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OZET

DOKTORA TEZi

FDT' NIN MEME TUMORU UZERINE IN ViVvO ETKILERININ FTIR
SPEKTROSKOPISI iLE INCELENMESI

Tugba KiRIS AYDOGAN

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyomedikal Miihendisligi Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Firat KACAR

Fotodinamik Terapi (FDT) ¢esitli kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilan Amerikan Gida ve
[lag Dairesi tarafindan onaylanmus, bir 151k kaynagi ve fotoduyarli kimyasal bir maddenin
kullanildig1, ozellikle solid tiimdr gruplarinda etkili olan minimal girisimsel bir tedavi
yontemidir. Lokalize olmasi, minumum saglikli doku harabiyeti vermesi, tekrarlanabilir ve
uygulama kolayliginin olmas1 FDT nin avantajlarindandir.

FDT geleneksel yontemlerle kiyaslandiginda diisiikk maliyetlidir, hastalarin hayat siiresini ve
kalitesini yiikseltir. FDT sonrasinda ¢evre saglikli dokuda bulunan elastin, subepitelyal
kolajen zarar gdrmedigi ve korundugu i¢in harabiyeti gdzlenmemektedir. FDT nin bir diger
avantaji da niiks eden lezyonlarda tekrarlanabilir olmasidir. Gerek cerrahi yontem gerekse
radyoterapi olsun ikinci kez yapilan miidahalelerde biiyiilk miktarda saglikli doku kaybi
olmaksizin bir operasyon gerceklestirmek oldukca giigtiir.

Tez calismasinda, yakin kizilotesi spektrumda sogurma katsayisina sahip olan indosiyanin

yesili (ICG) molekiiliiniin nude farelerde in vivo MCF-7 insan meme kanseri iizerindeki
etkileri incelenmistir.
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FDT-ICG, hematoporphyrin (HpD) tiirevlerinde kullanilan 15181n dalgaboyuna kiyasla dokuda
daha derinlere ulasabildiginden, nispeten derin tiimorlerin yok edilmesi agisindan bir avantaj
saglayacagi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte glin 151831na karsi hassasiyeti az olan ICG,
tedavi esnasinda ve sonrasinda hastalarin karanlikta kalma siirelerini de diisiirebilir. MCF-7
insan meme kanseri hiicreleri denek hayvanlara enjekte edilip burada tiimér dokusu geligimi
saglanmigtir. Tez kapsaminda nude farelerde biiytitiilen MCF- 7 insan meme kanseri lizerinde
biriken ICG molekiiliinii uyarmak igin gerekli 15181n giicii ve tedaviye baglamak i¢in gerekli
olan optimum siire belirlenmesi hedeflenmistir. In vivo floresans goriintiileme yapilarak hem
timor varligt gosterilmis hemde ICG tiimorde birikim miktar1 6l¢iilmiistiir. Patolojik yontem
(H&E), in vivo floresans goriintiileme, makroskopik 6l¢iim ve FTIR doku karakterizasyonu
ile tedavinin etkinligi aragtirilmagtir.

Haziran 2017, 111 sayfa.

Anahtar kelimeler: Fotodinamik Terapi, FTIR, Meme kanseri, MCF-7, Nude Fare.
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SUMMARY

Ph.D. THESIS

INVESTIGATION IN VIVO EFFECTS OF PDT ON MAMMARY TUMOR VIA FTIR
SPECTROSCOPY

Tugba KiRIS AYDOGAN
Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Science and Engineering

Department of Biomedical Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Firat KACAR

Photodynamic therapy (PDT) is a minimally invasive cancer treatment method which is
approved by Food and Drug Administration of United States, and applied on some cancer
types; especially for treatment of solid mass of cancer cells by using a light source and
photosensitizing chemical agent. The advantages of FDT are localized, minimally invasive
tissue destruction, reproducibility and ease of application.

Among those other treatment methods, PDT is cost-effective, have very minimal side effects
and provide increased life expectancy and life quality for cancer patients. PDT spares tissue,
providing a matrix for regeneration of normal tissue, because it does not damage subepithelial
collagen and elastin and there is preservation of noncellular supporting elements. Another
advantage of FDT is that it is reproducible in recurrent lesions where high recurrence risk
probable. Such retreatment is extremely difficult for either surgery or radiotherapy, without
the risk of severe normal tissue damage and due to limits of radiation dose for tissues, organs.

In the thesis study, indocyanine green (ICG) molecule, which has the absorption coefficient in
the near infrared spectrum, based FDT effects examined on MCF-7 human breast cancer
formed nude mice. FDT-ICG is thought to provide an advantage in terms of the removal of
relatively deep tumors, as it can reach deeper into the tissue than the wavelength of light used
in hematoporphyrin (HpD) derivatives.

