksek tan1 orani olsa da TNMK hastalarinda 6liim oraninin
daha diisiik oldugu ve bu nedenle Afrikali TNMK hastalarinda tiimoriin daha agresif
bir fenotipe sahip oldugu belirtilmistir [15].

Tablo 2.2. 2018 SEER verilerine gore TNMK tanis1 konulan hastalarin etnik kokenine
gore prevalansi [12].



Irk/Etnik Koken Kanser Hastas1 Kisi Sayisi

Tiim Irklar (Hispanik

dahil 150979

Hispanik olmayan 102185
beyazlar

Beyazlar (Hispanik 113585

dahil)

TNMK’nin bir diger klinik 6zellik sosyoekonomik statiidiir. Sosyoekonomik agidan
statii arttikca kanser prevalansi artmasina ragmen, TNMK insidans1 diger kanser
tiirlerine gore diisiik statiilerde daha yaygin goriilmektedir. Diisiik sosyoekonomik
durum, ileri klinik evre ve ER-negatif meme tiimorleri ile iligkilendirilmektedir. 2007
yilinda yirltilmiis olan bir calismada diisiik sosyoekonomik statiiye sahip
bolgelerdeki kadinlarda, yiiksek sosyoekonomik statiiye sahip bolgelerde yasayan
kadinlara gére TNMK teshisi konma olasiliginin daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Ayrica sosyoekonomik durumu diisiik olan hastalarda TNMK tanis1 konma

olasiliginin diger hastalara gore 1.14 kat daha yiiksek oldugu belirtilmektedir [10].

2.1.3. TNMK’nin klinik ozellikleri

TNMK tiimorleri genellikle daha ileri evre, daha biiyiik tiimdr boyutu ve lenf nodiilii
pozitifligi gibi agresif 6zellikler sergilemektedir [16]. Primer TNMK tiimoérleri daha
biiyitk boyuta sahip olup daha ileri evrededir ve hizli biiyiimektedir [9]. TNMK
hastalarina daha ge¢ evrede tan1 konulmaktadir ve TNMK tiimorleri ¢ogunlukla I11.
evre timorlerdir [17]. Dent ve vd.’nin ¢alismalarinda TNMK hastalarinin
cogunlugunun evre III (% 66) oldugu ve III. evreye daha yatkin oldugu belirtilmistir.
Ayrica TNMK hastalarinda sadece % 36.5’inde tiimor boyutu <2 cm iken, diger meme
kanseri alt tiplerinin % 62.7’si <2 ¢cm bulunmustur [18].

Bununla birlikte, TNMK ile emzirme siiresi arasinda negatif iliski varken yiiksek
dogum sayist ile pozitif anlamda iliski bulunmaktadir. Baz1 ¢aligmalar sonucunda
menars ve gebelik siiresi daha geng olan kadinlarda TNMK goriilme olasiliginin daha
yuksek oldugu belirlenmistir. TNMK’nin bir diger onemli klinik ozelligi de
metastazdir. TNMK hastalarinin yaklagik % 46’sinda uzak metastaz goriilmektedir ve
bu metastaz daha ¢ok beyin ve hayati organlarda meydana gelmektedir. TNMK tanis1

konulan hastalarda metastaz meydana gelme riski TNMK olmayan hastalara kiyasla



daha yiiksektir (% 33.9 - % 20.4). Ortalama uzak metastaz stiresi TNMK i¢in 2.6 yil
iken diger meme kanseri gruplarinda bu siire 5 yildir. Ayrica, TNMK hastalarinda

metastaz sonrasi sagkalim yaklasik olarak 13.3 aydir [2,18,19].

2.1.4. TNMK’nin tedavisi

TNMK tiimorleri diger meme kanseri alt tiplerine gore daha agresif ozelliklerle
(yiiksek rekiirrens, uzak metastaz, daha yiiksek Oliim orami vb.) karakterize
edilmesinden dolayt TNMK hastalarinin tedavisinde kemoterapi temel tedavi
yaklasimi olarak kabul edilmektedir. Kemoterapiye ek olarak, TNMK i¢in ameliyat,
radyoterapi, immiinterapi gibi tedavi se¢enekleri de bulunmaktadir (Sekil 2.1) [19].
Buna ragmen, yiiksek rekiirrens ve metastaz riskine sahip olmasi ve kotii prognoz
sergilemesi nedeniyle TNMK i¢in hentiz spesifik bir tedavi rejimi bulunmamaktadir.
Ayrica TNMK tiiméorlerinde ER, PR ve HER2 ekspresyonlarinin negatif olmasina
bagl olarak spesifik hormon tedavileri ile hedefe yonelik tedavilerin basarisi sinirli

kalsa da hedefe yonelik tedavi segenekleri i¢in aragtirmalar devam etmektedir [20,21].

+ PARP inhibitirleri
+ EGFR inhibitorleri

* Taksanlar = o
* Anjiyogenez Inhibitorleri
* Antrasiklinler Kemoterapi 3
* Src Inhibitérleri
TNMK + mTOR inhibitérleri
\/errahi islemler

ve

Radyasyon Tedavisi

* Mastektomi

+ Lumpektomi

+ Radyoterapi

Sekil 2.1. TNMK tedavi yaklagimlari [22].



TNMK'nin lokal tedavisi, meme tiimor kitlesinin mastektomi veya lumpektomi ile
cerrahi olarak cikarilmasidir ve hastalarin genel sag kalim siiresinin arttirilmasina,
meme kanserine baglh Oliimleri azaltilmasina katki saglamaktadir. Ancak, cerrahi
miidahale sonrasi rekiirrens riski yiiksektir ve ¢ok az randomize kontrollii veri

bulunmaktadir [23,24].

TNMK tedavisinde radyoterapi genellikle cerrahi miidahale sonrasinda kullanilmasina
ragmen, gogiis agrisi, enfeksiyon, meme yag dokusuna zarar verme ve kaburgalarda
zayifliga yol agabilme gibi dezavantajlarin yani sira radyoterapiye karsi direng gelisme

olasiligi nedeniyle etkisi sinirlidir [24-26].

Kemoterapi ise giinlimiizde TNMK tedavisinde temel tedavi yaklagimidir [27]. TNMK
tedavisinde 6zellikle antrasiklin ve taksan temelli kemoterapi kullanilmaktadir [19].
Buna ek olarak, TNMK tiimérlerinin tedavisinde sisplatin ve karboplatin gibi platin
temelli ajanlarda kullanilmaktadir. Ancak TNMK’nin heterojen yapisi hastalarda
kemoterapi yanitinin diisiikk olmasina ve ilag direnci gelismesine neden oldugundan
dolay1 3 yil iginde rekiirrens ve metastaz riskini arttirmaktadir [26,28]. Bu nedenle,
TNMK’nin tedavisi ic¢in yenilik¢i tedavi stratejilerinin gelistirilmesine ihtiyag
duyulmaktadir [26]. Bu kapsamda birgok preklinik ve klinik calismada spesifik hedefe
yonelik tedavi stratejilerine odaklanilmaktadir. Hedefli tedavi secenekleri arasinda
anjiyogenez inhibitorleri, poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) inhibitorleri, epidermal
biliylime faktorii reseptorii (EGFR) inhibitorleri, memeli hedefi rapamisin (mTOR)
inhibitorleri, Src onkogen yolagi ve androjen reseptorii inhibitorleri yer almaktadir
[23,29].

Sonug olarak, kemoterapi ve cerrahi yontemler TNMK tedavisinde birincil basamak
tedavi olarak kabul edilmekle birlikte hedefe yonelik tedavi arastirmalart devam
etmektedir. Buna ragmen, hedefe yonelik tedavilerin yoksunlugu veya yetersiz
kalmasi, kemoterapinin neden oldugu ciddi yan etkiler ve gelisen ila¢ direncinden
dolayr TNMK tedavisine yonelik yenilik¢i tedavi arastirmalar dikkat ¢ekmektedir
[30].



2.2. Fotodinamik Tedavi (FDT)

Fotodinamik tedavi (FDT), hedef dokuda spesifik bir sekilde hiicre 6liimiine yol agarak
cesitli hastaliklarin tedavisinde etkili olan, nispeten diisiik yan etkiye sahip modern ve
invaziv olmayan terap6tik bir tedavi yontemidir [5,31]. FDT nin klinikte ilk kullanim1
1903 yilinda von Tappeiner ve Jesionek tarafindan bazal hiicreli karsinomlara 1gitma
Oncesi eozin uygulanmasidir. Daha sonra von Tappeiner ve Jodlbauer tarafindan FDT
151k, 15182 duyarli bir ajan ve doku yikimina neden olan oksijen arasindaki etkilesim
olarak tanimlanmistir [32]. Kisacasi, FDT belirli bir dalga boyundaki 1sikla uyarilip
oksijenle reaksiyona giren ve hedef dokularda reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusturarak

hiicrenin 6liimiine yol agan fotoduyarli maddelerin etkisine dayanmaktadir [6].

FDT’nin her bir bileseni tek basina zararsizdir ancak bilesenler bir araya geldiginde
hiicrelerde sitotoksik etki gostermektedir ve bu nedenle hedef dokuda daha fazla
secicilik saglamaktadir [33]. Fotoduyarli maddeler (FS), kendilerine uygun dalga
boyundaki 15181 sogurarak hedeflenen hiicrelerin se¢ici olarak yok edilmesine yol agan
bir aktivasyon bagslatmaktadir ve hedef hiicrede ROS iiretimine neden olmaktadir
[5,31]. FDT’nin etki mekanizmasinin temelinde hiicredeki niikleik asitler, lipidler ve
proteinler dahil olmak iizere farkli biyomolekiillerin oksidasyonu, hiicre sinyal
kaskadlarinda veya gen ekspresyon diizenlenmesindeki onemli degisiklikler yer
almaktadir [6]. Ayrica, FDT sistemik bir tedavi degildir ¢iinkii sadece 1518
uygulandig1 yerde etkin olmaktadir. Bu nedenle, kanser hastalarinda sistemik tedavi
yerine lokal tedavi gerceklestirildiginden daha az yan etkiye yol agmakta ve
uygulamasi agrisiz ve basit oldugu icin ayakta uygulanmasi kolaydir. Bu kapsamda,
FDT diger tedavi yontemleriyle es zamanli olarak kolayca uygulanabildigi i¢in ¢esitli
tibbi alanlarda 6rnegin dermatoloji, jinekoloji, iroloji ve onkoloji vb. kullanimi1 dikkat

¢ekmektedir [5,34,35].

2.2.1. FDT’nin bilesenleri

FDT’nin etki mekanizmalarini daha iyi anlamak icin bilesenlerinin tanimlanmasi
gerekmektedir. FDT’nin 3 ana bileseni vardir; FS, 151k ve oksijen (Sekil 2.2) [36].
FDT’de temel olarak FS ajaninin 151k ile aktiflesmesi sonucunda aktiflesen FS oksijen
varliginda fotokimyasal reaksiyona neden olabilir. Boylece, hedef dokuda etki

meydana gelmektedir [37].



FS

PDT
Oksijen Isik

Sekil 2.2. FDT nin bilesenleri: FS, 151k ve oksijen [36].

2.2.1.1. Fotoduyarh maddeler (FS)

FDT’nin en 6nemli unsurlarindan biri fotoduyarli maddelerdir. FS; belirli dalga
boyuna sahip 15181 absorbe edebilen ve bunun sonucunda fotokimyasal veya
fotofiziksel reaksiyonlari tetikleyebilen maddelerdir [6]. FS, 151k enerjisini 1s1 enerjisi
ve kimyasal enerji gibi diger enerji cesitlerine doniistiirmektedir. Bu siiregte aktif
haldeki FS veya neden oldugu enerji salinimi ile ortamdaki maddeler arasinda
meydana gelen etkilesim sonucunda hem 151k hem de FS’nin ulasabilecegi alanlarda
sitotoksik etki sergilemektedir. FDT i¢in FS olarak kullanilabilen dogal ve sentetik
bircok madde bulunmaktadir. Kullanilacak olan FS’nin temel 6zelligi, hedef dokuda
secici birikme ve daha sonra hedeflenen biyolojik etkiyi indiiklemek icin sitotoksik

etki sergileme yetenegidir [31,35].

Bir boyay1 FS olarak kullanma fikri Profesor H. Tappeiner'in 6grencisi Oscar Raab'in
akridin boyalarla yiiriittiigli bir deney esnasinda boyalara maruz kalmasi1 sonucunda
isit1lmig protozoalarda floresan meydana geldigini fark etmesi ile ortaya ¢ikmustir.
Bunun akabinde protozoada oksijen tiiketiminin ve 6liime yol acan toksik etkinin
meydana geldigini belirlemistir. Raab bu gozlemlerini, daha 6nce bu fenomeni
fotodinamik etki olarak agiklayan Profesor Tappeiner'e sunduktan kisa bir siire sonra
bu uygulama eozin boyasi kullanilarak cilt kanseri tedavisi i¢in denenmesine ragmen

bu tedavi genis bir kitleye ulasamamustir [5,34].

FDT’de kullanilan FS’ler tarihsel ve kavramsal yaklasimlara gore birinci, ikinci ve
ticiincli jenerasyon olarak smiflandirilmaktadir. En yaygin kullanilan FS tipi olan
photofrin gibi hematoporfirin tiirevleri 1. jenerasyon FS’lerdir [35]. 1970’lerde Dr.
Thomas Dougherty vd. yiiriittiikleri ¢calismada “Hematoporfirin tiirevi” (HpD) olarak
adlandirilan, suda ¢Oziinlir bir porfirin karisimimi test ederlerken porfirinin

saflagtirilmast ve kimyasal modifikasyonu sonucu ilk FS, hematoporfirini elde
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etmislerdir ve ticari olarak ilk FS’i tedavi amagli tanitmislardir [5, 38]. HpD’ye gore
hematoporfirin daha iyi doku segiciligi ve ciltte daha az fotoduyarlilik potansiyeli
gosterdigi i¢in HpD’den elde edilen bu porfirin dimerlerin ve oligomerlerin bir
karisimi olan ‘Photofrin’ ticari olarak kullanima sunulmustur. Giiniimiizde porfimer
sodyumu olarak da bilinen Photofrin FDT’de genis uygulamalara sahip olmasina
ragmen diisiik kimyasal saflik ve nispeten kisa dalga boyunda maksimum absorpsiyon
gostermesi nedeniyle zayif doku penetrasyonuna neden olmasi, uzun siire
uygulanmasiyla ciltte fotoduyarliliga neden olmasi ve 630 nm dalga boyunda diisiik
absorbans sergilemesi gibi sinirlamalara sahiptir. 1. jenerasyon FS’lerin dezavantajlari
sonucunda yeni bilesiklerin arastirilmasi ihtiyacini ortaya c¢ikmis ve bdylece 2.

jenerasyon FS’ler gelistirilmistir [5,39].

1980’lerde yeni jenerasyon FS’ler i¢in ¢alismalar baglamistir ve bunun sonucunda 2.
jenerasyon FS’ler ortaya ¢ikmuistir. 2. rejenerasyon FS’lerin liretilmesinde daha yiiksek
dalga boylarinda absorpsiyona sahip, 151k kaynaginin daha derine niifuz etmesine
imkan veren FS’lerin iiretilmesine odaklanilmistir [6]. Bu amagla FS kullanimi i¢in
yiizlerce madde Onerisi olsa da yalnizca birkag tanesi klinik olarak kullanilmakta ve
antikanser c¢alismalar1 i¢in kullanilan FS’lerin sayisi daha da azdir. Giinlimiizde
kullanilmakta olan 2. jenerasyon FS’ler 5-ALA, verteporfin, kurkumin, metilen mavisi
ve ftalosiyaninler gibi sentetik FS’leri ve hematoporfirin tiirevlerini kapsamaktadir [5,
38]. 2. jenerasyon FS’ler; yiiksek kimyasal saflik, daha yiiksek singlet oksijen
olusturma, 650-800 nm arasindaki dalga boylarinda maksimum absorpsiyon ve buna
bagl olarak dokulara daha 1yi niifuz etme, kanserli dokular icin yiiksek secicilik ve
viicuttan hizli atilim gibi avantajlara sahiptir. Bunlara ragmen suda zayif
¢oOziiniirliikleri kullanimlarini sinirlamaktadir ve bu 6nemli bir dezavantajdir [5].
Ayrica, giines 1s1¢indan kagmilmazsa hastanin cildinde fotoduyarliliga yol agarak,
ozellikle ge¢ evre maligniteleri olan hastalarda dezavantaj olusturmaktadir [6,35]. Bu
bilesiklerin fonksiyonelliklerini korumak ve hedef bolgeye daha dogrudan

dagitimlarin1 gelistirmek i¢in yeni bilesikler gelistirilmektedir [38].

3. jenerasyon FS’ler ise antikor yonlendirmeli FS ve FS yiiklii nano tasiyicilar gibi
stratejileri hedeflemek amaciyla ortaya ¢ikmistir. 3. jenerasyon FS’lerin temelinde
tiimor dokusuna daha yiiksek afinite gosteren maddelerin sentezlenmesi vardir ve bu
sayede ¢evredeki saglikli dokuda daha az hasar meydana gelmektedir. Bu FS’ler 2.
jenerasyon FS’lerin antikor, karbonhidratlar, amino asitler, peptitler gibi hedeflenen
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pargalar ile konjuge olabilmesi i¢in veya hedeflenen tiimor bolgelerinde FS birikimini
iyilestirmek i¢in tasiyicilarla karakterizedir. 3. jenerasyon FS’lerin temel hedefi ¢cevre
dokularda FS’nin neden oldugu olumsuz etkilerini azaltip, biyokonjugasyonu tesvik

ederek FS’nin hem farmakokinetigini hem de spesifik birikimini iyilestirmektir

[6,35,38].

In vivo FDT i¢in en kullanigh FS tiirleri porfirinler, klorinler ve bakterioklorinlerdir.
Buna ek olarak ftalosiyaninler ve teksafirinler gibi diger porfirinoid siniflar1 da FS
olarak kullanilabilmektedir. Porfirinler, klorinler ve bakterioklorinler elektromanyetik
spektrumda kirmizi bélgede maksimum absorpsiyon gosteren, verimli singlet oksijen
yaraticilaridir. Kirmizi 1s1k i¢in maksimum absorpsiyon, FS’nin aktif olmasini
saglayan 15181in daha derin dokulara niifuz etmesine olanak saglamaktadir. Bdylece,
koyu kirmizida giiglii absorbans sergileyen FS ajanlar1 tiimor kontroliinde iyilesme
saglamaktadir [32,39]. Kanser c¢aligmalarinda kullanilan FS tipleri Tablo 2.3’de
listelenmektedir.

Tablo 2.3. Kanser FDT sinde kullanilan FS tiirleri.

Fotoduyarl Etkin Kullamim alanlar Kaynakg¢a

madde dalga boyu

Ozofagus, akciger,
mesane, bas ve boyun,

Porfimer Sodyum meme, mide, rahim
550 nm

(Photofrin) agz1, bagirsak
yumurtalik, cilt ve

beyin kanseri

5-7,33,39-42

Cilt, akciger, girtlak,
gastrointestinal,
mesane, beyin,

5- ALA 550-555 nm 0zofagus ve meme 5-7,33,38-42
kanseri; bazal hiicreli
karsinom, skuamoz
hiicreli karsinom

Bas ve boyun,
pankreas, prostat,
Temoporfin 564 nm safra, meme, 6zofagus, | 5-7,33,39-42
mide, akciger ve beyin

kanseri
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Tablo 2.3. (Devam) Kanser FDT’sinde kullanilan FS tiirleri.

