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OZET

Anahtar kelimeler: Fotodinamik tedavi, kolon kanseri, LED 1s1k kaynagi, 5-ALA

Fotodinamik tedavi (FDT) halihazirda malign hastaliklarin kontrolii i¢in alternatif bir
tedavi olarak kullanilmaktadir. Fotosensitizer (FS) adi verilen 1518a duyarli ajanin
belirli bir dalga boyunda 1sikla uyarildiktan sonra oksijen ile reaksiyona giren ve
hedef dokularda reaktif oksijen tirleri (ROS) Ureterek hiicre 6limine yol acan bir
tedavi prosediiriidiir. Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan klinik olarak
onaylanmaistir.

FDT'de kullanilan 151k, belirli lazer tiirlerinden veya 1s1k yayan diyotlardan (LED'ler)
saglanir. Kullanilan 1s1k tiiri, kanserin tiiriine ve viicutta nerede bulunduguna
baghdir. FDT genellikle ayaktan tedavi olarak yapilir (hastanede kalmak zorunda
kalmayacagimiz anlamina gelir), ancak bazen cerrahi, kemoterapi veya diger anti-
kanser ilaglar1 veya radyasyon tedavisi ile birlestirilir.

Bu c¢alisgmada 1s1ga duyarli ajan olarak 5-Aminolevulinik asid (5-ALA)
kullanilmistir. Klinikte en sik saptanan HT-29 kolon kanseri hiicre hatti iizerinde en
uygun 5-ALA giidiimlii fotodinamik terapi uygulamasi igin 5-ALA inkibasyon
siresi, en uygun 5-ALA konsantrasyonu, LED enerji yogunlugu ve dalgaboyu
parametreleri arastirilmigtir. Kontrol olarak WI-38 normal akciger hiicre hatti
kullanilmigtir. 5-ALA suda ¢Ozunebilen ikinci kusak fotosensitizerdir. 650-800 nm
dalga boyu araliginda maksimum emilimleri gdstermektedir. 5-ALA’nin HT-29
kolon kanseri hucrelerindeki protoporfirin IX (PplX) birikimi 6lctlerek hicre iginde
en fazla PpIX’in biriktigi zaman bulunmus ve inkiibasyon siresi 5 saat olarak
belirlenmistir. 5-ALA’nin HT-29 kolon kanseri hicreleri Gzerinde konsantrasyona
bagiml etkisi arastirilarak terapi sirasinda kullanilacak 5-ALA’nin konsantrasyonu
optimize edilmistir. 5-ALA konsantrasyonu 0,5 mM ve 1 mM’a sabitlenmistir.
Sec¢ilen bu konsantrasyonlarin hiicre canliligini tek basina inhibe ve prolifere
etmedigi belirlenmistir. Optimizasyon c¢alismasi sonucunda 5 saat 5-ALA
inkiibasyonu ve 5 J/cm? lazer enerji yogunlugu en iyi sonug alinan parametre olarak
belirlenmistir. Bu parametrelerle ana ¢alismaya gec¢ilmis 3 farkli tip dalga boyunda
(405, 635 ve 405+635 nm) LED ile fotodinamik tedavi uygulanmistir. Sonug olarak
5-ALA gudumli fotodinamik tedavi belirlenen parametrelerde hiicreler tizerinde 405
nm’de % 17'e, 635 nm’de %35’e ve iki dalga boyunun kombine oldugu 405+635
nm’de %15’e diistiigii gosterilmistir.



DETERMINATION OF LIGHT DOSE EFFECT IN LED-BASED
PHOTODYNAMIC TREATMENT AS IN VITRO FOR
COLORECTAL CANCER CELLS

SUMMARY

Keywords: Photodynamic therapy, colon cancer, LED light source, 5-ALA

Photodynamic therapy (PDT) is currently used as an alternative therapy for the
control of malignant diseases.A photosensitizer (PS) called light-sensitive agent is a
treatment procedure that reacts with oxygen after being stimulated with light at a
certain wavelength, causing reactive oxygen species (ROS) in target tissues, leading
to cell death. It is clinically approved by the American Food and Drug
Administration (FDA).

The light used in PDT comes from certain types of laser or light emitting diodes
(LEDSs). The type of light used depends on the type of cancer and where it is found in
the body. PDT is usually done as an outpatient treatment (meaning you will not have
to stay in the hospital), but it is sometimes combined with surgery, chemotherapy or
other anti-cancer drugs or radiation therapy.

In this study, 5-Aminolevulinic acid (5-ALA) was used as the photosensitive agent.
5-ALA incubation time, optimal 5-ALA concentration, LED energy density and
wavelength parameters were investigated for the most appropriate 5-ALA-guided
photodynamic therapy application on the HT-29 colon cancer cell line, which was
found most frequently in the clinic. WI-38 normal lung cell line was used as a
control. 5-ALA is a water soluble second generation photosensitizer. It shows
maximum absorption in the wavelength range of 650-800 nm. The IX (PplX)
accumulation of protoporphyrin in 5-ALA in HT-29 colon cancer cells was measured
and the incubation time that was found when the most PplX accumulated in the cell
was determined as 5 hours. The concentration-dependent effect of 5-ALA on HT-29
colon cancer cells was investigated and the concentration of 5-ALA to be used
during therapy was optimized. The 5-ALA concentration is fixed at 0.5 mM and 1
mM. It was determined that these selected concentrations did not inhibit and
proliferate cell viability alone. As a result of the optimization study, 5-hour 5-ALA
incubation and 5 J/cm? laser energy density were determined as the best result
parameter. With these parameters, the main study was started and photodynamic
therapy was applied with 3 different types of wavelengths (405, 635 and 405 + 635
nm) LEDs. As a result, 5-ALA-guided Photodynamic therapy has been shown to
decrease to 17% at 405 nm, 35% at 635 nm and 15% at 405 + 635 nm, where two
wavelengths are combined, within the specified parameters.

Xi



BOLUM 1. GIRiS

Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Ajansi (IARC) tarafindan tiretilen GLOBOCAN
2018 kanser kanser insidansi (goriilme sikligi) ve mortalite (6liim orani) tahminlerini
kullanarak diinya c¢apinda kiresel kanser yiki hakkinda sundugu bir durum
raporunda 2018'de tahmini 18,1 milyon yeni kanser vakasi ve 9,6 milyon kanser
6lumu olacag ileri siiriilmiistir. Bu vakalardan 1,8 milyondan fazla yeni kolorektal
kanser vakasi ve 881000 6liim olacagi tahmin edilmektedir. Genel olarak, kolorektal

kanser, gorulme sikligi bakimindan {iglincii, 6liim oran1 bakimindan ikinci siradadir

[3].

Kolon kanserinde de diger tiim kanser gesitlerinde oldugu gibi uygun tedaviyi
belirlemeden 6nce dogru evreleme biiyiik 6nem tagimaktadir. Hasta i¢in hangi tedavi
seklinin en yararli olacagina kanserin yeri, evresi ve hastanin diger saglik sorunlari
karar vermektedir. Bir kanserin tek bir tedavisi yoktur ama lokalize kolon kanseri
icin tek iyilestirici yontem cerrahidir (evre I-Ill). Cerrahi rezeksiyon, karaciger
velveya akcigerde sinirli metastatik hastaligi (evre IV hastaligi) olan hastalar i¢in tek
tedavi secenegi saglamaktadir ancak evre IV hastalig1 olan engelsiz hastalarda segici
kolon rezeksiyonlar1 kullanilabilmektedir. Adjuvan kemoterapi evre III hastalig1 olan
hastalar icin standarttir ancak evre II hastalikta kullanimi tartismalidir. Glnimizde
radyasyon tedavisinin rolii, kemik veya beyin metastazi gibi secilmis metastatik
bolgeler icin rahatlatici tedaviler ile sinirhidir. Metastatik kolorektal kanserli hastalar
icin cerrahi yerine kemoterapi standart yontem olmustur. Kanser tedavilerindeki
temel zorluklar, tedavi saglikli dokular1 veya organlar etkilediginde ciddi yan
etkilere sebep olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu sebeple biyolojik ajanlar
metastatik vakalarin tedavisinde 6nemli bir rol oynamistir ve bu se¢im tiimdriin
genetik analizi ile giderek daha fazla yonlendirilmektedir. Timor biyolojisini daha

1yl anlamamiz1 saglayan ve yeni nesil hedefli ilaglarin tasarimina yol agan temel



aragtirmalardaki ilerlemelerle fotodinamik tedavi mevcut tedavi yontemlerine umut

verici alternatif bir tedavi yontemidir [20, 21, 31].

Fotodinamik tedavi, kanser hiicrelerini 6ldiirmek icin 1sikla birlikte fotosensitizer
olarak adlandirilan 6zel ilaglar kullanan bir tedavidir. Ilaglar sadece belirli 151k tiirleri
tarafindan uyarildiktan sonra c¢aligmaktadir. Viicudun tedavi edilen kismina bagh
olarak fotosensitizer viicuda sistemik, lokal veya topikal olarak verilmektedir. Belli
bir siire i¢inde ila¢ kanser hiicreleri tarafindan emilmekte ve ardindan fotosensitizerin
absorbans bandma karsilik gelen bir dalga boyunda isinlanmaktadir. OKksijen
varliginda, bir dizi olay dogrudan tiimor hiicresi 6liimiine, mikrovaskiilatiirde hasara
ve lokal bir enflamatuar reaksiyonun indiiklenmesine yol agmaktadir. FDT ayrica
kanser hiicrelerini besleyen kan damarlarin1 yok ederek ve bagisiklik sistemini
kansere saldirmasi igin uyararak da yardimei olabilmektedir. ilacin verildigi zaman
ile 15181 uygulandigi zaman arasindaki siireye inkiibasyon siiresi denilmektedir. Bu
siire kullanilan ilaca veya hiicre hattina bagli olarak degisiklik gostermektedir.
FDT'de kullanilan 151k, belirli lazer tiirleri veya 1sik yayan diyotlardir (LED'ler).
Kullanilan 1s1k tiirti, kanserin tiirline ve viicutta nerede bulunduguna baghdir. FDT
genellikle ayakta tedavi prosediirii olarak yapilmaktadir ancak bazen cerrahi,
kemoterapt veya diger anti-kanser 1ilaglar1 veya radyasyon tedavisi ile
birlestirilmektedir. FDT diizgiin kullanildiginda uzun siireli yan etkisi yoktur,
ameliyattan daha az invazivdir ve genellikle kisa bir zaman almaktadir. Cok hassas
bir sekilde hedeflenebilmektedir. Radyasyondan farkli olarak, FDT gerekirse aym
bolgede birgok kez tekrarlanabilmektedir [53, 69, 70].

Bu ¢alismanin amaci, klinikte siklikla karsilasilan kolon kanser tiirlerinden olan HT-
29 kolon epitelyal tumor Gzerinde etkili olabilecek 5-ALA gudimli Fotodinamik
terapi parametrelerinin (ajanin dozu, inkiibasyon siiresi, 151k dozu) in vitro ¢alismalar
icin belirlenmesini saglamaktir. Ayn1 zamanda WI-38 normal akciger fibroblastik
saglikli hiicre hatt1 kullanarak ilacin saglikli hiicrelerden temizlendigi zaman araligini
bulup tedaviye dyle baslayarak klinik FDT yi 1yilestirmek amaclanmistir. Calismada
15182 duyarli ajan olarak 5-ALA kullanilmaktadir. Aym1i zamanda 5-ALA igin

kullanilan geleneksel absorbsiyon pikleri olan 405 nm ve 635 nm dalga boylarina



dayanarak ikisinin kombinasyonunun tek dalga boyunun kullanilmasina kiyasla daha
etkili olacagi disiiniilmiis ve arastirilmistir. Calismada hiicre canliigin MTT

stotoksisite testiyle belirlenmistir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kanser

Kanser, latince yenge¢ anlamina gelen carcinos kelimesinden tiiremistir. Bu kavram
Hipokrat'in 2300 y1l 6nce, baz1 gogiis timorlerinden yayilan uzun, sismis damarlarin

bir yenge¢ uzuvlarina benzedigini gézlemlemesinden kaynaklanmaktadir [1].

Hiicrelerin, viicudun normal biiyiime kontrol mekanizmalarindan kacarak siiresiz
boliinme yetenegi kazanip kontrolsiiz biiylime ve ¢ogalmasiyla tiimérler olusur. Bu
olay zaman i¢inde bir¢ok genetik degisimin birikmesini gerektiren ¢ok asamali bir
strectir [2]. Tumorler iyi huylu (bening) veya kot huylu (malign) olabilirler. Maling
olan bu tlmorlere “kanser” denir. Kanser hiicrelerinin viicut boyunca kan veya lenf
icine dokiilerek diger organlarda yeni tlimorler olusturmast muhtemeldir. Bu olaya
“metastaz” denir. Bening tiimorler basladiklari dokuda kalip diger organlara

yayilmazlar [1].
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Sekil 2.1. 2018 den 2040’a kadar tahmini vaka sayisi (tiim kanserler) [7]



Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) arastirmalarina gore, kanser, 172 iilkenin 91'inde
ilk veya ikinci 6liim nedenidir ve diger 22 iilkede ti¢iincii veya dordiincii sirada yer
almaktadir. GLOBOCAN 2018 kanser insidansi ve mortalite tahminlerini kullanarak
dinya c¢apinda kiresel kanser yiki hakkinda bir durum raporu sunmaktadir. 2018'de
tahmini 18,1 milyon yeni kanser vakasi ve 9,6 milyon kanser 6limu olacagin ileri
striilmiistiir [3]. Bu sayilarla iligkilendirilen halk sagligi sorunu, kanserin temel
nedenlerini anlama konusunda tarih boyunca c¢ok blylk arastirma g¢abalarini

tetiklemistir.

2.1.1. Kanserin nedenleri ve tarihsel gelisimi

Kanserin ilk tanimma M.O 2000°li yillarda Misir papiiriisleri, Babil ¢ivi yazist
tabletler ve eski Hint yazmalarinda rastlanmistir ancak bilimsel olarak ilk karsilasma
1659 yilinda Marcello Malpighi tarafindan yapilan mikroskopik inceleme ile 17.
yiizyila dayanmaktadir [4]. Bir sonraki yiizyilda Bernardino Ramazzini, 1713 yilinda
rahibelerde ylksek oranda meme kanseri gozlemlemis ve bunu rahibelerin bekar
yasamlariyla iliskilendirmistir. Percivol Pott, 1775 yilinda baca temizlemelerinin,
kuruma sik maruz kalmalar1 nedeniyle ortaya ¢ikardigi skrotum kanseri gelistirdigini
belgelemistir. 19.ylizyilda, raporlar, ¢esitli mesleklerin, artan kanser oranlariyla
iliskili oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Richard von Volkmann, 1875 yilinda
Almanya'daki komiir katrant damiticilar arasinda {i¢ skrotal kanser vakasi teshis
etmistir. Iskog bilim adami Joseph Bell, 1876'da petrol iscileri arasindaki iki skrotal
kanser vakasmi tanimlamis ve kanserin petrol iscileri arasinda oldukca yaygin
oldugunu belirtmistir. Harting ve Hesse, 1879'da Almanya ve Cekoslovakya'da
bulunan madencilerin akciger kanseri nedeniyle yiiksek Oliim oranlarina maruz
kaldiklarin1 belgelemislerdir. Ludwig Rhen 1895'te Almanya'daki uzun siireli boya
is¢ilerinin siklikla mesane kanserinden o6ldiiglinii bildirmistir. Wilhelm Rontgen’in
1895°te olaganiistii bir kesif olarak kabul edilen x-1ginlarin1 kesfetmesinden on yil
sonra, diinyanin farkli birgok bolgesinden radyologlarin cilt kanserlerine

yakalandiklari ile ilgili vaka raporlar1 ortaya ¢ikmaya baglamistir.



Tiim bu geligsmeler géz Oniine alindiginda 1800'lerin sonlarinda, kanserin nedeni U¢
temel teori altinda toplanmistir. Virchow, kanserin birbirini takip eden tahrislerin
Urinu oldugunu 6ne siirmiistiir. Lobstein ile Recamier ve daha sonra Cohnheim
kanser bolgesindeki embriyonel dokunun farklilasmasimin bir sonucu oldugunu

varsaymis; digerleri, kanserin bulasici bir ajandan kaynaklandigini iddia etmistir [5].

20.yiizyila gegildiginde 1920-1950 doneminde, sentetik ajanlarin kanserin nedeni
olduguna dair ek kanitlar ortaya ¢ikarilmistir. 1950'lerde ise ¢ok ylksek kanser
oranlarina neden olan bazi kanserojenler rapor edilmistir.Kanserojenler, DNA'da
degisiklik yaparak kansere neden olmaktadir.Bu donemlerde ek kanser nedenlerini
tespit etmek ve istatistiksel analizi igin sofistike yontemler gelistirilmistir.1940'larin
ortalarina gelindiginde, akciger kanseri oranmin arttig1 acik¢a goriilmiistiir, ancak
sebebi belirlenememistir.Analizler sonucunda sigara i¢menin akciger kanseri
insidansiyla bagitili oldugu gosterilmistir.1960'1 yillarin sonunda baglayan ilaglar
siklikla kanserojen olarak tanimlanmaya baslanmistir. Tibbi radyoizotoplarin da
yilksek kanser oranlariyla iliskili oldugu bulunmustur.Ardindan 1980'lerde
laboratuvar yontemlerinin gelismesiyle yapilan arastirmalar, virlisleri bagka énemli

bir kanser nedeni olarak tespit etmistir [5].

Gunlimizde kalic1 virlis enfeksiyonlarinin, dinyadaki kanserlerin %20'sine neden
oldugu tahmin edilmektedir. Tim bu dis etkenlerin yani sira kanserin kalitsal
sendromlart arastilirilmistir. Eger kanser oranlari zaman ve mekan iginde degismez
ise, kanser nedenlerinin muhtemelen igsel oldugu; eger oranlar degisirse, nedenlerin
digsal oldugu disiiniilmistiir [6]. GUnlmizde kalitsal sendromlar kanserlerin %5-
10’undan azin1 agiklamasina karsin en blyuk risk faktoriinid yine bu aile dykusu
olusturmaktadir.Kalitsal kanser sendromlarindaki kanserler daha agresif olabilmekte
erken yayilabilmekte ve kotii prognoz ile iligkili olabilmektedir.Bunlar ayrica kalitsal
olmayan kanserlerden ayirt edilemeyen standart tedaviye daha duyarli
olabilmektedirler.Bu go0zlemler, kanserin, tek bir hucre icgindeki bir dizi olayin

sonucu oldugu Onerisini ortaya koymaktadir.



Gliniimiizde, bilim adamlart kanserin arkasindaki kimya ve biyolojinin karmagsik
sorunlarin1 ¢ozmeye baslamislardir. Genlerin nasil ¢alistifini ve mutasyonlar
tarafindan nasil zarar gorebileceklerini gdstermislerdir. Bilim adamlari, kanserin
kimyasallardan (kanserojenler), radyasyondan, viriislerden ve ayrica atalardan miras

alinmasinin neden olabilecegini tanimlamaktadirlar.

1846'da anestezinin icadindan sonra, cerrahlar Bilroth, Handley ve Halsted, tiim
tiimoriin lenf bezleriyle birlikte alinmasiyla kanser operasyonlarina onciiliik etmistir.
Daha sonra Paget, kanser hiicrelerinin birincil timorden diger yerlere kan akimi
(metastaz) yoluyla yayildigin1 bildirmistir. Kanser yayillma mekanizmalarini
anlamak, kanser ameliyatinin sinirlarin1 tanimada anahtar bir unsur haline gelmistir.
1970'lerin basinda, ultrason, bilgisayarli tomografi, manyetik rezonans goriintiileme
ve pozitron emisyon tomografisi alanindaki gelismeler kesif islemlerinin ¢gogunun
yerini almistir. 20.yiizyilda, cerrahlar kemoterapi ve/veya radyasyon ile cerrahiye
birlestirerek kanser tedavisi i¢in yeni yontemler gelistirmislerdir. Yillar gegtikce,
bircok kemoterapi ilacinin kullanilmasi birgok kanser tiirliniin bagarili bir sekilde

tedavi edilmesiyle sonuglanmigtir [8].