Moreover, ICG, which is less sensitive to daylight, may also reduce the length of time of
subjects stay in the dark during and after treatment. MCF-7 human breast cancer cells were
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injected into the test animals where tumor tissue development was provided. The aim of the
thesis is to determine the light intensity needed to stimulate the ICG molecule accumulated on
MCF-7 human breast cancer formed in nude mice and the optimum time to start treatment. In
vivo fluorescence imaging was used to measure both the tumor presence and ICG
accumulation period in tumor area. Pathologic method (H&E), in vivo fluorescence imaging,
macroscopic measurement and FTIR spectroscopy for tissue characterization were used to
analyzed treatment effects.
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1. GIRIS

Dolayisiyla giinlimiizde kanser tedavisinde uygulanan geleneksel yontemler yetersiz
kalmaktadir. Tedavide karsilasilan bu problemler nedeniyle, daha etkili tedavi yontemleri
arastirilmaktadir. Fotodinamik terapi (FDT) bolgesel, 6zellikle solid tiimorlerin tedavisi igin,

FDA tarafindan onayl bir tedavi prosediiriidiir [10, 11].

Bu tez caligmasinin konusu indiyosiyanin yesili molekiiliiniin ile MCF-7 insan meme
kanseri olusturulmus nude farelerde in vivo fotodinamik terapi (FDT) uygulamasidir. Farenin,
insandan sonra genomu ortaya ¢ikarilan ikinci memeli olmasi, ¢ogu insan genlerinin farede
karsilig1 olup, fare ve insan genlerinin fonksiyonlarin yakin iligkilisinden, ve korunmus gen
diizenine sahip bolgelerin iyi tanimlanmis olmasi1 sebebiyle insan hastaliklariin
mekanizmalarinin aydinlatilmasinda birincil model kabul edilen transgenik fare modeli bu

caligmada tercih edilmistir [12].

Tez kapsaminda nude farelerde biiyiitiilen MCF- 7 insan meme kanseri {izerinde biriken
ICG molekiiliinii uyarmak i¢in gerekli 15181n giicii ve tedaviye baslamak i¢in gerekli olan
optimum siirenin belirlenmesi hedeflenmistir. Patolojik yontem, in vivo floresans
goriintiileme, makroskopik Ol¢lim ve doku karakterizasyonu ile tedavinin etkinligi
arastirtlmistir. In vivo floresans goriintiileme yapilarak hem timor varligi gosterilmis hem de
fotoduyarli maddenin (ICG) tiimdrde birikim miktar1 6l¢iilmiistiir. Patolojik yontem olarak
genel doku boyamasi yapilmistir. Cekirdek ve sitoplazma ayiriminda kullanilan, histolojik
boyalar i¢inde en genis kullanimi olan, Hematoksilen-Eosin boyasi kullanilmistir. Doku
karakterizasyon caligsmasi i¢in FTIR spektroskopi cihazi kullanilarak spektrumlar 4000-400
cm™ araliginda 4 cm™ spektral ¢oziiniirliigii ile toplanmustir. Biitiin gruplara ait spektrumlar
kontrol grubu ile karsilastirilmistir. Belirlenen frekans degerleri kullanilarak spektral bantlarin
hangi fonksiyonel grup ve hangi biyomolekiillerden kaynaklandig1 belirlenmistir. Gruplarin
bant frekanslarindaki kaymalar kontrol grubu ile karsilagtirilarak molekiillerin yapisal

degisimleri gosterilmistir.



Bu caligmada tipta Ozellikle kanser tedavisinde yeni bir yontem olan fotodinamik
terapinin meme kanseri iizerindeki in vivo etkisini aragtirarak, hastaligin tedavisine yonelik

katki saglamak amaglanmaistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. KANSER

Kanser hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde 6nde gelen 6liim nedenlerinden biri
olmaya devam etmektedir. En yaygin ve ayni zamanda en komplike kabul edilen somatik ve
genetik hastalik kanserdir [13]. Kanser; kontrolsiiz olarak biiyiliyen, agresif ve viicudun diger
kisimlarma yayilabilen hiicreler ile karakterize edilebilir. Her yastaki insan1 hatta fetiisleri bile
etkileyebilmektedir ancak c¢ogu kanser tipinde yas arttikga risk artmaktadir. Kanser
hastaliginda ¢esitli etkenlerle degisime ugramis hiicrelerin diizensiz ve kontrolsiiz bir sekilde
siirekli olarak biiylimeleri, boliinmeleri gergeklesmektedir [14]. Cogalan bu hiicreler ¢esitli
yollarla primer lokalizasyonlar1 disindaki yerlere de yayilabilirler ve o bdlgelerde de
biliylimeye devam edebilirler. Kansere neden olan faktér ne olursa olsun, sonug olarak hiicre
genetiginde bozulma meydana getirmektedir. Tek bir gendeki mutasyon kanser olusumu i¢in
genellikle yeterli degildir, birkag gende birden olusan hasarin kanser olusumunda etkin rol

oynadig diisliniilmektedir [15].

Kanserde degisiklige ugramis genler, normalde doku homeostazisi ve hiicre biiylimesini
diizenleyen ii¢ temel biyolojik yol olan hiicre siklusu, apopitoz ve diferansiasyonu etkiler ve
bu fonksiyonlari yapilamaz duruma getirir [16]. Kanser olusumdaki ¢evresel ve kalitsal
faktorler incelendiginde yaklasik %15 nin kalitimsal oldugu genlerle aktarildigi, geriye kalan
%85’lik kisminin ise c¢evresel oldugu yasam boyunca canli hiicrelerdeki DNA’nin,
mutajenlere maruz kalmasi, hiicre DNA’sindaki degisiklikler ve replikasyon hatalarinin

olusmasi ile sekillendigi diistiniilmektedir [17].