Fotoduyarh

madde

Etkin
dalga boyu

Kullanim alanlan

Talaporfin (NPe6)

576 nm

Akciger, 6zofagus,
mide, safra kanali,
karaciger, kolorektal,
kolon, beyin, meme ve
cilt kanseri; malign
gliomalar

5-7,33,39-42

Padoporfin

754 nm

Prostat, 6zofagus
kanseri

6,37,39,41,42

Rostaporfin (SnEt2,
Puryltin)

572 nm

Prostat, cilt ve meme
kanseri, bazal hiicreli
kanser

5,6,33,39

Motexafin lutetium

733 nm

Beyin, meme, boyun,
prostat, cilt kanseri ve
stiperfisyal kanserler

6,7, 39-42

HPPH

657 nm

Ozofagus, meme,
boyun ve bas, akciger,
cilt, agiz ve girtlak
kanseri

5-7,39,40,42

Hiperisin

510 nm

Pankreas, rahim agzi,
prostat, mesane, tiroid,
meme, cilt ve
kolorektal kanseri, T
hiicreli lenfoma

33,42,44

Ftalosiyanin

592 nm

Mide, cilt, dudak ve
meme kanseri, T
hiicreli lenfoma

5,33,38,41,42

Indosiyanin yesili
(ICG)

Yakin
kizil6tesi
(>800 nm)

Mide ve meme
kanseri, 16semi,
melanoma

7,42,43

Metilen mavisi

520-657 nm

Bazal hiicreli
karsinom

7,37

Kurkumin

300-420 nm

Akciger, kolon,
bobrek, yumurtalik ve
karaciger kanseri,
Stiperfisyal kanserler

7,37,44,45
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Tablo 2.3. (Devami) Kanser FDT’sinde kullanilan FS tiirleri.

Fotoduyarh Etkin
madde dalga boyu Kullanim alanlar Kaynakc¢a
Metil . .
Aminolevulinat 550 nm Bazal h}lcreh . 6,7,40,41
. karsinom, cilt kanseri
(Metvix)
Mide, pankreas, goz,
Verteporfin plonm | Clitvememekanserl, | 7 533941
bazal hiicreli
karsinom,
Heksil Mesane, prostat, kolon
Aminolevulinat 600-362 nm | ve cilt kanseri, bazal 6,7,39-41
(Hexvix/Cysview) hiicreli kanser
Tiyofen 225400 nm | CVErahim agn 44
anseri

Ideal bir FS’in baz1 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir. Bu dzellikler su sekilde

siralanmaktadir;
— Kimyasal olarak yiiksek oranda saf olmalidir.
— Oda sicakliginda stabil olmalidir.
— Sadece belirli dalga boyundaki 1s1kta etki gostermelidir [6,31,38].

— Yiksek fotokimyasal aktivite sergilemelidir. FS’nin maksimum 1s1k
absorpsiyonu i¢in dalga boyu 600-800 nm arasinda olmalidir. 800 nm
iizerindeki dalga boylar1 singlet oksijen ve diger ROS iiriinlerinin olusumu i¢in

yeterli enerji saglamamaktadir.

— Singlet oksijen ve 1518a bagli olarak hedef dokuda yiiksek toksisite i¢in yiiksek

kuantum verimi saglamalidir.

— 400-600 nm dalga boyu araliginda minimum absorpsiyon sergilemelidir. Bu

ozellik sayesinde giin 151¢1ndan kaynakli sensitivite dnlenmektedir.

— FS’in absorpsiyon bantlar1 hemoglobin veya oksihemoglobin gibi viicuttaki

diger maddelerin absorpsiyon bantlari ile ortiismemelidir.

— Karanlikta minimum sitotoksisite sergilemelidir.
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— Viicut dokularinda kolay ¢oziinmelidir. FDT ajaninin lokalize bir sekilde aktif
olabilmesi i¢in hedef dokuda birikmesi gerekmektedir. Bu nedenle FS’lerin
biyouyumlu olmast ve daha sonrasinda viicuttan uzaklastirilmasi igin

biyobozunur olmasi 6nemlidir.

— Hedefe 6zgiilliik ve secici olarak birikim gdostermelidir. FS belirli bir siire sonra
hedef bolgeden uzaklastirilmali ve saglikli dokuda hemen elimine edilerek

toksik etkisi minimum hale getirilmelidir.

— Ucuz olmali, sentezi basit olmali ve kolay erisilebilir olmalidir [6,31,38].

5-Aminolevulinik Asit (5-ALA)

5-Aminolevulinik Asit (5-ALA) siiksinil-CoA ve glisinin yogunlagmasi sonucu
olusan, Hem biyosentezi i¢in metabolik bir dncii gorevi goren proteinojenik olmayan
bir aminoasittir [46]. 5-ALA’nin kullanimi protoporfirin IX (PpIX)'un dnciisii olarak
ortaya ¢ikmig onemli bir kesiftir. 5-ALA protoporfirine donistiigiinde aktif bir FS
olan, bir ¢esit On ila¢ oldugu i¢in 5-ALA veya esterleri bir¢ok klinik uygulamada
topikal veya oral yolla uygulanabilmektedir [5]. Hem’in dnciisii olan 5-ALA tek basina
FS olmasa da intrinsik seliiler Hem biyosentetik yolagiyla beraber hizla Hem’in baska
bir Onciisii olan Pplx'a metabolize olmaktadir. Isia maruz kaldiktan sonra, PpIX

tiimor hiicrelerinin mitokondrilerine zarar veren giiglii bir FS haline gelmektedir [34].

Porfirinler ve metal kompleksleri biyolojik oksidasyon reaksiyonlarinin aracilari
olarak hareket etme yetenekleri nedeniyle biyolojik agidan Oneme sahiptir.
Hemoglobin, miyoglobin ve diger hematoproteinler i¢in prostetik bir grup ve dogal bir
porfirin olan Hem, enerji tireten hiicrelerde sentezlenmektedir. Protoporfirin IX demir
selat1 olan Hem, biitiin biyolojik oksidasyonlarin merkezinde yer almaktadir. Hem
oksijenin taginmasi ve depolanmasi, hiicresel enerji liretimi, detoksifikasyon, steroid
biyosentezi, protein sentezinin diizenlenmesi ve hiicre gelisimi gibi bir¢ok hayati

fonksiyonda goérev almaktadir [33,47,48].

Siiksinil-CoA ve glisinin yogunlastirilmasi sonucu iiretilmis 5-ALA bir dizi enzimatik
siiregten sonra once PpIX’e ve ardindan Hem’e doniistiiriilmektedir (Sekil 2.3). Bu
stireci serbest demir ve Hem diizenlemektedir. Hem biyosentetik yolaginda iki enzim
sinirlayicidir: 5-ALA sentaz ve ferroselataz. 5-ALA sentazin aktivitesi Hem negatif
geri besleme mekanizmasi ile diizenlenmektedir. PpIX’u Hem’e doniistiirmekten

sorumlu enzim olan ferroselataz geri besleme mekanizmasi ile verimli bir sekilde
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Hem’e doniistiiriilebilecek miktarda PpIX iiretimine neden olmaktadir. 5-ALA eksojen
olarak uygulandiginda 5-ALA sentezi lizerindeki Hem’in uyguladigi dogal 5-ALA
sentaz diizenlemesi atlanir ve ferroselataz doyurularak PpIX iiretimi artmaktadir. Bu
adimdan sonra asir1 PpIX’in Hem’e doniistimii i¢in ferroselatazin aktivitesi diistiktiir
[46-48]. Genel olarak FS olarak 5-ALA uygulandiktan 4-6 saat sonra hedef hiicrelere
151k uygulanmaktadir. Bu siirede PpIX sentezlendiginden, FS uyarilarak sitotoksik
etkiye neden olan 'Oz olusumuna neden olmaktadir. Bununla birlikte, S-ALA nin
tiimor seciciliginin etkilendigi faktorler; anormal keratininin artan gegirgenligi, artan
porfobilinojen deaminaz seviyeleri, azalan demir seviyeleri ve tiimdr hiicrelerinde
azalan ferrogelataz aktivitesi seklinde siralanmaktadir. Bu 6zellikler sayesinde hedef
hiicrelerde PpIX birikerek hedef doku seciciligi gergeklestirilmektedir. FS
durumundaki PpIX 635 nm dalga boylarindaki 1s1k tarafindan uyarilmaktadir [33,46].

. . .
Mitokondri Sitozol
ALA
ALA
Aminolevulinik asit
dehidrataz
Glisin
. + ALA asit sentaz POI‘fObi]ian en
Siiksinil-CoA
Negatif Geri Besleme
Hem Porfobilinojen
deaminaz
Fet? Ferrogelataz
Protoporfirin IX
‘ Uroporfirinojen IIT
Proporfirinojen
. ksid:
Protoporfirin IX ~ “%
k / / Uroporfirinojen

dekarboksilaz,
Koproporfirinojen
oksidaz

Koproporfirinojen III
Sekil 2.3. 5-ALA’nin Hem sentez yolagi ve mekanizmasi [49].

2.2.1.2. Isik

FDT’de, FS’e 6zgii uygun dalga boyundaki 151k ile FS’in aktivasyonu sonucunda
baslamaktadir. Isigin biyolojik doku ile etkilesimlerinin temelinde yansima, kirilma,
sacilma ve absorpsiyondur. Yansima ve kirilma, kirilma indisi uyumsuzlugu olan iki
ortamin smirinda gerceklesmektedir ve Fresnel yasasi ve Snell yasasi ile
tanimlanmaktadir. Sacilma ise, 1518in dagilmasina ve sonunda 151k yogunlugunun
azalmasina yol agmaktadir. Isik ile biyolojik dokuda istenen etki elde etmek i¢in kilit

etkilesim absorpsiyondur. Isik absorbe edildiginde, absorbe edilen radyasyon
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dokularda bulunan kromofor tarafindan 1siya doniistiiriilmektedir. Cogu doku 15181
sagmasina ragmen, yiiksek pigmentli alanlar 15181 sogurmaktadir. Dokuda bulunan
yluksek oranda absorbans goOsteren molekiiller arasinda su, oksihemoglobin,

deoksihemoglobin, melanin ve sitokromlar bulunmaktadir [50,51].

Biyolojik dokuya en az niifuz eden 151k mavi 1g1kken, kirmizi ve kizil6tesi 1siklar daha
derine niifuz etmektedir. Bu nedenle 600-1200 nm arasindaki dalga boylar1 terapdtik
pencere olarak bilinmektedir [52,53]. Buna ragmen yaklasik 800 nm dalga boyundan
daha kisa dalga boyundaki isiklarda 'O iiretilebilmektedir. Ciinkii uzun dalga
boylarindaki 1siklar fotodinamik reaksiyon baslatmak i¢in yeterli enerjiye sahip
degildir [39]. Dalga boyuna gore 1518in dokuya penetrasyon derinligi 500-600 nm
dalga boylar1 arasindaki 1s181n doku penetrasyonu 4 mm, 600-800 nm araliginda dalga
boyuna sahip 151k i¢in ise § mm’dir [52,53]. Klinikte kullanilmakta olan 630 nm dalga
boyundaki kirmizi 11k 1 cm’ye kadar niifuz edebilmektedir. Ancak klinik deneyler bu
dalga boylarindaki 1s1gin hedeflenen dokuda birka¢ santimetre derinlige kadar
penetrasyon sergiledigini gostermistir. Bu durum penetrasyon derinligi olarak
adlandirilmaktadir. Penetrasyon derinligi ile hem yiizeysel hem de derindeki tiimoriin
1s1tilmasina imkan saglamasina ragmen, kullanilacak FS durumuna gore degisiklik
gosterebilmektedir. Bazi FS tiirleri daha derin dokulara penetrasyon gostermek icin
daha ytiksek dalga boylarinda 1518a ihtiya¢ duyarken daha yiizeysel uygulamalar i¢in
daha kisa dalga boyuna sahip 1siklara ihtiya¢ duyabilmektedir. Isigin dokudaki
penetrasyon derinligi UV’den infrarede kadarki spektral aralikta dalga boyunun
biiylimesi ile artmaktadir [34,54]. Bu temel goz Oniine alindiginda etkin bir FDT
uygulamasinda kullanilacak FS’e uygun en uzun dalga boyunda uyarim avantajl
olmaktadir. FDT de secilen tek bir 151k kaynagi her FS i¢in uygun degildir. Bu nedenle
151k kaynagini secerken FS absorpsiyonu, hastaligin yeri ve biiyiikliigli, hedef dokuya
erisilebilirlik ve doku ozellikleri, maliyet ve boyut gbz oniine alinmalidir. Ek olarak
15181n toplam dozu, uygulama siiresi ve 1518in uygulanma modu da gbz Oniine
alinmalidir [39, 55]. 5-ALA ile FDT uygulamasinda, fotonlarin % 50’sinin 355 nm
dalga boyundaki 1s1ktaki doku penetrasyonu 80 pm, 694 nm dalga boyundaki 151k i¢in
1se 1200 um’dir (Sekil 2.4) [52,54].
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Sekil 2.4. Isigin dalga boyuna gore cilde yaklasik penetrasyon derinlikleri [54].

FDT’de cesitli 151k kaynaklar1 kullanilabilmektedir. Gliniimiizde 151k kaynagi bir
lambadan yayilan goriiniir bolgedeki bir 1siktan lazer 1s181na kadar genis bir alana
sahiptir. Genel olarak, FDT de FS’1 aktif etmek i¢in 151k kaynagi olarak genellikle
lazerler veya bazi durumlarda ark lambalar1 ve floresan 1siklar tercih edilmektedir. Ark
lambalar1 ucuzdur ve kullanim kolayligi vardir ancak optik giicleri azaltilmadan
fiberlerle eslestirmek zordur ve ¢ikis giici 1 W ile sinirlidir. Bunlara ek olarak
1sinmaya neden olabilen UV radyasyonunu ve kizilotesi emisyonu Onlemek igin
filtreler gerekmektedir. FDT de 151k kaynagi olarak en ¢ok lazerler kullanilmaktadir.
Bunun nedeni lazerlerin, 151k dagitim cihazi olarak kullanilan kuvars fiberlerine

yonlendirilebilen koherent ve monokromatik 1s1k iiretmeleridir [32, 37,56].

Lambalar FDT c¢aligsmalar1 i¢in ilk kullanilan 151k kaynaklaridir. Bilimsel ve tibbi
biyofotonik uygulamalar i¢in siklikla kullanilan lambalar, cogunlukla yiiksek basingl
gaz desarjli lambalar veya ark lambalaridir. FDT de 6zellikle floresan, akkor, metal
halojeniir, ksenon ark ve sodyum ark lambalar1 kullanilmaktadir. Bu tiir lambalar,
yuksek basingli bir gaz veya buhardan bir elektrik desarj1 gegtiginde yogun bir 151k
iretimine dayanmaktadir. Ark uzunlugu genellikle sadece birka¢ milimetre
oldugundan, bu lambalar kisa ark lambalar1 olarak bilinmektedir. Genel olarak desarj,
civa (Hg) buharinin veya ksenon (Xe), argon (Ar) ve neon (Ne) gibi asal gazlarin

iyonlagmasiyla siirdiiriilmektedir. Bu 151k kaynaklari, dar spektral bantlar veya

17



morétesinden kiziltesi bolgelere kadar uzanan genis spektral bantlar gibi ¢ok cesitli
cikis Ozelliklerine sahiptir [51, 57]. Bu lambalarin bazilarn siirekli dalga (CW)
modunda ¢alisirken digerleri atim modunda kullanilmaktadir. Yiiksek basingli civa ark
lambalari, UV ve goriiniir bolgelerde yiiksek yogunluklu c¢izgi tipi spektral araliga
sahiptir. Bu lambalarda spektral emisyon esas olarak 300-600 nm bolgesindedir. Cikis
giicleri, 50-500 W arasinda degisebilir. Yiiksek basingli ksenon ark lambalari da
popiiler ve cok yonlii radyasyon kaynaklaridir. Bu lambalar, UV bdlgesinde yaklasik
250 nm'den yakin kizilotesinde 1000 nm'den fazlasina kadar degisen yogun, yari-
stirekli bir spektrumda 151k yaymaktadir. Xe lambalarinin emisyonu ise % 95 giin

1s1g1a benzemektedir [57, 58].

Lambalar, prensipte, 15181 spesifik tedavi alanina odaklamak icin 151k kilavuzlarina
optik olarak baglanmasina ragmen baglant1 kayiplar1 yiiksektir. Bu nedenle, lambalar
cilt veya agiz kanseri gibi yiizeysel kanserler i¢cin daha uygundur. Lambalardan
tiretilen 15181 genis bantli bir spektrumu oldugundan, uyarict dalga boyunu FS
absorpsiyon bandiyla eslestirmek i¢cin uygun optik filtreleme gereklidir. FDT de lamba
kullanmanin avantajlar1 arasinda basit tasarimlari, diisiik maliyetleri ve genis bir
aydinlatma alani1 bulunmaktadir. Buna ragmen lambalar FDT sirasinda istenmeyen
fotodinamik etkilere neden olabilir. Bu tiir lambalarin yogunlugunu ve aydinlatma
stiresini en aza indirmek gerekmektedir. Ayrica, lambalar genellikle yiliksek yogunluga
sahiptir ve spektrumlart FS Soret bandinin 6nemli bilesenlerini igermektedir ve bu

nedenle filtrelenmesi gerekmektedir [51,58].

Isik yayan diyotlar (LED), elektron deligi rekombinasyonunun bir sonucu olarak 1s181n
retildigi yar1 iletken cihazlardir. LED teknolojisinin arkasindaki teori, uygun
parametrelerin diisiik yogunluklu 151k fotonlarinin, hiicreleri termal olmayan, ablatif
olmayan bir sekilde aktiviteyi indiiklemek veya inhibe etmek i¢in aktive etmek igin
hiicre alti kromoforlarla etkilesime girebilmesidir [51,59]. LED’den yayilan 15181
dalga boyu spektrumu UVA'dan (350 nm) yakin kizilotesine (1100 nm) kadar
degismektedir. LED’lerin bant genisligi 5-10 nm'dir ve ¢cikis giicii yaklasik 20 cm?lik
bir alanda 150 mW/cm?ye kadar ulasabilmektedir. LED’lerin ¢ikis giicii, FDT de
yaygin kullanimlarda sinirlayici bir faktor olabilir, ancak teknolojinin gelisimiyle bu
yonii iyilestirebilir [60]. LED'ler daha ucuzdur, bu nedenle genis alanlar1 1sitmak i¢in
diizenlenebilirler ve LED'ler kompakttir, hafiftir ve pillerle ¢aligtirilabilir, bu da
LED’leri kolayca tasmabilir hale getirmektedir. Buna ek olarak, istenen 151k dalga
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boylarmi tiretmek i¢in dnemli miktarda daha az enerji gerektirmektedir. Bu nedenle
LED’ler, klinikte ve laboratuvarda kullanim igin ¢esitli avantajlar saglamaktadir.
Ayrica, LED’ler zor anatomik alanlarda kullanabilmek ig¢in farkli geometrik
kombinasyonlarda diizenlenebilmektedir [51,58]. LED'de 1sik iiretimi, bir diyot
lazerin 151k liretmesinin temel ¢alisma prensibine benzemektedir. Ancak LED'lerin
uyarilmig emisyon i¢in rezonans boslugu bulunmamaktadir ve 151k kendiliginden
yayilmaktadir. Boylece, bir LED'den ¢ikan 151k, genis spektral genislik ve bliyiik 1s1n
sapmasi nedeniyle koherent degildir. LED'ler herhangi bir renkte 151k tiretebilir, ancak
LED’ler diyot lazerlere kiyasla daha genis bir spektral genislige sahiptir. Bu, FS
tarafindan daha diisiik bir absorpsiyon verimliligi ile sonuglanmaktadir. Ayrica,
LED'ler genellikle bir diyot lazere kiyasla daha diisiik bir ¢ikis giicline sahiptir [59,
60].