2.1.2. Kanserin olusum mekanizmasi

Kanser bir hiicrede veya kii¢iik bir hiicre grubundaki degisikliklerle baslamaktadir.
Viicudumuzdaki normal hiicrelerin ¢ogu, mitoz bdliinmeyle diizenli bir sekilde
cogalmaktadir. Bir hiicre boliinmesinden digerine kadar gecen evreye “hiicre
dongiisii” denir. Dongii sirasinda hiicre biiylimekte ve DNA’sin1 kopyalamaktadir. G1
faz1 DNA kopyalamas1 i¢in gerekli enzim ve molekiilleri biriktirmektedir. S fazinda
hiicrenin kromazal DNA’s1 kopyalanmaktadir. G2 fazinda hiicre biliylimeye devam
etmekte ve bolinmeye hazirlanmaktadir. M mitoz evresidir. Hiicrelerin hiicre
doéngusune yeniden girmesine, kisitlama noktasinda (R noktasi) karar verilmektedir.
Normal hicrelerde, hiicrelerin hizli bir sekilde hiicre dongiisiinii tamamlayarak
cogalmasi, birbirleriyle etkilesime giren protein gruplar tarafindan belirli bir olay
dizisinde diizenlenmektedir. Kontrol noktalari, hiicre donglisiiniin bireysel

asamalarinin dogru bir sekilde tamamlanmasinin denetlemesini yapmaktadir. Bunlar



G1/S, G2/M ve M noktalaridir. Bu kontrol sisteminin temeli siklin bagimh
kinazlardir (CDK'lar). CDK'lar, diger kinazlar1 aktive ederek hiicre dongiisiiniin
farkli fazlarmna ilerlemeyi saglamaktadir. CDK aktivitesi, hiicre dongiisiine bagli bir
sekilde sentezlenen ve indirgenen siklinler (A, B, D ve E) ad verilen aktiflestirici alt
birimlerin varligina baghdir. Hiicre dongiisii i¢inde gerceklesen yasamsal olaylar

genlerin kontrolii altindadir [9, 10].
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Sekil 2.2. Siklin bagiml kinazlarin (CDK) hiicre dongiisiinde rolii [10]

Her hiicrenin i¢inde ¢ok siki bir sekilde sarilmis 2 metreden fazla DNA zinciri
bulunmaktadir. Insanlarin  DNA’sinda  yaklastk 25000 geni  vardir. Genler
hiicrelerimize ne tiir bir hiicre olacaklarini, nasil davranacaklarini, ne zaman biiytiyiip

ureyeceklerini ve ne zaman 0Oleceklerini séylemektedir.

Hiicreler boliindiigiinde genler olusan hatalari toplamaktadir. Bu hatalara mutasyon
denir. Normal hiicrelerde meydana gelen mutasyonlarin sayis1 ¢ok yiiksek degildir.
Mutasyonlar yasamlarimiz boyunca, hiicrelerimizdeki dogal siiregler sirasinda

yukarida belirtildigi gibi sigara dumani, x-iginlar1 gibi iyonlastirici radyasyon,



giinesten gelen ultraviyole, gidalardaki bazi kanserojen maddeler ve ¢evremizdeki
kimyasallarla olugsmaktadir. Bazen de insanlar bazi hatali genleri ebeveynlerinden
miras alirlar. Genellikle hiicreler genlerindeki hatalar1 onarabilmektedir. Hasar ¢ok
kotii oldugunda, hiicre bunun yerine kendini yok edebilmekte veya bagisiklik sistemi
onlar1 anormal olarak taniyip dldiirmektedir [11]. Ancak hiicre dongiisiinde G1/S ya
da G2/M kontrol noktalarin1 denetleyen genler kusurluysa hiicre DNA hasarim
onaramamakta ve donglye devam etmektedir [10]. Hiicre kontrolden ¢ikip
cogalmaya, kendini diizgiin tamir edememeye ve gerektiginde Olmemeye

baslamaktadir. Bu noktalar1 kontrol eden genler;

Onkogenler; Normal sartlar altinda, hiicrelerin ¢ogalmasini ve boliinmesini séyleyen
genlerdir. Hiicrenin geninde hasar meydana gelince o hiicreye ve ondan buytyen tim

hiicrelere kalici olarak boliinmeleri sOylenir. Boylece bir tiimor gelisir.

Tiimor baskilayict genler; Gerektiginde hiicrenin biiylimesini ve boliinmesini
durduran gendir. Timor baskilayici genlerdeki mutasyonlar, bir hiicrenin artik
biylimeyi durdurma talimatini anlamadigi anlamima gelir. Hicre daha sonra
kontrolden c¢ikip c¢ogalmaya baslayabilmektedir. Bu tiimdoriin  gelismesine yol
acabilmektedir. En 1yi bilinen tiimor baskilayici1 gen olan pS3 geninin ¢ogu kanserde

hasar gordiigii veya eksik oldugu goriilmektedir.

DNA onarim genleri; Viicudumuzdaki her hiicredeki DNA siirekli hasar gorme
tehlikesi altindadir. Ancak hiicreler, gérevi hasarli DNA'y1 onarmak olan birgok farkl
protein igerir. Bu proteinler sayesinde ¢ogu DNA hasari, hi¢bir olumsuz etkisi
olmadan hemen onarilir. Ancak DNA hasari, bir DNA onarim proteini yapan bir
gende meydana gelirse, bu hiicrenin kendini onarma yetenegi daha azdir. Boylece

zamanla diger genlerde hatalar olusacak ve kanserin olusmasina izin verilecektir.

Kendini yok eden genler; Baz1 genler normalde bir hiicreye ¢ok eski veya hasarliysa
kendini yok etmesini sOyler. Buna apoptoz veya programlanmis hiicre olimi
denir. Oldukga karmasik ve cok 6nemli bir siiregtir. Hiicreler genellikle bir sey yanlis

gittiginde kanser olusumunu 6nlemek i¢in dliir. Apoptozda yer alan birgok farkli gen
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ve protein vardir. Bu genler hasar goriirse, hatali bir hiicre 6lmek yerine hayatta

kalabilir ve kanserli hale gelir [11].

Bu genlerden herhangi birindeki hasar sonucu anormal hicrelerin bir araya
gelmesiyle neoplazmalar olusur. Neoplastik hiicrelerin bir biitiin olarak kaldig1 ve
¢evre dokulara sigramadigi siirece iyi huylu olduklari kabul edilir. Ancak, hicrelerin
kromozomlarinin delesyona ugradigi kosullar altinda, hiicreler sapma ve komsu
hlcreleri istila etme egilimindedir. Bu istilaci ve mutasyona ugramis hiicreler bir

araya gelerek bir tiimor olusturur.

Kanser hiicreleri hizli ¢ogalir, genetik anormallik sergiler, hiicresel kontrol
noktalarindan kagar, hiicre 6liimiine direng gelistirir ve ¢ok miktarda hiicresel besin
tilkketir. Cogu kanserde meydana gelen baska bir durumda, istilact kanser hiicreleri
pargalanir, kan dolagimina veya lenf sistemine girer ve uzaktaki organlara dagilir. Bu
kanser hiicrelerinin birincil bdlgeden ayrilma yetenegine “timdr metastaz1”
denir. Metastatik hiicreler tamamen farkli mutasyonlara sahip olabilir ve bu nedenle

primer tiimorlerden ¢ok farkli sekilde tedaviye cevap verebilir [9].

2.1.3. Kanserin epidemiyolojisi

Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi (IARC) tarafindan iiretilen GLOBOCAN
2018 kanser insidansi (goriilme sikligl) ve mortalite (6lim orani) tahminlerine
dayanarak, 2018'de kanser yiikiine iligkin bir durum raporunda diinya genelinde 18,1
milyon yeni vaka ve 9,6 milyon kanser 6limu olacagini tahmin edilmektedir (Tablo
2.1.). Vakalarin yaklasik yarisinin ve diinyadaki kanser oliimlerinin yarisindan
fazlasinin 2018 yilinda Asya'da meydana gelecegi, Avrupa’nin ise toplam kanser
vakalarmin %23,4'in0 ve kanser olumlerinin %20,3'inti olusturacagi, bunun
Amerika’da goriilme sikliginin %21°1 ve diinya ¢apinda 6liim oraninin %14,4’iini

olusturmasi beklenmektedir.
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Tablo 2.1. Diinya genelinde en ¢ok rastlanan 15 kanser turtiniin tahmin edilen yeni vaka ve élumleri

Kanser Tipi Tahmini Yeni Veriler Tahmini Oltimler
Mesane 549.393 199.922
Kolon ve Rektal (Kombine) 1.849.518 880.797
Endometrial 295.414 184.799
it;t;zeelsi (Renal Hucre ve Renal Pelvis) 403.262 175.098
Losemi (Her Tarlu) 437.033 309.006
Karaciger ve intrahepatik Safra Kanah 1.060.500 946.718
Akciger ve Brons (Solunum Sistemi) 2.093.876 1.761.007
Melanom Cilt kanseri 1.042.056 65.155
tgg;gm:) (Hodgkin ve Non-Hodgkin 589 580 274.891
Pankreas 458918 432.242
Tiroid 567.233 41.071
Gogiis (Kadin) 2.088.849 626.679
Prostat Kanseri 1.276.106 358.989
Mide 1.033.701 782.685
Diger(agiz,beyin,tiikiiriik bezleri....) 4.333.518 2.515.968
TOPLAM 18.078.957 9.555.027

Her iki cinsiyette de akciger kanseri en sik tani alan kanserdir (toplam vakalarin
%12'si), bunu kadin meme kanseri (%12), kolorektal kanser (%10), erkeklerde
prostat kanseri (%7), karaciger kanseri (%6) ve mide kanseri (%6) takip etmektedir.
Mortalite i¢in yine akciger kanseri (%18) ilk siray1 almaktadir bunu kolorektal kanser
(%9), karaciger kanseri (%9), mide kanseri (%8) ve kadin meme kanseri (%7)

izlemektedir.
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201 milyon insanda 1,8 milyondan fazla yeni kolorektal kanser vakasi ve 881.000
olim olacagi tahmin edilmektedir (Tablo 2.1.). Genel olarak, kolorektal kanser,
goriilme sikligi bakimindan tgtincti (Sekil 2.3.), 6lim orami bakimindan ikinci

siradadir (Sekil 2.4.).

2.2. Kolon Kanseri

2.2.1.Kolon anatomi ve histolojisi

Kalin bagirsak, kolon olarak da bilinen, sindirim sisteminin bir pargasidir. Yaklasik
1,5 metre uzunlugundadir ve gastrointestinal (GI) kanalin beste birini
olusturmaktadir. Cogu besin maddesinin ince bagirsakta emilmesinden sonra
sindirilemeyen gidanin iglenmesinden sorumludur. Kalin bagirsak ¢ekum (kor
bagirsak), ¢ikan kolon, enine kolon, inen kolon ve sigmoid kolon olmak Utzere 5
kisimdan olugmaktadir (Sekil 2.5.).Cekum, ince bagirsagin sonu ile kalin bagirsagin
baslangict arasindaki kapakcigin bileske seviyesinde ¢ikan kolonun proksimal kor
kesesidir. Cekum kalin bagirsagin ikinci kismi olan ¢ikan kolon ile devam
eder. Cikan kolon, sag kal¢a ¢ukurundan karacigerin sag lobuna kadar karnin sag
tarafinda miikemmel bir sekilde ilerler. Bu noktada, sag kolik biikiilmede (hepatik
fleksura) sola doniis yapar. Artan kolon karin zarinin arkasinda bulunan bir organdir
ve her iki tarafinda parakolik oluklar vardir. Enine kolon kalin bagirsagin iigiincii, en
hareketli ve en uzun kismidir. Sag ve sol kolik fleksiyonlar arasinda bulunur. Sol
kolik biikiilme (splenik fleksura) sagdan daha az hareketlidir. Enine kolon, kokd
pankreasin alt smir1 boyunca olan enine mezokolonun bir mezenterine
baglanir. Enine kolon inen kolon olarak devam eder. Inen kolon karin zar1 arkasinda
bulunan bir organdir ve kalin bagirsagin besinci kismi olan sigmoid kolon igine
girer. Sigmoid kolon inen kolonu rektuma baglar. Sigmoid kolon, degisen uzunlukta
S seklinde bir halkadir [12, 13].
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Sekil 2.5. Kolon anatomisi [10]

Kolonun temel islevleri;

- Su ve elektrolitlerin emilmesi,

- Vitaminlerin Uretilmesi ve emilmesi,
- Diski sikistirma,

- Potasyum ve kloriir salgist,

- Atik malzemeyi rektuma dogru tasimasini icermektedir.

Sindirilemeyen materyaller kolona ulastiginda, ¢ogu besin maddesi ve suyun %90
kadar1 ince bagirsak tarafindan emilmektedir. Cikan kolonun rolii, kalan suyu ve
diger temel besin maddelerini sindirilemez materyalden emerek diski olusturacak
sekilde katilagsmasini saglamaktir. Suyun emilmesi ozmoz ile gergeklesir. Su,
elektrolitlerin emilmesi ile olusturulan ozmotik bir e8ime yanit olarak
dagilir. Sodyum, kolonda sodyum kanallar1 tarafindan aktif olarak emilir. Potasyum
limen igindeki konsantrasyona bagli olarak emilir veya salgilanir. Sodyumun aktif
emilimi ile olusturulan elektrokimyasal gradyan buna izin vermektedir. Klorur
iyonlari, elektrokimyasal bir gradyan boyunca bikarbonat iyonlar1 ile

degistirilmektedir. Kolon ayrica bakteriyel yetistirme icin elverigli bir ortamda
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gerekli vitaminlerin saglanmasinda rol oynamaktadir. Kolon bagirsaklarimizi
koruyan ve vitamin (Ureten trilyonlarca bakteri barindirmaktadir. Kolondaki
bakteriler, fermantasyon yoluyla 6nemli miktarda vitamin Gretmektedir. Biyotin de
dahil olmak tiizere K vitamini ve B vitaminleri, kolon bakterileri tarafindan
uretilmektedir. Bu vitaminler daha sonra kana emilir. Bir kiside bu vitaminlerin alim1
diisiik oldugunda, kolon vitamin esitsizligini en aza indirmede Onemli bir rol
oynamaktadir. Inen kolon, sonunda rektuma bosaltilacak diski
depolamaktadir. Sigmoid kolon, kolonun igindeki basinci arttirip ve diskinin rektuma
girmesine neden olmaktadir. Rektum digskilama ile ayrilmayr bekleyen diskiy1

tutmaktadir [12, 13].

) L g . Lenf bezi

\ 1\7 Kan daman

Sekil 2.6. Kolon histolojisi [4]

Bagirsak duvari birden fazla katmandan olusmaktadir. Liimen digina dogru kalin
bagirsagin 4 tabakasi mukoza, submukoza, kas tabakasi ve serozadir. Kas tabakasi
kalin bagirsagin hareketliligine katkida bulunmaktadir. Kolonda haustral kasilmasi ve
kitle hareketi olmak Uzere 2 tip hareketlilik vardir. Haustra, kolondaki parcali
gorunumini veren kolondaki keseciklerdir. Haustral kasilmasi, ozellikle ¢ekum ve
¢ikan kolonda olugmakta ve sivi emiliminin ger¢ceklesmesini saglamaktadir. Kimusun
transvers kolona kadar iletilmesi bu hareketlerle saglanmaktadir. Sonug olarak kimus

fekal maddeye doniismiis olur. Transvers kolondan sigmoid kolona kadar ilerleme ise
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kitle hareketleri ile gerceklestirilir. Kitle hareketleri daha giicliidiir ve fekal maddeyi
hizl1 bir sekilde rektuma tagimaya yaramaktadir [12-19].

2.2.2. Kolon kanseri olusumu

En sik goriilen gastrointestinal sistem kanseri olan kolorektal kanser gelisimi kotii
bagirsak iltihab1 hastaligi, polipler, genetik faktorler ve yaslanma ile iliskilidir.
Kolorektal kanser tanisi konan hastalarin %901 50 yasindan biiyiiktiir; bununla
birlikte, bu patoloji, beslenme aligkanliklar1 (yiiksek yag ve protein orani yiiksek),
obezite, hareketsizlik, sigara icme gibi risk faktorleri nedeniyle gen¢ hastalarda da
teshis edilmektedir. Geng yaslarda teshis edilen hastalarda hastalik daha
agresifdir. Tumorler genellikle rektumda (%37) lokalizedir. Sigmoidal (%31), artan
kolon (%9), cekum (%8), inen kolon (%5) ve transvers kolonda (%4) daha az goralir
[17].

Kolorektal kanser (CRC) olusumu genel olarak normal bir kolorektal epitelin
spesifik onkogenlerde ve/veya tiimor baskilayict genlerde sirali genetik birikimiyle
iyl huylu bir polip olusumuyla baslamakta ve daha sonra invazif ve metastatik
tiimorlere yol agan ¢ok sayida genetik ve epigenetik anormalliklerin kademeli olarak
birikmesiyle ilerlemektedir. Bir polipten kanser olusumu ortalama 8-10 yil kadar
stirmektedir. Kolorektal kanserli hastalarda klinik tablo, polipin bulundugu yer veya

biiyiikliigiiniin yan1 sira metastazlarin varligina veya yokluguna baglidir.
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Normal Polip Kiicuk Buyiik Kanserlesmig
ore | | Gelisimi |**| Polip |**| Polip |™| Polip
Zaman: 8~10 Yud

Sekil 2.7. Bir polipten kanser olusumu [16]

CRC vakalarinin yaklasik %65'i aile 0ykist veya belirgin genetik yatkinlik olmadan
olusur. Kalan %35’lik kisim bir aile veya kisisel kolorektal neoplazi dykiisii veya
iligkili tibbi durumlar (6rnegin, enflamatuar barsak hastaligi) nedeniyle kalitsal
yatkinliktan kaynaklanmaktadir. Bunun ancak %5-7 kadari tamamen kalitsaldir. 60
yasindan once kolorektal kanser veya kolon polipleri ile teshis konulmugsa veya
ayrica iki veya daha fazla birinci dereceden akrabalarina kanser veya polip teshisi

konulmussa hastanin pozitif ailesel dykiisii oldugu kabul edilir [15-18].

2.2.3. Kolon kanseri tedavi yontemleri

Kolon kanserinde de diger tim kanser ¢esitlerinde oldugu gibi uygun tedaviyi
belirlemeden 6nce dogru evreleme biiyiik 6nem tasimaktadir. Hasta i¢in hangi tedavi
seklinin en yararli olacagina kanserin yeri, evresi ve hastanin diger saglik sorunlart
karar vermektedir. Herhangi bir kanser icin tek bir tedavi yoktur. Kolon kanseri igin
en yaygin secenekler geleneksek kanser tedavi yontemleri olan cerrahi, kemoterapi
ve radyasyon tedavisidir. Tedavinin amaci kanseri ¢ikarmak, yayilmasini 6nlemek ve

rahatsiz edici semptomlar1 azaltmaktir [22, 23].
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Tablo 2.2. Kolon kanseri evrelerine gore kullanilan tedavi yontemleri

EVRE TEDAVI YONTEMI

Evre 0 Polipektomi
Lokal ekstizyon
Laparoskopik kolektomi

Evre 1 Lokal ekstizyon
Laparoskopik veya kismi kolektomi
Ameliyat

Evre 2 Kismi kolektomi
Ameliyat
Ameliyat ve sonrasinda kemoterapi

Evre 3 Kismi kolektomi
Ameliyat
Ameliyat ve sonrasinda kemoterapi
Radyoterapi
Kemoradyoterapi

Evre 4 Kemoterapi ile kiiglltlp sonrasinda ameliyat ve tekrar kemoterapi
Ablasyon veya embolizasyon
Kolektomi
Immiinoterapi

Lokal Niks Kemoterapi
Ameliyat
Kemoterapi ile kiigiiltiip sonrasinda ameliyat

Uzak Rekiirans Ameliyat
Kemoterapi ile kiigiiltiip sonrasinda ameliyat
Ablasyon veya embolizasyon
Immiinoterapi

2.2.3.1. Cerrahi yontemler

Cerrahi ¢ok fazla yayilmamis, metastaz belirtisi goriilmemis kolorektal kanser i¢in en
yaygin tedavidir [22]. Cerrahi tedavi primer lezyona ek olarak cevredeki drenaj lenf
nodlarinin ¢ikarilmasi saglayabilen tek yontemdir, lenf nodlarinin ¢ikarilmasi
tedavinin iyilestirici olmasi i¢in 6nem tagimaktadir [23]. Bazi erken evre kolon
kanserleri ve poliplerin ¢ogu minimal invaziv yontemlerle c¢ikarilabilmektedir.

Minimal invaziv cerrahi yontemler;

Polipektomi; Kanser kuguk, lokalize, tamamen bir polip icinde ve ¢ok erken bir
asamada ise polipi bir elektrokoter kullanarak elektrik akimiyla kolon duvarindan
kesmek icin kolonoskoptan bir tel halka gegirilerek yapilmaktadir [24]. Erken
evredeki ¢ogu polip kiigliktiir ve malign degildir. Bu nedenle tim kolonoskopistler
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tarafindan polipektomiye uygundur. 20 mm den kicuk polipler i¢in bu tedavi
yontemi uygulanabilmektedir [23].