Kanserin primer olarak ilk goriildigii bolgede, ¢evre dokulara yapisik olup olmamasi benign
veya malign olarak adlandirilmasma sebeb olur. Iyi huylu (benign) tiimérler genellikle
smirlart belirgin kitlelerdir. Ancak kotii huylu (malign) tiimorler, sinirlart belirsiz ve ¢evre
dokuya sikica yapisik halde bulunurlar. Farkli kokendeki kanser tiirleri farkli 6zelliklere
sahiptir [4]. Farkli tipteki kanserler, farkli hizlarda biiyiirler, farkli yayilma bigimleri
gosterirler ve farkli tedavilere cevap verirler. Bu nedenle kanser hastalarinin tedavisinde, var

olan kanser tiirline, lokalizasyonuna ve en Onemlisi hastaya 0zgili bireysel tedavi stratejisi



belirlenip uygulanmalidir.

2.1.1. Kanser ve Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri

Gilinlimiizde kabul goren kanser tanimi; geri doniigsiiz genomik degisim - degisimler, spesifik
genlerde tekli mutasyonlar1 kapsayan degisiklikler veya genomun biiyiik bir boliimiiniin
kaybedilmesidir [18]. Onkogenler ve tiimdr baskilayict genler gibi kritik fonksiyonlar1 olan
bekei genlerinde meydana gelen islev kaybi ve resesif fonksiyon kaybi neredeyse her kanser
formunda tanimlanmistir ve neoplastik olusumunun baglamasinin temeli olduguna
inanilmaktadir. Son 25 yilda bu tiir degisiklikleri barindiran oldukc¢a fazla sayida gen
tamimlanmistir, rastgele goriilen bu genetik mutasyonlarin kanser gelisiminin temelini
olusturduguna isaret ettigi diislinlilmektedir. Gergekte, mutasyona ugramis c¢esitli genler
kanser hiicrelerinde mevcut olsada [19], genel neoplazi riskinin kronik olarak etkinlestirilen
veya devre dis1 birakilan kritik fizyolojik yollara kiyasla daha az etkilendigi diisiiniilmektedir
[20]. Boylece, genomda yapisal degisimlerin intrinsik hiicresel programlar olan hiicre
dongiisii kontrol noktasi, programlanmis hiicre Oliimii, farklilagsma, metabolizma ve hiicre
yapismasint etkiledigi bununla birlikte ekstrinsik programlar olan immiin yanit, matris
metabolizmasi, doku oksijenlenmesi ve vaskiiler durum degisiklerine de yol acgarak insanda

kanser gelisiminin temelini olugturdugu diisiiniilmektedir [21].
Kanser hiicrelerini normal hiicrelerden ayiran en 6nemli 6zellikler agagida siralanmustir;

Biiylime sinyallerinde otonomi; normal hiicreler bdliinebilmek icin disardan biiylime faktori
sinyaline ihtiya¢ duyarken kanser hiicreleri normal biiyiime faktorii sinyaline bagimli

degildirler ve kendi kendine ¢ogalma goriiliir.

Biiyiime sinyalleri engelleyiciler; normal hiicreler engelleyici sinyallere homeostast saglamak
icin cevap verirken kanser hiicreleri biiylimeyi engelleyen sinyallere cevap vermezler,

mutasyonlar inhibitor faktorlere karsi cevapsizliga sebebiyet verir.

Programli hiicre Oliimiinde bozukluklar; Normal hiicrelerin sag kalmasi biiylime
faktorlerinden ya da hiicre dis1 matriksten gelen apoptozu engelleyen sinyallere baglidir fakat
kanser hiicreleri apoptotik sinyallerden etkilenmezler aksine apoptoz down regiilasyonu
goriilmektedir. Timor hiicrelerinin  apoptoza girmemesi DNA hasarina yol acan

kemoteropétik ilaglara da direng gostermesine neden olmaktadir.



Sinirsiz replikasyon potansiyeli; normal hiicrelerde hiicrenin sinirli sayida iki katina ¢ikmasini
belirleyen sayma sistemi mevcuttur. Bu hiicresel kontrol sistemi, her replikasyon esnasinda
meydana gelen telomerlerin kisalmasini1 belirler, kanser hiicrelerinde ise telomerlerin
uzunlugu korunur, telomer regiilasyonunun degismesi sinirsiz replikasyon potansiyeline

neden olur (telomeraz reaktivitasyonu).

Anjiyogenez (yeni damarlar olusturabilme); normal hiicrelerin oksijen ve besin
saglayabilmesi i¢in kan damarlarina ihtiyaci vardir, fakat yetiskinlerde dolasim dongiisii
sabittir. Kanser hiicreleri anjiyogenezi uyarir, ¢iinkii tiimdr yayilimi ve gelisimi i¢in yeni kan

damarlarinin olusumu biiyiimesi gereklidir.