Lazerler

Uyarilmis radyasyon emisyonu ile 151k amplifikasyonu'nun kisaltmasi olan lazerler
genel anlamda, 15181 iireten veya yiikselten cihazlardir. Farkli lazer tiirleri kizilGtesi
bolgeden, milimetre boyutunda dalgalarla veya mikrodalgalarla birleserek, goriiniir
ultraviyole ve hatta X 1511 bolgelerine kadar uzanan dalga boylarinda radyasyonu
yiikseltebilir [61]. Son birkag yilda ¢esitli lazerlerin kullanimai ile biyofotonikte 6nemli
etkiler saglanmistir. Lazerlerin diger 151k kaynaklarina goére avantajlart su sekilde

siralanabilmektedir:

— Lazerler monokromatik 151n iiretmektedir. Boylece dalga boylari, kullanilacak

malzemenin absorpsiyon bandina uyacak sekilde secilebilir.

— Cikan 151n yiliksek oranda hizalanabilir ve bdylece lazer 1s1gmin tam olarak

belirli bir noktaya yonlendirilmesi anlamina gelmektedir.
— Lazere bagl olarak, ¢ikis giicii mW ile kW arasinda degisebilir.

— Atim genisliginin istenen zaman ¢oziiniirliigli 6l¢iimiinden daha kisa olmasi
gereken kullanim icin kisa atim siireleri (6rnegin birkag femtosaniye)

miimkiindiir [57].

Bir lazerde temel bilesenler kazan¢ ortami, rezonant boslugu ve enerji kaynagi
seklinde siralanabilir. Kazang ortaminda kullanilan malzemeyle beraber uyarilmis
emisyon sayesinde 15181 amplifikasyonu gerceklesir. Lazerlerde kati, s1vi, gaz ve yari

iletken olmak iizere 4 ¢esit kazan¢ ortami bulunur. Bu kazang¢ ortamlar1 lazerde
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bulunan rezonant bosluk icerisinde yer alir. Rezonant boslugunun her iki ucunda
yansitict aynalar bulunur ve bu aynalardan biri fotonlarin tamamini yansitirken digeri
bir kismini lazer olarak gecirirken geri kalanini yansitmaktadir. Enerji kaynagi ise
kazan¢ ortamini uyarmak i¢in farkli bir dalga boyunda 151k veya elektrik akimi ile
enerji iletimi saglar. Uyarilmis kazang ortami spontan bir foton yayilimi saglar.
Hizalanmamis olan bu spontan fotonlar rezonant boslugunun ucunda bulunan aynalara
carparak hizalanir. Bu sekilde aynalardan yansiyan 1s1n bir¢ok kez kazang ortamindan
gecerek amplifikasyona ugrar. Bu olay sayesinde uyarilmig foton emisyonu
gerceklesir ve buna bagli olarak ayni fazda olan koherent, monokromatik 1s1k

uretmektedir [62,63].

Lazerler kardiyoloji, dis hekimligi, dermatoloji, gastroenteroloji, jinekoloji,
mikroskopi, mikrocerrahi, beyin cerrahisi, oftalmoloji, ortopedi, kulak burun bogaz,
spektroskopi ve tiroloji gibi birgok uygulama alanina sahiptir [64]. Bu alanlara ek
olarak dar bir bant genisligi ile iiretilmis monokromatik ve koherent 11k {ireterek
spesifik 0Ozellik sergileyen lazerler yiizeysel ve interstisyel FDT i¢in yaygin
kullanilmaktadir. Clinkii lazerler, yiliksek optik gii¢ ve belirli bir FS’e uygun olacak
sekilde kontrol edilebilen dalga boyunda 151n tiretmektedir. FDT’de bir¢ok lazer tipi
kullanilmasina ragmen, argon lazerleri, boya lazerleri, metal buhar lazerleri, kat1 hal
lazerleri (KTP: YAG ve Nd: YAQG) ve diyot lazerler en yaygin kullanilan lazerlerdir
[51, 57].

Argon lazerleri elektromanyetik spektrumun mavi-yesil kisminda 151k yayan, 488 ve
514 nm'de tepe emisyonlar1 olan siirekli dalga sistemine sahip lazerlerdir. Bu iki dalga
boyu goriiniir bolgede oldugundan, 151k optik fiberler araciligiyla iletilebilmektedir
[65]. Argon lazerleri, 1 m uzunlugunda bir tlipe ihtiya¢ duymaktadirlar ve tek frekansl
dar bir 151k demeti (1.5 mm) saglamaktadirlar. Argon lazerlerin ¢ikis giicii 2-100 W
arasinda degismektedir ancak bu lazerler elektrik akimimin yaklasik % 0.1°1 lazer
15181na dontistiiriildiigii icin verimsiz kabul edilmektedir. Argon lazerlerin trettigi 151k
esas olarak derideki hemoglobin ve melanin tarafindan sogurulmaktadir. Tipik bir
Argon lazerin sagladig1 enerji miktari; ana 1g1n1in fiber optiklere baglanmasi igin birden
cok 1s1na doniistiiriilmesi, daha esit 151k dozimetrisi i¢in birden ¢ok uygulama noktasi
kullanilarak lazer 1s1ginin birden ¢ok kiiciik alana veya biiylik bosluklara
uygulanmasini saglamaktadir. Argon lazerlerin diisiik penetrasyon derinligine sahip

olmasi nedeniyle premalign ve malign tlimorlerin tedavisinde kullanimi sinirlidir [59,
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64, 65]. Nispeten kisa atimlar (0.5 saniyeye kadar) uygulandiginda, penetrasyon
derinligi yaklagik 1 mm ile sinirli olmasina ragmen, penetrasyon derinligi, lazer giicii
azaltilarak ve daha uzun maruz kalma stireleri uygulanarak, 1s1 iletiminin artmasiyla
artirllabilmektedir. Ek olarak, yiiksek elektrik akimi beslemesi ve sogutma sistemine

ihtiya¢ duymalar1 gibi dezavantajlara da sahiptir [58, 60].

FDT’de kullanilan bir diger lazer tipi boya lazerleridir. Lazer sisteminin modeline ve
yapisina olarak farklilik gosterse de bu lazerler genel olarak 1-7 W ¢ikis giiciine sahip
600-650 nm dalga boyunda siirekli dalga (CW) seklinde 1s1k tiretmektedir [58, 60].
Boya lazerlerinin kazang ortaminda rodamin 6G (R6G), floresan, kumarin, stiben,
umbelliferon, tetrasen ve malakit yesili gibi organik floresan boya molekiilii
bulunmaktadir [66]. Kullanilan boya malzemesi genelde sivi formdadir ve asiri
1sinmay1 onlemek i¢in sirkiilasyon halindedir. Bu nedenle, boyanin sadece bir kismi
boslukta kalic1 olarak bulunur. Bu tip lazerlerde genel olarak argon, Nd: YAG, bakir
buhart gibi pompa lazerleri kullanilmaktadir. Bu amagla, onlarca wattlik degerde
pompa giicli gerekmektedir [51]. Boya lazerinin avantaji, tek boya kullanimi ile 100
nm'ye kadar genis ayar araligidir [59]. Bu pompa lazerlerinin taginabilirligi diistiktiir
¢linkli bu sistemlerde yiiksek voltajl gii¢ kaynaklari, yiiksek akim ve su sogutmasi
gerekmektedir. Boya lazerleri ve pompa lazerlerinin oldugu sistemlerde pompa
lazerlerindeki emisyon dalga boyu ile boyanin absorpsiyon dalga boyu ortiismelidir.
Boya lazerler genis spektral aralikta dalga boyuna sahip 11k iiretmektedir.
Ayarlanabilir optik filtrelerin kullanilmasi ve rezonant boslugun geometrisi ile ¢ikis
151g¢1n1n dalga boyu degisebilmektedir [51]. Boya lazerlerindeki bu ayarlanabilir dalga
boyu 6zelligi, bir¢ok farkli FS tiirii kullanimina imkan saglamaktadir. Buna ragmen
boya lazerlerinin boyutlar bilytiktiir, tasinabilir degildirler, yiiksek bakim gerektirirler
ve maliyetleri yiiksektir. Bu lazerler FDT amaciyla birincil akciger kanseri, agiz

kanseri, 6zofagus ve mesane kanserleri calismalarinda kullanilmiglardir [58, 60].

Altin veya bakir buharli lazerler de FDT de ilgi ¢ekmektedir. Argon lazerlerin tersine
bu lazerler 10-50 ns arasinda degisen dinlenme siiresine sahip attm modunda dalgalar
tiretmektedir. Bu 6zellige bagl olarak yiiksek bir tekrar orani, bu lazerlerin klinik
amaclar icin yar siirekli 1ginlar tiretmesini saglamaktadir. Altin buhar lazeri FDT i¢in
yeterli gligte, 15 kHz tekrarlama frekansinda atim modunda, 627.8 nm dalga boyunda
151n Uretmistir. Bu sistem argon/boya lazerlere gore cesitli avantajlar sunmaktadir.

Buna ragmen diizenli altin yiiklemesi gerektirdigi icin maliyeti artmaktadir ve uzun
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bir 1s1tnma, soguma periyodu gerektirmektedir. Birka¢ yiiz mW/cm?ye kadar enerji
yogunluguna sahip 1sinlar iiretebilen metal buharli lazerler optik fiberlere baglanarak
oral kanser, bas ve boyun kanseri, 6zofagus, akciger ve mesane kanseri gibi
endoskopik FDT protokolleri i¢in kullanilabilmektedir [58, 60].

FDT i¢in 6nemli gelismelerden biri 1064 nm'de ve 532 nm'de yari-Stirekli dalgali (25
kHz) lazer 1s1ninin kullanimina izin veren ¢ift frekansh fazda calisma 6zelligine sahip
KTP: YAG ve Nd:YAG lazerlerin kullanilmaya baslanmasidir. KTP lazerler, goriiniir
spektrumun yesil kisminda 532 nm emisyon dalga boyuna sahip, kavite i¢cinde veya
harici olarak KTP kristalleri kullanan, frekansi iki katina ¢ikan Nd: YAG lazerlerdir.
KTP: YAG lazerlerde fiber optik kullanimi ile beraber 532 nm dalga boyundaki 1giktan
630 nm dalga boyuna sahip isinlar iretilebilmektedir. Bu lazer sistemlerinde
maksimum 3.5 W ve 7 W ¢ikis giicline sahip 630 nm dalga boyunda atim modunda
1sinlar Uretilmektedir. KTP: YAG lazerleri tasinabilirlik, ayarlanabilirlik ve kullanim
kolaylig1 gibi avantajlar sunmaktadir. Buna ragmen KTP sisteminin bagimsiz hareket
edebilmesi dezavantaj sunmaktadir [59, 60]. Daha yiiksek hizlarda ve daha kisa siireli
atim ¢ikislarina sahip Nd: YAG lazerleri ise yakin kizil6tesi bolgede, 1064 nm’de, 151k
yaymaktadirlar. Temel dalga boyu 1064.2 nm'dir. Nd: YAG lazer dort seviyeli bir
sistemdir. Siirekli ¢alisma versiyonlarinda, ¢ikis giicii, daha biiyiik modeller i¢in birkag
watt'a kadar minyatiir kurulumlar i¢in birka¢ miliwatt olabilmektedir. Atimh
versiyonlar, mikrojoule atim enerjileriyle birka¢ nanosaniyelik atimlar
uretebilmektedir. Ayrica, penetrasyon derinligi, lazer giicii ve maruz kalma
stiresindeki degisikliklerle kontrol edilebilmektedir. Buna ragmen Nd: YAG lazerlerin
genel verimliligi % 2’den az oldugu i¢in sistemin su ile sogutulmasi gerekmektedir
[57, 59, 65].

FDT’de 6nemli bir diger gelisme 630 nm dalga boyunda isinlar olusturan diyot
lazerlerin iiretilmesidir. Diyot lazer sistemleri optik konfigiirasyon gerektirmeyen yar1
iletken 151k kaynaklaridir [60]. Elektron-bosluk rekombinasyonunun isik iiretimine
neden oldugu diyot lazerler, kazang¢ ortamini ve rezonant boslugunu igeren kati hal
birimi i¢ermektedir. Bu lazerlerde enerji kaynagi olarak elektrik akimi
kullanilmaktadir [51]. Dalga boyu, cesitli elementler (6rnegin aliiminyum, indiyum)
eklenerek ayarlanabilmektedir. Klinikte kullanilan diyot lazer 800-900 nm araliginda
yakin kizilotesi 151k yaymaktadir. Bu lazerler ile siirekli dalgali 1sinlar veya atim

modunda 1sinlar {iretilebilmektedir [67]. Cok yonlii olan diyot lazerlerin klinikte ve
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laboratuvar ortaminda kullanimlar1 kolaydir ve taginabilirdir. Optik fiberlere baglanan
diyot lazerler FDT i¢in ideal lazerlerdir [58]. FDT de en yaygin kullanilan lazer tipi
olan diyot lazerler daha hafif, daha kompakt, daha tasinabilir, daha kararli, daha diisiik
maliyetli ve otomatik dozimetre ve kalibrasyon ozelliklerine ve daha uzun galisma
Oomriine sahiptir. FDT’de 415-690 nm araliginda dalga boyuna sahip lazerlerin
kullanimt tercih edilmektedir. Lazer diyotlar, % 60'a varan elektrik akimindan 1518a
doniistim ile ¢ok verimlilerdir. Bu nedenle, ¢cok giiclii olduklar1 (100 W'a kadar), kiigiik
cihazlar olduklar1 ve dalga boyunda esnek olduklari i¢in tibbi uygulamalar i¢in ¢ok

uygundurlar ancak ¢ikis giicleri 2-2.5 W ile sinirlidir [51,59, 60].

2.2.1.3. Oksijen

FDT’deki {igiincii 6nemli parametre oksijendir. FDT nin terapdtik etkinligi hedef
dokularda bulunan molekiiler oksijen konsantrasyonuna baglidir. FDT’de ROS iiretimi
icin  kritik olan oksijenin dokulardaki konsantrasyonu FDT etkinligini
diizenlemektedir. Kanser hiicrelerinde hizli biiytimeleri sonucunda yetersiz damar
yapilart1 ve artan oksijen diflizyon mesafeleri nedeniyle oksijen yoksunlugu
bulunmaktadir. Oksijen konsantrasyonu kanser tiiriine ve bazen ayni kanserin farkl
bolgelerine gore degisebilmektedir. Kanser dokusu yiiksek akis oranina sahip 151k ile
uygulamaya maruz kaldiginda, dokuda gecici bir lokal oksijen tiiketimi
gozlemlenebilmektedir. Bunun sonucunda ROS iiretimi kesintiye ugrayarak tedavi
etkinliginde azalma goriilmektedir. Kanser hipoksisinin iistesinden gelmek icin
perflorokarbonlar ve hemoglobin gibi oksijen tagiyicilar1 kullanmak oksijenin kansere
dogrudan verilmesini saglamaktadir. Diisiik oksijen konsantrasyonu sonucunda
hipoksik durum oksijenin hayati bir bileseni oldugu FDT i¢in kritik bir problemdir. Bu
problemi ¢6zmek i¢in, 151k dozu dikkatli bir sekilde ayarlanmali veya 151k, tercihen
atimlar halinde (fraksiyonlu) verilebilir. Ayrica, kanser dokularinda oksijen
kullanilabilirligini arttirmak i¢in dokuya dogrudan veya dolayli olarak oksijen
verilmesi miimkiindiir. Diger yandan, hiicre i¢i hidrojen peroksidi oksijene ayristirmak
icin katalaz enziminin kullanimi da oksijen konsantrasyonunu arttirmanin bir yoludur.
Kanserin hipoksik bolgeleri belirli kemoterapilere ve radyoterapiye karst direnglidir.
Ayni zamanda kanser dokusuna oksijen erisimi engellendiginde FDT etkinliginde
azalma meydana gelmektedir. Bu sorun da optimal FS dozunun degisimi ile
coziilebilmektedir. Ozetle, FDT ile indiiklenmis sitotoksik etki gdzlemlemek igin

molekiiler oksijen temel bir unsurdur. Uygulanan 1s181n akis hizi, FDT ile sitotoksik
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singlet oksijen liretimi sirasinda fotokimyasal oksijen tiikkenmesi ile iliskilendirilmistir.
Diisiik 151k akis hizi kanser kontroliinii desteklerken, yiiksek 1sik akis hizi kanser
dokusunda bulunan oksijen konsantrasyonunu énemli miktarda azaltmaktadir. Sonug
olarak, FDT'de basarili sonuclar elde etmek i¢in FS dozu, 151k kaynaklar1 ve tedavi

parametrelerinin optimal kombinasyonlarinin se¢imi ¢ok dnemlidir [54,66,68,69].

2.2.2. FDT etki mekanizmasi

FDT’nin molekiiler mekanizmasi dokuda istenen etki yaratmak igin 3 toksik olmayan
bilesenin (FS, uygun dalga boyuna sahip 151k ve hiicrelerde ¢oziinmiis oksijen)
etkilesimlerine dayanmaktadir [5]. Fotokimyasal reaksiyonunun baslama kosulu 1s1k
kaynaginin emisyon bandi ile FS absorpsiyon bandinin korele olmasina baghdir. FS
maddeler mitokondri, lizozom, endoplazmik retikulum, golgi ve hiicre zarinda lokalize
olabilmektedir [35]. FDT reaksiyonunda iki temel mekanizma vardir. Her iki
mekanizma da hiicre igindeki oksijen molekiilleri ile yakindan iliskilidir ve her iki
mekanizmanin ilk asamasi benzerdir. FDT reaksiyonunun temeli FS maddelerin hiicre
icine girdikten sonra, FS’ye 6zgii absorpsiyon spektrumunda dalga boyuna sahip 151k
ile 1s1t1lmas1 sonucunda FS’lerin singlet temel enerji durumu S0’dan uyarilmis singlet
durum S1’e doniistiiriilmesidir. Bu noktada enerjinin bir kismi kuantum spektrum
formunda yayilmaktadir ve kalan enerji FS molekiiliinii terapotik form olan triplet
durum T1’e yonlendirmektedir. Uyarilmis FS’nin enerjisi termal bozunma, S1’den
floresans emisyonu ve T1’den fosforesans seklinde yayilabilmektedir. FS’nin triplet
durumdaki daha uzun 6mrii uyarilmis FS’nin ¢evresindeki molekiillerle etkilesimini
saglamaktadir ve FDT sirasinda iiretilen sitotoksik etkinin olugmasina neden olan

uyarilmis triplet durum iki farkli mekanizma ile reaksiyona girebilmektedir [5,35,70].