Polipektominin hedefleri, tam ve giivenli polip rezeksiyonu saglamak ve cikarilan
polipin histolojik analiz i¢in alinmasidir [25]. Her ne kadar genellikle guvenli bir
prosediir olarak goriilse de, risksiz degildir. Ozellikle perforasyon veya kanama en
sik polipektomi yapilan hastalarda goriilmektedir. Kanama prosediir sirasinda veya
proseduriin tamamlanmasindan bir siire sonra (1-2 hafta icinde) meydana
gelebilmektedir. Prosediir sirasinda meydana gelen kanamalarin polipektomi
sirasinda polip damarlarinin yetersiz koterizasyonundan kaynaklandigi, gecikmeli
kanamanin ise polip alindiktan sonra yaranin altinda kalan bir damarin koter kaynakli

zarar gérmesi sonucu olustugu diistiniilmektedir [24].

Lokal Eksizyon; Polipektomiden biraz daha karmasik bir islemdir. Kolonoskopta,
kolonun i¢ astarindaki kii¢iik kanserleri ve kolon duvarindaki polipin ¢evresindeki
saglikli dokuyu ¢ikarmak i¢in aniisten iceri bir tiip gondererek ve bu tiip i¢inden
kanserli bolgeye girilen cerrahi aletlerle bolgedeki kanseri almayir hedefleyen
minimal invaziv bir yontemdir. Anlsten en fazla 15 cm uzakliktaki tlimorlere
erigilebilmektedir [28]. Lokal eksizyon, bagirsak g¢evresinin %30'undan fazlasini
isgal etmeyen, 3 cm'den daha bilyilk olmayan ve hareketli olan tiimérler igin

uygulanabilmektedir [29].

Genel olarak, submukoza (T1) izole edilmis, diisiik riskli histopatolojik 6zelliklerle
orta derecede farklilasmis tiimdrler i¢in kullanilmaktadir. 1989-2003 yillar1 arasinda
T2 rektal kanseri tedavisinde lokal eksizyon kullaniminda ABD'de neredeyse %50
artis olmustur. Lokal eksizyon artik T1 tiimdrlerinin genel olarak kabul edilebilir bir
tedavisi olmakla birlikte, uygulanmasi T2'ye genisletilmistir. Ancak T2 tumorlerinin
transanal eksizyonu, T1 lezyonlarma kiyasla neredeyse iki kat lokal niiks orani
tasimaktadir [25, 27]. Bu oran timoriin tam olarak alinamamasindan

kaynaklanmaktadir.
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Laparoskopik Kolektomi; Erken evre kanserler, kolektomi sirasinda kolonun sadece
kiiglik bir boliimiiniin ¢ikarilmasiyla tedavi edilebilmektedir. Minimal invaziv
kolektomi olarak da adlandirilan laparoskopik kolektomi, karinda birkag kiiciik kesi
icermektedir. Cerrahin, bir insizyondan kiigiik bir video kamera ve diger
insizyonlardan ozel cerrahi aletler gecirerek kolonu bir kesiden disar1 cikarip
viicudun digindaki kolonda tedaviyi gergeklestirildigi bir prosedirdir. Kolon
lizerinde onarim yapildiktan sonra, cerrah kesi yoluyla kolonu tekrar yerlestirir. Bu

islemden sonra bildirilen niiks distiktiir [30-32].

Yayilim gostermis daha ileri evre metastaz belirtisi olmayan, derin invazyonlu
polipler i¢in yukaridaki minimal invaziv yontemler yeterli olmamaktadir ve ameliyat
veya acik kolektomi gibi diger lokal tedaviler gerekmektedir. Invaziv cerrahi

yontemler;

Acik kolektomi; Daha ileri bir asamadaki kanserler, kolonun daha fazlasinin
cikarilmasin1 gerektirebilmektedir. Bu noktada laparaskopik kolektomi pek faydali
sonuglar vermemektedir. Agik kolektomi laparaskopik kolektomiye kiyasla invaziv
bir yontemdir ve agik cerrahi gerektirir. Kolona erismek i¢in karinda daha uzun bir
kesi yaparak cerrahin kanserden kurtulmak i¢in kolonun bir kismin1 veya tiim kolonu
keserek gerceklestirdigi bir prosediirdiir [32, 33]. Cesitli ag¢ik kolektomi

operasyonlar vardir:

- Total kolektomi, tim kolonun ¢ikarilmasini igerir.

- Kismi kolektomi (subtotal kolektomi), kolonun bir kisminin ¢ikarilmasini
icerir.

- Hemikolektomi, kolonun sag veya sol kisminin ¢ikarilmasini igerir.

- Proktokolektomi, hem kolonun hem de rektumun ¢ikarilmasini igerir [30, 31].

Cerrahi (Ameliyat); Kolon kanseri olan hastalar i¢in standart tedavilerden biridir.
Lokalize tlimorler i¢in primer ve bolgesel lenf nodlarinin acik cerrahi rezeksiyonu

onem tasimaktadir. Ileri evre metastaz belirtisi goriilmeyen sadece karaciger ve
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akcigerde rezektabl (kesip ¢ikarilabilir) metastaz gelisen hastalarin %25 ile
%40'inda cerrahi iyilestirici olmaktadir [34].

2.2.3.2. Ablatif yontemler

Ablatif yontemler kolorektal metastazi genellikle karacigerde sinirli olan hastalar i¢in
kullanilan bir tedavi segenegidir. Ideal olarak, hastalar karacigerde ii¢c veya daha az
lezyona sahip oldugunda ve her bir lezyon en fazla {i¢ santimetre ¢apinda oldugu
durumlarda kullanilabilmektedir. Ablatif terapiler arasinda radyofrekans ablasyonu,
mikrodalga ablasyonu ve kriyoablasyon bulunur [35].

Radyofrekans ablasyonu (RFA); Kolorektal karaciger metastazlarinin tedavisi igin
incelenen ablatif teknik olan RFA, karaciger tiimorlerinin tedavisinde
kullanilabilecek bir baska minimal invaziv prosediirdiir [35, 36]. RFA frekans1 900
kHz’den diisiikk olan elektromanyetik enerji kullanmaktadir. Koagtlasyon nekrozu,
hedef lezyona bir elektrot sokularak ve yiiksek frekans degistirici akim uygulanarak
elde edilmektedir. Bu iyonlasma ve siirtinmeyi indiiklemektedir. 100°C'nin
tizerindeki sicakliklar elektrik empedansini arttirmakta ve uygulanabilecek ener;ji
miktarini sinirlamaktadir. Bu, salin infliizyonu ve sogutulmus 1slak elektrotlar
kullanilarak 6nlenebilmektedir. RFA probu genellikle ultrason veya CT gibi goriintii
kilavuzlugunda kullanilmaktadir [36].

2001 yilinda Gida ve Ilag Dairesi tarafindan onaylanan bu tedavi sekli ile 3 cm'den
kiiciik 3 veya daha az lezyonu olan iyi secilmis hastalarda % 33'e kadar 5 yillik
sagkalim bildirilmistir. RFA sonrast lokal niiks i¢in en Onemli faktor timor
boyutudur ve daha biiyiik lezyonlar lokal basarisizlik i¢in daha yiiksek risk altindadir
[35].

Mikrodalga ablasyonu (MWA); Son yillarda MWA, kolorektal Kkaraciger
metastazlarinin tedavisi igin yeni bir ablatif tedavi segenegi olarak ¢ikmustir [18].
Lezyon igine yerlestirilen igne benzeri proplardan 900 ile 2450 MHz araliginda
elektromanyetik radyasyon olusumuna dayanmaktadir. RFA gibi diger ablatif
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tekniklerle kiyaslandiginda MWA, birden fazla igne prop kullanarak daha biiyiik
lezyonlar1 tedavi etme yetenegi ile daha diizgiin doku 1sinmasina yol
acabilmektedir. Ayrica daha az doku komiirlesmesi gergeklestirmektedir. Cilt
yaniklarina bagl bir risk tasiyan topraklama pedlerine olan ihtiyacin ortadan
kaldirilmas1 ve daha kisa prosediir siireleri mikrodalga ablasyonunun ek
avantajlarindandir [38]. MWA genellikle ultrason veya BT kilavuzlugu altinda
yapilmaktadir [36].

Kriyoablasyon; Malign tiimorlerin tedavisinde kullanilan ablatif tekniklerin en
eskisidir ve glniimiizde popilerligini yitirmisitr. Kriyoablasyonda, timoru
dondurmak i¢in sivi oksijen veya azot kullanilir [31]. Doku sicakliklar1 -40°C’ye
diisiiriiliir ve prob konfiglirasyonuna bagli olarak ¢esitli boyutlarda bir buz topu
olusturulur. Buz topunun icinde -40 ile 0°C arasinda degisen Ongoriilebilir termal

bolgeler vardir. Doku 6lumu -20 ile -40°C*de meydana gelmektedir [37].

Kriyoablasyondan sonra bitigik vaskiiler yapilarda canli hiicre kalmaktadir, béylece
daha fazla metastaz ve hasta zararina yol acabilmektedir. MWA ve RFA gibi diger
ablasyon segeneklerinde bu gergeklesmez. Bu nedenle, lokal bir ablatif prosedir
belirtilirse kriyoablasyondan ziyade termal ablasyon teknikleri kullanilmalidir [38].

2.2.3.3. Embolizasyon

Embolizasyon, ablasyon ile tedavi edilemeyecek kadar genellikle 5 cm'den daha
blyuk olan timorler icin kullanilabilir. Ablasyon ile birlikte de kullanilabilir. Bir
embolizasyon prosediirii sirasinda, karacigerdeki kanser hiicrelerine kan akisini
engellemeye veya azaltmaya c¢alismak i¢in maddeler kan damarlarima enjekte
edilir. Karaciger metastaz1 gostermis kolorektal kanseri tedavi etmek i¢in kullanilan

3 ana embolizasyon prosedr tiirii vardir.

Transarteriyel embolizasyon (TAE); Kateter bazli bir lokasyon tedavisidir. Kateter i¢
uyluktaki kiicliik bir kesimle artere yerlestirilerek karacigerdeki hepatik artere

gecirilmektedir. BOylece hepatik artere embolize edici materyaller uygulanarak
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gerceklestirilen bir tedavidir. TAE'min amaci, tiimér nekrozu ile sonuglanan bir

toplam arteriyel tikanmasi olusturmaktir [36].

Kemoembolizasyon(TACE); Hepatik arter yoluyla basit bir sekilde sadece embolize
edici materyallerin verilmesinin aksine kemoterapdtik ajanlarin  mikrokiirelere
gomuli olarak verilmesi ile birlestirilmis bir lokal tedavi seklidir. TACE ayrica,
tiimorii besleyen artere dogrudan yerlestirilen bir kateterden kemoterapi verilerek,

ardindan arteri tikatarak da yapilabilmektedir [35].

Radyoembolizasyon; TACE ile aym fizyolojik prensibi kullanmaktadir.
Radyoembolizasyon, recineye veya cam mikroklrelere gomuli radyoaktif beta
yayict ile tiimoriin dogrudan yakinina radyasyon uygulanmasini baz alan lokal bir
tedavi seklidir. Bu sayede daha yiiksek radyoaktif dozlar elde edilebilmektedir.
Radyasyon ¢ok kisa bir mesafe kat ettiginden saglikli doku daha az radyasyon
emmektedir [35, 37].

2.2.3.4. Radyoterapi

Radyasyon tedavisi kolon kanseri tedavisinde kullanimi ¢ok yaygin degildir, ancak
ameliyattan Once tiimorii kiigiiltmek amaciyla, ameliyat sonrasinda kanser bir i¢
organa veya karnin astarina yapismissa, ameliyat sirasinda, tiimdriin bulundugu
bolgeye geride birakilabilecek kanser hiicrelerini 6ldiirmek i¢in kullanilabilmektedir.
Ayrica hareketsiz bolgelerdeki tiimor yerlesimi, lokal perforasyon ve T4 veya T3
evre (N1-N2 artan ve/veya inen kolon) gibi bazi yiiksek riskli gruplarda
kullanilmaktadir [34].

Radyasyon tedavisi, kanser hiicrelerini yok etmek icin yiiksek enerjili 1sinlar (x-
1isinlar gibi) ile timorlii olarak belirlenen bolgeyi hedef alan bir tedavi yontemidir.
Rektal kanserli hastalar1 tedavi etmek i¢in kolon kanseri olanlara gore daha sik
kullanilir.Baz1 kolon ve rektal kanserler iginkemoterapiyleayni anda tedavi etmek
radyasyon tedavisinidaha da iyi hale getirebilir [41]. Bu 2 tedavinin birlikte

kullanilmasina “kemoradyoterapi” denir [42].
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2.2.3.5. Kemoterapi

Kemoterapi, kanserli hicreleri éldurmek icin gicli kimyasallar kullanan bir ilag
tedavisidir. Sistemik olarak intravendz ya da oral yolla alinabilmektedir. Lokal
sekilde dogrudan viicudun bir bolgesine, tiimdrii besleyen bir damara veya artere,
dogrudan kansere veya ameliyattan sonra kanserin oldugu yere de enjekte
edilebilmektedir [34, 43]. Kemoterapi ilaglar1 ¢ok agir ilaglar oldugundan viicudun
iyilesmesi i¢in dinlenme periyodu ile birlikte verilmektedir. Mide bulantisi, kusma,

istah kaybi, yorgunluk, agr1 gibi yasam kalitesini diisiiren bir¢ok yan etkisi vardir.

Kolorektal kanser icin klinikte yaygin olarak kullanilan kemoterapik ilaclarb-
Florourasil (5-FU), kapesitabin (Xeloda), irinotecan (Camptosar), oksaliplatin
(Eloksatin), trifluridin ve tipracil (Lonsurf)’dir. Hangi kemoterapi ilaglarinin
kullanilacag: kanser tiirii, kanserin evresi, genel saglik ve dnceki kanser tedavilerine

gore degiskenlik gostermektedir [46].

2.2.3.6. Immiinoterapi

Viicudun kanserle savasmak i¢in dogal savunmasmi giiclendirmek i¢in
tasarlanmigtir. Bagisiklik  sistemi islevini iyilestirmek, hedeflemek veya geri
yiiklemek i¢in viicut tarafindan veya laboratuvarda yapilan malzemeleri kullanir.
Kontrol noktasi inhibitorleri, kolorektal kanseri tedavi etmek icin kullanilan énemli
bir immunoterapi taridur. Kontrol noktasi inhibitorlerinden pembrolizumab, timor
hucrelerinin bir reseptori olan PD-1'i hedefleyerek timor hiicrelerinin bagigiklik
sisteminden saklanmasini Onler metastatik kolorektal kanserlerin tedavisinde
kullanilir.Nivolumabtedaviden sonra biiyiiyen veya yayilan metastatik kolorektal
kanseri olan insanlar1 tedavi etmek igin kullanilir.Nivolumab ve ipilimumab
(Yervoy) kontrol noktasi inhibitorleri kombinasyonu ve kemoterapi ile tedavi
edildikten sonra biiyiiyen veya yayilan metastatik kolorektal kanserli hastalar1 tedavi
etmek i¢in onaylanmistir [45]. Immiinoterapi, daha hedefli, potansiyel olarak daha az

toksik bir terapi olarak Gmit vaat ediyor [44].
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Tablo 2.3. Geleneksel tedavi yéntemlerinin yan etkileri

Geleneksel Tedavi yontemi Yan Etkileri

Ameliyatin olasi riskleri ve yan etkileri,
Kanama,
Cerrahi Enfeksiyon,

Bacaklardaki kan pihtilar

Karin (karin) agrisi,

Karacigerde enfeksiyon,

Gogiis boslugunda veya karinda kanama,
Ablasyon ve Embolizasyon Ciddi komplikasyonlar,

Safra kesesi iltihabi,

Karacigerin ana kan damarlarinda kan pihtilart

Cilt tahrisi,

Ameliyattan 0Once radyasyon verilirse yara

iyilesmesi ile ilgili sorunlar,

Mide bulantisi,

Ishal,

Agrilt bagirsak hareketleri veya digskida kana
Radyasyon neden olabilecek rektal tahris,

Bagirsak inkontinansi (digkt kacagt),

Mesane tahrisi,

Yorgunluk,

Tedavi edilen bolgedeki dokularin birbirine

yapismasina neden olan adezyonlar

Sac kaybi,
Agiz yaralari,
1stah kaybu,
Kemoterapi Mide bulantisi ve kusma,
Ishal, enfeksiyon,
Kolay morarma veya kanama, yorgunluk

Yorgunluk,
Immiinoterapi Ishal,

Deri dokiintiisii ve kagintidir.

Kanser tedavilerindeki temel zorluklar, tedavi saglikli dokular1 veya organlar
etkilediginde ciddi yan etkiler olusturmasidir. Biyolojik ajanlar metastatik vakalarin
tedavisinde 6nemli bir rol oynamistir ve bu se¢im tiimdriin genetik analizi ile giderek

daha fazla yonlendirilmektedir. Tiimor biyolojisini daha iyi anlamamizi saglayan ve
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yeni nesil hedefli ilaglarin tasarimina yol agan temel arastirmalardaki ilerlemelerle
fotodinamik tedavi mevcut tedavi yontemlerine umut verici alternatif bir tedavi

yontemidir [31].

2.3. Fotodinamik Tedavi

2.3.1. Fotodinamik tedavi tarihcesi

Isik, ylizyillardir terapotik bir ajan olarak Antik Misir, Hindistan ve Cin’de sedef
hastaligl, rasitizm, vitiligo ve cilt kanseri gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmistir [47,48]. Bilinen en eski raporlarindan biri, 3000 yil 6nce iinlii Yunan
hekimi Herodotus tarafindan tanitilan “helyoterapi” dir. 18. yiizyilin sonlarina kadar
giinese maruz kalmanin faydali etkileri arastirilmis ve bir 19. yiizyi1l doktoru olan
Cauvin, 1815'te giines 1s181min skrofula, rasitizm, iskorbiit, romatizma, felg, sislikler,
kas ve zayiflik i¢in iyilestirici bir ajan oldugunu sdylemistir [48, 49]. 19.ylizyilin
sonunda Danimarkali hekim Niels Finsen, kirmiz1 1sik kullanarak c¢icek hastaligi
pustiillerinin olugumunu ve akintisini 6nledigini, kirmizi 151 bu hastalig1 tedavi
etmek icin kullanilabilecegini gostererek fototerapiyi daha da gelistirmistir. Ayrica
deri tiiberkiilozunun tedavisinde ultraviyole 1sik kullaniminin bu hastaligin
iyilestirilmesindeki etkilerini gostererek 1903 yilinda Nobel Tip Odiiliine layik
gorilmiistiir [47, 48]. Gliniimiizde fototerapi sedef hastaligi gibi bazi dermotolojik
hastaliklarin tedavisinde, yeni dogan bebeklerde goriilen sarilik tedavisinde ve

psikiyatride kullanilmaktadir [50].

100 yildan uzun bir siire once, arastirmacilar ayrica 151k ve bazi kimyasallarin bir
kombinasyonunun hiicre 6liimiine neden olabilecegini gozlemlemislerdir. 1900'de
Alman tip 6grencisi Oscar Raab, bazi dalga boylarinin akridin kimyasali varliginda
Paramecium tiirii de dahil olmak iizere infusoria ig¢in Oldiiriicii oldugunu
bildirdirmistir. Bu etkinin, 15181n bitkilerde goriilene benzer sekilde klorofil
tarafindan emilmesinden sonra enerjinin 1siktan kimyasal maddeye aktarilmasindan
kaynaklandigini ileri stirmiistii. Ayn1 yil Firansiz noérolog J. Prime, epilepsi

tedavisinde oral olarak eozin alimmin ardindan giines 15181na maruz kalan bolgelerde
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deri iltihabinin olustugunu kesfetmistir. Daha sonra 1903'te Herman Von Tappeiner
ve A. Jesionek, topikal olarak uygulanan eozinin beyaz isikla tedavisinde cilt
tiimorlerini 1yilestirdigini gézlemledi ve 1907'de bu fenomeni tanimlamak igin

“fotodinamik eylem” terimini tanitilar [47, 48].

Simdiye kadar iizerinde en ¢ok c¢alisilan kimyasallar, 19.ylizyilin ortalarinda
tanimlanan porfirinlerdir. W. Hausman, Paramecium ve kirmizi kan hiicrelerini
hematoforfirin ve 1sikla tedavi etmis ve bu kombinasyonun hiicreleri 6ldiirdiigiinii
bildirmistir. Ek olarak, hematoforfirin uygulamasindan sonra i1s1§a maruz kalan
farelerde cilt reaksiyonlar1 rapor etmistir. 1913'te Alman bilim adami Friedrich
Meyer-Betz, HpD’nin kendi cildi tizerindeki etkilerini test eden ilk kisi olmustur. 200
mg Hematoforfirini viicuduna enjekte etmis 2 ay boyunca gilines 1s1gina maruz

kaldiginda fototoksik reaksiyonlar yasamistir [47-52].