Invazyon ve metastaz yapma; normal hiicreler viicuttaki yerlerini korurlar ve genellikle gog
etmezler, kanser hiicreleri ise viicudun diger bolgelerine go¢ ederler, mutasyonlar invazyon ile
ilgili enzimlerin aktivitesini degistirir. Yiizey adezyon molekiillerindeki azalma nedeniyle
kanser hiicrelerinin tutunma yetenegi normal hiicrelerden diisikk olmasindan dolay:1 diger
hiicreler ve doku bilesenleri ile etkilesime girmesi zorunlulugu ortadan kalkar bu durum

kanser hiicrelerine metastaz yetenegi kazandirir [4, 22-24].

2.2. MEME KANSERIi

Meme kanseri, diinyadaki tiim kadin kanserlerinin %23' {inli olusturarak kadinlarda en yaygin
olan kanser tiiriidiir. Erkeklerde nadir olarak goriilen meme kanseri, tim meme kanserlerinin
ancak %1’1 kadardir. Sadece 2002 yilinda diinyada yaklasik 1,15 milyon olgu teshis
edilmistir. Cok gelismis diinya iilkeleri ile Asya, Orta Dogu ve Afrika gibi az geligmis
iilkelerde meme kanserinin insidans hizlarinda belirgin bir cografi farkliliga rastlanmaktadir.
Kuzey Amerika ve Avrupa lilkelerinde goriilme siklig1, diinyanin diger bolgelerinde goriilme
sikligindan daha fazladir. Beyaz irkta sar1 irka ve siyah irka gore daha fazla goriiliir. Siyah
irkta daha agressif meme kanseri tipleri goriiliir ve prognoz daha kotiidiir. [25]. Global meme
kanseri insidans oranlari 1990 yilindan beri yaklasik % 0,5 artmistir [26]. Tirkiye’de de
kadinlarda kanserin %24.1'ini olusturan en yaygin kanser tipi meme kanseridir [27, 28]. 2000-
2004 yillar1 arasinda yapilan arastirma verilerine gore her sekiz kadindan birinde hayati
boyunca meme kanseri gelisebilecegi ve her 30 kadindan birinin meme kanseri nedeniyle

yasamin yitirecegi tahmin edilmektedir [29]. 2017 yili icin Amerika birlesik devletlerinde



252.710 kadmin meme kanseri tanis1 alacagt 40.610°nun ise yasamini yitirecegi tahmin

edilmektedir [30].

2.2.1. Meme Kanserinde Risk Faktorleri

Meme kanserinin gelisim nedenleri arasinda en st siralar1 hormonlarin aldigi ve bu
hormonlar arasinda en biiytik risk faktoriintin de dstrojen oldugu yapilan caligmalarda tespit
edilmistir [31-33]. Risk faktorlerinin pek cogu dogrudan veya dolayli olarak dstrojen etkisine
baghdir [34, 35].

Meme kanserinde etkili olan tiim risk faktorleri degistirilemeyen risk faktorleri, yasam
tarziyla iligkili olan faktorler ve tartismali risk faktorleri olmak {iizere iic kategoride

degerlendirilebilir.
Degistirilemeyen Risk Faktorleri:

Yas; yasami boyunca her 8 kadindan birinde (% 12.56) meme kanseri goriiliir [36]. Cins ve
irk; kadinlarda goriilme siklig1 erkeklerin 100 katidir (1/100). Beyaz irkta sar1 irka ve siyah
irka gore daha fazla goriiliir. Siyah 1rkta daha agresif meme kanseri tipleri goriiliir. Sar1 itk ve
Kizilderililer’de meme kanseri riski ve mortalite beyazlardan daha diisiiktiir. [37]. Genetik
faktorler, meme kanserlerinin sadece %35-10"undan genetik faktorler sorumludur. Bu
faktorlerin basinda, BRCA1 ve BRCA2 :Herediter meme-over kanseri Sendromu [38], p53
:Li Fraumeni sendromu, ATM: (Ataksik Telenjiektazi Mutasyon) geni, PTEN: Cowden
sendromu, CHEK2 : Li- Fraumeni sendromu, MSH1 ve MLH2 : Muir-Torre/Herediter
Nonpolipozis Kolorektal Kanser, STK11/LKBI1: Peutz-Jeghers Sendromu ve CDHI

Herediter Diffiiz Gastrik Kanser gelmektedir [39, 40]. Ailede meme kanseri 0ykiistiniin meme
kanserlerinin %15’inde etkin oldugu diistiniilmektedir. [41]. 1. derece ve 2.derece akrabaligin
yaninda kag¢ kiside goriildiigii de 6nem tasimaktadir. 1 adet birinci derece akrabada meme
kanseri oykiisii varlig1 1.8’lik rolatif risk olustururken (menopoz dncesi 2.9, menopoz sonrasi
1.5), 2 adet birinci derece akrabada meme kanseri dykiisiiniin varligi durumunda rolatif risk 4-
6’ya yiikselmektedir. Kigisel meme kanseri dykiisii durumunda ise diger memede kanser riski
her yil igin %0,5-1 oranindadir. Herediter meme kanserlerinde ve LKIiS’de risk daha
yiiksektir. [42]. Meme kanseri disinda kanser Oykiisii durumunda endometriyum ve over
kanseri Oykiisiiniin varli§i durumunda risk 2 kat daha fazladir. Dens meme yapisi riskin 3-6
kat artmasina sebep olmaktadir [43, 44]. Benign meme hastaliklarindan non-proliferatif

benign meme hastaliklar1 risk artigina sebep olmaz veya ¢ok hafif artisa neden olabilir.