Tip I mekanizmasinda T1 durumunda olan FS ile hedef doku arasinda bir elektron
veya hidrojen aktarimi gergeklesmektedir. Bunun sonucunda FS dokuda, siiperoksit
ve hidroksil radikali gibi ROS’a yol acan serbest radikallerinin olusumuna neden
olmaktadir. Daha sonrasinda elektronlar temel enerji halindeki oksijen molekiilleri ile
etkilesime girmektedir ve baslangicta siiperoksit anyon radikali (O2¢") seklinde ROS
iretimi gerceklesmektedir. BOylece hiicre i¢inde daha fazla ROS olusuma neden
olmaktadir ve enerji, uyarilmis molekiillerden biyomolekiillere aktarilarak
biyomolekiillerde spesifik hasarlarin ortaya ¢ikmasina veya radikal zincir

reaksiyonlar1 baglamasina neden olmaktadir (Sekil 2.5) [5,6, 34,35,70,71].
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Tip Il mekanizmasi ise FS’nin uyarilmis triplet durumu ile singlet oksijen iireten temel
durumdaki molekiiler oksijen arasinda meydana gelen enerji transferinden
kaynaklanmaktadir [33]. FS’nin uyarilmis triplet duruma gegisinin sonucunda enerji
dogrudan temel triplet durumdaki oksijen molekiiliine aktarilmaktadir. FS
molekiilinden Oz molekiiliine dogrudan enerji transferi ayni spinlere sahip
oldugundan dolayr miimkiindiir [5]. Boylece, son derece giiclii oksitleyici dzelliklerle
karakterize edilen ve oksidatif siirecte kanser hiicrelerinde toksik etkiye neden olan

singlet oksijen sitotoksik uyarilmis oksijen parcalar1 tUretmektedir (Sekil 2.5)

[6,35,70,71].
. Tip 1l
Sistemlerarasi x ) - .a
Uyarilmis Singlet Durum \(icqi$ b
Uyanlmg Triplet Durum
I>1k Floresans Tipl
Fosforesans

Biyomolekiil ]

—
Temel Singlet Durum

Sekil 2.5. FDT etki mekanizmasi, Tip I ve Tip Il reaksiyonlarinin karsilastirilmasi[71].

2.2.3. FDT’de singlet oksijen olusumu

Singlet oksijen, molekiiler oksijenin kismi indirgenmesi sonucu olmus iiriin olan
ROS’dur. FDT’de iiretilen sitotoksik ajan singlet oksijen, en dista bulunan
elektronlarindan birinin spin yOniinii tersine cevirerek iiretilmis bir oldukca reaktif
oksijen formudur [32]. Giinlimiizde kullanilan FS'lerin ¢ogu, elektron transfer
reaksiyonlart icin singlet oksijen iretimini hedeflemektedir. Bununla birlikte,
biyolojik substratlarin mevcudiyetindeki bu elektron transfer proseslerinin, FDT'nin
nihai biyolojik sonuglarini 6nemli dlglide etkiledigi belirlenmistir. Singlet oksijen, iki
elektronun 2p bagonler orbitallerinden birine eslesmesi sonucu asir1 reaktivite
gostermektedir. Hizalanmig spinlere sahip elektronlarda kuantum sayilar1 aynidir ve
bu nedenle ayr1 orbitallere yerlesmek zorunda kalirlar. Uyarilmis FS ile etkilesimde
elektronun spin yonii tersine donmektedir ve 0Ozgiin kuantum sayilar1 ortaya
¢ikmaktadir. Bunun sonucunda FS molekiilii, dengesizlige neden olan bagonler
orbitaline gelmelerini saglamaktadir. Singlet oksijen olduk¢a polarize bir

zwitteriondur [72].
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Singlet oksijenin organik ¢oziiciilerde 10-100 ms arasinda degisen bir 6mre sahip
olacak kadar reaktif olmasi nedeniyle, faaliyeti 10 nm ¢apa sahip kiiresel bir hacimle
sinirlidir. Buna ragmen singlet oksijenin su igindeki 6mrii 2 ms kadar diisiiktiir. Bunun
nedeni su molekiillerinde uzayan oksijen-hidrojen enerjisinin singlet oksijenin
uyarilmis durum enerjisine neredeyse esit olmasidir. Bu enerji, su molekiillerinin
genlesme ve titresim hareketleri sonucunda 1s1 olarak dagilmaktadir. Singlet oksijen
igeren oksidasyon reaksiyonlarinin farkli sonuglar1 olabilir. Bos n*2p orbitalinden
dolay1 singlet oksijen, elektronca zengin bilesiklere karsi oldukga reaktiftir. Bu
nedenle singlet oksijen, lipid hidroperoksitleri veren lipit oksidasyonuna yol agmasiyla
bilinmektedir. Bu hidroperoksitler; radikallerin, yiiksek sicakliklarin veya gegcis
metallerinin  varliginda kararsizdir ve peroksidasyon zincir reaksiyonunu
baslatmaktadir. Bunun yani sira singlet oksijen, bazi amino asitler ve azotlu bazlar gibi
azot veya kiikiirt iceren molekiillerle de reaksiyona girebilir. Karbonhidratlarin singlet
oksijene karsi daha az reaktif olduklarina inanilmaktadir. Ancak karbonhidratlarin
sadece singlet oksijen varliginda oksidasyonu ile ilgili literatiir hala ¢cok azdir. Singlet
oksijen, yiiksek rektivite nedeniyle ¢ok hizli reaksiyona girmektedir. Bu 6zelligi ile
FDT’de neden oldugu oksidatif hasar, hiicre zarindan daha kiigiik cagli bolgelere
lokalizedir. Bu sebeple fotodinamik hasar, ¢cogu PS’nin hidrofobik karakter
sergilemesi nedeniyle hiicrenin hidrofobik bolgelerine yakin veya igindeki hedeflerle

sinirhdir [72-74].

2.2.4. FDT de dozimetri

FDT’de optimal 151k ve FS dozlarmi ayarlamak i¢in dozimetri kritik bir aragtir.
Dozimetrinin genel amaci, kombin tedavi dozuyla yakindan iligkili olan, entegre bir
parametre saglayabilen tiim ilgili parametreleri 6lgmektir [75]. FDT de 151k iletimini
ve dozimetriyi 6l¢mek icin lineer difiizor ve izotropik difiizor olarak adlandirilan iki
fiber optik cihaz kullanilmaktadir. Cogunlukla daginik 15181 6lgmek i¢in kullanilan
izotropik difiizorler her yonden gelen 1s18a esit sekilde duyarlidir. Lineer difiizorler
daha yaygin olarak kullanilmaktadir. FDT de dozimetri, FS ve oksijen arasindaki
etkilesimlere dayandigi i¢in karmasiktir [63]. Genel olarak FDT’de etkinlik; FS
konsantrasyonu, 1s18a maruz kalma siiresi, uygulama yontemi, fraksiyonasyon ve
dozimetri tipi gibi parametrelere baglidir. FS konsantrasyonu farmakokinetik
nedeniyle bolgeden bdlgeye ve hastadan hastaya degisebilmektedir ve 1s181n hedefe

niifuzu doku optik 6zelliklerine bagliyken doku oksijenasyonu dikkate alinmamaktadir
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[64,65]. FDT uygulamasinda parametrelerin miktart degisebilir. Isik akiginin
6l¢iilmesi 6nemli bir adimdir ve bu adimin optimizasyonu hedef dokunun hacmindeki
151k akis oraninin dogru hesaplanmasina baglidir [66]. Bu nedenle FDT nin sonuglarini
tahmin edebilmek i¢in dozimetri 6nem arz etmektedir. FDT’de hedefe etki eden doz
miktar1 kritik Gneme sahiptir ve doku hasarina neden oldugu varsayilan tekli oksijenin
kiimiilatif dozuna bagli olarak direkt dozimetri, dahili dozimetri ve net dozimetri

olmak tizere ii¢ farkli dozimetri stratejisi gelistirilmistir [75].

Direkt dozimetri ile FDT deki sitotoksik ajan olarak ROS 6lgiilmektedir. Bu yontem
kendi fosforesans emisyonu veya singlet oksijene duyarli kromoforlar ile singlet
oksijenin saptanmasini temel almaktadir. Bunun nedeni singlet oksijenin yakin
kizil6tesi liiminans emisyonunun zayif ve kisa Omiirlii olmasidir. Singlet oksijen
tretimi ile biyomolekiiller oksitlenir veya 1270 nm’de 1smimsal olarak
bozunmaktadir. Boylece fosforesans yayilmasina ragmen, diisiik kuantumu nedeniyle
luminesans dl¢timii zordur. Bu amagla singlet oksijen liiminesans dozimetrisi (SOLD)
ile aralikl1 6l¢iim sonucu doku oksijenasyonu ve birikmis FDT dozu belirlenmektedir.
Bu yonteme ek olarak spektrofotometre ile de singlet oksijen miktar1 tespit
edilebilmektedir. Spektroskopi ile singlet oksijen tespitinin temelinde 355 nm’deki
absorbansta meydana gelen azalmanin singlet oksijen ile iliskili olmasi bulunmaktadir.
Bu yontemde yiiksek duyarlilik gerektigi i¢in kullanimi sinirhidir. Singlet oksijen
miktarini belirlemek icin kullanilan diger bir yontem floresan problaridir. Bu problar
singlet oksijen veya ROS tespiti i¢in yiiksek hassasiyet ve 6zgiilliik sergiledikleri igin
spektrofotometriye gore avantajlidir [64,65,76].

Dabhili (implicit) dozimetride FDT parametrelerini ayr1 ayr1 dlgmeye gerek olmaksizin
tek bir parametreden yararlanilmaktadir. Bu yontemde singlet oksijen iiretiminin
tahmini olarak FS’nin floresan 1sikla agartilmasi kullanilmaktadir. FDT’de
fotoagartma temel durumdaki FS’nin geri doniistimsiiz fotoagartmaya maruz kalmasi
ve bunun sonucunda floresan yogunlugunda Olgiilebilir bir azalma meydana
gelmektedir. Bu azalma 1s1k, FS ve oksijenin etkilesimlerine baglidir ve bunlarin bir
sonucudur. Bu nedenle fotoagartma ile FDT de etkili doz 6l¢limii saglanmaktadir. Doz
oran1 ve fraksiyonu, FS mikro lokalizasyonuna kars1 tiimor parankimi, hiicresel
organel lokalizasyon etkileri veya lokal FDT hasarina kars1 tim viicut bagisiklik

tepkisi gibi dogrusal olmayan yollarla katki saglamaktadir. Bu yontemle yasam
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siiresinin dogrudan Ol¢iimii ile FDT sonucu biriken iirlin dozunun tahmini

saglanabilmektedir [63-65,76].

Net (explicit) dozimetride FDT’nin {i¢ bileseninin her biri ayr1 ayr 6l¢iiliir ve ROS
miktarinin tahmini i¢in dinamik bir modele dahil edilmektedir. Bu yontemdeki ana
hedeflerden biri invaziv prosediirler olmadan 6l¢iilebilir parametreleri belirlemektir.
Net dozimetrinin gergeklestirilebilmesi i¢in FS konsantrasyonu, temel durumdaki
oksijen ve iletilen 1s1k miktar1 bilinmelidir. Bu yontemdeki ilk kritik adim dokudaki
151k dagilimini belirlemektir. Isik akis hizi izotropik bir dedektoér kullanimi ile
dogrudan ol¢iilebilir. FDT de toplam 151k akis oranini belirlemek i¢in doku optik
Ozelliklerini goz Oniine almak gerekmektedir. Bu yodntemde ikinci adim FS
konsantrasyonunun ve dokudaki dagiliminin 6l¢iilmesidir. FS birikimi dokudan
dokuya ve hastadan hastaya degisim gostermektedir. Bu nedenle FS
konsantrasyonunun ger¢ek zamanli izlenmesi en iyi terapotik FDT dozunun ayari igin
kritiktir. Cogu FS floresan oldugu i¢in yaydiklar1 floresan 6l¢iilerek konsantrasyonlari
belirlenebilmektedir. Floresan olmayan FS’lerin konsantrasyonlarini belirlemek igin
absorbans spektroskopisi kullanilabilmektedir. Bu yontemdeki son adim doku oksijen
seviyesinin Ol¢iimiidiir. Doku oksijen konsantrasyonu fotokimyasal oksijen tiiketimi
ve FDT sonucu vaskiiler yanita bagli olarak zamana ve konuma gore degisiklik
gosterebilmektedir. Bu nedenle FDT’de yeterli oksijen saglanabilmesi i¢in doku

oksijenasyonu ger¢ek zamanli olarak izlenmelidir [63-65,76].

2.2.5. Kanserde FDT’nin etki mekanizmasi

Kanser tedavisinde kullanilan klinik olarak onaylanmis ilaglarin sayisi son derece
azdir. Bu nedenle yeni nesil FS maddelere ihtiya¢ duyulmaktadir. FDT’de kullanilan
FS’ler ¢esitli hiicresel mekanizmalarla (reseptor aracili fagositoz/endositoz, diisiik
yogunluklu lipoprotein  reseptérii  baglanmasi, lipid baglanmasi, tirozin
kinaz/epidermal biiyiime faktorii reseptorii yoluyla alim, diflizyon, biyolojik dagilim
vb.) anti-kanser etki saglamaktadir [37,39]. Bu kapsamda, FDT’nin anti-kanser
etkisinde 3 temel mekanizma bulunmaktadir (Sekil 2.6) [77].
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Absorpsiyon

Floresans

Sekil 2.6. Kanserde FDT ve oliime neden oldugu mekanizmalar [77].
Bu mekanizmalar;

a. FDT sonucu iiretilmis ROS’un kanser hiicrelerini dogrudan etkisi: Bu etkide
membranlar ve organeller gibi belirli hedeflerde geri doniisiimii olmayan bir
hasar meydana gelmektedir. FDT’de kanser hiicrelerinde yikim programlanmis
(apoptotik) veya programlanmamis (nekrotik) oOliim ile gerceklesebilir.
FDT’de yiiksek 151k dozu uygulanmasi sonucu kanser hiicrelerinde hizli bir
sekilde ablasyon goriilmektedir. Seliiler ve subseliiler membran yikimi1 hizli bir
sekilde gerceklesirken hiicre fonksiyonuyla uyumlu olmayan kalsiyum ve
metabolik yan tirlinler salinarak onarim fonksiyonu baskilanmaktadir. Bu olaya
bagli olarak mitokondriden sitokinlerin ve toksik kimyasallarin salinmasi gibi
cevre hiicrelerde oliimciil etki veya bolgesel ve sistematik bir reaksiyon
olusabilmektedir. Ancak bu mekanizma ile FS’nin kanser hiicreleri iginde
homojen dagilmamasi etkinligini sinirlayabilir. Bunun yami sira dogrudan
hedef hiicrelerin 6liimiinii kisitlayan bir diger parametre hedef hiicrelerdeki
oksijen mevcudiyetidir. Ciinkii FDT sirasinda oksijenin fotokimyasal
tiketiminden ve mikrovaskiilatiir {izerindeki ani etkisinden dolay1 oksijen
yoksunlugu meydana gelebilmektedir. Ek olarak, bu mekanizmada olusan
hasarin kapsami ve hiicre 6liim mekanizmasi FS tipine, FS konsantrasyonuna,
FS subseliiler lokalizasyonuna, uygulanan enerjiye ve kanser hiicrelerinin
direncine baglh olarak degismektedir [6,37,76].

b. Anjiyogenez iizerine etkisi: Timor hiicrelerindeki canlilik damarlar tarafindan
saglanan besin miktara bagli oldugundan kan damarlarinin olusumu kanser
hiicrelerinin veya konak hiicrelerin tirettigi bliylime faktorlerine baglidir. Bu
ylizden kanser hiicrelerini besleyen damarlarin hedeflenmesi umut vaat eden

bir tedavi yontemidir. FDT kanser hiicrelerine oksijen ve temel besinlerin
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iletilmesine engel olarak vaskiiler hasara yol agmaktadir. Daha 6nce yapilmis
calismalarda hematoporfirin tiirevlerinin ve porfirinin vaskiiler daralmaya,
trombus olusumuna ve tiimor biiyliimesinde inhibisyona neden oldugu
belirlenmistir. Bu etkilerin FDT’nin neden oldugu ROS olusumuna ve
hipoksiye bagli oldugu diisiiniilmektedir [6,76].

c. Kanser hiicrelerine karsi bagisiklik sisteminin aktivasyonu: FDT inflamatuar
ve immiin yanit1 indiikleyerek bagisiklik sisteminin aktivasyonuna neden
olmaktadir. 21. yiizyilin baslarinda yapilmis olan ¢alismalarda FDT ile hedef
dokularda lenfosit, 16kosit ve makrofaj infiltrasyonu oldugu ortaya
konulmustur. Saglikli ve kanserli dokular arasindaki inflamatuar yanit
diizeyinde farkliliklar FDT nin neden oldugu doku hasar1 segiciligine katkida
bulunabilmektedir. Inflamatuar olusum siirecine vazoaktif maddeler,
kompleman ve pihtilasma kaskadlarinin bilesenleri, akut faz proteinleri,
proteinazlar, peroksidazlar, ROS, 16kosit kemoatraktanlari, sitokinler, biiytime
faktorleri ve diger immiin diizenleyiciler gibi g¢esitli faktorler aracilik

etmektedir [6,76].

Bu mekanizmalarin kanser hiicrelerinde etkisinin temeli FS tipi ve dozu, FS
uygulamast ve 1sima siiresi, toplam 151tk dozu, kanser hiicrelerinin oksijen
konsantrasyonu gibi bilesenlere baglidir. FS’leri uyarmak icin uygulanan 151k dalga
boyu, maksimum 10 mm kadar derinlige etki ederek kanser dokusunda fotokimyasal
olaylar1 indiikklemektedir. Bu nedenle FDT’nin endikasyonu kii¢iik ve yiizeysel
timorlerle siirli olmasina ragmen, penetrasyon saglikli dokuyu fototoksisiteden
korumaktadir. Gliniimiizde FDT, daha biiyiik palyatif tedaviler i¢in cerrahi iglemler ve
kemoterapi ile beraber kullanilabilmektedir ve FDT, FDA tarafindan onaylanan ilk

ilag-cihaz kombinasyonu olmasina ragmen klinikte kullanimi1 sinirlidir [35, 39].

2.3. FDT ve Kemoterapi Kombin Tedavisi

FDT, kanser dahil olmak {izere bir¢ok alanda umut vaat eden terapétik bir alandir.
Kanser tedavisinde diger geleneksel yontemlerle kiyaslandiginda FDT bir dizi avantaj

sunmaktadir [59,77]. Fotodinamik tedavinin avantajlar1 su sekilde siralanmaktadir;
— Diisiik yan etkiler

— Non-invaziv 6zellikte olma
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— Kisa tedavi siiresi

— Ayakta tedavi yontemi

— Secici hedefleme

— Aym yerde birden fazla uygulama imkani
— Dabha diisiik maliyetli olmas1

— Diisitik sistemik toksisite

— Hasta tarafindan iyi tolere edilebilme.

FDT, bircok hastalik i¢in umut verici ve faydali bir tedavi stratejisi olmasina ragmen,

asilmasi gereken sinirlamalara da sahiptir [59,77]. Bu sinirlamalar;

— Tedavi sonras1 fotoduyarlilik

Doku oksijenasyonu yetersizligi

Mevcut teknoloji ile metastatik kanserleri tedavi etme zorlugu

FS’lerin suda zayif ¢oziiniirliigli ve sinirli penetrasyon derinligi.

Bu sinirlamalarin tistesinden gelmenin bir yolu diger tedavi yontemleriyle kombin
tedavi seklinde uygulanmasidir. Kanserin tedavisinde farkli etki mekanizmalarina
sahip kombin tedavilerinin kullanilmasi, tek bir tedaviye gore potansiyel avantajlar
sunabilir. Bu amagla, normal hiicrelerde daha az yan etkiye neden olarak tek bir
tedaviye kiyasla kanser hiicrelerinde daha etkin bir tedavi se¢enegi saglanmasinda
kombin tedavi stratejileri 6nem kazanmaktadir. Kanser tedavisinde kemoterapinin
dezavantajlarini azaltmak ve FDT’nin sinirlamalarinin iistesinden gelmek igin bu iki

tedavi yontemi kombin halinde uygulanabilmektedir [59,77].