1960'larda Richard Lipson ve arkadaslari modern FDT donemini baslatmustir.
1972'de 1. Diamond ve meslektaslar1 Porfirinlerin tiimor lokalizasyonu ve tiimor-
fototoksik 6zelliklerinin  kombinasyonunun kanser hicrelerini 6ldirmek igin
kullanilabilecegini ileri slirmislerdir. 1975'te Thomas Dougherty ve arkadaslari,
hematoforfirin ve kirmizi 15181in uygulanmasinin farelerde meme tiimorii biiyiimesini
tamamen ortadan kaldirdigini bildirdiginde 6nemli bir atilim gergeklestirmislerdir.
Ayn1 yil, J.F. Kelly ve arkadaslari, HPD'nin hafif aktivasyonunun farelerde mesane
karsinomunu da ortadan kaldirdigini bildirmislerdir [47, 51, 53]. 1993 yilinda ise ilk
defa fotodinamik tedavide kullanilan fotoduyarli madde olarak Photofrin® (porfimer
sodium) Amerikan Gida ve Ilag Kurumu (Food and Drug Administration (FDA))
tarafindan onaylanmistir. Bu tarihten itibaren yapilan bir¢ok yeni ¢alisma ile gelisen
fotodinamik tedavibirgok kanser tiiri ve bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmig

alternatif bir tedavi yontemidir [54].
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Sekil 2.8. FDT tarihgesi

2.3.2. Fotodinamik tedavi prosediru
Fotodinamik terapi, malign tiimorler, enfeksiyonlar ve diger lezyonlara secici
sitotoksik aktivite uygulayabilen klinik olarak onaylanmis minimal invaziv bir tedavi
proseduridir. Prosedir, fotosensitizer adi verilen 1s18a duyarli bir maddenin viicuda
sistemik, lokal veya topikal olarak verilmesini ve ardindan FS’nin bir absorbans
bandina karsilik gelen dalga boyunda 1sinlanmasini igermektedir. Oksijen varliginda,
bir dizi olay dogrudan tiimor hiicresi 6liimiine, mikrovaskulatirde hasara ve lokal bir

enflamatuar reaksiyonun indiiklenmesine yol agmaktadir.

FDT; fotosensitizer, 1sik ve oksijen olmak iizere 3 temel bilesenden olugsmaktadir.
Bunlarin higbiri tek basina toksik degildir, ancak {igli birlikte tekli oksijen
(102)veya reaktif oksijen tiirleri (ROS) adi verilen yiiksek derecede reaktif
iirinlerin olusumuyla sonuglanan bir fotokimyasal reaksiyon baglatarak hizla hiicre

oliimiine yol agan 6nemli toksisiteye neden olmaktadirlar [55, 56].
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FS kolonoskopi ya ES tumeérli FS kolonoskopi yada
da duruma gore dokuda duruma gore farkh
intravenoz, lokalize olur. yollarlagigin belirli
topikal veya oral bir dalga boyuna
olarak uygulanir. maruz birakilarak
aktive edilir.

TUmor segici
olarak yok
edilir.

Sekil 2.9. FDT uygulama protokolu

FDT, diinya ¢apinda artan ilgi goren bir tekniktir. Bir¢cok kanser i¢in kullanilmaktadir
[57]. Kolorektal kanser; endoskopi, kolonoskopi, lokal eksuzyon gibi yontemler
kullanilarak kolona kolayca erisilebildiginden bu onkolojik FDT tedavisi formu
miimkiindiir. Bu nedenle kolonoskopi endoskoplari, FS ilaglarin1 dogrudan timor
bolgelerine iletebilmekte ayrica FS ilacini aktive etmek i¢in kullanilan 151k kaynaginm
da kolayca tiimor bolgesine iletebilmektedir. FDT'nin kanser hucrelerini basariyla

yok etme kabiliyeti, hedef hiicrelerde ROS {iretiminin etkinligine baglidir [58].

2.3.3. Fotodinamik tedavi fotokimyasi

FDT, biyolojik etki yaratmak icin fotofiziksel ve fotokimyasal surecleri
birlestirmektedir. FS'nin 1s1kla uyarilmasi, hiicresel substratlar veya sonunda kanser
hiicrelerinin 6liimiine yol acan molekiiler oksijen ile fotokimyasal reaksiyonlari
icermektedir. Genellikle, zemin durumundaki (tekli durum) FS, diisiik enerjili
molekiiler orbitalde zit spinlerde iki elektrona sahiptir. Is1igin emilmesinin ardindan,
bu elektronlardan biri doniigiinii degistirmeden daha yiiksek enerjili molekiiler

orbitale aktarilmaktadir. Buna “tekli uyarilmig durum” denir ve tekli uyarilmig
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durumda FS ¢ok kararsizdir ve émrii ¢ok kisa (nano'dan piko sn'ye kadar) oldugu
icin hiicresel substratlarla reaksiyonlara katilamamaktadir. Zemin durumuna geri
donmek i¢in, ya fliioresans seklinde enerji yaymakta ya da dahili doniisiim yoluyla
181 enerjisini serbest birakarak 1s1 yaymaktadir. Aksi takdirde, uyarilmis tekli durum
kendiliginden sistemler arasi gegise girebilmekte ve uyarilmis elektronun ters
cevrilmis doOniisiiyle nispeten uzun Omiirli (daha kararli) bir dglii durum
olusturmaktadir. Uclii durumdaki FS zemin durumuna geri donebilmek icin

enerjisini, fosforesans veya 1s1 formunda enerji salarak dagitmaktadir [59, 60].
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Sekil 2.10. FDT aksiyon mekanizmasi

FDT'deki hiicre 6lumune tip | ve tip 1l olmak Gzere iki tip fotokimyasal reaksiyon
aracilik etmektedir. Tip I reaksiyonunda, ii¢lii durumdaki FS enerjisini ortamdaki
hidrojen atomuna veya elektrona transfer ederek ROS (hidrojen peroksit, stiperoksit,
hidroksil radikali gibi) olusturmaktadir. Tip II reaksiyonunda, dogrudan molekiiler
oksijene transfer ederek tekli oksijen olusturmaktadir. Boylece, 1s18a
duyarhilastiricilar tip 1 veya tip Il reaksiyon kullanarak veya aymi anda her iki tip
reaksiyon mekanizmasini kullanarak kanser hiicrelerini 6ldiirebilmektedir. Tekli
uyarilmis durumda FS, omrii ¢ok kisa (nano ile pico sn arasinda) oldugu igin
hiicresel substratlarla reaksiyonlara katilamaz, oysa nispeten daha uzun Omurli
(mikro ile mili sn arasinda degisen) ti¢lii durumdaki FS bu reaksiyonlar1 etkili bir
sekilde gergeklestirebilmektedir [59, 61]. Kullanilan fotoduyarli maddenin tiiriine,

ortamdaki oksijen ve substrat yogunluguna bagli olarak Tip I ve Tip II reaksiyonlarin
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gerceklesme oranlart degisiklik gostermektedir. Her iki reaksiyon sonucunda da
hiicre 6liimii ger¢ceklesmektedir ancak fotodinamik tedavide genellikle daha basit bir

mekanizmaya sahip olan Tip Il reaksiyonu ger¢eklesmektedir [62].

Yuksek enerji formunda bulunan reaktif oksijen tdrleri ortamdaki aminoasid
kalintilari, lipitler, niikleik asitler gibi hiicre elemanlarindan biriyle etkilesimde
bulunarak mitokontriyal kokenli apoptozis veya vaskiler endotel hasara sebebiyet

vererek kanserli hiicrenin élimiine neden olur [62].

2.3.4. Fotodinamik tedavide tiimor imha mekanizmalari

Kan dolagimina bir FS enjekte edildiginde, cesitli serum proteinlerine baglanir sonra
endotel hiicrelerine aktarilir ve damarlarin dis ¢eperine gecer. Bu adimdan sonra,
1s18a duyarli hale getirici hiicre dist matrise baglanabilmekte veya tlimor hiicreleri
icinde lokalize olabilmektedir. Bu biyolojik dagilimdaki son adim, 1s18a
duyarlilastiricinin hedef bolgeden lenfatikler veya kan damarlari ile temizlenmesi ve
bobrekler veya karaciger tarafindan atilmasidir. FDT'nin tiimorler {izerindeki nihai
etkisi bliylik 6lcilide 1s1¢1n1n hangi asamada verildigine baghdir ve bu da sonugta bu

timor yikiminin genel basarisini belirleyecektir [67].

FDT, hicrelerde birgok hucresel ve molekiiler sinyal yolu olaymi tetiklemesine
ragmen, asil amaci hiicre oliimiinii indiiklemektir [63]. FDT ile tedavi edildiginde
tiimor yikimina katkida bulunan ii¢ farkli mekanizma tanimlanmistir (Sekil 2.11.). i1k
olarak agiga ¢ikan ROS, tiimor hiicrelerini dogrudan apoptoz veya nekroz ile
oldiirebilmektedir. Ayrica FDT, tiimorle iligkili vaskiiler sisteme zarar vermektedir.
Timor kan damarlarinda tromboz ve kanamaya yol agmakta bu da tiimoriin
oksijensiz ve besinsiz kalmasini saglayarak tiimor yikimina sebep olabilmektedir.
Son olarak, FDT ile tiimorde indiiklenen sitokinlerin ve proteinlerin akut iltihab1 ve
salinmasi, hem timdr yikimima katkida bulunmakta hem de bagisiklik sisteminin
timor hiicrelerini tanimasi ve yok etmesi i¢in uyarabilen 16kositlerin istilasina yol

acabilmektedir. Bu ti¢ mekanizma da birbirini etkileyebilmektedir [64, 65].
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FS tiimorli dokuda lokalize olur ve tekli oksijen ya da ROS iireten uygun
dalga boyunda bir 1gikla uyanhr
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Sekil 2.11. TUmor imha mekanizmalari

2.3.4.1. Dogrudan hiicre hasari

Fotodinamik terapi sirasinda olusan tekil oksijen ve hidroksil radikalleri ¢cok reaktif
ve kisa omiirliidirler. Tekil oksijenin 6mru 0.04 mikrosaniyeden kisa olup 0.02 pm
capinda etkilidir [68]. Bu nedenle, FS'nin hiicre i¢i konumunda veya ¢ok yakininda
fotodinamik hasar meydana gelmektedir. Bunlar fotodinamik tedavinin dogrudan
etkilerini gostermektedir. FDT, 3 ana hicre 6liim yolunu uyandirabilir: apoptotik,
nekrotik ve otofaji ile iligkili hiicre oliimii Sekil 2.12.°deki gibi ger¢eklesmektedir
[64]. FS'nin konsantrasyonu, fizyokimyasal 6zellikleri ve hiicre alti konumu, oksijen
konsantrasyonu, 1518in uygun dalga boyu ve yogunlugunun yani sira hiicre tipine
O0zgli Ozelliklerin tiimii dogrudan hiicre Oliimiiniin modunu ve kapsamini

etkileyebilmektedir [66].
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Sekil 2.12. Ug biiyiik hiicre 6limi morfotipi ve imminolojik profilleri [55]

Apoptoz; FDT'de hicre 6limiine yol acan ana mekanizma olarak kabul edilmektedir.
Farkli sinyal yollarinin neden oldugu hiicreyi intihara gotiiren programlanmis,
kontrollii ve enerji tiiketen bir hiicre 6limii seklidir [70, 73]. Apoptoz sireci 6lum
reseptOrlerinin  aktivasyonu veya sitokrom c'nin mitokondriyal salinimi ile
baglamaktadir. Her iki olay da sonunda kaspaz -3, -6 ve -7 gibi 'yiritucu kaspazlar'
olarak bilinen kaspaz kaskadlarinin aktivasyonuna yol agmaktadir. Aktif uygulayici
kaspazlar hiicresel substratlar1 ayirmakta, bu da 6lmekte olan hiicrelerde gézlenen
karakteristik biyokimyasal ve morfolojik degisikliklere yol agmaktadir [71]. Bu
degisiklikler karakteristik hiicresel biiziilme, kromatin yogunlagmasi1 ve
parcalanmasi, hiicre patlamasi ve igeriginden sizinti olmadan apoptotik cisimlerin

olusumu ile temsil edilmektedir [72].

Hiicre sinyal yollarinda FDT'nin en 6nemli hedefi, Bcl-2'nin pro-apoptotik ailesinin
aktivasyonudur, cinki Bcl-2'nin hafif hasart kanserli hicrelerde apoptozu
indlklemektedir. Bcl-2 protein ekspresyonu FDT'ye uygun bir yanitla
iliskilendirilmistir ve FDT'de genel kanser yanitim1 degerlendirmek igin
kullanilabilmektedir. Ayrica, hiicre lizat1 i¢cinde kaspaz 3 ve 9'un giiclii kalintisinin
bulunmasi durumunda, FDT'den sonra yiiksek oranda hiicre 6liimii meydana geldigi

ve FDT'nin bunlar1 hiicresel 61iim yolu i¢inde aktive ettigi soylenebilmektedir [65].
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Nekroz; Fiziksel veya kimyasal hasar nedeniyle kazara hicre o6lumi olarak
adlandirilmakta ve genellikle programlanmamis bir siire¢ olarak kabul edilmektedir
[71]. Akut, gucla, fiziksel veya kimyasal bir hakaret veya kimyasal hakaretin neden
oldugu hizli ve diizensiz bir hiicre oliim seklidir. Diizenlenmis hiicre 6lim
yontemlerinin aksine pasif bir siire¢ olarak kabul edilmekte, sinyal yollariyla protein

sentezi, enerji veya diizenleme gerektirmemektedir [72].

Cekirdek Dbiiziismesi, sismis sitoplazma ve sitoplazmik zarlarin ilerleyen
parcalanmasi, hiicre parcalanmasina ve materyalin hiicre dis1 ortama salinmasina yol
acmaktadir. Daha yiiksek dozlarda FS ve yiiksek akicilik oranlarinin, hiicreleri
nekroza zorlamak ve apoptozu onlemek i¢in daha fazla membran hasarina neden
oldugu goézlenmistir. Buna proteazlar aracilik etmektedir. Reaktif oksijen tlrlerinin
olusumu FDT sirasinda nekrozun ana nedenidir. Nekroz, plazma zarinda lokalize
olan 1s18a duyarlilastiricilarin neden oldugu hiicre 6liimiiniin ana seklidir. FDT'nin
ardindan tiimor nekroz faktorii ve Fas reseptorleri, kaspaz inhibisyonu kosullari
altinda reseptor ile etkilesen protein 1'in (RIP1) aktivasyonu yoluyla nekrozu

tetiklemektedir [70,71].

Otofaji; Hiicrenin hasarli organellerinin ve sitoplazmasinin bir kisminin gift zarli bir
otofagosom i¢ine alindigi kendi kendine pargalanma siirecidir. Otofagosomlarin
lizozomlarla fiizyonu, anormal proteinlerin ve organellerin bozulmasini tegvik
etmektedir.  Otofaji, istenmeyen proteinlerin, organellerin ve istilaci
mikroorganizmalarin bertaraf edilmesini kolaylastirmanin yani sira, bir hiicrenin
besinlerini gereksiz siireclerden aclik veya stres zamanlarinda yasam icin gerekli
olanlara yeniden tahsis etmesine izin vermektedir. Otofajinin avantaji, hiicresel enerji
depolarin1  ve  fonksiyonel olmayan organelleri ve proteinleri  geri
dontstiirebilmesidir. Otofaji yaslanma, enfeksiyon, aglik ve timdr olusumu gibi
cesitli saglik durumlarinda ve hastaliklarda rol oynamaktadir. Bununla birlikte,
kanserde otofajinin islevleri biraz tartigmali goriinmektedir. Bir yandan, otofaji
kanser ilerlemesi sirasinda tiimor hiicrelerini korurken; diger yandan kanser hiicresi

gelisimini baskilamakta hatta hiicre 6liimiinii indiiklemektedir [71, 74].
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Otofajinin FDT'nin sonucunu nasil etkiledigi hala belirsizdir. Genel olarak memeli
hiicreleri, otofajiyi hasarli organellerin hiicresini temizleyerek ROS aracili hasara
kars1 bir savunma olarak kullanirlar. ROS tipi ve oksidatif hasar derecesine bagh
olarak, FDT otofajiyi uyarabilir. Otofaji FDT ile indiklenen apoptozda rol
oynayabilir, ancak iki siire¢ birbirinden bagimsiz olarak da ortaya cikabilir. Otofaji
ve apoptoz oranlart kanser hiicresi tipine, 1518a duyarlilastiriciya ve hafif doza

baghdir [71].

2.3.4.2. TUmor vaskiiler hasari

Tiimor alanlarinin fotoduyarli maddeye uygun spesifik dalga boyunda bir 151k ile
1s1nlanmasi, timor hiicrelerine ve damarlarina zarar veren yiiksek sitotoksik ROS
Uretmektedir. Daha ayrintili olarak, ROS, vazoaktif molekiillerin salinmasini,
vaskiiler gecirgenligi ve damar daralmasmi etkileyen endotelyal hiicrelerde ve
vaskiiler bazal membranda geri donilisiimsiiz hasarlar birakmaktadir.Boylece

vaskiilatiir ve doku kanamalarinin ¢okmesi tiimor yikimina yol agmaktadir.

Vaskiilatiire FDT aracili hasar, timorde inflamatuar yanitin baglatilmasidir. TUmor
bliylimesi, oksijen ve besin kaynagi nedeniyle vaskiilatiiriin fonksiyonu ile iligkili
oldugundan, mikrovaskiilatiir yitkimi ve kan damar1 olusumunun 6nlenmesi, timor
kan damarlarina zarar vermekte, kan damar1 tikamikligina ve kanamalara neden

olmakta ve timor hucrelerini 6ldirmektedir [75].

2.3.4.3. Enflamatuar ve immunolojik etkKi

Immiinolojik etki, enflamatik bir yanitin olusturulmasma dayanmaktadir. Uzun siire
apoptozun immiunolojik olarak sessiz veya hatta tolerojenik oldugu diistiniiliirken,
kazara nekroz yiiksek derecede iltihapli, hatta bazen zararli bir hiicre 6liimii olarak
algilanmistir. Apoptotik  hiicreler (ve 1ilgili apoptotik cisimler), zarlarmin
par¢alanmasindan 6nce fagositik hiicreler tarafindan yutulmaktadir, bu da herhangi
bir hiicre i¢i igerigin salinmasini Onlemektedir. Bunun yerine, kazara nekroza,
inflamatuar ve immunomodiulator 6zelliklere sahip birka¢ molekul iceren hicre ici

igerigin hizli bir sekilde salinmasi eslik etmektedir. Bu molekiller, tehlike/hasara
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bagli molekiiler paternler (DAMP'ler) olarak bilinir. Artik apoptozun bazi
durumlarda, 6len htcrelerde sunulan hem ekzojen (patojenler) hem de endojen
(timor) antijenlere karsi uyarlanabilir bir bagisiklik tepkisini (immiinolojik hafiza
ile) aktive edebilmektedir. Bu tip hiicre 6limd, imminojenik hiicre 6lumi (ICD)
olarak bilinir. Her ne kadar ICD apoptoz belirtileri ile iligkili olsa da, yeni kanitlar
diger diizenlenmis hiicre yontemlerinin, yani nekroptozun da immiinojenisite
Ozelliklerine sahip olabilecegini diisiindiirmektedir [66]. Gercekten de, klasik
nekroptoz indikleyici TSZ (TNFa + SMAC mimetic + z-VAD-fmk), ICD ayirt edici
oOzellikleri (ATP, CALR, HMGB1) gosteren hiicre 6luminu tetikleyebilir. Bu TSZ
Olmekte olan kanser hicreleri, immiinokompetan farelere enjekte edildiginde, canli
kanser hiicreleriyle daha fazla yeniden miicadeleye karst koruma saglayan bir

bagisiklik tepkisi ortaya ¢ikarmaktadir.

Anti-Timdr FDT Mekanizmalan
Organeller Surecler
Mitikontri;
« Sitokrom ¢ soromQ
. BLC-2 hasan
Apoptoz
Sitoplazma;
Dogrudan Hiicre »  NFxB hasan
Hasan
Endoplazmik Retikulum;
« Beclin 1 Otofaiji
« MTOR aktivasyonu
Hiicre Zanmin
Parcalanmasi Nekroz
. Oksijen ve Besin Apoptoz
Vaskiler Hasar Maddelerinin Lokal Nekroz
Tukenmesi Otofaji
immiinojenik Etki | Sitotoksik T hiicreleri Granzim asack
apoptoz

Sekil 2.13. Anti timdr FDT mekanizmalari
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2.4. Fotodinamik Tedavi Kompanentleri

2.4.1. Fotoduyarh maddeler

FDT'nin ii¢ 6nemli elementinden biri 1518a duyarhilastiricilarin varligidir. Bu 1s18a
duyarlagtiricilar, 15181 belirli bir dalga boyunda emebilen, fotokimyasal veya
fotofiziksel reaksiyonlar1 tetikleyen maddeler olarak tanimlanmaktadir. ideal

fotosensitizerii tanimlayan bir dizi 6zellik vardir. Bunlar;

- FDT’den faydalanacak kanser hastalarinin bu tedaviye sahip olabilmesi i¢in
diinya capinda bir kitleye ticari olarak ulasilabilir olmalidir.