Atipisiz benign proliferatif meme hastaliklarinda riskte 1,5-2 kat artis gosterirken, Atipili
benign proliferatif meme hastaliklarinda riskte 4-6 kat artmaktadir [45-47]. Erken menarsin da
meme kanseri gelisiminde bir risk etmeni oldugu gosterilmistir. Adet diizeni etkenine
bakildiginda ilk adet yas1 12 yasindan kiiclik veya 16 yas ve lizerinde oldugu durumlarda 1,3
kat risk fazlalagmaktadir [48, 49]. Menopoz yasi, 55’ten biiylik veya 45-54 yas araliginda
oldugunda 1,5 kat risk artmaktadir. Erken menopoz dedigimiz 45 yas altinda gergeklestigi
durumda ise risk azalmaktadir [50]. Toraks bolgesine Radyoterapi alinmasi durumu; ¢ocukluk
donemi ve ergenlik doneminde (<30 yas) toraks bolgesine RT alinmis olmast meme kanseri
riskini arttirmaktadir. Kirk yastan sonra alinan RT riski arttirmamaktadir. Ayrica bir memenin

RT almis olmasi diger memede kanser riskini %9 arttirmaktadir [51].
Yasam Tarziyla Iliskili Risk Faktorleri:

Gebelik ve dogum Oykiisii; ilk dogum yasinin 30°dan biiyiik olmasi yada 20 den kii¢iik olmasi
riski 2 kat arttirmaktadir [52, 53]. Niillipar olmasi durumunda risk %30 artmaktadir.
Laktasyonun etkisi hala tartismali olsa da yapilan bir caligmada 4-12 ay arasinda emziren
kadinlarda riski %11 azalttig1 diisliniilmektedir [54, 55]. Oral Kontraseptifler (OKS)
halihazirda kullananlarda ve eskiden kullanmis olanlarda hafif¢e bir risk artis1 tartismali
olmakla birlikte goriilmektedir. Ostrojen ve progesteron dozuyla meme kanseri riski arasinda
pozitif korelasyon mevcuttur. OKS kesildikten 10 yil sonra riskin normale dondiigi
diisiiniilmektedir. Hormon Replasman Tedavisinde (HRT) yalniz dstrojen iceren (ERT) ile
Ostrojen ve progesteron igeren kombine olmak iizere 2 ¢esittir. Bu tedavinin en az 2 yil
kullanilmasindan sonra risk artis1 goriilmektedir. Beden Kitle indeksi (BKI) diisiik olan
kadmlarda HRT etkisi daha belirgin olrak goriilmkte olup tedavi kesildikten 5 y1l sonra riskin
normale dondiigi goriilmektedir [56, 57].

Alkoliin etkisine bakildiginda, giinde 340 ml bira, 140 ml sarap veya 42 ml 80° alkollii i¢ki
kullanilmast meme kanseri riskini 1,5 kat arttirmaktadir. Tiiketilen miktardaki artisla beraber
riskte artmaktadir. Annenin gebelikte alkol kullanmasi bebekte meme kanseri riskini
arttirabilmektedir. Ayrica alkoliin bir diger olumsuz etkisi folik asit etkinsizlestirmesidir [58,
59].

Obezite, postmenopozal obezite (BKI >30) meme kanseri riskini yaklasik %30 oraninda

arttirmaktadir. Postmenopozal obez kadinlarda meme kanseri mortalitesi yiiksektir, kismi



olarak taninin gecikmesine de baglanmistir. 18 yasindan sonra >25 kilo alinmasi

postmenopozal meme kanseri riskini arttirmaktadir [60, 61].

Egzersiz ve fizik aktivite; fiziksel aktivite meme kanseri riskini azaltmaktadir. Egzersizlerin
meme kanseri riski iizerine etkisini arastiran bir ¢calismada, egzersizin 40 yas alt1 kadinlarda
meme kanseri riskini azalttif1 gdsterilmis ve haftada 4-5 saat veya daha fazla egzersiz yapan

kadinlarda kanser riskinin hi¢ yapmayanlara kiyasla %60 daha az oldugu bildirilmistir [62].

Sosyoekonomik seviye; yiiksek sosyoekonomik seviyede meme kanseri insidansi daha
yiiksektir. Diigiik sosyoekonomik seviyede ise insidans daha diisiik olmakla birlikte mortalite
daha yiiksektir. Sebze ve meyve tiiketimi ile meme kanseri arasindaki iliskiyi aragtiran bir
caligmada yliksek oranda sebze ve meyve tiikketimi ile diisiik orandaki tiiketim karsilagtirilmis

ve yiiksek oranda tiiketimin koruyucu bir etkisinin s6z konusu olabilecegi belirtilmistir [63].

Tartismali Risk Faktorleri:

Yaglh beslenme, Ostrojen metabolizmasi, abortus, meme implantlari, sigara, cevresel
karsinojenler ve gece calismast meme kanseri olusumuna katki sagladig diisiiniilen tartismali

etmenler arasinda yer almaktadir.