Tablo 2.4.’te farkli kanser tiplerinin tedavisine yonelik kemoterapi ile FDT kombin

caligmalar1 6zetlenmistir.
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Tablo 2.4. Farkli kanser tiplerinde farkli FS temelli FDT ve kemoterapinin kombin
etkisinin arastirilmasina yonelik ¢calismalar.

Hiicre/Hasta  Kemoterapi Isik
Tipi Ajani PS Parametreleri Kaynakea
Hepatoseliiler Laktobionik
karsinoma Doksorubisin | asit modifiyeli 633/2m2|a§ﬂ|’<1 78
(Hep-G2) fikosiyanin '
Oral skuaméz | Dosetaksel, 635 nm LED,
hiicreli Sisplatin, 5-ALA 100 J/cm?, 100 79
karsinoma Fluorourasil mW/cm?
Naf(c;t]asr:rnks 670 nm lazer,
) . Sisplatin Feoforbit 0.3W,0.75 ], 2 80
hiicreleri dk
(CNE1, HNE1)
blélssrr: Egzs\gi 670 nm lazer,
yu : Karboplatin Radaklorin 0.9 J/cm?, 0.5 81
hiicreleri W. 15 dk
(AMC-HN3) ’
Hepatoseliiler S A, A0
patosciu . .| Hemayoporfirin | mW/cm?, 100
karsinoma Doksorubisin o ) ? 82
(Hep-G2) dihidroklortir ve 200 J/cm?,
250 ve 500 sn
Rahim agz1 630 nm LED,
karsinom ve Sodyum 1.39 veya 2.76
keratinosit Sisplatin porfimeri JI cm? ve 660 83
hiicreleri P (Photogem) ve nm LED ile
(SiHa, C33A, MB 1.29, 2.56, 5.11
HaCat) veya 12.9 J/cm?
'I\{Aiiljgloerrri] 561 nm lazer,
; inerici 2
(UCT Mel-1, Dakarbazin Hiperisin 5 J/cn;o,%j(l)( mw, 84
A375)
Fare meme Alliminyum 630 nm lazer,
kanseri Doksorubisin kloriir 50 J/cm?, 60 85
hiicreleri (4T1) ftalosiyanin mwW
Ins;;n;r;;ne 670 nm lazer,
) : Doksorubisin Klorin e6 0.25 W/cm?, 5 86
hiicreleri dk
(MCF-7)
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Tablo 2.4. (Devami) Farkli kanser tiplerinde farkli FS temelli FDT ve kemoterapinin
kombin etkisinin arastirilmasina yonelik ¢aligsmalar.

Hiicre/Hasta Kemoterapi Isik
Tipi Ajani PS Parametreleri Kaynakea
Insan meme
kanseri . 633 nm lazer,
hiicreleri Doksorubisin 5-ALA 0.25 W, 4 dk 87
(MCEF-7)
630 nm LED,
Melanom 448 £2.7
hiicreleri (Mel- | Fluorourasil 5-ALA mW/cm?, 13 ve
Rm) 26 J/cm?, 5 ve
10 dk
Melanom 675 nm lazer, 5
: 2
hiicreleri (SK- | Doksorubisin ftalcc:) linﬂ;;nin j /gﬁg‘ 1\2Ievi050
MEL-3) -
660 nm lazer,

Primer akciger

5-ALA 100 mW, 30 ve

kanserine sahip Gefitinib
fareler 60 sn
nsan meme 630 nm lazer,
. . Daunorubisin | Temoporfirin | 0.2 W/cm?, 25
hiicreleri dk
(MCF-7)
Meme kanseri Banoxantrone 635 nm,
hiicreleri (AQ4N) Klorin e6 50 mW/cm?, 5 92
(MCF-7, 4T1) dk
Clanser Sisplatin | ndosiyanin 88562n\1/v|a§§r’ 03
hiicreleri P yesili (ICG) a2
(MCF-7)
e 510-590 nm
akciger kanseri Sisplatin Sod_y um g2 Iamzb % 94
.. . porfimeri 6 mW/cm<,
hiicreleri (NCI- 0.18-0 54 J/crm?
H1299) ' '
Cilt karsinom 395 nm LED, 4
hiicreleri Metotreksat 5-ALA mJ/cm?, 0.1 95
(SCC13, A431) mwW/cm?
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Tablo 2.4. (Devami) Farkli kanser tiplerinde farkli FS temelli FDT ve kemoterapinin
kombin etkisinin aragtirilmasina yonelik ¢aligsmalar.

Hiicre/Hasta Kemoterapi Isik
.- : . Referans
Tipi Ajani Parametreleri
Fare sarkom S0 i) LIZID)
2
kanser hiicreleri | Siklofosfamid |  Verteporfin 0 ”‘/W’Sm ’ 96
(J774) 150 J/cm=,15
dk
Rt i 690 nm lazer,
2 -
kanseri hiicreleri | Karboplatin Verteporfin 4% TV\lll(c)mZ 5|Ie 97
(NIH:OVCARS) veya 5.0 Jjem?
Adenokarsinom Sodvum 671 nm lazer,
hiicreleri (KB | Paklitaksel Orﬁ{n o 10 J/em?, 20 98
hiicresi) P mW/cm?, 500 s
Glioblastom ve
akciger kanseri 671 nm lazer,
hiicreleri Doksorubisin HPPH 100 mW/cm?, 5 99
(UB7TMG, A549, dk
293T)
kan:eiri“}(llltie:rseleri Nab 690 nm lazer,
- ) >
(ASPC-1, MIA paklitaksel Verteporfin 100 mW/cgn , 100
50 J/cm
PaCa-2)
Fare meme Aliiminyum 630 nm, 60
kanseri hiicreleri | Dosetaksel klorur mW, 100, 500 101
(4T1) ftalosiyanin | ve 1000 mJ/cm?
Iﬁl:,igmi.()lgl ayan 630 nm lazer
UCTETL aXCIBET | Gefitinib 5-ALA ile2,4,6ve8 102
kanseri hucreleri Jem?
(H1299, A549)
Insan meme 605 nm lazer,
kanseri hiicreleri | Gemsitabin Porfirin 18.75 J/cm?, 10 103
(MCF-7) dk
Fare melanom 655 nm lazer,
hiicreleri (B16— | Doksorubisin Klorin e6 1.0 W/cm?, 10 104
F10) dk
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Tablo 2.4. (Devami) Farkli kanser tiplerinde farkli FS temelli FDT ve kemoterapinin
kombin etkisinin arastirilmasina yonelik ¢aligsmalar.

Kemoterapi Isik
Ajani PS Parametreleri Kaynakea

Hiicre/Hasta
Tipi

Meme kanseri

R Chille (oY (LED)
- - 2
(MCF-7, MDA- Doksorubisin ftalosiyanin 0.5 W(/jim , 34 105
MB-231)
Insan karsinom
hiicre hatlari Sisplatin, 640-660 nm
(A427, BHY, karboplatin, Temoporfin | LED,1.8 J/cm?, 106
KYSE70, RT4, | oksiplatin 3.0 mW/cm?
SISO)
Yf;‘g;?ihk 660 nm lazer,
) . Sisplatin Klorin e6 100 mW/cm?, 107
hiicreleri 10 dk
(SKOV3)
S 660 nm LED,
" : Doksorubisin |  Temoporfin 10 W/m?, 12 108
hiicreleri (MH- KI/m2. 20 dk
22A) :
Pankreas
kanseri
hiicreleri
(AsPC1, I . 690 nm lazer,
BxPC3. Gemsitabin Verteporfin 100 mW/cm? 109
Capanl,
Capan2 ve
PANC1)
Pankreas
hiirr]?:;i 665 nm lazer,
- b
(PANC-1, MIA Gemsitabin HPPH 035/2/:1/2(:”21 dEO 110
PaCa-2, and ’
BXPC-3)
Fare skuamoz
hiicreli
. . . . 671 nm lazer,
qusmom Tirapazamin Feoforbit 0.637 W/cm? 111
hiicreleri
(SSC7)
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Tablo 2.4. (Devami) Farkli kanser tiplerinde farkli FS temelli FDT ve kemoterapinin
kombin etkisinin aragtirilmasina yonelik ¢aligsmalar.

Hiicre/Hasta Kemoterapi Isik
Tipi Ajani PS Parametreleri Kaynakea
Pankreas
hﬁiﬁiﬂ;i 665 nm lazer,
: H 2
(PANC-1, MIA Gemsitabin HPPH OJS/QIr\rl]lzcrg dlfo 110
PaCa-2, and ’
BXPC-3)
Fare skuamoz
Huor 671 nm lazer
kzirsmom Tirapazamin Feoforbit 0.637 Wicm? 111
hiicreleri
(SSC7)
Fare melanom 690 nm lazer,
h . Doksorubisin Klorin e6 0.5 W/cm?, 30 112
hiicreleri (B16) s
630 nm lazer,
Adenokarsinom 2.5 mW/cm? ile
N ) . Sodyum 100, 200, 300,
hiicreleri Karboplatin A 113
(HeLa) porfimeri 400, 500, 600,
700, 800, 900
ve 1,000 sn
Pankreas 20 W/30
kanseri o e floresan lamba,
hitcreleri Gemsitabin Hiperisin 3.15 mW/cm?, 114
(Capan2) ls
Adenokarsinom 671 nm lazer,
hiicreleri (KB Paklitaksel Porfirin 10 J/cm?, 20 115
hiicresi) mwW/cm?, 500 s
Hepatoseliiler Toluidin 540 nm lazer,
karsinoma Paklitaksel mavisi 100 mW/cm?, 3 116
(Hep-G2) dk
Adenokarsinom .
hiicreleri Paklitaksel velel ) B igle, 100 gqc
mavisi mW/cm?, 20 dk
(HeLa)
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Tablo 2.4. (Devami) Farkli kanser tiplerinde farkli FS temelli FDT ve kemoterapinin
kombin etkisinin arastirilmasina yonelik ¢aligsmalar.

Hiicre/Hasta Kemoterapi Isik
Tipi Ajani PS Parametreleri Kaynakea

Yumurtalik
kanseri . Silikon SSll) A P2
. . Paklitaksel AU 5.6 mW/cm?,10 118
hiicreleri ftalosiyanin 3J/em? 30 dk
(SKOV3) '
Ins;;nfsréfime 660 nm lazer,
- - - 2
hiicreleri (MCF- Doksorubisin Klorin €6 100 mW/cm#, 119
10 dk
7)
Insan karsinom 650 nm lazer,
hiicreleri (HeLa, | Doksorubisin Porfirin 0.2 W/cm?, 30 120
PC3) dk
Insl?;ngleﬁne Doksorubisin, 5 ALA fg’ ?nr\]/r\;}éfﬁze r,5 121
hiicreleri (MCF- apatinib '
dk
7)
Insalr(laﬁzgﬁreas Sodyum 630 nm lazer,
) . Gefitinib e 120 J/lem?, 20 122
hiicreleri porfimeri dk
(SW1990)
Adenokarsinom T 808 nm lazer,
hiicreleri Fluorourasil ° 3{h 1.5 W/em?, 10 123
(HeLa) yes dk

Tablo 2.4’te Ozetlenen caligmalar incelendiginde farkli kanser tiplerinde farkl
kemoterapi ajanlar1 ile farkli FS’lerin kombin etkisi arastirildigi ve tek basina

uygulamaya gore daha etkin oldugu belirlenmistir.

Bu kapsamda mevcut tez ¢alismasinda tedavi secenekleri sinirli olan ve agresif bir
kanser tlirii olan TNMK’de, ilk kez kemoterapétik ajan olarak sisplatin ve 5-
ALA/FDT’nin kombin etkisi aragtirilmasi1 amaglanmistir. Bu baglamda sisplatin ve 5-
ALA’nin birlikte kombin etkisinin incelenmesi mevcut tez ¢alismanin 6zgiinliglini

olusturmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Kullanilan cihazlar

-80 °C derin dondurucu dolap (Haier, Cin)

Buzdolabi (Regal, Tiirkiye)

Countless hiicre sayim cihazi (Invitrogen, ABD)

Distile su cihazi (Niive, Tiirkiye)

Diyot lazer (Sakarya Uygulamali Bilimler Universitesi, Tiirkiye)
ELISA okuyucu cihazi (Allsheng, Cin)

EVOS FL cell imaging system (Thermo Fisher Scientific, ABD)
Fiber optik kablo (Sakarya Uygulamali Bilimler Universitesi, Tiirkiye)
Inkiibator (Thermo Fisher Scientific, ABD)

Inverted mikroskop (Best Scope, Cin)

Muse cell analyzer cihazi (Millipore, Almanya)

Orbital ¢alkalayici (Allsheng, Cin)

Otoklav (Niive, Tiirkiye)

Santrifiij (Niive, Tiirkiye)

Sinif II biyogiivenlik kabini (Thermo Fisher Scientific, ABD)

3.1.2. Kullamlan kimyasal sarf malzemeleri

5-ALA (Sigma Aldrich, ABD)

Akridin orange (Sigma Aldrich, ABD)

DAPI (4, 6-diamidino-2-phenylindole) boyasi (Sigma Aldrich, ABD)
DMEM (Dulbecco’'s Modified Eagle's Medium) (Gibco, Thermo Fisher
Scientific, ABD)



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

— DMSO (Dimetil siilfoksit) (Millipore, Almanya)

— EGEF (Epidermal biiylime faktorii) (Sigma Aldrich, ABD)

— FBS (Fetal sigir serumu) (Gibco, Thermo Fisher Scientific, ABD)

— Hidrokortizon (Sigma Aldrich, ABD)

— Insiilin (Sigma Aldrich, ABD)

— L-glutamin (Sigma Aldrich, ABD)

— MitoTracker (Thermo Fisher Scientific, ABD)

— Muse Anneksin V reaktifi (Millipore, Almanya)

— Paraformaldehit (Sigma Aldrich, ABD)

— PBS (Fosfat tamponlu salin) (Gibco, Thermo Fisher Scientific, ABD)

— Penisilin/streptomisin (Biological Industries, ABD)

— Sisplatin (Biovision, ABD)

— Streptomisin (Biological Industries, ABD)

— Tripsin-EDTA (Thermo Fisher Scientific, ABD)

—  WST-1 reaktifi (Suda ¢oziinen formazan 1) (Biovision, ABD)

3.2. Yontemler

Bu ¢alismada gerceklestirilen yontemler bagliklar halinde asagida sunulmustur.

3.2.1. Hiicre kiiltiirii

Sisplatin ve FDT nin kombin etkisinin belirlenmesi i¢in triple negatif meme kanseri
hiicre hattt MDA-MB-231 hiicreleri (ATCC, ABD, HTB-26) ve saglikli meme epitel
hiicre hattt MCF-10A hiicreleri (ATCC, ABD, CRL-10317) kullanildi. MDA-MB-231
hiicreleri i¢in 2 mM L-glutamin, % 10 Fetal sigir serumu (FBS), % 1 penisilin ve
streptomisin igeren DMEM; MCF-10A hiicreleri i¢in 1 mg/mL hidrokortizon, 100
mg/mL EGF, 10 mg/mL insiilin, % 10 FBS, % 1 penisilin ile streptomisin igeren
DMEM F-12 (Gibco) besiyeri kullanildi.

MDA-MB-231 TNMK ve MCF-10A meme epitel hiicreleri -80 °C derin
dondurucudan aliarak 37 °C su banyosunda ¢ozdiiriildii. Coziilen hiicreler 1200 rpm

5 dakika santirfiij edildikten sonra besiyeri igeren 75 cm?’lik flasklara ekildi ve 37
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°C’de, % 5 CO2’de inkiibe edildi. Hiicreler konfluens durumuna gelene kadar her giin

inverted mikroskop ile gézlemlendi ve besiyerleri degistirildi.

Hiicreler konfluens durumuna ulastiklarinda flasktan besiyerleri uzaklastirildi ve
hiicreler PBS ile yikandi. Adhere hiicrelerin yiizeyden kaldirilmasi i¢in her bir flaska
Tripsin-EDTA eklendi ve 37 °C’de 5 dk inkiibe edildi. Inverted mikroskop ile kontrol
edilen adhere hiicreler yiizeyden kalktiktan sonra  besiyeri eklenerek pipetor
yardimiyla hiicreler toplandi ve 15 mL falkonlara aktarildi. Hiicreler 1500 rpm’de 5
dakika santrifiijlendikten sonra, siipernatant uzaklastirildi ve pellete yeni besiyeri
eklenerek pipetaj islemi uygulandi. Bu soliisyondan 10 puL alinarak, 10 pL tripan
mavisi ile birlikte ependorfa eklendi ve Countless hiicre sayim cihazi ile hiicre sayisi
belirlendi. Kalan hiicrelerin stoklanmasi i¢in 900 pL stispanse hiicreyel100 uL DMSO
eklenerek kroyotiiplerde -80 °C’de muhafaza edildi.

3.2.2. Ila¢ uygulamalan

3.2.2.1. Sisplatin uygulamasi

Sisplatin (Biovision, ABD) uygulamasi i¢in hiicreler plakalara ekildikten sonra 24 saat
boyunca 37 °C, % 5 CO2 iceren inkiibatorde inkiibe edildi. 100 mg sisplatin stogu 1
mL DMSO’da c¢ozdiiriilerek ana stok hazirlandi. 24 saat inkiibe edildikten sonra
hiicrelerin besiyeri degistirildi ve ana stok besiyeri ile diliie edilerek 1, 2.5 ve 5 uM

konsantrasyonlardaki sisplatin eklendi. Hiicreler 24 saat inkiibasyona birakildi.

3.2.2.2. 5-ALA/FDT uygulamasi

FDT uygulamasi i¢in FS ajani olarak 5-ALA (Sigma Aldrich, ABD) kullanild1. 5-ALA
distile suda coziilerek ana stok hazirlandi. Hiicre plakalarina ekilen hiicreler 24 saat
boyunca 37 °C, % 5 CO’de inkiibe edildikten sonra besiyeri FBS igermeyen besiyeri
ile degistirildi ve her kuyucuga 1 mM 5-ALA eklenerek inkiibasyona birakild: [123].
4 saatlik inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin besiyeri uzaklagtirilarak FBS igeren

besiyeri ile degistirildi ve 1s1tma protokiiliine gegildi.

Bu calismada FDT uygulamasi i¢in 635 nm + 3 nm dalga boyuna sahip diyot lazer
(Sakarya Uygulamal1 Bilimler Universitesi) kullanildi. DC'den 20 MHz'e kadar gesitli
darbe frekanslarinda calisabilen bu lazer 151k kaynagi ile 1.5, 3, 6, 9 ve 12 J/cm? enerji
yogunluguna sahip stirekli dalga uygulayan lazer ile 1s1ma gerceklestirildi. Uygulama
stireleri sirasityla 50, 100, 200, 300 ve 400 saniye olarak belirlendi. Isitma sonrasi

hiicreler 24 saat inkiibasyona birakildi.
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3.2.2.3. Kombin tedavi uygulamasi

Sisplatin ve 5-ALA’nin kombin etkisinin belirlenmesi igin iki deney grubu
olusturuldu. Birinci grupta 5-ALA ve sisplatin birlikte uygulandiktan sonra 1sima
protokoliine gegildi. ikinci grupta ise, 5-ALA uygulanip hiicreler 1sitildiktan sonra
sisplatin uygulamasi gergeklestirildi. 5-ALA ve sisplatinin es zamanli uygulandigi
grupta kombin tedavi uygulamasi i¢in hiicreler plakalara ekilerek 37 °C, % 5 CO2’de
inkiibatore birakildi. 24 saat sonunda hiicrelerin besiyeri FBS’siz besiyeri ile
degistirildi ve 1 mM 5-ALA ile birlikte 2.5 ve 5 uM sisplatin eklenerek hiicreler 4 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi hiicrelerin besiyeri FBS igeren besiyeri ile
degistirildi. Hiicreler 1.5, 3, 6, 9 ve 12 J/cm? enetji yogunluguna sahip 151k ile sirasiyla
50, 100, 200, 300 ve 400 saniye 1s1t1ld1. Isitma sonrasi hiicrelere yeniden 2.5 ve 5 uM

sisplatin uyguland1 ve hiicreler 24 saat inkiibasyona birakildi.