- Ticarilestirilmis ve onaylanmis FS, muntazam, tekrarlanabilir bir (riine
olanak tantyan en titiz standartlarda tiretilmelidir.

- Uretimi kolay ve maliyeti diisiik olmalidir.

- Depolanma durumunda bozulmamas i¢in yliksek derecede kimyasal saflik
icermelidir.

- Ideal olarak FS ajan1 tercihen hedef dokuda birikmeli ve tedavinin segiciligini
maksimuma ¢ikarmak i¢in ¢evredeki normal dokudan temizlenmelidir. Doku
veya vaskiiler yarilanma 6mrii klinik duruma uygun olmalidir.

- Aym giin i¢inde tek bir FS uygulamasi ve tedavisine izin vermek i¢in hizl
birikim ve klerensi tercih edilebilir.

- Isi1ga duyarl etkisi yalnizca belirli bir dalga boyunun varliginda olmalidir.

- Yiksek fotokimyasal reaktivite; 1s1gmn maksimum emilimi 600 nm ile 800 nm
dalga boylarinda olmalidir. 800 nm'nin {izerindeki bir dalga boyunda 15181
sogurulmasi, tekli durumunda oksijeni uyarmak ve diger reaktif oksijen
tiirlerinin iiretilmesi i¢in yeterli enerji saglayamaz.

- Minimum 400 nm ile 600 nm araliginda absorpsiyonu olmalidir bu, giines
1s181indan kaynaklanan olast agir1 1518a duyarliligi 6nlemektedir.

- Emilim bantlari, melatonin, hemoglobin veya oksihemoglobin gibi endojen
boyalar dahil olmak iizere viicuttaki diger maddelerin emilim bandiyla
ortiismemelidir.

- Karanlikta minimal sitotoksisite gostermelidir.
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- Viicudun dokularinda kolay ¢6ziiniirliik gostermelidir.

- Neoplastik dokular icin yiiksek segicilik gostermelidir. Fotosensitizer, orada
en az birka¢ saat kalan etkilenen boélgelerden yavasga ¢ikarilmali, ancak
saglikli dokulardan hizla uzaklastirilmali, boylece tedavinin fototoksik yan
etkileri en aza indirilmelidir.

- Fotosensitizer, FDT'nin bu tedavileri 6nlemek ve bu nedenle dogada rekabetgi
olarak goriilmek yerine cerrahi, kemoterapi ve radyasyon gibi diger onkolojik

miidahalelere biitiinleyici ve tamamlayici olmasina izin vermelidir.
Bu 6zelliklerin hepsini barindiran bir fotosensitizer gelistirmek olduk¢a zordur. Tiim
Ozellikler saglanmasa da c¢ogunun saglandigi birgok fotosensitizer klinikte
kullanilmak iizere onaylanmistir. Bu ajanlar birinci, ikinci ve {¢iincii nesil olarak
tarih i¢inde gelisim gostermistir [76-78].

2.4.1.1.Birinci nesil fotosensitizerler

Porphyrin

Hematoporphyrin

Sekil 2.14. Birinci nesil fotosensitizerler [79]

Hemetoporfirin ve Fotofrin birinci nesil FS olarak kabul edilmektedir. Fotofrin,

akciger kanserleri, mesane kanserleri, 6zofagus kanseri ve erken evre servikal kanser
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tedavisinde onaylanmigtir. Bununla birlikte, ¢ok ¢esitli kanser tedavisi igin
onaylanmis, Ozgillik eksikligi, kutandz fototoksisite, hidrofobiklik ve terapdtik
pencerede zayif emilim gibi bir¢ok dezavantaji vardir. Bu birinci nesil
fotosensitizerler sadece 1s1¢in dokulardan penetrasyonunun diisiik oldugu ve bu
nedenle sadece yiizeysel tiimorler i¢in kullanilabildigi goriiniir bolgede uyarilirlar.
Bu FS'nin sentetik prosediirleri karmagiktir ve saf trlinler elde etmek zordur.
Fotoftrin, biyolojik kullanim i¢in 6nemli faktorlerden biri olan suda ¢6ziiniir degildir.
Ayrica, FDT'den sonra, FS'nin uzun yar1 dmrii ve ciltte yiiksek birikimi nedeniyle cilt
birka¢ hafta 1g18a asir1 duyarhilik gostermektedir. Birinci kusak fotosensitizerlerin
dezavantajlar1 yeni bilesiklerin arastirilmasi ihtiyacin1 dogurmustur ve ikinci

jenerasyon fotosensitizerlerin gelisimini baglatmistir [59, 78].

2.4.1.2. ikinci nesil fotosensitizerler

Protoporphyrin IX Methylene blue

S'-Aminolevulinic acid

Toluidine blue

Chlorin

Phthalocyanine Benzoporphyrin

Bacteriochlorin

Sekil 2.15. ikinci nesil baz1 fotosensitizerler [79]

1980'lerden sonra potansiyel 1s18a duyarli hale getirme 6zelliklerine sahip ylzlerce

madde Onerilmistir; bunlardan sadece birkagi klinik ¢alismalarda kullanilmistir. Anti-
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kanser FDT'de klinik kullanim i¢in 6zel olarak onaylanan maddelerin sayis1 daha da
azdir. Su anda, ikinci jenerasyon fotosensitizerler grubu hematoporfirin turevleri ve
5-aminolevulinik asit, benzoporfirin tlrevleri, texaphyrinler, tiyoplrin tdrevleri,
klorin ve ayrica bakteriyoklorin analoglar1 ve ftalosiyaninlerdir. Protoporfirin IX'in
oncusu olan 5-aminolevulinik asit (5-ALA) kullanimi1 6nemli bir kesiftir. 5-ALA,
sadece protoporirine doniistiikten sonra aktif bir FS haline gelen bir tiir 6n ilagtir. Bu
nedenle, ALA veya esterleri bir¢cok klinik uygulamada topikal veya oral olarak
kullanilabilir. Ikinci kusak fotosensitizerler, 650-800 nm dalga boyu araliginda
maksimum emilmeleri nedeniyle daha yiiksek bir kimyasal saflik, daha yiiksek tekli
oksijen olusumu verimi ve derin yerlesimli dokulara daha iyi niifuz etme ile
karakterize edilmektedir. Ayrica, kanserli dokular i¢in daha yiiksek bir secicilik ve
fotosensitizerin viicuttan daha hizli ortadan kaldirilmasi sonucu daha az yan etki
gosterirler. Ikinci jenerasyon FS'nin ana dezavantaji, sudaki zayif ¢oziiniirliikleridir,
bu da intravendz uygulamalarinda 6nemli Olgiide sinirlayict bir faktordiir. Bu

alandaki gelismeler tigiincii nesil fotosensitizerlerin gelisimini dogurmustur [59, 78].

2.4.1.3. Ugtincui nesil fotosensitizerler

Ucgiincii kusak fotosensitizerlerin gelisimi, tiimdr dokusuna daha yiiksek bir secicilige
sahip olan ve ¢evredeki saglikli dokulara verilen zarar1 azaltan maddelerin sentezine
dayanir. Fotodinamik yontemin biyoyararlanimini etkin bir sekilde artiran yeni ilag
verme sistemleri ortaya cikmaktadir. Ilacin segiciligini arttirmak igin asagidaki

modifikasyonlar1 kullanilir:

- lkinci nesil fotosensitizerlerin hedef reseptére odaklanan molekiiller ile
kombinasyonlari,

- Hiicre duvarlarmin sentezi i¢in, ¢ogalan timor hiicrelerinin daha fazla
kolesterole ihtiya¢ duymasi nedeniyle LDL lipoprotein ile fotosensitizerlerin
kombinasyonlari,

- Bir 1518a duyarhilastiricinin kanser hiicresinin spesifik antijenine yonelik bir

hicreden dretilen antikorla konjuge edilmesi,
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- Blyume faktort reseptorleri, transferin (demirin organlara taginmasini
saglayan protein) reseptorleri veya hormonlar gibi timor yizey belirtecglerinin

kullanima.

Bu ¢ozlimler, segili bir alanda segiciligin arttirilmasina ve 1s18a duyarhilastiricinin
daha fazla birikmesine izin vermekte ve boOylece tatmin edici terapotik etkileri

korurken ilacin dozlarini azaltma imkani1 vermektedir [59, 78].

Tablo 2.4. Konvansiyonel fotosensitizer ¢esitleri ve aktivasyon dalgaboyu

Fotosensitizer Trl Aktive Oldugu Dalgaboyu
Hematoporfirin tlrevleri 620-650 nm
Fenotiazin (toluidin ve metilen mavisi dahil) 620-700 nm
Cyanine 600-805 nm
Fitoterap6tik ajanlar 550-700 nm
Ftalosiyanin 660-700 nm

2.4.2. 5-Aminolevulinik asid

O NH: CI

OH

Sekil 2.16. 5-ALA molekiiler yapisi [87]

5-ALA, hayvanlarda ve bitkilerde bulunan ve hemoglobin ve klorofilin ortak dncust
olan dogal bir aminoasittir. Mitokondride siiksinil koenzim A ve glisinden
sentezlenmekte ve ekzojen olarak uygulanmaktradir. Sitoplazmadaki ¢esitli dnciiler
araciligiyla, mitokondride, heme'nin son Onciisii olan PplX'in biyosentezine yol
acmaktadir. PpIX daha sonra ferrochelataz ile katalize edilmekte ve hem iyonu ile

sonuglanan demir iyonu ile baglanmaktadir [79, 80].
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Sekil 2.17. Hem biyosentezinin sematik gésterimi [81]

Son 40 yilda, 5-aminolevulinik asit (5-ALA), timorlerin saptanmasi ve tedavisi
alaninda biiyiik ilgi gérmiistiir. Ozellikle deri, mesane ve gastrointestinal yol gibi bir
dizi organdaki tumorlerin  goruntilenmesi  ve  fotodinamik tedavisinde
kullanilmaktadir. Kanser veya kanser Oncesi hiicrelere asir1 eksojen 5-ALA'nin
uygulanmas1 halinde biyosentetik yolak {izerinde goriilen negatif geri besleme
kontrolden cikmaktadir. Ferrochelataz aktivitesi yavaglar. Ferrochelatazin PpIX'i
hem'e doniistiirme kapasitesinin sinirli olmasi nedeniyle, hiicrelerde asir1 ekzojen 5-
ALA varligi PpIX birikmesine neden olmaktadir. Bu etki neoplastik hiicrelerde
belirgindir. Ayrica, bazi malign hiicreler, hem transferrin reseptorlerinin artan
ekspresyonuna hem de daha da 6nemlisi, PpIX'in hem haline doniistiiriilmesine yol

acan diigiik demir depolarina sahiptir [82, 83].

Bugiine kadar, FDT'nin klinik uygulamalari, viicudun lazer veya diger 151k
kaynaklarindan 1simnlanmaya kolayca yatkin bolgeleriyle sinirlandirilmistir. Sonug
olarak, FDT oncelikle cilt, mesane, agiz ve disi iireme sisteminin tiimorleri ve
neoplazileri igin bir tedavi olarak arastirllmigtir. Yiiksek molekiiler agirlikli
bilesikler, epidermisin en iist katmaninda diisiik gecirgenliklere sahiptir. Bu nedenle,

birkac izole calismaya ragmen, genellikle biiyiik, yiiksek konjlige molekiiller olan
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onceden  olusturulmus fotosensitizerler topikal FDT'de yaygin  olarak
kullanilmamaktadir. Bu, dogal secicilik eksiklikleri ile birlestiginde, nispeten diisiik
molekiil agirligina sahip olan 5-ALA'nin modern topikal FDT'de en sik kullanilan
ajan olmasini saglamaktadir. 5-ALA'nin topikal uygulamasina dayanan FDT, bazal
hiicreli karsinom, aktinik keratoz, Bowen hastaligi, vulval intraepitelyal neoplazi,
vulval paget hastaligi ve servikal intraepitelyal neoplazi tedavisinde basariyla
kullanilmistir.  5-ALA'nmin  topikal uygulanmasindan kaynaklanan neoplastik
hiicrelerde olduk¢a secici PpIX birikimi nedeniyle, teknik ayni zamanda agiz,
mesane, endometriyum ve serviksin neoplastik lezyonlarinin fotodiyagnozunda
kullanim bulmustur. UV 15181 ile tedavi edilen alanin aydinlatilmasi, ¢evredeki
saglikli doku mavi goriiniirken, neoplastik dokuda kirmizimsi pembe PpIX
floresanina neden olmaktadir. Teknik genellikle konvansiyonel muayene yontemleri

ile gdzden kagabilen subklinik lezyonlarin saptanmasina izin vermektedir [83, 84].

PpIX molekiilleri, goriiniir kirmizi 151k (600-740 nm) ve yesil 151k (450-580 nm) gibi
belirli 151k dalga boylari tarafindan diisiik giicle uyarildiginda, 151k enerjisini emer ve
bir uyarma durumuna gecer ve daha sonra bir zemin durumuna geri déner. Bu gegis
asamasi sirasinda, hidroksi radikalleri, tekli oksijen, hidrojen peroksit ve stperoksit
gibi reaktif oksijen tiirleri enerji doniisiimi ile iretilir. Bu fotokimyasal reaksiyonlar
tarafindan {retilen reaktif oksijen tiirleri kanser hiicrelerine zarar verir ve hiicre
6limune yol agan apoptozu indikler. Bu, ALA-FDT'nin prensibidir [80]. Ayrica
PpIX’in mitikontride lokalizasyonu yararlidir, ¢iinkii mitokondriyal foto hasar, i¢
mitokondriyal membran potansiyelinin bozulmasi ve sitokrom c¢ seviyelerinin
azalmasiyla mitokondriyal apoptotik yolagi dogrudan tetiklemekte ve hicre
Olimiiniin apoptozla gerceklesmesini saglamaktadir. Apoptoza giren hicrelerde
sitoplazmik yogunlagma, sitoplazmik parcalanma ve niikleer pargalanma meydana
gelmektedir. Hucresel igerikleri de dahil olmak (zere bu durumdaki hcreler,
makrofajlar ve notrofiller gibi fagositler tarafindan hizla fagositize edilmektedir. Bu
nedenle, genellikle hiicresel iceriklerin nekroz ile sizintisindan kaynaklanan iltihap
baskilanmakta ve c¢evreleyen  hiicrelere ve dokulara minimum hasar
verilmektedir. Baska bir deyisle, esas olarak apoptoz ile antikanser etkinligi gosteren
ALA - FDT, az sayida olumsuz etkisi olan bir tedavidir [80, 81, 85].
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2.4.3.Fotodinamik tedavide 151k

Istk FDT'nin o6nemli bir bilesenidir. Hedeflenen bolgede biriken foto-duyarli
maddenin aktiflesmesini saglamaktadir. Isik doku igine girdiginde sa¢ilim, emilim ya
da dagilim gostermektedir. Bu, doku tipine veya 15181n dalga boyuna gore degisim
gostermektedir ve FDT’nin etkinligi i¢in biiyiik 6nem teskil etmektedir. Belirli bir
151k dalga boyunun etkili penetrasyon derinligi, hedef dokuda absorbsiyon ve sagilma

gibi optik 6zelliklerin bir fonksiyonudur.

2.4.3.1.Dalga boyu

Kullanilan dalga boylar1 400 ile 1200 nm arasinda degismektedir. Bu aralik 1s181n
dokuya en fazla niifus ettigi araliktir. Daha uzun dalga boylarinda 1s1k su tarafindan,
daha kisa dalga boularinda ise endojen kromoforlar tarafindan absorbe edilmektedir.
Farkli hiicreler ve dokular, 15181 farkli dalga boylarinda emer ve bu kesinlikle dalga
boylarinin elde etmesi gereken penetrasyonla ilgilidir. Kirmizi 11k (630-700 nm) 1-3
mm derinlige inerek dermis aktive edici fibroblastlara ulagabilmektedir. Mavi 1s181n
(400-470 nm) penetrasyon potansiyeli daha disiiktir ve cildin epidermis
tabakasindaki cilt kosullari i¢in yararl oldugu gosterilmistir. Sar1 151k (yaklagik 540
nm) kizariklik, sisme ve pigmentasyonla iliskili diger etkileri iceren cilt kosullarinda
etkilidir. Kizil6tesine yakin 1s1k (700-1200 nm) derideki maksimum niifuza ulasir; in
vivo caligmalar, anjiyogenez stimiilasyonu ile yara iyilesmesindeki etkinligi ortaya

konmustur [86].
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Sekil 2.18. Farkli dalgaboylarinin penetrasyon derinligi [86]

2.4.3.2.Is1k kaynaklari

FDT i¢in 151k kaynagi sec¢imi, tiimoriin yeri, verilen 151k dozu ve foto-duyarlilastiric
secimi ile belirlenebilmektedir. Normal olarak FDT'de geleneksel lambalar, lazerler
ve 151k yayan diyotlar (LED) kullanilmaktadir. Mevcut 151k kaynaklarinin avantajlari
ve dezavantajlar1 kullanim amaci ve tiimoriin yerine gore degisiklik gostermektedir.
Dermatolojik uygulamalar i¢in lazer olmayan kaynaklar, genis aydinlatma alanlari,
diisiik maliyetleri ve basit yapilar1 nedeniyle lazerlere tercih edilmektedir. Yiiksek
sacilma ve diisiik penetrasyon nedeniyle tiimdr bolgesine gerekli 1s1k enerjisini
goriiniir ve NIR 1siklart ile saglamak zordur. Lazerler yiiksek yogunluklu tutarl
monokromatik 151k tiretmektedir. Erisilemeyen bolgelere (akciger, idrar kesesi vb.)
ulagmak ve sagilma nedeniyle 151k kaybin1 azaltmak igin bir veya daha fazla fiber
optik cihaza baglanabilir ve bu sekilde 151k iletimini daha yonlenebilir hale getirirler.
FDT’ de geleneksel olarak lazerlerin kullanilmasinin en énemli sebebi budur. Ancak
son yillarda LED'lerin gelistirilmesiyle FDT’de kullanimlarinin miimkiin oldugu bir

asamaya ilerlemistir [59, 87].
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2.4.3.3.Is1k yayan diyodlar (LED’ler)

1962'de icat edilen LED baslangicta 6nemli bir biyolojik aktivite iiretememistir.
Insan saghigr icin ilk faydali etkiler, Ulusal Havacilik ve Uzay Dairesi (NASA)
tarafindan, islem i¢in gereken uygun dalga boyunu ve yogunlugu saglayabilen, tutarh
olmayan bir sekilde dar bir 151k spektrumu treten LED'lerin gelistirilmesi ile
bulunmustur. Son 15 yilda, LED teknolojisi siirekli iyilestirilmistir. Monokromatik
kizil6tesi enerji (MIRE) olarak da bilinen kirmizi, mavi, sar1 ve kizilotesine yakin

kizilotesi 1s1iklart ginimizde mevcuttur.

LED tedavisi giiniimiizde, gozlemlenen etkilerin artmis ATP {iretimi, hiicre igi
oksidatif stresin modiilasyonu, kollajen sentezinde degisiklik, anjiyogenezin
uyarilmasi ve kan akiginin uyarilmasini igeren FDA onayli bir kozmetik prosediird(r.
LED biyolojik etkileri klinik tedavide oldugu gibi 151k parametrelerinden giiclii bir
sekilde etkilenmektedir [86].

LED klinik ve laboratuvar kullanimi i¢in c¢esitli avantajlar saglayacaktir. Emisyon
dalga boyu se¢imi UVA'dan (350 nm) kizil6tesine (1100 nm) yakindir. Bant genisligi
5-10 nm'dir ve gii¢ ¢ikisi, lazerlere kiyasla, daha az invaziv ve hedeflenen dokular
icin potansiyel olarak daha az zararli oldugu icin 6nemli Slgiide daha disiiktdr.
LED'ler ablatif olmayan termal olmayan ve dzellikle fotosensitizer kullanilmadiginda
cilde ve dokulara zarar vermez. LED kullanim1 lehinde iki temel 6zellik fiyat ve ¢ok
yonliiliiktiir. LED ucuzdur (diger tiim kaynaklarla karsilastirildiginda), bu nedenle
genis alanlar1 1sinlamak i¢in  diziler halinde diizenlenebilirler. Pillerle
calistirilabilirler, boylece tamamen ve kolayca tasinabilirler. Dahasi, farkli anatomik
alanlar telafi etmek i¢in farkli geometrik kombinasyonlar halinde diizenlenebilirler.
Fototerapi ve FDT'de LED kullanimi igin prototipler gelistirilmeye devam
etmektedir. Ayrica, LED'ler oldukga segici emisyon dalga boylariyla iiretilebilir. Bu
nedenle, LED'ler FDT uygulamalar1 i¢in bu c¢alismada da oldugu gibi birden fazla
dalga boyu saglamak i¢in umut verici bir 151k kaynagidir [88]. Isik kaynaginin yani
sira uygulanan protokol de cok énemlidir.
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2.4.3.4.Is1k dozimetrisi

FDThnin etkinligi, diger faktorlerin yani sira, hedef dokuya verilen toplam 11k
dozuna baghdir. Fluence, bir kesit alani boyunca maruz kalan 1s18in toplam
enerjisidir ve <J/cm?’ olarak ifade edilir. Fluence orani, 1sinlanan noktanin kesit alani
boyunca saniyede meydana gelen olay enerjisidir ve “W/cm?” olarak ifade edilir.
Diisiik akicilik oranlart FDT i¢in faydalidir ¢iinkii yiiksek fluence oranlar1 oksijenin
tikenmesine neden olur. FDT'nin basarisi esas olarak toplam 1s1k dozuna, maruz
kalma siiresine, akicilik oranina ve fraksiyonasyon moduna baglhdir. Fotodinamik
reaksiyonun {iretilmesi i¢in 151k penetrasyonu ve 1sik esiginin belirlenmesi yoluyla
151k dozimetrisini etkili bir sekilde optimize eden uygun deneysel sistemler ile

matematiksel ve Monte Carlo hesaplama modelleri aragtiritlmaktadir 89, 90].