2.2.2. Meme Kanserinde Evreleme

Stit bezleri ile iiretilen siiti meme basina tasiyan kanallardan olusan yapt memeyi
olusturmaktadir. Lobiillerde veya siit kanallarini olusturan hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmalar1
ile meme kanseri olugmaktadir. Meme kanserleri, kanser hiicrelerinin lokalize oldugu yere
veya yayllma egilimlerine gore siniflandirilabilirler. Meme kanseri metastazlar1 akciger,
kemik, lenf nodu ve beyinde ortaya ¢ikmaktadirlar [64]. Meme kanserleri timdriin olugumu,
nod durumu ve metastaz durumuna gore ¢esitli evrelere ayrilmistir. Genel kabul goren 4 evre

asagida verilmistir [65];
Evre 0;

Ayn1 zamanda 'in-situ' olarak adlandirilan bu evre, tiimoriin ¢evre dokulara sicramadig siit
kanallarinin ya da siit bezlerinin birinde sinirli oldugu evredir. Eger kanser siit bezlerinde
olusmussa lobular carcinoma in situ (LCIS) olarak isimlendirilir. Siit kanallarinda
olustugunda ise ductal carcinoma in situ (DCIS) olarak adlandirilmaktadir. LCIS’in memenin

herhangi bir yerinde kanser olusmasi riskini arttigini gosteren bir isaret oldugu kabul



edilmektedir. DCIS durumunda ise kanser hiicreleri olustuklar siit kanallar1 igerisinde sabit
kalmis, memenin yag dokusunada lenf bezleride yayilmamistir. Kanallarin veya bezlerin

Otesine de yayilmamistir
Evrel;

Bu evre tiimdriin 20 mm ve daha kiigiik oldugu kanser hiicrelerinin memeden bagka kisimlara

yayilmadigt durumdur. Lenf bezlerine yayilma olmadigi gibi tiimdriin sinirlart belirlidir.
Evre II;

2 alt bolime ayrilmaktadir. Bunlardan biri olan Evre IIA’da asagidaki birka¢ durum so6z

konusudur:

» Memede goriiniir timor yoktur, sadece lenf bezlerinde tiimor vardir.

» Timoér 20 mm biiyiikliigiinde veya daha kiicliktiir ve koltuk altindaki lenf bezlerine
yayilmusgtir.

» Timoér 20 mm'den biiyiik olup 50 mm'den kiiciiktiir ve koltuk alti lenf bezlerine

yayillmamigtir.
Diger evre olan Evre IIB’de ise 2 durum sézkonusudur:

» Timor 20-50 mm arasindadir ve koltuk alt1 lenf bezlerine sigramustir.

» Timor 50 mm’den biiytiktiir ve koltuk alt1 lenf bezlerine yayilmamustir.
Evre I1I;

Tiimér koltuk alt1 lenf bezlerine ve gogiis dist dokulara sigramis durumdadir. Ilerlemis bir

asama olup 3 alt kisima ayrilmaktadir:

Evre IIIA’da, Tiimér 50 mm ve daha biiyiiktiir ve gevre dokulara yayilmistir. ikincil olarakta
timor, capindan bagimsiz olarak iicten fazla sayida koltuk alti lenf bezlerine yayildig:

durumdur.

Evre IIIB’de tiimor herhangi bir boyutta olabilir ve memeye komsu dokulara (cilt, gogiis

duvari, kaburgalar veya gdgiis duvarindaki kaslar) ve lenf nodlarina yayilmistir.

Evre IIIC'de ise tiimor kopriiciik kemigi etrafindaki lenf nodlarina, kolun altindaki ve meme

icerisindeki lenf nodlaria yayilmistir veya tiimdér meme cildine agilmustir.
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Evre IV;

Bu evre uzak metastatik kanser olarak adlandirilan asama olup kanser meme disindaki viicut
boliimlerine yayilmistir. Viicuttaki kemiklere, akcigerlere, karaciger veya beyin gibi uzak

organlara yayilmistir.

Evre 1, IIA, IIB (T2N1) erken meme kanseri olarak, Evre IIB(T3NO), III lokal ileri meme

kanseri ve Evre IV metastatik meme kanseri adlandirilir.

UICC (Union International Contre Cancere) ve AJCC (American Joint Commitee on
Cancer)’nin bi¢imlendirdigi TNM sistemine gore T: Tiimorii, N: Bolgesel lenf bezlerini
(aksilla, supra ve infraklavikuler, internal mamari) ve M: Metastazi (uzak organ metastazi)

temsil etmek lizere meme kanseri evrelemesi sekil 2.1°de verilmistir [66];

Evre 0 Tis NO MO Evre IIIA TO N2 MO
T1 N2 MO
Evre IA Tmic NO MO T2 N2 MO
Evre IB TO Nmic MO T3 N2 MO
Tmic Nmic MO
T1 Nmic MO Evre IIIB T4 NO MO
T4 N1 MO
Evre IIA TO N1 MO T4 N2 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO Evre ITIC T1-4, N3 MO
Evre IIB T2 N1 MO
Evre IV Herhangi bir T,
T3 NO MO Herhangi bir N, M1