5-ALA ve sisplatinin sirali uygulandigi grupta ise 24 saat inkiibe edilmis hiicrelerin
besiyeri FBS’siz besiyeri degistirilerek 1 mM 5-ALA uygulandi. 4 saat inkiibasyon
sonrasinda besiyeri ortam1 FBS iceren besiyeri ile degistirildi ve hiicreler 1.5, 3, 6, 9
ve 12 J/cm? enerji yogunlugundaki 1s13a 50, 100, 200, 300 ve 400 saniye maruz
birakildi. Isitma sonrast hiicrelere 2.5 ve 5 uM sisplatin eklenerek hiicreler 37 °C, % 5

CO: igeren inkiibatore 24 saat inkiibasyona birakildi.

3.2.3. WST-1 analizi ile hiicre canlihiginin belirlenmesi

Sisplatin ve FDT’nin hiicreler {izerindeki sitotoksik etkisini belirlenmesi icin WST-
boyast kullanildi. WST-1 testi, (2- (4-iyodofenil) -3- (4-nitrofenil) -5- (2,4-
disiilfofenil) -2 H tetrazolyum monosodyum tuzu) hiicrelerin proliferasyon ve canlilik
miktarii 6lgmek i¢in kullanilan kolorimetrik bir analiz yontemidir (Sekil 3.1). Bu
testte tetrazolyum tuzlari, bir elektron alicisinin varliginda mitokondriyal dehidrojenaz
enzimleri tarafindan formazana doniistiiriiliir. Reaksiyon, inkiibasyon siiresi boyunca
hiicre kiiltiiriindeki mitokondriyal dehidrojenaz miktar1 ile dogru orantili bir renk
degisikligi iretmektedir. Bu nedenle, WST-1 boyasi hiicrelerin metabolik aktivitesini

Olgmektedir [124-126].
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SO:Na SO:Na

WST-1 Formazan

Sekil 3.1. WST-1 boyasinin formazana doniistimii [126].

Sisplatinin hiicreler iizerindeki sitotoksik etkisini incelemek i¢in 96 kuyucuklu plakaya
2x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde hiicre ekildi ve 24 saat boyunca inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi hiicrelere belirlenen dozlarda sisplatin uygulandi ve 24 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra hiicrelere 10 puL WST-1 reaktifi
(Biovision, ABD) eklenerek 45 dakika karanlikta inkiibe edildi. Ardindan, hiicreler
ELISA okuyucu cihazi (Allsheng, Cin) ile 450 nm absorbans ile Ol¢iim alinarak

hiicrelerdeki canlilik miktar1 tayin edildi.

5-ALA’nin  MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerindeki sitotoksik etkisinin
belirlenmesi igin 96 kuyucuklu plakaya 2x10* hiicre/kuyucuk ekildi ve bir gece 37 °C,
% 5 COz iceren inkiibatore birakildi. Hiicrelere 5-ALA uygulamadan 6nce besi yerleri
FBS’siz besiyeri ile degistirildi ve 1 mM 5-ALA uygulandi. 4 saat 5-ALA ile inkiibe
edilen hiicrelerin besiyeri FBS igeren besiyeri ile degistirildikten sonra 635 nm dalga
boyundaki 1s1k 1.5, 3, 6,9 ve 12 J/em? enerji yogunluklari ile 50, 100, 200, 300 ve 400
saniye 1s1tma protokolii gerceklestirildi. Isitma sonrasinda hiicreler 24 saat inkiibe
edildi ve hiicrelere 10 pL WST-1 eklendi ve 45 dakika karanlikta inkiibasyondan sonra
450 nm’de ELISA okuyucu cihazi ile 6l¢tim alindi.

Sisplatin ile 5-ALA’nin kombin etkisini belirlenmesi i¢in 96 kuyucuklu plakaya 2x10*
hiicre/kuyucuk ekim yapildi. Sisplatin ve 5-ALA’nin es zamanli uygulandig grup i¢in
24 saat inkiibe edilen hiicrelerin besiyeri FBS icermeyen besiyeri ile degistirilerek 1
mM 5-ALA ve 2.5, 5 ve 10 uM sisplatin uygulandi. 4 saat boyunca 37 °C ve % 5
CO2’de inkiibasyon tamamlaninca hiicrelerin besiyeri FBS iceren taze besiyeri ile
degistirildi. Hiicreler 1.5, 3, 6, 9 ve 12 J/cm? enerji yogunluklarindaki 635 nm dalga
boyuna sahip lazer 15181 ile 50, 100, 200, 300 ve 400 saniye 1s1tild1. Isitma sonrasi

hiicrelere yeniden sisplatin eklenerek 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi
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tamamlandiginda hiicrelere 10 pL. WST-1 reaktifi eklenerek 45 dakika karanlikta

inkiibe edildi ve 450 nm absorbansta 6l¢iim gerceklestirildi.

Sisplatin ve 5-ALA’nin sirali uygulandigi kombin grupta igin ise hiicrelere 1 mM 5-
ALA uyguland1 ve 4 saat inkiibasyon sonrasi besiyeri FBS iceren besiyeri ile tekrar
degistirildi. Hiicrelere sirastyla 50, 100, 200, 300 ve 400 saniye boyunca 635 nm dalga
boyunda 1.5, 3, 6, 9 ve 12 J/cm? enerji yogunluklarindaki 1s1k uygulandi. Isitma sonrasi
hiicrelere 2.5, 5 ve 10 uM dozlarindaki sisplatin eklenerek inkiibe edildi. 24 saatlik
inkiibasyon sonrasi hiicrelere 10 pL. WST-1 reaktifi eklenerek 45 dakika 37 °C, % 5
CO; ve karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi ELISA okuyucu cihaz
kullanilarak 450 nm’de absorbans 6l¢timii gerceklestirildi. Kombin tedavide kullanilan

plakalarin diizenegi Sekil 3.2°de gosterilmistir.
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2.5 pM sisplatin + 6 J/em?

Sekil 3.2. 1 mM 5-ALA ile 2.5 ve 5 uM sisplatinin kombin etkisinin belirlenmesi ig¢in
96 kuyucuklu plakalara ekilen hiicrelerin sematize edilmesi.

3.2.4. Anneksin V yontemi ile apoptozun belirlenmesi
Hiicrelerde meydana gelen apoptotik 6liimiin belirlenmesi i¢in anneksin V boyama
yontemi kullanildi. Anneksin V, hiicre zarmin sitoplazmik kisminda bulunan

fosfatidilserine sikica baglanan kalsiyum bagimli bir fosfolipid baglayict proteindir.
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Hiicre apoptoza ugradiginda fosfatidilserin hiicre zarinin disina ¢ikmaktadir ve
Anneksin V fosfotidilserine baglanmaktadir (Sekil 3.3). Daha sonra FTIC gibi floresan
maddeler kullanilarak Anneksin V isaretlenmektedir ve Olgiim alinmaktadir.
Hiicrelerin boyanmasina gore erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz miktari tayin

edilmektedir [127-129].
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Sekil 3.3. Anneksin V ¢alisma prensibi [129].

Anneksin V protokolii i¢in 12 kuyucuklu plakaya 1x10° hiicre/kuyucuk hiicre
ekildikten sonra 37 °C, % 5 CO2’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonrast WST-1
analizine gore etkin oldugu belirlenen sadece sisplatin (2.5 uM), sadece 5-ALA (1
mM, 6 ve 9 J/cm?) ve kombin grup (es zamanli 2.5 uM sisplatin ve 1 mM 5-ALA, 6
ve 9 Jcm?) uygulamalar1 ilag uygulama prosediirlerinde belirtildigi sekilde
gerceklestirildi. Sonrasinda hiicreler Tripsin-EDTA ile kaldirilarak 1500 rpm’de 5
dakika santrifiijlendi ve siipernatant atildi. Hiicre pelletlerine 1 mL PBS eklenip
hiicreler tekrar santrifiijlendi. Santriflij sonras1 PBS atilarak sonra 100 pL. Muse
Anneksin V (Millipore, Almanya) boyas1 eklendi. 30 dakika karanlikta inkiibe edilen
hiicrelerin apoptoz miktar1 Muse Cell Analyzer (Millipore, Almanya) cihaz1

kullanilarak tayin edildi.

3.2.5. Akridin orange (AO) boyamasi

Hiicrelerde meydana gelen apoptotik Olimiin goriintiilenmesi icin AO boyamasi
yapildi. AO niikleik asitlere baglanan florokromotik bir boya tiiriidiir. AO RNA ve tek
sarmalli DNA’y1 turuncuya boyarken cift sarmalli DNA’y1 yesil boyamaktadir
[130,131].

AO boyamasi igin 12 kuyucuklu plakaya her bir kuyu i¢in 5x10° hiicre ekildi. 24 saat
inkiibasyon sonras1t WST-1 analizine gore etkin oldugu belirlenen sadece sisplatin (2.5
uM), sadece 5-ALA (1 mM, 6 ve 9 J/cm?) ve kombin grup (es zamanli 2.5 uM sisplatin
ve 1 mM 5-ALA, 6 ve 9 J/cm?) uygulamalari ilag uygulama prosediirlerinde belirtildigi
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sekilde gerceklestirildi. Sonrasinda hiicreler % 4 paraformaldehit eklenerek fikse
edildi. Sonrasinda hiicreler 5 dakika arayla 3 kez PBS ile yikandi. Yikama isleminden
sonra 100 mg/mL AO (Sigma Aldrich) eklenerek 30 dakika karanlikta inkiibe edildi
ve ardindan PBS ile 3 kere yikandi. Daha sonra hiicreler EVOS FL Cell Imaging
System (Thermo Fisher Scientific, ABD) ile goriintiilendi.

3.2.6. Mitokondri boyamasi

MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinin  mitokondrilerin  morfolojik olarak
goriintiilenmesi i¢in MitoTracker kullanildi. 12 kuyucuklu plakaya her bir kuyu i¢in
5x10° hiicre ekildi. 24 saat inkiibasyon sonrast WST-1 analizine gore etkin oldugu
belirlenen sadece sisplatin (2.5 pM), sadece 5-ALA (1 mM, 6 ve 9 J/cm?) ve kombin
grup (es zamanl 2.5 pM sisplatin ve 1 mM 5-ALA, 6 ve 9 J/cm?) uygulamalari ilag
uygulama prosediirlerinde belirtildigi sekilde gerceklestirildi. Hiicreler 37 °C ve % 5
CO2’de 24 saat inkiibe edildikten sonra, hiicrelerden besiyeri uzaklastirildi ve
hiicrelere 100 nM MitoTracker (Thermo Fisher Scientific, ABD) soliisyonu eklendi,
45 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonras: hiicreler % 4 paraformaldehid ile fikse
edilerek PBS ile yikandi. Niikleuslar DAPI boyasi ile boyandiktan sonra, EVOS FL
Cell Imaging System kullanilarak goriintiilendi.

3.2.7. DAPI boyamasi

MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde sisplatin, 5S-ALA/FDT ve kombin tedavi
sonrast meydana gelen niikleer hasar1 goriintiilemek icin DAPI boyamasi
gerceklestirildi. Inkiibasyon sonrast WST-1 analizine gore etkin oldugu belirlenen
sadece sisplatin (2.5 pM), sadece 5-ALA (1 mM, 6 ve 9 J/cm?) ve kombin grup (es
zamanl1 2.5 pM sisplatin ve 1 mM 5-ALA, 6 ve 9 J/cm?) uygulamalar ila¢ uygulama
prosediirlerinde belirtildigi sekilde gergeklestirildi. Sonrasinda hiicreler % 4
paraformaldehid ile 30 dakika fikse edildi. Fiksasyon sonrasi hiicreler 5 dakika
araliklarla 3 kere olacak sekilde PBS ile yikandi ve hiicreler 5 dakika boyunca 5
mg/mL yogunlugundaki DAPI boyas1 (Sigma Aldrich) ile inkiibe edildi. Boyama
sonrast hiicreler tekrardan PBS ile yikandi ve EVOS FL Cell Imaging System ile

goriintiilendi.

3.2.8. istatistiksel analiz
Bu c¢alismada istatistiksel analiz i¢gin SPSS 21.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) ve
GraphPad Prism 6 (La Jolla, ABD) kullanildi. Biitiin deneylerde 3 tekrar
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gerceklestirildi ve ortalama standart sapma hesaplandi. Ayrica, ¢coklu karsilagtirmalar
icin Post-hoc Tukey testi ile tek yonli ANOVA analizi kullanildi, P<0.05 anlamh
kabul edildi. Kombin etkinin istatiksel degerlendirilmesi i¢in CompuSyn programi
kullanild1 [132]. Bu analiz sonucunda kombinasyon indeksi (Cl)<1 olanlar sinerjik
etkili, ClI=1 bagimli, CI >1 olanlar antagonist etkili kabul edildi. Tez ¢aligmasinda
gerceklestirilen deney gruplar Sekil 3.4’te 6zetlenmistir.
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Sekil 3.4. Sisplatin ve 5-ALA/FDT’nin kombin uygulama protokoli (Created in
BioRender.com).
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4. BULGULAR

4.1. MDA-MB-231 ve MCF-10A Hiicrelerindeki intraseliiler PpIX Miktar Tayini

Es zamanl 2.5 uM sisplatin ve | mM 5-ALA uygulanan hiicrelerde intraseliiler PpIX

miktart 628+40 nm kirmiz1 filtrede goriintiilenmistir. Sekil 4.1°de gosterildigi iizere
kontrol grubu ile kiyaslandigindaMDA-MB-231 hiicrelerinde (Sekil 4.1.A (a)) ve
MCF-10A hiicrelerinde (Sekil 4.1.A (b)) biriken intraseliiler PpIX miktarinda artis

belirlenmistir. Ayrica, floresans intraseliiler PpIX miktar1 kontrol grubuna gore
kiyasla 2.5 uM sisplatin ve 1 mM 5-ALA uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde
370.559+233.151 iken, MCF-10A hiicrelerinde 86.404+55.206 olarak belirlenmistir

(p<0.05*, Sekil 4.1.B).
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Sekil 4.1. (A) Es zamanli 2.5 uM sisplatin ve 1 mM 5-ALA uygulanan hiicrelerde
intraseliiler PpIX miktarlariin mikroskop goriintiisii (a) MDA-MB-231
ve (b) MCF-10A hiicreleri. (B) Hiicrelerde intraseliiler floresans PpIX
miktarinin istatiksel karsilagtirilmasi (p<0.05%).



4.2. 5-ALA/FDT, Sisplatin ve Kombin Tedavi Uygulamasimin MDA-MB-231 ve
MCF-10A Hiicrelerinde Neden Oldugu Sitotoksisitenin Degerlendirilmesi

5-ALA/FDT ve sisplatin monoterapisinin ve kombin uygulamasinin sitotoksik etkisini

belirlemek i¢in WST-1 analizi gerceklestirilmistir.

4.2.1. 5-ALA/FDT’nin MDA-MB-231 hiicrelerinde sitotoksik etkisi

5-ALA/FDT monoterapisinin MDA-MB-231 {izerinde sitotoksik etkilerini belirlemek
icin hiicrelere 1 mM 5-ALA uygulanip 4 saat inkiibe edildikten sonra hiicreler 1.5
Jlem?, 3 Jiem?, 6 Jicm?, 9 J/cm? ve 12 J/cm? enerji yogunluguna sahip 635 nm diyot
lazer ile 1s1tildi. FDT uygulamasi sonrasi gergeklestirilen WST-1 analizi sonucunda
MDA-MB-231 hiicrelerindeki canlilik orani1 sirastyla % 86.47+1.12, % 83.93+1.80, %
75.9740.86, % 59.55+3.13 ve % 48.96+1.79 olarak belirlenmis olup, hiicre canliliginin
istatiksel olarak anlamli bir sekilde azalma gosterdigi saptanmistir (p<0.01**, Sekil

4.2.).
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Sekil 4.2. MDA-MB-231 hiicrelerinde 5-ALA/FDT uygulamasi sonrasinda sitotoksik
etkisinin WST-1 analizi ile degerlendirilmesi (p<0.01**).

4.2.2. Sisplatinin MDA-MB-231 hiicrelerinde sitotoksik etkisi

24 saat boyunca 1 pM, 2.5 uM ve 5 uM konsantrasyonlarinda sisplatin uygulanan
MDA-MB-231 hiicrelerinin canlilik oranlar1 sirasiyla % 82.254+2.89, % 73.96+0.48 ve
% 59.96+1.54 olarak belirlenmistir. WST-1 analizi sonucunda elde edilen verilere gore
sisplatin konsantrasyonunun artmasiyla hiicrelerdeki canlilik oraninin anlamli olarak

azaldigr tespit edilmistir (p<0.01**, Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. MDA-MB-231 hiicrelerinde 5-ALA/FDT uygulamas1 sonrasinda sitotoksik
etkisinin WST-1 analizi ile degerlendirilmesi (p<0.01**).

4.2.3. 5-ALA/FDT ve sisplatin kombin tedavisinin MDA-MB-231 hiicrelerinde
sitotoksik etkisi

4.2.3.1. 5-ALA/FDT 1s1masi sonrasinda sisplatin sirali uygulamasinin sitotoksik
etkisi

MDA-MB-231 hiicrelerinde 5-ALA/FDT 1simasi sonrasinda sisplatin = sirali
uygulamasinin sitotoksik etkisi WST-1 analizi ile degerlendirilmis ve elde edilen

bulgular Sekil 4.4’te sunulmustur.

MDA-MB-231 hiicrelerine 1 mM 5-ALA uygulanip 4 saat inkiibasyon sonrasinda 1.5
Jiem?, 3 J/cm?, 6 J/cm?, 9 J/cm? ve 12 J/cm? enerji yogunlugundaki lazer ile 1s1ma
gergeklestirilip hiicrelere 2.5 uM ve 5 uM sisplatin uygulanarak 24 saat inkiibasyona
birakilmigtir. 2.5 pM sisplatin monoterapisi uygulanan grupta canlilik miktar1 %
73.96+0.48 iken, 1.5 J/em? 3 Jlcm? 6 Jlcm? 9 Jcm? ve 12 Jlcm? enerji
yogunlugundaki 1s1ma sonrasinda 2.5 uM sisplatin uygulanan hiicrelerde canlilik
oranlar1 sirasiyla % 128.05+2.60, % 128.12+0.12, % 90.99+3.84, % 77.80+£0.99 ve %
76.51+2.57 olarak belirlenmistir. Sirali kombin tedavide kontrol grubu ile

2 ve 3 Jlcm? enerji

kiyaslandiginda 5-ALA uygulanan hiicrelerde 1.5 J/cm
yogunlugunda FDT 1s1mas1 sonrasinda 2.5 uM sisplatin siral tedavisi uygulandiginda
hiicre canlilik oranlarinda artis gézlemlenirken, 6 J/cm?, 9 J/cm? ve 12 J/cm? enerji
yogunlugundaki 1s1ma yapilan hiicrelerde 2.5 pM sisplatin sirali tedavisi
uygulandiginda hiicre canliliginda istatistiksel olarak azalma tespit edilmistir

(p<0.01**). Ancak, sisplatin ve 5-ALA/FDT monoterapi uygulamalarinin, 5-
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ALA/FDT sonrast sisplatin sirali kombin uygulamasina kiyasla hiicrelerde daha etkin

oldugu tespit edilmistir.