2.5.0ksijen

Fotodinamik terapinin en Onemli bilesenlerinden biri de oksijendir. Oksijen
konsantrasyonu organdan organa dolayisiyla timorden timore bile damar
yogunluguna bagh olarak degisiklik gostermektedir. Solid timorlerdeki olsijen
eksikligi tedavinin onundeki en buyik engeldir. Doku oksijenasyonu tekli oksijenin

olusumu i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir.

Yuzeyde lokalize olan timdrlerde hipoksi, derin yerlesimli tiimorlere gore daha az
gorulmektedir. Derin yerlesimlitimorlerde 1s1ga  duyarli maddeler 1s1k ile
aktiflestirildiklerinde ortamdaki oksijenin dokudaki difiizyondan daha hizh
tikenmesi hipoksiye neden olmaktadir. Fotodinamik terapinin bagarili olmasinda
fotoduyarli madde ve 151k se¢imi kadar ortamdaki oksijenin varligi da buyik 6nem

tasimaktadir.

Fotodinamik tedavide yuksek dozlarda isinlama kullanilmas: dokudaki oksijen
miktarmin hizli bir sekilde azalmasma sebep olmaktadir. Boylece reaktif oksijen

tirlerinin Uretimi durmakta buna bagli olarak da tedavinin etkinligi azalmaktadir.
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Fotodinamik tedavinin en 6nemli parametrelerinden biri olan bu oksijen oraninin
kontrol edilmesi amaciyla ¢asitli yontemler gelistirilmistir. Dokulardaki oksijen
konsantrasyonunu izlemek amaciyla gelistirilen yontemler doku 151k hizini
ayarlayabilmemize olanak sagklamaktadir. Hedef dokuya gonderilen toplam 1s1k
dozunu koruyacak sekilde ya belirli araliklarla dokuyu 1sinlayarak (puls mod) ya da
1sinlama siiresini arttirarak (stirekli mod) oksijenin tiketim ve diifiizyon hizi arasinda
denge saglanabilir. Belirli araliklarla 1sinlama yapip dokunun oksijenlenmesini
beklemek glizel bir stratejidir ancak tedavi Oncesi hipoksik olan hiicrelerde ise
yaramayabilmektedir ayrica bu tedavi siiresinin uzamasina neden olmaktadir. Bu

nedenle farkli stratejiler ve yontemler lizerinde ¢alisilmaktadir.



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Hiicre Hatlar ve Kiiltiir Kosullar:

3.1.1. Hiicre hatlari ve besiyerleri

Calismada HT-29 (ATCC® HTB38™) kolon kanseri ve WI-38 (ATCC® CCL75™)
normal akciger fibroblastik hiicre hatt1 kullanilmistir. Hiicre hatlar1t ATCC ‘den temin
edilmistir. HT-29 hiicre hatti, 1964 yilinda 44 yasinda bir Katkas kadinindan tiiretilen
hicrelerdir. WI-38 hiicre hatti, 3 aylik gebeligi durdurulmus bir disi fetiisiin akciger

dokusundan tiretilen bir insan hiicre hattidir.

HT-29 kolon kanseri hiicre hatt1 %10 FBS (fetal bovin serum), %1 oraninda 100 u/ml
penisilin ve 2 UM L-glutamin igeren DMEM Kkiiltiir ortaminda flasklarda 37 °C’de

%05 karbondioksitli etiivde inkiibe edilmistir.

WI-38 normal akciger fibroblastik hiicre hattt %10 FBS, %1 oraninda 100 u/ml
penisilin ve 2 uM L-glutamin iceren DMEM Kkdltiir ortaminda flasklarda 37 °C’de

%05 karbondioksitli etiivde inkiibe edilmistir.

3.1.2. Hiicrelerin kiiltiire alinmasi

-80°C dolapta dondurulmus halde bulunan hiicreler ¢ozdiiriiliirken ekstraselliiler
ortam intraselliler ortamdan o©nce ¢Ozulmekte ve ani olarak serbest sivi
salinmaktadir. Bu da hiicrelerin siserek patlamasma yol agmaktadir. Bu durumu
engellemek i¢in ¢éziinmenin dondurmanin aksine ¢ok hizli bir sekilde gerceklesmesi
gerekmektedir. Hiicre canliliklarinin  kontrollerinin  saglamasi amaciyla -80°C

dolaptan alinan hiicreler 37°C’de yaklasik 2 dakika kadar ¢oziiliinceye kadar hizlica
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calkalanmistir. Kroyotiipiin etrafi alkolle temizlenmis ve laminar kabin igerisine
alimmustir. Kryotiip igerisinde bulunan 1 ml hacmindeki hiicreler ¢ok az pipetaj
yapilarak falkonlara alinmig tizerine 5 ml taze besiyer eklenmistir. Ardindan 1200
rpm hizda 5 dakika santrifiij islemi gerceklestirilmis ve ardindan siipernatant
uzaklagtirnlmigtir. Pellet iizerine 1 ml taze besiyeri eklenmis ve pipetaj yapilarak
homojenize edilmistir. Flasklara 5 ml taze besiyeri konulmus ve 1 ml hiicre-besiyeri
karigimlart flasklara eklenerek hiicre ekimleri gergeklestirilmistir. Hiicreler biiyiiyiip,
istenilen morfolojik 6zellikleri gosterdiklerinde ve %80-90 yogunluga ulastiginda
pasajlama islemi gergeklestirilmistir. Daha sonra ¢alisilacak hiicreler icin ise

dondurma islemi gerceklestirilmistir.

Dondurma islemi icin flasktaki tiim besiyeri ¢ekilip atilmis ardindan besiyeri
kalintisin1 ortadan kaldirmak ve hiicre i¢i ve disi osmotik basinci dengelemek igin
PBS (fosfat tanponlu salin) ile yikama yapilmistir. Flask zeminine baglanmis baglari
koparip hiicreleri ayaga kaldirmak icin %25 tripsin EDTA kullanilmistir. 5dk
inkiibatorde bekletilmistir ¢linkii tripsin sicakta daha da aktif sekilde ¢alismaktadir.
Tim hiicreler kalktiktan sonra tripsini inaktive etmek amaciyla taze besiyeri
eklenmis ve falkona alinip santrifiij edilmistir. Siipernatant uzaklastirilarak pellet
tizerine 1 ml iceriginde %90 oraninda besiyeri ve %10 oraninda DMSO eklenerek
yeni kryotiip icerisine almmisti. DMSO su molekiillerini baglayarak su
kristalizasyonunu yavaslatmak ve hiicre i¢ci ve disinin es zamanli donmasini
saglamak amaciyla kullanilmaktadir. Hiicreler hizli donduruldugunda ortamdaki tuz
konsantrasyonu aniden artar, hiicreler osmotik basingtaki artistan dolayr biiziisiir ve
olirler bundan dolay1 hiicre hatlarina zarar gelmesini 6nlemek amaciyla kroyotiipler

kademeli olarak 6nce -20 °C’de 1 saat bekletildikten sonra -80 °C’de saklanmustir.

Uzerinde ¢alisma yapmak icin belli bir yogunluga ulasan hiicreler canliliklarmin
kontrollerinin saglamasi amaciyla flask zemininden tripsinle ayrilarak falkonlara
konulmustur ve santrifiij edilmistir. Pellet 1 ml taze besiyer ile homojenize edilip
sayim yapilmistir. Sayim yapildiktan sonra deneyin yapilacagi 96’lik hiicre
plakalarina (2 x 10* hucre/kuyu) ekilip 24 saat inkiibe edilmistir flasklara hiicre

ekimleri gerceklestirilmistir.
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3.2. Isik Kaynad

Calismada 151k kaynagi olarak bir Tiibitak projesi sonucu Sakarya Uygulamali
Bilimler Universitesi Biyomedikal labaratuarinda iiretilen LED cihaz1 kullanilmistir
(Sekil 3.1.). 405 nm, 635 nm ve 405+635 nm dalga boyuna sahip LED’ler
kullanilmistir. LED’ler £ 10 nm araliga sahiptir. Cihaz, 0 ile 500 mW arasinda optik
gii¢ liretmek icin yliksek optik ¢ikis kararliligr ile gelistirilmistir. Optik ¢ikis siirekli
olarak fotodiyot ile Olgiilmiistiir. Gergek zamanli optik gii¢ ¢ikisi kalibrasyonu,
fotodiyot transimpedans amplifikator devre ¢ikisina gore yapilmistir. LED baglanti
sicakligi TEC (termoelektrik sogutma) sistemi ile stabilize edilmistir. LED sistemiyle
ayni optik cikis giiclinii iiretebilmek icin LED baglanti sicakligi iireticinin veri
sayfasinda belirtildigi gibi 44 °C’de sabitlenmistir. Sicaklik kontrol sisteminin temel
prensibi, LED'in peltier elemanlarinin soguk tarafi ile dogrudan temas halinde olmasi
ve sogutucu, fan ile dogrudan temas halinde olmasidir. Termistor, LED baglanti
noktasindan sicakligin gercek zamanl Olglimiinii saglar. Sistem, daha uzun deney

stiresi nedeniyle dalga boyu kaymasini 6nlemistir.

Sekil 3.1. LED cihazi

LED sistemi, kullaniciya herhangi bir hata olmadan istenen optik giicli iiretme

olanagr veren dokunmatik ekran ve gomiili sistem tabanli denetleyiciden



52

olugmaktadir. Hassas kontrol, fotodiyot ve TEC sistemi ile optik ¢ikis giiclinden
strekli geri bildirim ile elde edilmistir. Cihaz, hiicre hatt1 ¢alismalarina uygun olarak,
coklu well-plate ortaminda 1s1ma yapabilmektedir. Optik giic ve zaman deneye gore

secilmis ve sistem enerjiyi hesaplayabilmistir.

3.3. Fotoduyarh Madde

Calismada 1518a duyarli ajan olarak 5-ALA (Sigma,A3785-500mg) kullanilmustir. 5-
ALA goriiniir kirmizi 151k (600-740 nm) ve yesil 151k (450-580 nm) gibi belirli 151k
dalga boylarinda absorbans gosterir. Uygulama 6ncesinde kuru toz halindeki 5-ALA
steril su ile ¢ozelti haline getirilerek ana stok hazirlanmigtir. Deneylerde kullanilacak
olan konsantrasyonlara gore ana stok (zerinden taze serumsuz besiyeri ile seyreltme
yapilmistir. Ana stok ¢ozeltisi ve ayarlanan konsantrasyonlardaki 5-ALA -20 °C’de
ve karanlikta saklanmistir. Deney boyunca da 1s18a maruz kalmasi engellenmis,

deneyler karanlik ortamda yapilmstir.

3.4. MTT Hiicre Canlilik Testi

MTT bir tetrozolyum tuzudur. Tetrozolyum tuzlar1 organik yapidaki bilesiklerdir. Bu
bilesikler elektron alarak indirgenirler ve formazan denilen yapiya doniisiirler. Bu
doniistim sirasinda renk degisiklikleri gozlemlenir. Tetrazolyum halkasi yalnizca
aktif mitikontri tarafindan kirilabilir bu sebeple olusan bu renk degisimi yalnizca
canli hiicreler tarafindan gergeklestirilebilir. Olii hiicreler bu bilesikleri indirgeyemez
ve renk degisimi olusturamazlar. Invitro ortamda meydana gelen bu degisikliklerin

yalnizca canli hiicrelerde olmasi bu tuzlari ¢ok 6nemli hale getirmistir.

MTT pozitif yikli bir bilesiktir ve oOkaryot hiicrelerin membranindan kolayca
gecebilir. Hicre i¢inde indirgenir ancak indirgenme sonucunda olusan formazan suda
coziinememektedir ve vasatta kristal seklinde ¢okelme gostermektedir. Bu yiizden
MTT testi yapilirken ¢okelen kristalleri ¢6zmek igin DMSO kullanilmaktadir [92].
MTT uygulama protokolii asagida maddelendigi sekilde yapilmstir;
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- Hucreler tedaviye gore belirli bir sure ilagla inkube edildikten sonra 96
kuyulu plakalardaki her kuyudan ortam gekilerek kalintilar1 temizlemek igin
PBS ile yikanmistir.

- 10 pl MTT solisyonu ve 90 pl serumsuz taze besiyeri konulmustur. Arka
plan olusturmak i¢in bos bir kuyuda da ayni1 islem uygulanmaigtir.

- 3 saat 37 °C’de %5 karbondioksitli inkiibatdrde inkiibe edilmistir.

- Inkiibasyonun ardindan kuyulardan (arka plan olusturulan kuyu da dahil)
ortam cekilerek hicre icine ¢oken kristalleri ¢6zmek icin 100 pul DMSO
konulmustur ve 45 dk kadar yine 37°C’de %5 karbondioksitli inkiibatdrde
inkiibe edilmistir.

- Bu inkiibasyon siiresinin ardindan hiicrelerin 570 nm’deki degeri bir
SPECTROstar Nano® marka mikroplaka okuyucu ile Ol¢ililmiistiir. Tim
kuyularin absorbans degerlerinden arka planin absorbansi ¢ikarilmistir ve
yiizde canlilik oran1 bu degerlerle hesaplanmustir.

- Deneylerde kontrol grubu olarak kullanilan hi¢bir iglem gdrmemis hiicreler

%100 canl1 kabul edilerek hesaplamalar yapilmstir.
3.5. Fotodinamik Tedavi Uygulama Protokoli
FDT uygulamalar1 inkiibasyon siiresi, sitotoksisite ve fototoksisite optimizasyon

deneyleri ve bu deneyler neticesinde belirlenen en uygun dozlarla ana deney

calismasi olmak tizere 2 agsama olarak olusturulmustur.



NKOBASYON SURESI
BELIRLEME

k

0.5-1-1.5 mM 5-ALA
Konsantrasyonlarinda

doz igin hiicreler 5-ALA
ile 2 ila 12 saat arasinda
inkibe edilir. Maksimum hicre
ici PplX birikimi gbsteren sire
inkibasyon suresi olarak

ETKILI 5-ALA
KONSANTRASYONU

Tek bagina ilacin toksik
olmadig konsantrasyon
belirlanir

ETKILI 1SIK DOZU

| 405nm ‘ ‘ B35nm ‘ ‘405+535nm

3 dalga boyunda

5, 10, 15 ve 20Jicm?

dozlannda sadece 1s1gin
toksik olmadidi deger
belirlenir.
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belirlenir

. N

Bulunan en etkili dozlara fotodinamik tedawi

Sekil 3.2. Fotodinamik tedavi uygulama protokolii blog diyagrami1

3.5.1. Optimizasyon calismasi

3.5.1.1. 5-ALA’nin inkiibasyon siiresinin 6l¢iimii

Optimizasyon ¢alismalarinda ilk olarak inkiibasyon siiresi arastirilmistir. inkiibasyon
stiresi belirlenirken hiicre hatlarinin alt kiiltiire alinmasindan tedavi sonuna kadar

gerceklestirilen protokol asagida maddelendigi gibidir.

- Donmus halde bulunan HT-29 ve WI-38 hiicreleri ¢Ozduruldikten ve
flasklara alindiktan sonra 2 veya 3 giin ara ile besiyerleri degistirilmistir.
Yeterli yogunluga ulasan hiicreler (%80-90 konfluent) tripsin ile kaldirilmis
ve thoma laminda sayimlar1 yapilmistir. Her iki hiicre hatt1 i¢in de hiicreler 96
kuyulu plakalara her kuyuya 2 x 10* hiicre gelecek sekilde ekilmistir ve 24
saat boyunca 37 °C’de %5 karbondioksitli inkiibatore alinmstir.
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- 24 saatlik yapigma siiresinin sonunda kuyulardaki besiyeri aspire edilmis ve
0,5 mM, 1 mM ve 1,5 mM konsantrasyonlarinda 5-ALA her kuyuya 100 pl
olacak sekilde verilmistir.

- 0 ile 12 saat arasinda 37 °C’de %5 karbondioksitli inkiibatérde inkiibe
edilmistir. ilk 6 saat boyunca saat basi sonrasinda 8,10 ve 12. saatlerden sonra
Olgiim almmistir. ALA ile inkiibasyon sirasinda 1s1ga maruz kalmaktan
kaginilmustir.

- Hducre ici PpIX birikimini 6lgmek igin, her inkiibasyon siiresinin ardindan
hiicreler iki kez PBS ile yikanmig ve 100 ul % 1 SDS ¢ozeltisi i¢inde lize
edilmistir. PpIX  birikimi, bir SPECTROstarNano marka mikroplaka
okuyucusu PpIX’in uyarma dalga boyu olan 405 nm’ye ayarlanarak floresan
yogunluguna gore belirlenmistir.

- Deneyler her iki hiicre hatt1 i¢in de ayn1 sekilde gergeklestirilmistir.

3.5.1.2. 5-ALA’nin optimal konsantrasyonunun belirlenmesi

Bu deneyle HT-29 kolon kanseri ve WI-38 akciger fibroblastik hiicre hatt1 tizerinde
gerekli olan optimal konsantrasyonun belirlenmesi amaglanmistir. 5-ALA’nin
optimal konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla ana stoktan seyreltilerek 8 farkl
0,5 mM, 1 mM, 15 mM, 2 mM, 25 mM, 3 mM, 3,5 mM, 4 mM) 5-ALA
konsantrasyonu hazirlanmistir. Sitotoksisite belirlenirken hiicre hatlarinin alt kiiltiire
alinmasindan tedavi sonuna kadar gergeklestirilen protokol asagida maddelendigi

gibidir.

- Donmus halde bulunan HT-29 ve WI-38 hiicreleri ¢Ozduruldikten ve
flasklara alindiktan sonra 2 veya 3 giin ara ile besiyerleri degistirilmistir.
Yeterli yogunluga ulasan hiicreler (%80-90 konfluent) tripsin ile kaldirilmis
ve thoma laminda sayimlar1 yapilmistir. Her iki hiicre hatt1 i¢in de hiicreler 96
kuyulu plakalara her kuyuya 2 x 10* hiicre gelecek sekilde ekilmistir ve 24
saat boyunca 37 °C’de %35 karbondioksitli inkiibatére alinmaistir.
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- 24 saatlik yapigma siiresinin sonunda kuyulardaki besiyeri aspire edilmis ve
belirlenen konsantrasyonlarda 5-ALA her kuyuya 100 pl olacak sekilde
verilmistir. Kontrol grubuna ise 100 pl taze besiyeri verilmistir. Gruplarin 96
kuyucuklu plaka tizerindeki yerlesimi Sekil 3.3.’de gosterilmistir.

- Optimizasyon c¢alismasi sonunda elde edilen sonuglara gore belirlenen
inkiibasyon siiresi kadar 37 °C’de %S5 karbondioksitli inkiibatdrde inkiibe
edilmistir.

- Inkiibasyon siiresinin ardindan kuyulardaki soliisyon aspire edilmis ve her
kuyuya 100 pl taze besiyeri konulmustur.

- Hiicreler 24 saat boyunca 37 °C’de %5 karbondioksitli inkiibatore alinmigtir

ve 24 saatin ardindan canlilik MTT hiicre canlilik testi ile belirlenmistir.