Sekil 2.1: AJCC verilerine gore meme kanserinde TNM evrelemesi [66].
2.2.3. Meme Kanserinde Tedavi Yontemleri

Uluslararas: kilavuzlardan elde edilen bilgilerle hasta ve tiimor 6zelliklerine gore hastanin
tedavisi belirlenmektedir.  Meme kanseri tanisi konulduktan sonra tedavi hastanin
ozelliklerine uygun olarak belirlenir. Evre ile birlikte hasta 6zellikleri (yas — menopoz — ek
saglik sorunlari), tiimor 6zellikleri olan T ve N durumu, grade, ER ve PR degeri, HER2 (c-
erbB-2) ve Ki-67 degeri degerlendirilip uygun olan tedaviye gecilmektedir [67]. Erken evre

meme kanserinde cerrahi tedavi ve gerekirse adjuvant sistemik tedavi uygulanirken lokal ileri
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evre meme kanserinde neoadjuvant sistemik tedavi uygulanir. Metastatik evre meme

kanserlerinde ise palyatif sistemik tedavi uygulanmaktadir.

2.2.3.1. Meme Kanserinde Cerrahi Tedavi

Meme koruyucu cerrahinin esas amaci timorii negatif cerrahi sinirlarla (1-2 mm) total olarak
cikartmak, diisiik lokal-bolgesel yineleme ve kozmetik acidan kabul edilebilir sonuglar elde
etmektir. Radikal mastektomi, genisletilmis radikal mastektomi, Modifiye radikal
mastektomi, Meme koruyucu cerrahi (kadranektomi, lumpektomi, genis lokal eksizyon)
meme cerrahisinde kullanilan yontemlerdir [68].

Radikal ve genisletilmis mastektomi giinlimiizde artik tercih edilmemektedir. Modifiye
radikal mastektomi ise meme dokusunun tamaminin pektoral fasya ve aksilladaki diizey I — II
lenf bezleriyle beraber ¢ikartilmasidir. MKC olarak bilinen meme koruyucu hastaya uygun
olmasi durumunda tercih edilmektedir [69]. Meme koruyucu cerrahi de bazi
kontrendikasyonlar mevcuttur. Bunlar, multisentrik hastalik durumu (memenin farkli
kadranlarinda ¢ok odakli kanser varligi), timor boyutu / meme hacmi oran1 (MKC yapildiktan
sonra geriye iyi bir kozmetik sonu¢ kalmayacaksa), radyoterapi yapilamayacak durumlar,
daha once ayni memeye RT Oykiisii, 1. ve 2. trimester gebelik, cildi tutan aktif bag dokusu

hastaliklar1 ve ulasilabilir RT merkezi olmamasidir [70].

2.2.3.2. Meme Kanserinde Adjuvan Sistemik Tedavi

Biiyiik tiimor kitlesi cerrahi ve/veya radyoterapi ile ortadan kaldirildiktan sonra geride kalan
mikroskopik rezidiiel hastalik icin verilen tedaviye adjuvan tedavi denir. Amag
mikrometastazlarin ortadan kaldirilmasi ile hastalik niiksii ve yayilma riskinin azaltilmasidir.
Neoadjuvan kemoterapi ise primer KT, preoperatif KT olarakta bilinen cerrahi tedavi dncesi
uygulanan KT dir. Neoadjuvan kemoterapideki amag baslangicta inoperabl (opere edilemez)
olan tlimdriin operabl hale getirilmesi, yasam siiresini uzatabilmek, operabl tiimdrlerde meme

koruyucu cerrahi sansin arttirmak ve prediktif isaret¢ilerin belirlenebilmesidir.

Adjuvan sistemik tedavide endokrin tedavi, kemoterapi ve hedefe yonelik tedaviler (anti-
HER2 tedavi) uygulanmaktadir [71]. Endokrin tedavi, ER ve/veya PR pozitif olan tiim
hastalara Onerilir (%1 zayif pozitiflikte dahil). Eger hasta kemoterapi de alacaksa
kemoterapiyi takiben baslanir [72]. Adjuvan kemoterapi, HER2 pozitif hastalik (anti-HER2
tedavi ile birlikte), iicli negatif meme kanseri ve ER+, HER2-, yiiksek riskli gruplarda
bulunan hastalara onerilir [73, 74]. Adjuvan Anti-HER?2 tedavisi (Trastuzumab), HER2 testi

meme kanseri dokusunda IHK ydntemle +++ olan veya FISH testi pozitif olan hastalara
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kemoterapiyle birlikte ve kemoterapiyi takiben uygulanir. ALB pozitif ve ALB negatif-
yiiksek riskli hastalarda kullanilir. Bu tedavinin kullanim siiresi 1 yildir. Adjuvan radyoterapi
meme koruyucu cerrahi (MKC) yapilmis invaziv kanser ve in situ kanser olan tiim vakalarda
onerilir. Mastektomi yapilmis yiiksek riskli olgularda da dnerilmektedir. Mastektomi sonrasi
RT yapildiginda lokal rekiirrens riskinde yine azalma ile 15 yillik sagkalimda artis oldugu
goriilmiistiir [75].