Ayrica, 5-ALA uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde 1.5 J/cm?, 3 J/cm?, 6 J/cm?, 9
Jlem? ve 12 Jlcm? enerji yogunlugundaki 1sima sonrasinda 5 pM sisplatin sirali
tedavisi uygulandiginda canlilik oranlari sirastyla % 128.23+2.68, % 127.35+1.74, %
107.61£1.36, % 91.12+1.30 ve % 87.39£1.09 olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna
kiyasla 1.5 J/em?, 3 J/lcm?, 6 J/cm? enerji yogunlugunda 1s1ma sonrasi 5 uM sisplatin
sirali tedavisi uygulanan hiicrelerde canlilik artmasina ragmen, 9 J/cm? ve 12 J/cm?
enerji yogunlugunda igtmanin gerceklestirildigi hiicrelerde canlilifinin istatistiksel
olarak anlamli azaldig1 analiz edilmistir (p<0.01**). Ancak, sirali kombin tedavinin 5
uM sisplatin ve 5-ALA/FDT monotetapi uygulamalarina gére MDA-MB-231

hiicrelerinde etkin olmadig: tespit edilmistir.
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Sekil 4.4. 5-ALA/FDT uygulamas: sonrasinda sirali sisplatin uygulanan MDA-MB-
231 hiicrelerinde sitotoksik etkisinin WST-1 analizi ile degerlendirilmesi
(p<0.01*%).

4.2.3.2. 5-ALA/FDT ve sisplatin es zamanh kombin uygulamasinin MDA-MB-
231 hiicrelerinde sitotoksik etkisi

5-ALA/FDT ve sisplatin es zamanli kombin uygulamasinin MDA-MB-231 hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkinligi WST-1 analizi ile belirlenmistir ve elde edilen bulgular

Sekil 4.5’te gosterilmistir.

MDA-MB-231 hiicreleri 1 mM 5-ALA ve 2.5 uM veya 5 uM sisplatin ile 4 saat
boyunca inkiibe edildikten sonra, 1.5 J/cm?, 3 J/cm?, 6 J/lcm?, 9 J/cm? ve 12 J/cm? enerji

yogunluklarindaki 635 nm dalga boyuna sahip 1s1k ile 1s1ma gerceklestirilmis olup,
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sonrasinda 24 saat boyunca 2.5 ve 5 puM sisplatin uygulamasi ile inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonrasi gergeklestirilen WST-1 analiziyle 2.5 pM sisplatin
ile birlikte 5-ALA uygulanan hiicrelerde 1.5 J/cm?, 3 J/cm?, 6 J/cm?, 9 J/lcm? ve 12
Jiem? enerji yogunluklarindaki 1s1ma sonrasinda canlilik yiizdeleri sirasiyla %
121.89+2.03, % 113.34+1.46, % 55.77+3.00, % 43.83+1.72 ve % 58.02+3.23 olarak
belirlenmistir. 2.5 pM sisplatin ile 1.5 J/cm? ve 3 J/cm? enerji yogunlugunda 1s1ma
sonrasinda hiicre canliliginda artis gdzlemlenmesine ragmen, 6 J/cm?, 9 J/cm? ve 12
Jlem? enerji yogunluklarindaki 1s1ma sonrasinda kontrol grubuna kiyasla MDA-MB-
231 hiicrelerinde hiicre canliliinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit
edilmistir (p<0.01**). MDA-MB-231 hiicrelerinde en diisiik hiicre canlilik oran1 2.5

uM sisplatin ile es zamanli 5-ALA uygulanan hiicrelerde 9 J/cm?

enerji
yogunlugundaki 1s1ma sonucunda analiz edilmistir. Sonug olarak, TNMK hiicrelerinde
5-ALA/FDT ve sisplatinin es zamanli kombin tedavisinin 6 J/cm? ve 9 J/cm? enerji
yogunluklarinda 1s1ma sonrasinda sisplatin ve 5-ALA/FDT monoterapilerine kiyasla
daha etkin oldugu analiz edilmistir. Ayrica, 5 uM sisplatin ile birlikte 5-ALA
uygulanan hiicrelerde 1.5 Jjem?, 3 Jlem?, 6 Jlcm? 9 Jlcm? ve 12 Jlcm? enerji
yogunluklarindaki 1s1ma sonrasinda canlilik yilizdeleri sirasiyla % 67.934+2.68, %
66.01£2.65, % 72.9+1.33, % 65.50+0.60 ve % 56.16+2.14 olarak analiz edilmistir
(p<0.05*). Kontrol grubuna kiyasla MDA-MB-231 hiicrelerinde en diisiik hiicre

canlilig1 5 puM sisplatin ile birlikte 12 J/cm? enerji yogunlugundaki 1s1ma sonrasinda

tespit edilmistir.
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Sekil 4.5. Es zamanl1 5-ALA/FDT ve Sisplatin uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde
sitotoksik etkisinin  WST-1 analizi ile degerlendirilmesi (p<0.05%,
p<0.01**).
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Ayrica, 5-ALA/FDT ve sisplatin es zamanli kombin tedavisinin MDA-MB-231
hiicrelerinde kombin etki diizeyinin degerlendirilmesi i¢in Compusyn yazilimi
(ComboSyn Inc, ABD) ile kombinasyon indekslerini (CI) belirlenmis ve elde edilen
CI degerleri Tablo 4.1°de sunulmustur.

Tablo 4.1.’de belirtildigi tizere, 2.5 uM sisplatin ile 5-ALA uygulanan hiicrelerde 6
Jlem? ve 9 J/lcm? enerji yogunluklarinda gerceklestirilen FDT nin sinerjistik etkiye
sahip oldugu belirlenmesine ragmen (CI<1), 2.5 uM sisplatin ile 5-ALA uygulanan
hiicrelerde 1.5 J/em?, 3 J/cm? ve 12 Jicm? enerji yogunluklarindaki 1s1ma sonrasinda
antagonistik etkinin oldugu tespit edilmistir (CI>1). 5 uM sisplatin ile es zamanl
gerceklestirilen FDT kombin tedavisinin ise biitlin enerji yogunluklarinda MDA-MB-

231 hiicrelerinde antagonistik etkiye neden oldugu analiz edilmistir.

Tablo 4.1. Sisplatin ile 5-ALA/FDT kombin tedavisi sonucu elde edilen CI degerleri.

Sisplatin 2.5 uM 5 uM
Clat 1.5 J/cm? 762.92 1.68
Cl at 3 J/cm? 957.64 1.74
Cl at 6 J/cm? 0.93 2.97
Cl at 9 J/cm? 0.71 2.52
Cl at 12 J/cm? 1.62 1.91

4.2.3.3. 5-ALA/FDT ile sisplatin es zamanh kombin uygulanmasinin MCF-10A
hiicrelerinde sitotoksik etkisi

MDA-MB-231 hiicreleri i¢in WST-1 analizi sonucunda belirlenen etkin dozlarin
kontrol hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi, WST-1 analizi ile degerlendirilerek elde

edilen bulgular Sekil 4.6’da gosterilmistir.

MCF-10A hiicrelerindeki 2.5 uM sisplatin monoterapisi uygulanan grupta canlilik
orant % 69.64+3.15 iken, 5-ALA uygulanan hiicrelerde 6 J/lcm? ve 9 J/lcm? enerji
yogunlugundaki 1s1ma sonrasinda sirastyla canliligin % 40.54+3.19 ve % 42.22+1.23’e
azaldig1 belirlenmistir (p<0.01**). 2.5 uM sisplatin ile es zamanli 1 mM 5-ALA

2

uygulanan hiicrelerde 6 J/cm? ve 9 J/cm? enerji yogunluklarindaki FDT 1simasi

sonrasinda hiicre canliliginin sirasiyla % 48.10+0.55 ve % 47.254+2.52 azaldig1 analiz
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edildi (p<0.01**). Sonug¢ olarak, MCF-10A hiicrelerinde 2.5 uM sisplatin ile es
zamanli 5-ALA uygulanan hiicrelerde 6 J/cm? ve 9 J/cm? 1sima sonrasinda, 5-
ALA/FDT monoterapi protokoliine gore canlilik oraninin daha yiiksek oldugu tespit

edilmistir.
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Sekil 4.6. Es zamanli 5-ALA/FDT ve sisplatin uygulanan MCF-10A hiicrelerinde
sitotoksik etkisinin WST-1 analizi ile degerlendirilmesi (p<0.01%*%*).

4.3. 5-ALA/FDT ve Sisplatin Es Zamanh Kombin Uygulamasinin Hiicrelerde
Neden Oldugu Apoptozun Degerlendirilmesi

MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde sadece sisplatin, 5-ALA/FDT ve es zamanl
kombin uygulamasinin neden oldugu apoptoz miktarim1 tayin etmek amaciyla

gergeklestirilen Annexin V analizinin sonuglart Sekil 4.7 - 4.9’da sunulmustur.

MDA-MB-231 hiicrelerinde 2.5 uM sisplatin monoterapisi (% 37.88) ve 5-ALA/FDT
monoterapisi uygulamas1 sonrasinda 6 J/cm? (% 31.48) ve 9 J/lcm? (% 37.78) eneriji
yogunluklarindaki FDT uygulamasina gore, es zamanli 2.5 uM sisplatin ile 5-ALA
uygulamasi sonrasinda 6 J/cm? ve 9 J/cm? enerji yogunluklarinda 1s1ma uygulanan
hiicrelerde toplam apoptotik hiicre miktarinin sirasiyla % 46.78 ve % 53.6’a arttigi
analiz edilmistir (Sekil 4.7). Kontrol grubuna kiyasla sadece sisplatin ve 5-ALA/FDT
uygulanan hiicrelere gére kombin sisplatin ve 5-ALA/FDT uygulanan hiicrelerde daha

fazla apoptotik 6liime yol agtig1 tespit edilmistir (p<0.01**, Sekil 4.9).

MCF-10A hiicrelerinde 2.5 uM sisplatin monoterapisi uygulanan hiicrelerde toplam
apoptoz miktar1 % 28.42 iken, 5-ALA/FDT uygulanan hiicrelerde 6 J/cm? ve 9 J/cm?

enerji yogunlugunda 1s1ma sonrasinda apoptoz miktar1 sirastyla % 64.99 ve % 66.32
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olarak analiz edilmistir. Kombin tedavi grubunda ise 2.5 pM sisplatin ile es zamanli 6
Jiem? ve 9 Jicm? enerji yogunlugundaki 1sitma ile gerceklestirilen 5-ALA/FDT
sonucunda toplam apoptotik hiicre miktar1 sirasiyla % 50.49 ve % 56.45 olarak analiz
edilmistir (Sekil 4.8). Kontrol grubuna kiyasla tedavi uygulanan hiicrelerde apoptoz
miktar1 artarken, sisplatin monoterapisi ve kombin tedavi uygulanan hiicrelerde
apoptoz miktarmin 5-ALA/PDT monoterapi grubuna gore azaldigi tespit edilmistir
(p<0.01**, Sekil 4.9).
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Sekil 4.7. MDA-MB-231 hiicrelerinde sadece sisplatin, 5-ALA/FDT ve es zamanli
kombin  tedavi uygulamasi  sonucunda  apoptoz  miktarnin
degerlendirilmesi. A) kontrol grubu, B) 2.5 uM sisplatin monoterapisi, 5-
ALA uygulanan hiicrelerde C) 6 J/cm?, D) 9 J/cm? enerji yogunlugunda
151ma, 2.5 uM sisplatin ile es zamanl 5-ALA uygulanan hiicrelerde E) 6
Jiem? ve F) 9 J/cm? enerji yogunlugunda 1s1ma sonrasinda canli, erken
apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekrotik hiicre oranlari.
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Sekil 4.8. MCF-10A hiicrelerinde sadece sisplatin, 5-ALA/FDT ve es zamanli kombin
tedavi uygulamas1 sonucunda apoptoz miktarinin degerlendirilmesi. A)
kontrol grubu, B) 2.5 uM sisplatin monoterapisi, 5-ALA uygulanan
hiicrelerde C) 6 J/cm? D) 9 J/cm? enerji yogunlugunda 1sima, 2.5 uM
sisplatin ile es zamanli 5-ALA uygulanan hiicrelerde E) 6 J/cm? ve F) 9
Jlem? enerji yogunlugunda 1s1ma sonrasinda canli, erken apoptoz, ge¢
apoptoz ve nekrotik hiicre oranlari.
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Sekil 4.9. Sisplatin monoterapisi, 5-ALA/FDT monoterapisi ve es zamanli kombin
uygulama sonrasinda MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde toplam
apoptotik hiicre 6liimiiniin istatistiksel karsilagtirilmasi (p<0.01*%*).

4.4. 5-ALA/FDT ve Sisplatin Es Zamanh Kombin Uygulamasinin Hiicrelerde
Neden Oldugu Morfolojik Degisimlerin Degerlendirilmesi

Sisplatin, 5-ALA/FDT ve es zamanli kombin tedavinin MDA-MB-231 ve MCF-10A
hiicreleri {lizerindeki morfolojik etkisini belirlemek i¢in gerceklestirilen AO

boyamasinin sonuglar1 Sekil 4.10 ve 4.11°de sunulmustur.

MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerindeki kontrol grubu ile kiyaslandiginda
sisplatin, 5-ALA/FDT ve es zamanli kombin tedavi uygulanan hiicrelerde kromatin
yogunlasmasi, DNA fragmentasyonu ve niikleer parcalanma gozlemlenmistir. Ancak,
MDA-MB-231 hiicrelerinde sadece 5-ALA ve sisplatin uygulanan hiicrelere gore

2 enerji

ozellikle 2.5 puM sisplatin ile 5-ALA wuygulamasi sonrasinda 9 J/cm
yogunluklarinda 1is1ma uygulanan hiicrelerde daha belirgin niikleer par¢alanma, hiicre-

hiicre baglantilarinda kopma ve hiicre hacminde azalma gézlemlenmistir (Sekil 4.10).

MCF-10A hiicrelerinde sisplatin veya 5-ALA/FDT monoterapileri uygulanan
hiicrelere gore es zamanli kombin tedavi uygulanan hiicrelerde kromatin
yogunlagsmasi, DNA fragmantasyonu ve niikleer parcalanmanin daha az oldugu
belirlenmistir. Ancak, 5-ALA/FDT monoterapisi, sisplatin monoterapisi veya kombin

uygulamasinin hiicrelerde niikleer hasara neden oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.10. MDA-MB-231 hiicrelerinde sisplatin, 5S-ALA/FDT ve es zamanli kombin
tedavi uygulamasi sonucunda meydana gelen morfolojik degisimlerin
goriintiilenmesi. A) kontrol grubu, B) 2.5 uM sisplatin, 5-ALA uygulanan
hiicrelerde C) 6 J/cm?, D) 9 J/cm? enerji yogunlugunda 1s1ma, 2.5 pM
sisplatin ile es zamanli 5-ALA uygulanan hiicrelerde E) 6 J/cm? ve F) 9
Jlem? enerji yogunlugunda 1s1ma.
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Sekil 4.11. MCF-10A hiicrelerinde sisplatin, 5-ALA/FDT ve es zamanli kombin tedavi
uygulamas1 sonucunda meydana gelen morfolojik degisimlerin
goriintiilenmesi. A) kontrol grubu, B) 2.5 puM sisplatin, 5-ALA
uygulanan hiicrelerde C) 6 J/cm?, D) 9 J/cm? enetji yogunlugunda 1s1ma,
2.5 uM sisplatin ile es zamanli 5-ALA uygulanan hiicrelerde E) 6 J/cm?
ve F) 9 J/cm? enerji yogunlugunda 1s1ma.
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4.5. 5-ALA/FDT ve Sisplatin Es Zamanh Kombin Uygulamasinin Hiicrelerde
Neden Oldugu Mitokondriyal Degisimlerin Degerlendirilmesi

Sisplatin monoterapisi, 5-ALA/FDT monoterapisi ve es zamanli kombin tedavi
uygulamasi sonucunda MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinin mitokondrilerinde
meydana gelen degisimleri gozlemlemek i¢in MitoTracker boyamasi yapilmis ve elde

edilen goriintiiler Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’te sunulmustur.

MDA-MB-231 hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla sisplatin monoterapi uygulanan
hiicrelerde mitokondriyal floresan yogunluklarda azalma go6zlemlenirken, 5-
ALA/FDT monoterapi ve kombin tedavi uygulanan hiicrelerde artan enerji
yogunluguna bagli olarak mitokondrilerde artmis floresan yogunlugu tespit edilmistir.
MDA-MB-231 hiicrelerinde, o6zellikle kombin tedavi uygulanan grupta, enerji
yogunlugunda artig ile hiicre i¢i mitokondriyal floresan yogunluklarin arttig1 ve buna

bagli olarak ¢ok sayida parcalanmis mitokondriler goriintiilenmistir (Sekil 4.12).

MCF-10A hiicrelerinde, kontrol grubuna kiyasla, sisplatin monoterapisi uygulanan
hiicrelerde mitokondriyal floresan yogunlugunun azaldig1 gézlemlenmesine ragmen,
5-ALA/FDT monoterapisi ve kombin tedavi uygulanan hiicrelerde mitokondriyal
floresan yogunluklarin arttig1 tespit edilmistir. Ayrica, MCF-10A hiicrelerinde, 5-
ALA/FDT monoterapi grubunda kombin tedavi grubuna kiyasla daha fazla sayida

parcalanmis mitokondriler goriintiillenmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.12. MDA-MB-231 hiicrelerinde sisplatin, 5-ALA/FDT ve es zamanli kombin
tedavi uygulamasi sonucunda meydana gelen mitokondriyel degisimlerin
goriintiilenmesi. A) kontrol grubu, B) 2.5 uM sisplatin, 5-ALA uygulanan
hiicrelerde C) 6 J/cm?, D) 9 J/cm? enerji yogunlugunda 1s1ma, 2.5 pM
sisplatin ile es zamanli 5-ALA uygulanan hiicrelerde E) 6 J/cm? ve F) 9
Jlem? enerji yogunlugunda 1s1ma.
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Sekil 4.13. MCF-10A hiicrelerinde sisplatin, 5S-ALA/FDT ve es zamanli kombin tedavi
uygulamas1 sonucunda meydana gelen mitokondriyel degisimlerin
goriintiilenmesi. A) kontrol grubu, B) 2.5 puM sisplatin, 5-ALA
uygulanan hiicrelerde C) 6 J/cm?, D) 9 J/cm? enerji yogunlugunda 1s1ma,
2.5 uM sisplatin ile es zamanli 5-ALA uygulanan hiicrelerde E) 6 J/cm?
ve F) 9 J/cm? enerji yogunlugunda 1s1ma.
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4.6. 5-ALA/FDT ve Sisplatin Es Zamanh Kombin Uygulamasinin Hiicrelerde
Neden Oldugu Niikleer Hasarin Goriintiilenmesi

Sisplatin, 5-ALA/FDT ve es zamanli kombin tedavi uygulamasi sonrasinda MDA -
MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde meydana gelen apoptozun belirleyicisi olan
niikleer hasarin goriintiilenmesi amaciyla DAPI boyamas1 gerceklestirilmis ve elde

edilen goriintiler Sekil 4.14 ve 4.15’te sunulmustur.