HT-29

Wi-38

Sekil 3.3. Sitotoksisite optimizasyonu deneyi 96 kuyucuklu plaka dizayni

3.5.1.3. Isigin optimal dozunun belirlenmesi (fototoksisite)

Bu deneyle HT-29 kolon kanseri ve WI-38 akciger fibroblastik hiicre hatti tizerinde
gerekli olan optimum enerji yogunlugunun belirlenmesi amaglanmstir. Isik kaynagi
olarak proje iiriinii olan LED cihaz1 kullanilmistir. 2 farkli dalga boyu ve bunlarin
kombinasyonuyla calisilmistir. Bu dalga boylar1 5-ALA’nin pik absorbans verdigi
635 nm ve 405 nm baz alinarak kullanilmistir. Caligma 4 farkli uygulama iizerinden
dizayn edilmistir. Tablo 3.1.de uygulamalar ve numaralandirilmasit verilmistir.
Uygulama 1°de hiicreler 5-ALA kullanilmadan 405 nm, 635 nm ve 405+635 nm
dalgaboylarinda sadece 1s181n toksik etkisini anlamak icin ile 30 mW/cm? giic
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yogunlugu ve 5 J/cm? enerji yogunlugu ile uyarilmistir. Uygulama 2’°de hiicreler 5-

ALA kullanilmadan 405 nm, 635 nm ve 405+635 nm dalgaboylarinda sadece 1518in

toksik etkisini anlamak icin ile 30 mW/cm? gii¢ yogunlugu ve 10 J/cm? enerji

yogunlugu ile uyarilmistir. Uygulama 3’de hiicreler 5-ALA kullanilmadan 405 nm,

635 nm ve 405+635 nm dalgaboylarinda sadece 15181n toksik etkisini anlamak igin ile

30 mW/cm? gii¢ yogunlugu ve 15 J/cm? enerji yogunlugu ile uyarilmistir. Uygulama
4’de hiicreler hucreler 5-ALA kullanilmadan 405 nm, 635 nm ve 405+635 nm

dalgaboylarinda sadece 1s131n toksik etkisini anlamak igin ile 30 mW/cm? giig

yogunlugu ve 20 J/cm? enerji yogunlugu ile uyarilmstir.

Tablo 3.1. Fototoksisite uygulamalari

Dalga boyu (nm) Uygulanan Enerji Yogunlugu (J/cm?)
405 nm 5 J/em? 10 J/em? 15 J/em? 20 J/cm?
635 nm
405 +635 nm Uygulama 1 Uygulama 2 Uygulama 3 Uygulama 4

Fototoksisite belirlenirken hiicre hatlarinin alt kiiltire alinmasindan tedavi sonuna

kadar gerceklestirilen protokol asagida maddelendigi gibidir.

Donmus halde bulunan HT-29 ve WI-38 hiicreleri ¢Ozduruldikten ve
flasklara alindiktan sonra 2 veya 3 giin ara ile besiyerleri degistirilmistir.
Yeterli yogunluga ulasan hiicreler (%80-90 konfluent) tripsin ile kaldirilmis
ve thoma laminda sayimlar1 yapilmistir. Her iki hiicre hatti i¢in de hiicreler 96
kuyulu plakalara her kuyuya 2 x 10* hiicre gelecek sekilde ekilmistir ve 24
saat boyunca 37°C’de %5 karbondioksitli inkiibatére alinmistir.

24 saatin sonunda besiyerleri aspire edilmis ve 100 pl taze besiyeri
konulmuistur.

Hicreler daha sonra 5-ALA’nin pik verdigi emilim dalga boylar1 olan 405 ve
635 nm dalga boyunda ve bu dalga boylarinin kombine oldugu 405+635 nm
yeni bir kaynakla 1ginlanmigtir. Isinlama kullanilan kaynagin giic degeri 30
mW/cm? olarak &l¢iilmiis ve uygun siirelere maruz birakilarak 5, 10, 15 ve 20

Jlcm?dozlarinda  gergeklestirilmistir. Maruz kalma siiresi, istenen enerji
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yogunlugunu elde etmek {izere ayarlanmistir. Her dalga boyu i¢in ayr1 bir
96’11 well plate kullanilmistir. Kontrol grubunun 1siktan etkilenmemesi igin
kontrol grubuna ait farkli bir well plate kullanilmistir. Gruplarin birbirlerinin
1s1gindan etkilenmesini en aza indirgemek amaciyla well platenin uzak
noktalarina ekim yapilmistir.

- Isinlanmanin ardindan hiicreler 24 saat boyunca 37 °C’de %5 karbondioksitli
inkiibatore alinmistir ve 24 saatin ardindan canlilik MTT hiicre canlilik testi

ile belirlenmistir.

3.6. Ana Cahisma

Yapilan optimizasyon c¢alismalart sonrasinda MTT hiicre canlilik testi sonuglari
degerlendirilerek HT-29 ve WI-38 hiicre hatlar1 i¢in 5-ALA inkibasyon siresi,
sitotoksisitesi ve LED 1s18inin enerji parametresi belirlenmistir. Belirlenen degerlere
gore ana calismaya gecilmistir. Calisma 4 farkli uygulama {izerinden dizayn
edilmigtir. Tablo 3.2.’de uygulamalar ve numaralandirilmasi verilmistir. Uygulama
5°de WI-38 hiicre hatt1 0,5 mM 5-ALA ile 5 saat inkiibe edildikten sonra 5 J/cm?
enerji ile uyarilmistir. Uygulama 6’da hiicreler 1 mM Fotolon ile 5 saat inkiibe
edildikten sonra 5 J/cm2 enerjisi ile uyarilmistir. Uygulama 7’de hiicreler 0,5 mM 5-
ALA ile 5 saat inkiibe edildikten sonra 5 J/cm? enerji ile uyariimistir. Uygulama 8°de
hiicreler 1 mM 5-ALA ile 5saat inkiibe edildikten sonra 5 Jicm? enerji ile
uyarilmistir. Istatiksel olarak anlamli sonug elde etmek icin her uygulama 3 paralelli

kendi igerisindeki gruplar 8 tekrarli olarak ¢aligilmistir.

Tablo 3.2. Fotodinamik tedavi uygulamalari

Konsantrasyon (mM) Hiicre Hatt1
WI-38 HT-29
0,5 mM Uygulama5  Uygulama 7
1mM Uygulama 6  Uygulama 8

Ana c¢alismada hiicre hatlarinin alt kiiltiire alinmasindan tedavi sonuna kadar

gerceklestirilen protokol asagida maddelendigi gibidir.
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Donmus halde bulunan HT-29 ve WI-38 hicreleri ¢ozdiraldikten ve
flasklara alindiktan sonra 2 veya 3 giin ara ile besiyerleri degistirilmistir.
Yeterli yogunluga ulasan hiicreler (%80-90 konfluent) tripsin ile kaldirilmis
ve thoma laminda sayimlar1 yapilmistir. Her iki hiicre hatti i¢in de hiicreler 96
kuyulu plakalara her kuyuya 2 x 10* hiicre gelecek sekilde ekilmistir ve 24
saat boyunca 37°C’de %5 karbondioksitli inkiibatore alinmstir.

24 saatlik yapigma siiresinin sonunda kuyulardaki besiyeri aspire edilmis ve
optimizasyon c¢alismasinda belirlenmis olan konsantrasyonda 5-ALA her
kuyuya 100 pl olacak sekilde verilmistir. Kontrol gruplarina ise 100 pl taze
besiyeri verilmistir.

Yine optimizasyon calismalarinda belirlenen inkiibasyon siiresi kadar 37
°C’de %5 karbondioksitli inkiibatérde inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresinin ardindan biitiin kuyulardaki soliisyonlar aspire edilerek
taze besiyeri verilmistir.

Besiyerlerinin tazelenmesinin ardindan fotodinamik tedaviye gecilmis ve
optimizasyon ¢alismalarinda belirlenen enerji ile 3 tip dalga boyunda LED ile
uyarilmistir. Her dalga boyu i¢in farkli bir 96’1 well plate kullanilmistir.
Kontrol grubunun isiktan etkilenmemesi i¢in kontrol grubuna ait farkli bir
well plate kullanilmistir.

Tedavinin ardindan hiicreler 24 saat 37 °C’de %5 karbondioksitli inkiibatorde

bekletilmistir ve 24 saatin sonunda canlilik MTT testi ile degerlendirilmistir.

Tablo 3.3. Fotodinamik tedavi degerleri

FOTODINAMIK TEDAVI DEGERLER
Inkiibasyon siiresi 5 saat
ALA-5 konsantrasyonu 0,5mM, 1 mM
Uygulanan Glig 30 mW/cm?
Sire 166 sn

Enerji Yogunlugu 5 Jicm?




BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Optimizasyon Calismasi1 Bulgular:

4.1.1. Inkiibasyon siiresi bulgular

T O ALA (HT-29)
[ 0.5mh AaLA I:HT-ZB]
MM AL, (HT-29)
0.4007 T 1.5mM ALA (HT-28)
Ot ALA (W1-38)
I 0.5mM ALA (WH38)
[ b ALA (WE38)
T 1.5mh ALA (W38)
0,300 PN
i .
3 / 2
8 /
E
1 ¢ —
=), 200 = ——
o s ————
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0 12

indkiihasygn siiresi {saa;lt]im

Sekil 4.1. Hiicre igi PpIX birikimi

Inkiibasyon siiresinin belirlenmesi amaciyla HT-29 kolon kanseri ve WI-38 akciger
fibroblast1 hiicre hatt1 iizerinde yapilan calisma sonuglart Sekil 4.1.’de verilmistir.
Sonuglar mikroplaka okuyucusundan alinan absorbans sonuclarina gore
degerlendirilmistir. 1k 6 saat her saatte sonu¢ alinmis sonrasinda 8,10 ve 12.

saatlerde Ol¢clim alinmistir. HT-29 hiicre hatti i¢in ilk birka¢ saatlik inkiibasyon
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stresinde 5-ALA emiliminin diisiik oldugu 5. saatte maksimuma ulasip devam eden
saatlerde giderek azaldigi goriilmiistiir. WI-38 hiicrelerinde absorbans degerleri tiim
6lcim boyunca daha diisiik degerler vermistir. 4. saatten sonra 5-ALA’nin WI-38

hiicre hattinda neredeyse tamamen atildig1 gérilmiistiir.

4.1.2. 5-ALA’nin sitotoksik etkisi

Calismada 5-ALA’nin tedavi i¢in kullanilacak dozunu optimize etmek amaciyla HT-
29 kolon kanseri ve WI-38 akciger fibroblasti hiicre hatlari 8 farkli 5-ALA
konsantrasyonu ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun sonunda MTT testiyle hiicre
canliliklart analiz yapilmistir. 5-ALA konsantrasyonlarindaki hiicre canliligi
yuzdeleri Tablo 4.1.’de goriildigii gibidir. MTT testi sonuglart degerlendirilerek
uygulanacak konsantrasyon 0.5 ve 1 mM 5-ALA olarak belirlenmistir. Sekil 4.2.’de

gosterilmistir.
Tablo 4.1. 5-ALA farkl konsantrasyonlardaki hiicre canlilig: yuzdeleri
Konsantrasyon % Yiizde Canlilik
WI-38 HT-29
0,5 mM % 97,61 % 89,65
1mM % 95,63 % 83,09
1,5mM % 95,83 % 80,7
2mM % 90,35 % 85,43
2,5 mM % 94,61 % 83,66
3 mM % 80,7 % 79,58
3,5mM % 71,76 % 70,82

4 mM % 68,61 % 61,32
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Sekil 4.2. Caligma konsantrasyonlarindaki hiicre canlilik yiizdeleri

4.1.3.Fototoksisitenin belirlenmesi

HT-29 hiicre hatt1 iizerinde in vitro 5-ALA aracili fotodinamik terapi uygulamalari
icin 5-ALA olmadan sadece 1s1gin yogunlugunun hiicreler iizerindeki etkisinin
optimizasyonu test edilmistir. 5 J/cm?, 10 J/cm?, 15 J/cm? ve 20 J/cm? olmak lzere 4
farkli 151k yogunlugu 405 nm, 635 nm ve 405+635 nm olmak Uzere 3 tip dalga boyu

modeli ile denenmistir.
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Sekil 4.3. Farkli 151k dozlarinda hiicre canlilik yiizdeleri

Uygulama 1’e ait sonuglar Sekil 4.3.”de verilmistir. Bu uygulamada ilk grup hiicreler
lizerinde hicbir ilag uygulamas1 yapmadan 30 mW/cm? gii¢ ile 166 sn boyunca yani
5 Jlcm? enerji yogunlugunda uyarilmigtir. MTT testi sonucu hiicre canlilik yiizdesi
uygulama 1‘de 405 nm’de %77, 635 nm’de %82, 405+635 nm’de %86 olarak
belirlenmistir. Uygulama 2’de 30 mW/cm?gii¢ ile 333 sn boyunca yani 10 J/cm?
enerji yogunlugunda uyarilmisti. MTT testi sonucu hiicre canhilik ylizdesi 405
nm’de %75, 635 nm’de %81, 405+635 nm’de %82 olarak belirlenmistir. Uygulama 3
‘de 30 mW/cm? giig ile 500 sn boyunca yani 15 J/cm? enerji yogunlugunda
uyarilmistir. MTT testi sonucu hiicre canlilik yiizdesi 405 nm’de %65, 635 nm’de
%40, 405+635 nm’de %55 olarak belirlenmistir. Uygulama 4’te 30 mW/cm?giig ile
666 sn boyunca yani 20 J/cm? enerji yogunlugunda uyarilmistir. MTT testi sonucu
hiicre canlilik yiizdesi 405 nm’de %45, 635 nm’de %33, 405+635 nm’de %45 olarak

belirlenmistir.
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4.2. Ana Calisma Bulgular:

Ana c¢alisma optimizasyon deneylerinde yapilan sonuglar goz Oniine alinarak
fotodinamik tedavi 5 saat inkibasyon siresi, 0,5 mM ve 1 mM 5-ALA

konsantrasyonlar1, 5 J/cm? enerji yogunlugunda gergeklestirilmistir. Tedaviden 24

saat sonra MTT testiyle hiicre canliliklari analizi yapilmistir.

Uygulama 5’de 0,5 mM 5-ALA konsantrasyonunda WI-38 hiicre hattt 5 saatlik
inkiibasyonun ardindan 5 J/cm? enerji yogunlugunda 3 farkli dalga boyunda LED ile
1sinlanmustir. Sonuglar tedaviden 24 saat sonra MTT analizi ile belirlenmistir. Hiicre

canliligi yiizdeleri 435 nm dalga boyunda %67, 635 nm’de %72, 405+635 nm’de
%73 olarak belirlenmistir.

B oM ALA-0J/ecm2

M 0.5mM ALA-0J/icm2
[ omM ALA-5J/cm2

1007 M 0.5mM ALA-5)/cm2

807

60

% Canhlik

40

207

405nm B35nm 405+635nm
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.4. Uygulama 5 hiicre canlilik yilizdeleri
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Sekil 4.5. Uygulama 6 hiicre canlilik yiizdeleri

Uygulama 6’de 1 mM 5-ALA konsantrasyonunda WI-38 hiicre hattt 5 saatlik
inkiibasyonun ardindan 5 J/cm? enerji yogunlugunda 3 farkli dalga boyunda LED ile
1sinlanmistir. Sonuglar tedaviden 24 saat sonra MTT analizi ile belirlenmistir. Hiicre

canliligi yiizdeleri 435 nm dalga boyunda %57, 635 nm’de %68, 405+635 nm’de

%71 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.6. Uygulama 7 hiicre canlilik yiizdeleri

Uygulama 7’de 0,5 mM 5-ALA konsantrasyonunda HT-29 hiicre hatt1 5 saatlik
inkiibasyonun ardindan 5 J/cm? enerji yogunlugunda 3 farkli dalga boyunda LED ile
1sinlanmistir. Sonuglar tedaviden 24 saat sonra MTT analizi ile belirlenmistir. Hiicre

canliligi yiizdeleri 435 nm dalga boyunda %21, 635 nm’de %41, 405+635 nm’de

%18 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.7. Uygulama 8 hiicre canlilik yiizdeleri

Uygulama 8’de 1 mM 5-ALA konsantrasyonunda HT-29 hiicre hatti 5 saatlik
inkiibasyonun ardindan 5 J/cm? enerji yogunlugunda 3 farkli dalga boyunda LED ile
1sinlanmistir. Sonuglar tedaviden 24 saat sonra MTT analizi ile belirlenmistir. Hiicre
canliligi yiizdeleri 435 nm dalga boyunda %17, 635 nm’de %35, 405+635 nm’de

%15 olarak belirlenmistir.



BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Fotodinamik tedavi, kanser hiicrelerini 6ldiirmek i¢in 1sikla birlikte fotosensitizer
olarak adlandirilan 6zel ilaclar kullanan bir tedavi yontemidir. ilaglar sadece belirli
dalga boylarinda uyarildiktan sonra etkinlesmektedir. Viicudun tedavi edilen kismina
bagli olarak, 1s18a duyarli hale getirici ajan ya bir damar yoluyla kan dolagimina ya
da lokal olarak uygulanir. Ajan, viicudunun tim hicreleri tarafindan emilir, ancak
kanser hiicrelerinde normal hiicrelerde oldugundan daha ¢ok birikir ve daha uzun
stire kalir. Belli bir slre icinde ila¢ kanser hiicreleri tarafindan emilir. Ardindan
tedavi edilecek bolgeye 151k uygulanir. Isik, ilacin reaksiyona girmesine ve hucreleri
olduren ozel bir oksijen molekiilii olusturmasina neden olur. FDT, ayrica kanser
hiicrelerini besleyen kan damarlarim1 yok ederek ve bagisiklik sistemini kansere

saldirmasi i¢in uyararak da yardimci olabilir.

5-aminolevulinik asit (5-ALA) fotodinamik tedavide yaygin olarak kullanilan bir
fotosensitizerdir. 5-aminolevulinik asit, hem grubunun biyosentezinde baslangic
olarak belgelenmistir. Inkiibasyon siiresi boyunca, 5-ALA, dahil edildigi hiicrelerdeki
hem biyosentezi yoluyla protoporfirin IX'a (PpIX) donistiiriilmektedir. Kanser ve
kanser Oncesi hiicrelerde, PpIX'i heme dOniistiiren enzimin daha aktif oldugu
bulunmustur. Sonug olarak, kanser hiicreleri normal hiicrelere kiyasla daha fazla
PpIX biriktirir. PpIX'in ¢evre dokuya gore kanserde ve kanser Oncesi hiicrelerde
birikmesi ALA-FDT'nin hedefli bir yaklasim olmasin1 saglamaktadir. Bu ¢aligmada
da 1s518a duyarli ajan olarak 5-ALA kullanilmistir.

PpIX, mavi ve kirmizi 151k dahil goriiniir 151k spektrumu boyunca daha kiiciik piklerle
ultraviyole spektrumda bir pik emilimine sahiptir [93]. ALA-FDT ‘de genellikle, 635
nm civarinda kirmizi 151k veya 405 nm civarinda mavi 151k FDT i¢in 151k kaynagi

olarak kullanilmaktadir. 405 nm dalga boyu en yiiksek emme katsayisina sahiptir
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ancak nisbeten daha diisiik penetrasyon derinligi géstermektedir. Bundan dolay1 mavi
151tk derin yerlesimli hastaliklar i¢in dezavantajlidir. Kirmizi 151k durumunda ise
diisiik emilim katsayis1 nedeniyle tedavi siiresinin uzatilmasi1 gerekmektedir. FDT
verimliligi, bu iki dalga boyunun kombine hale getirildigi yeni bir 151k kaynagi
kullanilarak gelistirilebilecegi diisiiniilmiis ve ¢alismada 405 nm, 635 nm ve ikisinin

kombine hale getirildigi 405+635 nm dalga boylar1 kullanilmistir.

Genel olarak 1s18a duyarli ajanin absorbsiyon spekturumu aralifinda dokulara
yeterince niifus edebilen ve uygun bir 151k giicliyle yayilan herhangi bir kaynak
FDT’de kullanilabilmektedir. LED'lerin 151k verimliligi giiniimiizde 6nemli 6l¢lide
gelistirilmistir. Ayrica LED'ler daha az 1s1 yaymaktadir ve bdylece enerji kaybini en
aza indirmektedir. Yar1 iletken teknolojisi alanindaki gelismeler nedeniyle, LED'ler
olaganiistii dayanikliliga sahiptir ve nispeten ucuzdur. Genis spektrumlar1 nedeniyle,
fotosensitizerin spektral kaymasini telafi edebilmektedirler. Ayrica, LED'ler oldukga
secici emisyon dalga boylariyla Uretilebilmektedirler [86, 94]. Bu nedenle, LED'ler
FDT uygulamalar i¢in birden fazla dalga boyu saglamak i¢in umut verici bir 151k
kaynagidir. Bu caligmada da birden fazla dalga boyu kullanildigindan LED 151k

kaynagi kullanimi uygun gorilmiistiir.

Ayrica LED’ler 1s1nlanmasi gereken ilgili alana veya organa uyacak sekilde mekansal
olarak diizenlenebilmektedir. Kalin bagirsak (kolon) gastrointestinal (GI) kanalda
bulunmaktadir. Gastrrointestinal kanalda bulunan organlar, 151k icin kolayca
erigilebilen yiizeysel ve biiylik mukozal bolgelerdir. Endoskopik ablatif yontemler ile
ulagilmas1 ve kolektomi yontemiyle kolonun kismi veya tamemen viicut digina
¢ikarilmasi miimkiindiir. Klinikte yeri olan bir ¢alisma olmas1 i¢in ¢alismamizda
kanserli hiicre hatti olarak kolon kanseri hiicre hatti kullanilmistir [55]. Ayrica
fotodinamik tedavide ilag uygulamasi genellikle topikal oldugu igin ilacin saglikl
hiicreler lizerindeki etkisi de biiyiik 6nem teskil etmektedir. Bu sebeple deneylerin
saglikli hiicreler lizerinde de yapilmasi1 gerekmektedir. Literatiirde saglikli hiicreler
tizerinde fotodinamik tedavi uygulamalarinin eksikligi goriilmiis ve ¢alismaya WI-38
akciger fibroblasti, saglikli hiicrede fotodinamik tedavi etkilerini gérmek ve tedaviyi

Oyle planlamak amaciyla kullanilmistir.
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Tez calismast kapsaminda yapilan literatiir arastirmasinda in vitro FDT

caligsmalarinda 5-ALA’nin farkl: hiicre hatlar ile etkileri aragtirilmigtr.

Schwake ve ark. [95], 5-ALA 6n isleminden sonra PpIX biriktigi gosterilen gesitli
pediyatrik beyin tumérleri olan medulloblastom (DAQY, UW228), pNET (PFSK-1)
ve rabdoid tiimor (BT16) hiicre hatlarmin fotodinamik tedaviye duyarli olup
olmayacag1 arastirllmistir. Farklikonsantrasyonlarda (25, 50, 75 ve 100 pg/ml) 5-
ALA ile 4 saat inkiibasyondan sonra 25 J/cm? enerji dozunda ve 635 nm dalga
boyunda bir diyot lazerle gerceklestirilen tedavinin sonuglarmi WST-1 hiicre
proliferasyon testi ile analiz etmislerdir. in vitro yapilan bu ¢alismada FDT’nin

istatiksel olarak anlamli bir sekilde canlilig1 azalttigini bulmuslardir.

A. Kawczyk-Krupka ve ark. [96], farkli malignite potansiyeli olan SW480 ve
SW620'nin insan kolorektal kanser hiicrelerini kullanmiglardir. Hiicre hatlari, in vivo
hipoksiye benzer kosullara ulagmak i¢in ALA ile muamele etmislerdir. FDT
kolorektal kansere kisisellestirilmis bir yaklasimin bileseni olabilir, bu nedenle
normokside ve kobalt klorir (CoCI2) kaynakli hipoksinin ICAM-1 ve VCAM-
tizerindeki etkileri arastirilmistir. Daha sonra hiicreler, hem normokside hem de
hipoksi benzeri kosullarda 600-720 nm dalga boylarina gegirgen kizilétesi ve turuncu
filtrelerle uyumlu tutarsiz bir 151k kaynag ile gériiniir 1s1kla 10, 30 ve 60 J/cm? enerji
yogunlugunda 1sinlanmistir. Hiicre canliligt LDH ve MTT analizleri kullanilarak
degerlendirilmistir. Deney sonucunda, normoxia ve CoCl2 ile indiiklenen hipokside
ALA-PDT'nin, in vitro kolon kanseri hicreleri tarafindan adezyon molekiillerinin
salgilanmasia etkisi olmadigini ortaya koymaktadir ayrica canlilik istatistiksel

olarak anlamli bir sekilde azalmistur.

J.F. Corneliusv ve ark. [97], ilk kez kordoma hiicre hattinda (U-CH2) 5-ALA aracili
fotodinamik tedavi gergeklestirmislerdir. Kordomalar kafatasi tabani ve sakrumun
cok nadir goriilen tiimorleridir. Farkli 5-ALA konsantrasyonlar1 ile 6 saat
inkiibasyondan sonra PPIX birikimi, akiskan sitometrisi ile belirlenmistir. 635 nm
dalga boyunda 30 mwW/cm? giicte ve 18.75 J/cm? enerji yogunlugunda lazer 1513ma

maruz birakilmistir. Hiicre sagkalimi, WST-1 deneyi kullanilarak lazer 1s1g1na maruz
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kaldiktan 24 saat sonra Olgiilmiistiir. Elde edilen sonuglarla ilk kez, insan kordoma

hicrelerinin ALA- FDT ile yok edilebilecegi gosterilmistir.

F. Sueki ve ark. [98], 5-ALA aracili FDT’yi insan epitel hiicre hatt1 olan PC-3 ve
Caco-2 iki hiicre hatt1 tizerinde test etmislerdir. Belirlenen FDT dozlari, iki farkl
Curcumin konsantrasyonu ile birlikte hiicre hatlarina uygulanmistir. 6 saatlik
inkiibasyon siiresinden sonra farkli lazer enerji yogunluklar1 (0, 1, 2,5, 5, 10 ve 20
Jlem?) ile siirekli dalga (CW) modunda 635 nm diyot lazer ile 1sinlanmistir. Hiicre
canliligi tedaviden 24 saat sonra MTT analizi ile degerlendirilmistir. Sonug olarak 5-
ALA aracili PDT, curcumin ile birleserek, yiiksek direngli bir kanser hiicre dizisi
olarak kabul edilen Caco-2 (izerinde sinerjik olarak artmig antitimér FDT etkinligi

gostermistir.

Austin ve ark. [99], deri yass1 epitel hiicre hattinda (SCC-13) 0, 0,5, 1 ve 2 mM 5-
ALA ile 30 dakika siireyle inkiibe edilmis ve 417 nm mavi 1s1kla 1000 saniye siireyle
fotoaktive edilmistir. Annexin-V testi uygulanmig ve yiiksek oranda apoptoz

gOrilmiistiir.

Hatakeyamave ark. [100], ALA-PDT'nin HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde ¢esitli
LED'ler kullanilarak antitiimor etkisini degerlendirmistir. 1 mM 5-ALA ile 3 saatlik
inkiibasyon siiresinin ardindan hiicreler, 16 mW/cm gic ve 3 Jcm? enerji
yogunlugunda LED ile 1smlanmustir. Ug tip LED, mavi (tepe dalga boyu, 456 nm),
beyaz (genis bant) ve kirmizi (635 nm) kullanilmistir. Isinlamadan yirmi dort saat
sonra, ALA-PDT'nin sitotoksik etkileri MTT deneyi kullanilarak Sl¢iilmiistiir. Hiicre
canlilifi, tedavi gruplarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede diisiiktiir ve
mavi ve beyaz LED'ler, kirmizi LED'lere kiyasla daha fazla antitimor etkisi

gostermistir.

Literatiirde ¢esitli kanser hatlar1 {izerinde 5-ALA tabanli gergeklestirilen yukarida
bahsedilen ve daha bir¢ok ¢alismalar incelenmis olup 5-ALA’nin ¢alisildigr ve etkili
oldugu dalga boylariin degisiklik gosterdigi goriilmiistiir. Bu tez ¢aligmasinda bu

konu {izerine yogunlasilmis ve mavi 151k, kirmizi 151k ve bunlarin kombine halini
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iceren yeni bir kaynakla tedavi uygulanmistir. Kullanilan gii¢ ve enerji

yogunluklarina karar verilirken literatiir calismalar1 baz alinmistir.

Tez caligmasi optimizasyon deneyleri ve bu deneyler sonucunda alinan bulgular
kullanilarak ana deneyler olmak {izere iki esas bdliimden olusmaktadir.
Optimizasyon g¢aligmalariyla tedavi i¢in en iyi kosullarin bulunmasi amacglanmistir.

Bu caligmalarda inkiibasyon siiresi, en iyi ila¢ ve 151k dozu belirlenmistir.

Inkiibasyon siiresinin belirlenmesi tedavi etkinligi agisindan ¢ok oOnemlidir.
Hiicrelerin ilag doyumuna ulastig1 noktada 1sinlama yapmak tedavi etkinligini 6nemli
Olciide degistirmektedir. Ayrica tedaviye baslanan siirede saglikli hiicrelerin ilactan
temizlenmis olmasi gerekmektedir aksi durumda saglikli hiicreler nekroza
ugrayacaktir. Literatiir calismalarinda farkli hiicreler icin etkili 5-ALA emilimi igin

farkli inkiibasyon siireleri gozlenmistir.

C. M. N. Yow ve ark. [101], 5-ALA aracili fotodinamik tedavinin insan
hepatoselliler karsinom hicre dizisi olan HepG2 (zerindeki inkubasyon suresi
calismalarinda maksimal ilag alimi, in vitro inkiibasyondan 18 saat sonra meydana
gelmistir. PpIX’in esas olarak HepG2 hiicrelerinin sitoplazmasindabulundugunu

gozlemlemistir.

M. Atif ve ark. [102], HeLa hiicre hattinda hiicreler 5-ALA ile 0-48 saat boyunca
inkiibe edilmis ve ilk 9 saat her saat basi sonrasinda 16, 18,24 ve 48.saatlerde
mikroplaka okuyucu ile PpIX’in emilim dalga boyuna karsilik gelen 405 nm dalga
boyunda absorbans degerleri ol¢iilmiistiir. Ik 3 saatte diisiikk 4.saatten sonra
absorbansin arttigi goriilmistiir. Maksimum degerine 18.saatte ulasilmis ve
inkiibasyon siiresi 18 saat olarak belirlenmistir. Aym1 grup arastirmacilar 2010
senesinde insan kas kanseri hiicre hatt1 RD hiicreleriyle SALA bazli ¢calismasinda ilk
7 saat her saat basi sonrasinda 22-29 saatleri aras1 ve 47. ve 48. saatlerde alinan
Olcimlerle 48 saatlik inkubasyon suresinin  maksimum absorbans verdigini

gormiislerdir [103].



73

Bu, ALA'nin hiicresel aliminin hiicre tipine bagli oldugunu gosterir. Ayrica ALA
disindaki bir 1g1ga duyarlilastirict i¢in HT-29 hiicreleri igin farkli bir inkiibasyon
siiresine ihtiyactmiz vardir [104], bir 1s18a duyarlilastiricinin hiicresel aliminin
yapiya bagli olabilecegini gosterir. Bu deney WI-38 hicreleri icin inkibasyon
stiresinin belirlendigi ilk ¢caligmadir daha once saglikli hiicrelerle kiyaslamali olarak

fotodinamik tedavi i¢in inkiibasyon siiresi belirlenmemistir.

Sekil 4.1.’de gosterilen sonug, c¢esitli inkiibasyon siireleri i¢in kanserli ve saglikl
hiicrelerde ALA'nin hiicresel alimina karsilik gelmektedir. Bu sonuclara gére HT-29
hlcrelerindeki ALA emilimi ilk birkag¢ saatlik inkiibasyon siiresinde ¢ok diisiiktiir ve
5 saatlik inkiibasyondan sonra ALA emilimi maksimumuna ulagsmistir ve ilerleyen
saatlerde giderek azalmigtir. WI-38 hiicrelerinde daha diisiik absorbans degerleri
gozlenmistir bu kanserli hiicrelerin saglikli hiicrelere gore daha ¢ok PplIX
biriktirdiginin ispati niteligindedir. Ayn1 zamanda WI-38 hcrelerinin hicre ici
PpIX’i 4 saatten sonra neredeyse tamamen hiicreden attig1 gézlemlenmektedir. Bu
tedaviye baslandiginda canli hiicrelerin ilagtan temizlendigi i¢in zarar gérmeyecegi
anlamina gelmektedir. inkiibasyon siiresi belirlemede 3 farkli doz kullanilmistir. Bu
bir nevi deney ispat1 gergeklestirmek i¢in yapilmistir ¢iinkii hangi doz olursa olsun
inkiibasyon siiresi deneyinde her dozun etkisinin ayni olmast beklenmektedir.
Sonuglar da bunu destekler niteliktedir. Ug farkli 5-ALA konsantrasyonunda
absorbans seviyelerinin neredeyse ayni oldugu goriilmektedir. Bu konsantrasyonlar
icin sonuglardaki ithmal edilebilir farkliliklar, belirli bir konsantrasyon i¢in 5-ALA

emiliminin hiicresel doygunluga ulastig1 seklinde yorumlanabilir.

Bu sonuglara dayanarak, ALA'nin HT-29 hiicrelerinde inkibasyon suresini 4-6 saat
arasinda optimize edilebilmektedir, ¢iinkii bu aralikta etkili FDT sonuglarina neden
olmak i¢in yeterli ALA emilimi alinmistir. Bu ¢alismada inkiibasyon siiresi olarak 5

saat kullanilmistir.

Fotodinamik tedavide 1s18a duyarli ajanin konsantrasyonu da biiyiik onem teskil
etmektedir. Sadece ilagla yapilan deneylerde ilacin yiksek toksisite gdstermesi

istenmeyen bir durumdur. Ciinkii ama¢ kanserli hiicreyi sadece ilagla degil 1sikla
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kombin halindeyken yani tedaviyle 6ldiirmektir. Sadece ilacin toksik etki gosterdigi
konsantrasyonlar in vivo diigiiniildiiglinde saglikli hiicreleri de nekroza siiriikleyecegi
anlamina gelmektedir ve bu istenmeyen bir durumdur. Sekil 4.2., HT-29 ve WI-38
hiicrelerinin 1s1nlama olmadan hayatta kalma oranlar1 iizerinde artan 5-ALA
konsantrasyonlarinin etkilerini gostermektedir. Diisiik ila¢ dozlarinda 1s18a maruz
kalmadan hiicrelere ila¢ enjeksiyonu nedeniyle dikkate deger bir sitotoksik etki
gbzlenmemistir. Saglikli hiicre hattt olan WI-38, kanser hiicrelerine gore daha az
hiicre i¢cinde PpIX birikimi gosterdiginden 6liim oranlar1 daha diisiiktiir. Bu sonug
PpIX’in kanserli hiicrelerde saglikli hiicrelere gore daha fazla biriktiginin ve daha
uzun siire kaldiginin bir bagka ispatidir. Diisiik dozlarda sadece ilacin ¢ok fazla
toksik etkisinin olmadig1r goriilmiis, 3-4 mM aras1 nisbeten daha yiiksek 5-ALA
konsantrasyonlar1 i¢in, hiicresel bilesenlerle daha yliksek konsantrasyonlarda 5-
ALA'nin toksisitesini temsil edebilecek diizeyde sitotoksisite goézlenmistir. HT-29
hicrelerinde 2 mM ve 2.5 mM 5-ALA dozlari i¢in, hiicre canlilig1, daha diisiik dozlar
olan 1 ve 1.5 mM dozlarindakine gore daha fazladir. Bu sonuglar heniiz 5-ALA
kimyasal 06zelliginin, bu konsantrasyonda HT-29 hiicrelerinin yasayabilirliginin
artmasina yardimci oldugu seklinde agiklanabilmektedir. Ancak yine de bu konunun
kesfedilmesi i¢in daha fazla deneysel ¢alismaya ihtiya¢ vardir. Fotodinamik tedavide,
cok yuksek ilag konsantrasyonuna atfedilebilecek nekrotik hucre 6limini
tetiklemekten kacinabilmek i¢in daha diisiik bir ilag dozu tercih edilir. Bu nedenle,
HT-29 hicrelerinde ALA-FDT icin 0,5 ve 1 mM'lik hafif doz, etkili sonuclar tretmek

i¢cin kullanilabilir.

Yalnizca ilacin toksik etki gostermesinin istenmemesi gibi 15181n da tek basina toksik
olmamas1 gerekmektedir. Isik tek basina hiicreyi oldiiriiyorsa bu hiicrenin tedaviden
dolay1 degil sicaklik veya bazi dis etkenlerle istenmeyen bir sekilde nekroza ugradigi
anlamma gelmektedir. Bu sebeple tek basina 15181n fototoksisitesinin en az oldugu
deger tedavi icin uygundur ve optimizasyon calismalariyla bu belirlenmelidir.
FDT'in klinik etkinligi, 15181 dozimetrisine baghdir: toplam 151k dozu, 1518a maruz
kalma siiresi ve 1s18a maruz kalma modu FDT yanitini da dogrudan
etkilemektedir. Bu  calismada  belirlenen  degerler literatiir  ¢alismalariyla

belirlenmistir. Sekil 4.3.'te gosterilen 5 J/cm? ila 20 J/cm? arahigindaki 1sinlama
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dozlar igin hiicre yasayabilirligine karsilik gelen sonuglar, hiicre yasayabilirliginin,
1s18a duyarlilastiricilar olmadan test edilen doz araliklarinda diisiik dozlarda 6nemli
olcuide etkilenmedigini kanitlamistir. 30 mW/cm? ¢ikis giicii kullanilmustir. Veriler,
10 Jcm? degerinden sonra yiiksek 1sik dozlari iizerinde bazi toksisiteleri
gostermektedir. Fotodinamik terapi tedavisinde, c¢ok yiliksek 151k yogunluguna
atfedilebilecek nekrotik hiicre 6liimiinii tetiklemekten kacinabilmek icin daha diisiik
bir 151k dozu tercih edilir. Bu nedenle, HT-29 hiicrelerinde ALA-FDT igin 5 J/cm? 'lik

hafif doz, etkili sonuclar tiretmek ic¢in kullanilabilir.

Yapilan bu inkiibasyon siiresi, sitotoksisite ve fototoksisite caligmalarindan sonra

belirlenen optimum dozlarla ana calisma gerceklestirilmistir.

405 nm dalga boyu, PpIX'in emilimi gbz oniine alindiginda en toksik olanidir, ancak
cilde diisiik niifuzu vardir. Bu nedenle, ¢ogu ¢alisma ALA-FDT i¢in kullanilan bir
diger dalga boyu olan 635 nm ile gergeklesmektedir [95, 97, 98]. Ancak bu dalga

boyu da diisiik emilim katsayisina sahiptir.

Tomoya Hatakeyama ve ark. [100], in vitro ve in vivo olarak yaptiklari ¢aligmalarda
mavi 15181 kirmizi 1518a gore daha etkili oldugunu sunmuslardir. In vivo galismada
penetrasyon derinligi diisiiniildiigiinde beklenen sonu¢ bu degildir ancak yine de
mavi 151gin daha etkin oldugunu gostermislerdir. Bu ¢alismada ALA-FDT igin 405
nm, 635 nm ve bu iki dalga boyunun kombine hale geldigi 405+635 nm dalga
boyunda LED kullanilmistir. Sonugclar, standart doz ¢izgisine kiyasla 405 nm ve 635
nm kombinasyonunun daha etkili oldugunu ve sadece 405 nm kadar etkili oldugunu
dogrulanmistir. 405 nm + 635 nm'deki toplam hiicre 6liimii kontroliinkinden 6nemli
Olgiide daha yiiksektir ve tek basina 405 nm ve tek basma 635 nm ile
karsilastirilabilirdir.

Bu bulgular, 405 nm ve 635 nm 1518in kombinasyonunun HT-29 hicrelerinde en
biiyiik sinerjistik etkileri tirettigini gostermektedir. Sekil 4.7.’de deneysel sonuclar,
HT-29 hiicre hattinin canliliginin, 5 J/cm? lazer 151k dozu ile tedavi edildiginde 1 mM
5-ALA ile 6nemli dlglide azaldigini ve 405 nm’de % 17'e, 635 nm’de %35’e ve iKi
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dalga boyunun kombine oldugu 405+635 nm’de %15’e diistiigiinii gdsterdi. Bu
nedenle, ilag ve hafif dozlarin uygun kombinasyonunun ve belki de uygun 1simnlama
stresinin FDT gergeklestirilirken kanserli hiicrelere maksimum zarar verebilecegi
sonucuna varilmistir. Ayn1 zamanda 5 saat inkiibasyon siiresi ile en yiiksek PpIX
birikimiyle tedavi etkinligi arttirilmigtir. Saglikli hiicre hattinda bu siirede ilacin

temizlenmis olmasi klinik agidan ¢ok énemlidir.

Bu caligma ile ortaya konan ALA-FDT’ nin insan kolon adenokarsinom hiicrelerinin
inhibisyonununa, ALA’nin ve LED’in yalniz uygulamalarinda toksititeye neden
olmadig1 gosterilmistir. Bu nedenle, ALA-FDT Kklinik uygulamalar icin uygun
olabilecegi gosterilmistir. Klinikte, cerrahinin miimkiin olmadig1 tlimoérlerde,
metastatik tlimorlerde ameliyat esnasinda alternatif tedavi secenegi olarak tercih
edilebilirdir. ALA-FDT’nin klinik etkisinin daha net Ongoriilmesi i¢in in vivo

arastirmalar ve klinik denemeler yapilmasi gerekmektedir.

Sonug olarak, literatiire 6zgiin katkida bulunacag: ve ileride yapilacak ¢alimalar i¢in

veri kaynagi olacagi beklenmektedir.
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