MDA-MB-231 hiicrelerinde kontrol hiicrelerinde intak niikleer yap1 goriintiilenmesine
ragmen, sisplatin veya 5-ALA monoterapileri uygulamasi sonrasinda 6 J/cm? ile 9
Jlem? enerji yogunlugunda 1s1ma gergeklestirilen hiicrelerde niikleer pargalanma ve
yogunlasmis kromatin gdzlemlenmistir. Ayrica, kombin tedavi uygulamalarinda enerji
yogunluklar1 arttikca niikleer biiziilme, kromatin yogunlasmasi ve apoptotik
cisimcikler sisplatin ve 5-ALA/FDT monoterapi uygulamalarina gore daha fazla

gbzlemlenmistir (Sekil 4.14).

MCF-10A hiicrelerinde ise, sisplatin monoterapisi uygulanan hiicrelere gore 5-
ALA/FDT monoterapi ve kombin tedavi uygulanan hiicrelerde daha belirgin niikleer

par¢alanma ve kromatin yogunlagsmasi gézlemlenmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.14. MDA-MB-231 hiicrelerinde sisplatin, 5S-ALA/FDT ve es zamanli kombin
tedavi uygulamasi sonucunda meydana gelen niikleer hasarin
goriintiilenmesi. A) kontrol grubu, B) 2.5 uM sisplatin, 5-ALA uygulanan
hiicrelerde C) 6 J/cm?, D) 9 J/cm? enerji yogunlugunda 1s1ma, 2.5 pM
sisplatin ile es zamanli 5-ALA uygulanan hiicrelerde E) 6 J/cm? ve F) 9
Jlem? enerji yogunlugunda 1s1ma.
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Sekil 4.15. MCF-10A hiicrelerinde sisplatin, 5-ALA/FDT ve es zamanli kombin tedavi
uygulamasi sonucunda meydana gelen niikleer hasarin gériintiilenmesi.
A) kontrol grubu, B) 2.5 uM sisplatin, 5-ALA uygulanan hiicrelerde C)
6 J/lcm?, D) 9 J/cm? enerji yogunlugunda 1s1ma, 2.5 uM sisplatin ile es
zamanli 5-ALA uygulanan hiicrelerde E) 6 J/cm? ve F) 9 J/cm? enerji
yogunlugunda 1s1ma.
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5. TARTISMA VE SONUC

Mevcut tez ¢calismasinda, sisplatin ile 5-ALA/FDT kombin tedavisinin MDA-MB-231
TNMK ve MCF-10A meme kontrol hiicre hatlarinda anti-kanser etkisinin arastirilmasi
amaglanmistir. Elde edilen bulgularda, sisplatin ile 5-ALA/FDT es zamanli kombin
tedavisinin TNMK hiicrelerinde sisplatin ve 5-ALA/FDT monoterapi uygulamalarina
gbre daha fazla sitotoksik ve apoptotik etki gosterdigi ve bu nedenle daha etkin bir

tedavi stratejisi olabilecegi belirlenmistir.

Meme kanserinin agresif alt tiplerinden biri olarak TNMK’nin tedavisinde birincil
tedavi olarak dosetaksel gibi taksan bazli ilaglar, doksorubisin gibi antrasiklin bazli
ilaclar ve sisplatin gibi platin bazli ilaglar kullanilmaktadir. Sisplatin kanser
hiicrelerinin piirin bazlar1 arasinda ¢apraz baglar olusturarak hiicre dongiisiinii G2
fazinda durmasini saglayarak, DNA hasarina yol agmakta ve kanser hiicrelerinde
apoptozu indiiklemektedir. Sisplatin TNMK dahil olmak {izere testis, over, kolorektal,
rahim agzi, akciger, mide, bas ve boyun kanserleri gibi farkli kanser tiplerinin
tedavisinde kullanilmaktadir. Ancak, kanser hiicrelerinde sisplatine karsi gelisen
diren¢ ve nefrotoksisite, ototoksisite, hepatotoksisite gibi yan etkileri etkinligini
simirlamaktadir [133-135]. Bu nedenle, kanserin tedavisinde farkli molekiiler hedefleri
temel alan kombin tedavi seceneklerinin gelistirilmesi potansiyel avantajlar

saglayabilir [136,137].

FDT, FS olarak adlandirilan 1s18a duyarli ve toksik olmayan maddelerin uygun dalga
boyuna sahip bir 1518in enerjisini absorbe etmesi sonucunda aktifleserek ROS
tiretimiyle kanser hiicrelerinde farkli 6liim tiplerine neden olan bir tedavi yontemidir.
FS uygun dalga boyundaki 1sik ile aktive oldugunda dokuda bulunan oksijen
molekiilleri ile etkilesime girerek toksik iirtinlerin dogrudan veya dolayli tiretimine yol
acan kimyasal reaksiyonlari1 baslatmaktadir ve boylece hedeflenen kanser hiicrelerinin
Oliimiine neden olmaktadir [138-140]. FDT non-invazivlik, kisa siirede uygulanmasi
ve tekrarlanabilirligi, daha az yan etkiye sahip olmasi ve secicilik gibi avantajlara sahip
olmasima ragmen, kullanilan FS i¢in uygun dalga boyuna sahip 15181n penetrasyon
derinligindeki sorunlar ve hiicrelerdeki oksijen konsantrasyonu FDT tedavisinin

kanser tedavisinde kullamimini kisitlamaktadir [54,71,141]. Bu ¢ergevede kanser



tedavisinde kemoterapide ve FDT belirtilen sorunlarin asilabilmesi i¢in kemoterapi ve
FDT kombin tedavi yaklasimlar1 dikkat ¢ekmektedir [142,143]. Gergeklestirilen
calismalarda FDT ve kemoterapi kombin tedavilerinin, FDT'nin hiicre zarinda
gecirgenligi etkileyerek sitotoksik ajanlarin daha etkili olmasini saglamasinin yani sira
baz1 kemoterapi ilaglarinin belirli dalga boyunda uyarildiklar1 zaman FS gibi
davranarak sinerjik etki gosterebildigi belirlenmistir [144]. Sonug olarak, FDT ve
kemoterapi kombin uygulamalar1 ile kemoterapinin normal hiicrelerde neden oldugu
yan etkiler azaltilabilir ve kanser hiicrelerinde kemoterapiye karsi ilag direng
gelismesinin Oniine gegilebilir [142,143,145]. Bu kapsamda mevcut tez ¢aligmasinda
sisplatin ile birlikte 5-ALA/FDT’nin TNMK hiicrelerinde kombin anti-kanser etkisi

arastirilmistir.

Hem sentezi i¢in gerekli bir dogal aminoasit olan 5-ALA, FDT tedavisinde yaygin
olarak kullanilan bir FS tiirtidiir. Kanserli dokularda hem sentez yolaginin aktivitesinin
degismesi ile hiicrelerde PpIX birikmektedir [146]. Floresan bir molekiil olan PpIX
kanser hiicrelerinde biriktikten sonra 151k ile uyarildiginda ROS iiretimine yol agarak
kanser hiicrelerinde 6liime neden olmaktadir. Yapilan arastirmalarda, farkli kanser
hiicre hatlarinda antikanser aktivitesi belirlenen 5-ALA/FDT’nin intraselliiler PpIX
miktarinda artisa neden oldugu belirlenmistir [123,147]. Eskiler ve vd. (2020)’nin
MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinde iki farkli dozda (1 ve 2.5 mM) ve iki farkl
inkiibasyon siiresinde (2 ve 4 saat) 5-ALA’nin 1.5, 3, 6, 9 ve 12 J/cm? enerji
yogunlugunda 1s1masi sonrasinda hiicre canliligi ve biriken intraseliiler PpIX
miktarinda etkisini inceledikleri ¢calismada, MDA-MB-231 hiicrelerinde ve 5-ALA
dozu ve inkiibasyon siiresinin arttikga intraseliiler PpIX miktarmin artti1
belirlenmistir [123]. Morita vd. (2019) yaptiklar1 ¢alismada 1 mM 5-ALA ile 4 saat
inkiibe edilen MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde intraseliiler PpIX miktarinin
arttigin1 ve bu artisin MDA-MB-231 hiicrelerinde daha fazla oldugu belirlenmistir
[147]. Mevcut tez ¢alismasinda MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlarinda 5-
ALA/FDT ile sisplatin kombin tedavisinin 5-ALA/FDT monoterapi uygulamasina
gore daha fazla intraseliiler PpIX miktarinda artisa neden oldugu belirlenmistir.
Literatiirde, PpIX’in kanser hiicrelerinde 1sima sonrasinda ROS iiretemine neden
olarak mitokondriyal ve sitoplazmik proteinlere zarar verdigi ve bdylece apoptozu
indiikledigi belirtilmistir [148]. Bu nedenle, mevcut tez calismasinda elde edilen

sonuglara gore 5-ALA/FDT monoterapisine kiyasla kombin tedavide intraselliiler
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PpIX’in daha fazla olmas1 kombin tedavinin TNMK hiicrelerinde daha etkin olmasi
ile iliskilendirilebilir.

Literatiirde cesitli kanser tiirlerinde farkli kemoterapi ilaglariin FDT ile birlikte
kombin etkisinin arastirilmasina yonelik ¢alismalar bulunmaktadir [87, 136, 149-151].
Jouni ve vd. (2022) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada rahim agzi kanseri hiicrelerinde
sisplatin ile FDT’nin kombin etkisinin belirlenmesi i¢in, A2780 ve A2780-CP
hiicrelerine FS olarak 20 pM metilen mavisi eklenerek 2 saat inkiibe edilmis ve 4 J/cm?
enerji yogunlugunda 630 nm dalga boyundaki lazerle isitilmistir. Isima sonrasi
hiicrelere farkli dozlarda sisplatin uygulanip hiicre canliliginda etkisi analiz edilmistir.
Sonug olarak, kombin tedavinin monoterapilere kiyasla ve sisplatin dozundaki artisla

birlikte hiicre canliliginda 6nemli Olclide azalmaya neden oldugu tespit edilmistir

[149].

Zakaria vd. (2014) tarafindan doksorubisin ile 5-ALA/FDT’nin MCF-7 meme kanseri
hiicreleri iizerindeki in vitro etkisini belirlemeyi hedefleyen c¢alismada, MCF-7
hiicrelerine 9.925 uM doksorubisin ve 0.55 uM 5-ALA uygulanmistir. Sonrasinda,
hiicreler 633 nm dalga boyundaki lazerle 4 dakika boyunca 1sitilarak, diisiik dozlarin
kullanildigi kombin tedavinin yiiksek konsantrasyonda uygulanan kemoterapi ve FDT
monoterapilerine gore hiicre canliliginda daha fazla azalmaya neden oldugu analiz

edilmistir [87].

Chul Ahn vd. (2014) insan bas ve boyun skuamoz karsinom hiicreleri iizerinde
sisplatin, FDT ve kombin etkilerini aragtirmak i¢in yrtittiikleri calismada, AMC-HN3
hiicrelerine 6.25 pg/mL sisplatin uygulanip 24 saat inkiibe edikten sonra, 5-ALA

2 enerji

hiicrelere uygulanmis ve 632 nm dalga boyundaki lazer 15181 6 J/cm
yogunlugunda 1sima yapilmistir. Elde edilen bulgulara gore, insan bas ve boyun
skuamoz karsinom hiicrelerinde iizerinde sisplatin ve 5-ALA kombin uygulamasinin

monoterapilere kiyasla daha etkin oldugu bulunmustur [150].

TNMK hiicrelerinde kemoterapi ile FDT nin kombin etkisine yonelik gerceklestirilen
calismada, Sadeghloo vd. (2020) tarafindan MDA-MB-231 hiicrelerine 15 pg/mL
metilen mavisi uygulanip 2 saat inkiibe edildikten sonra 3 J/cm? enerji yogunlugundaki
660 nm dalga boyundaki 151k ile uygulamaya tabi tutulmustur. Uygulama sonrasinda
hiicrelere farkli dozlarda doksorubisin eklenerek farkli siirelerde inkiibe edilmistir.

Ayrica, MDA-MB-231 hiicrelerine farkli dozlarda ve inkiibasyon siirelerde
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doksorubisin uygulandiktan sonra metilen mavisi eklenerek de FDT nin anti-kanser
etkisi aragtirllmistir. Elde edilen verilere gore, MDA-MB-231 hiicrelerinde énce FDT
uygulayip sonra doksorubisin uygulamasinin en etkin kombin tedavi segcenegi oldugu

belirlenmistir [151].

Mevcut tez c¢alismasinda MDA-MB-231 hiicrelerinde ilk kez sisplatin ile 5-
ALA/FDT’nin kombin etkisi belirlenmistir. Elde edilen verilere gore, sisplatin ile 5-
ALA/FDT’nin es zamanli kombin tedavisinin sisplatin veya 5-ALA/FDT
monoterapilerine gore daha etkili oldugu tespit edilmistir.  Ayrica yapilan
aragtirmalarda kemoterapi ve FDT kombin tedavisinin farkli kanser tiplerinde
monoterapiye gore daha etkin oldugu belirlenmesine ragmen [101], es zamanli veya
sirali kombin tedavi uygulamalarinin, segilen FS veya kemoterapdtik ajan tipinin,
uygulama siiresi ve konsantrasyonunun kanser hiicrelerinde molekiiler diizeyde farkli
etkilere neden olabilecegi tespit edilmistir. Bu kapsamda, mevcut tez ¢alismasinda
TNMK hiicrelerine sisplatin ve 5-ALA/FDT sirali ve es zamanli olmak {izere iki farkli
sekilde uygulanmistir. Bu calismadan elde edilen bulgular, sisplatin ile 5-
ALA/FDT’nin es zamanli uygulamasinin sirali uygulamaya kiyasla daha etkin
oldugunu gostermektedir. Ayrica, FDT nin etkinliginde uygulanan enerji yogunlugun
FS’lerin  anti-kanser  etkisinde  farkliliklar  igcerdigi  analiz  edilmistir
[87,101,123,147,151-153]. Mevcut tez ¢alismasinda TNMK hiicrelerinde sisplatin ile
5-ALA/FDT tedavisinin en etkin 9 J/cm? 1s1ma sonrasinda etkin oldugu analiz
edilmistir. Bu nedenle, farkli kanser tiplerinde her bir FS o6zgii farkli enerji
yogunluklarinda 1simanin ve farkli kemoterapi ilaglar1 ile kombin etkisinin

belirlenmesine yonelik ileri caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Diger yandan, WST-1 analizinin sonuglarma gore, 5-ALA/FDT monoterapisinin
saglikl hiicrelerde toksik etkisi oldugu analiz edilmistir. 5-ALA nin hiicrelerde toksik
etkisinin azaltilmasi i¢in nanopartikiiler tasiyic1 sistemler ile kanser hiicrelerinin
spesifik bir sekilde hedeflenmesi ve bdylece FS birikimini azaltarak 1s18a duyarliligin
olumsuz etkilerini azaltilmasimna veya sisplatinin neden oldugu yan etkilerin

azaltilmasina yonelik ¢alismalar gergeklestirilebilir [71].

Kanser hiicrelerinde FDT’nin temel etki mekanizmalarindan biri mitokondriyal
apoptotik yolak aktivasyonudur. FDT sonucunda artan ROS miktar1 hiicre canliligin
ve iglevini kontrol eden sinyal iletim yollarin1 etkileyerek apoptozun baslamasina

neden olmaktadir. Ayrica, FDT hiicrelerdeki ROS miktarin1 arttirarak apoptozu
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diizenleyebilen ve indiikleyen Ca*? konsantrasyonunu degistirerek apoptoza neden
olmaktadir. 5-ALA/FDT’nin ise sitokrom c¢’nin mitokondriden salinimina, Bcl-2
seviyesinde azalmaya, kaspaz 3’tin aktive olmasmna ve endoplazmik retikulum
stresinin yan1 sira mitokondriden apoptoz indiikleyici faktoriin salinimai ile de kaspaz

bagimsiz apoptozu indiikledigi literatiirde belirtilmektedir [54,142,145,154-156].

Sadeghloo vd. (2014) tarafindan doksorubisin ve metilen mavisi kombin tedavisi
sonrasinda MDA-MB-231 hiicrelerinde yaklasik % 40 oraninda apoptoz analiz
edilmistir [151] . Mevcut tez calismasinda, MDA-MB-231 hiicrelerinde sisplatin ile
5-ALA/FDT kombin tedavisinin 5-ALA/FDT ve sisplatin monoterapilerine gére daha
fazla apoptotik Oliime, niikleer hasara ve mitokondriyal hasara neden oldugu
belirlenmistir. Elde 6liim oran1 FS olarak kullanilan 5-ALA’nin toksisitesinden,
sisplatinin molekiiler diizeyde etki mekanizmasindan, kullanilan ilaglarin sinerjistik
etkilesiminden veya sisplatinin 1§18a duyarli yapisinin olmasindan kaynaklanabilir
[157]. Bu nedenle, MDA-MB-231 hiicrelerinde sisplatin ile birlikte 5-ALA/FDT nin
neden oldugu apoptotik 6liimiin RT-PCR ve western blot gibi ileri analizler ile
molekiiler diizeyde aydinlatilmasina yonelik c¢alismalarin  gerceklestirilmesi
gerekmektedir.  Ayrica, 5-ALA/FDT uygulanan TNMK hiicrelerinde belirgin
mitokondriyal hasar 151ma sonrasinda artan ROS miktart ile iligkili olabilir. Thomas ve
vd. tarafindan 2017 yilinda yapilmig bir ¢alismada FDT’nin mitokondri yikimina
neden oldugu bildirilmistir [158]. Bu kapsamda, intraseliiler ROS miktarinin

Olclilmesine yonelik ileri analizlerin gergeklestirilmesi gerekmektedir.

Sonug olarak, mevcut tez calismasinda sisplatin ile 5-ALA/FDT’ nin TNMK hiicreleri
tizerindeki kombin etkisi ilk kez arastirilmistir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar
dogrultusunda es zamanli sisplatin ile 5-ALA/FDT’nin TNMK hiicrelerinde sinerjistik
etki gostererek monoterapiden daha etkin oldugu ve TNMK hiicrelerinde daha fazla
apoptotik 6liime yol a¢tig1 analiz edilmistir. Boylece, sisplatin ile 5-ALA/FDT kombin
uygulamasi sonucunda sisplatinin konsantrasyonu veya 5-ALA’nin uyarilmasi i¢in
enerji yogunluklar1 azaltilarak saglikli hiicrelerde neden olduklari yan etkilerin dniine
gegilebilir. Diger yandan, MDA-MB-231 hiicrelerinde sisplatin ile 5-ALA/FDT es
zamanli kombin tedavisi sinerjik etki gostermesine ragmen, normal hiicre hattt MCF-
10A hiicrelerinde toksik etkisi analiz edilmistir. Bu nedenle, sisplatin ile 5-ALA nin
toksik etkisini azaltmak i¢in nanopartikiiler ilag tasiyici sistemler kullanilarak hedef

dokuda secicilik arttirilip ¢cevredeki saglikli dokudaki hasar azaltilabilir. Ayrica, FDT
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uygulama protokoliiniin optimize edilmesine ve her bir FS’nin 151ma sonrasinda kanser
hiicrelerinde aktivitesinin belirlenmesine yonelik, molekiiler biyolojik yontemler ve
modern goriintiileme teknikleri kullanimui ile ileri caligmalar gergeklestirilebilir. Son
olarak, farkli FS tiirleri ile sisplatinin farkli kanser tiplerinde kombin etkisinin

belirlenmesine yonelikte ileri ¢aligmalar gergeklestirilebilir.
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