2.2.3.3. Metastatik Meme Kanserinde Tedavi

Metastatik meme kanserinde tedavi amaci, semptom ve bulgularin palyasyonu, yasam
kalitesinin arttirilmas1 ve miimkiin oldugunca yasam siiresinin uzatilmasidir. Meme
kanserinde metastazlar ortaya ¢iktiktan sonra ortalama sagkalim siiresi 2-3 yildir. Metastatik
meme kanserinde hormonal tedavi, kemoterapi, lokal tedaviler (RT, nadiren cerrahi) ve destek
tedavisi (bifosfonatlar, analjezikler, beslenme {iriinleri, kan firiinleri, psikolojik destek
tedavisi) verilmektedir. Hormon reseptoér durumuna gore ve metastaz yerine gore tedavi
secimi degismektedir. Metastatik meme kanserinde birinci basamak kemoterapide total yanit

orani %45 - 80 iken sagkalim siiresi 15- 33 ay arasinda degismektedir [76, 77].

2.3. FOTODINAMIK TERAPI

Giines 1518min saglik tlizerindeki etkileri uzun yillardir bilinmektedir. Milattan once 6.
yiizyilda Herodotus giines 1s1g1nin kemik gelisimine etkisinden, Milattan 6nce 460-370 yillar
arasinda yasayan Hipokrat gilines 1sinlarinin kronik hastaliklar {izerinde 1iyilestirici bir
etkisinden bahsetmistir [78]. Fotodinamik Terapi (FDT) kavraminin ise 100 yillik ge¢misi
Raab ve Von Tappeiner’in, akridin gibi baz1 boyalarin 15181n varliginda hiicre 6liimiine neden
oldugunu kesfi ile baslamistir [79]. Insanlar iizerinde klinik ¢alismalar ise 1977 yilinda
malign lezyonlar {izerinde FDT nin uygulanmasi ile baslamistir [80]. O giinden beri gelisme
gosteren fotodinamik terapi, benign ve malign bir¢ok durumda yalniz ve kombine tedavi

secenegi olarak kullanilan alternatif yontemler arasinda yerini almistir [10, 81].

2.3.1. FOTODINAMIK TERAPININ MEKANiIZMASI

Fotodinamik Terapi oksijen, fotosensitizer (fotoduyarli) madde (PS) ve 15181n varliginda
cesitli fotokimyasal reaksiyonlar sonucunda tiimor hiicrelerini yok eden bir tedavi
metodudur [81]. Yalniz bagina FDT nin higbir bileseni toksik 6zellige sahip degildir.

Fakat 151k varliginda PS aktive olmasi ile tiimdr hiicrelerinin yikimini tetikleyen singlet
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oksijen (102) gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ortaya ¢ikmasina sebep olur. 1Oz'nin
nanosaniye mertebesinde degisen kisa bir dmrii ve hiicre i¢inde limitli bir difiizyon
mesafesine sahip olmasindan dolay1 fotodinamik hasar PS’in hiicrenin hangi kisminda
lokalize olduguna dogrudan bagimli olarak gerceklesir. Molekiil oksijen, baslangictaki
molekiiler hasarin ¢gogalmasinda dnemli bir rol oynar ve vaskiiler ¢okiis, doku tahribi ve
hiicre 6liimii ile sonuglanir. Bu hasara bagli olarakta programli hiicre Sliimii apotozis,
otofaji ve sekonder nekroz yaygin olmamakla birlikte nekroz hiicre 6liim sekli olarak
goriiliir. Ozet olarak FDT, spesifik olarak tiimdre biriken aktive edilmis fotosensitizer
yoluyla reaktif oksijen tiirleri (ROS) iireterek tiimor hiicresi nekrozu ve/veya apoptozu

indiikler [82, 83].

Tiimor v
s Isik Kaynag
N\ Fotoduyarl Madde
IAI
Vv
]
)
I) Fotoduyarl Maddenin I1) Isik Kaynagiile Uyarim I1) Apoptoz ve/veya Nekroz
Viicutta Dagilim Olusumu

Sekil 2.2: FDT’nin genel mekanizmasi [84].

FDT iki asamali uygulamadan olusmaktadir (sekil 2.2). Ik olarak PS tiimériin bulundugu
bolgeye i.v. veya topikal olarak uygulanir ardindan PS'in absorpsiyon spektrumuna uygun bir
dalga boyuna sahip 1s1k kaynagi ile PS aktive edilir. Tedavideki iki basamakli uygulama ile
cift yonlii secicilik saglanmaktadir. ilk olarak, ¢evre normal dokulardaki hiicrelerden daha
yiiksek bir oranda kanser hiicreleri PS'i tutar. Ikincisi, 151k kaynaginin sadece tiimérlii bolge
tizerine odaklanmasi ile tiimdr odakli tedavi saglanir. FDT'yi olusturan fotofiziksel islemler
enerji diyagraminda Ozetlenmistir (sekil 2.3). Fotoduyarli maddenin fotonla uyarimini

takiben, serbest radikaller ve ROS'un olusumuna yol agan bu fotofiziksel islemler birkag
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asamadan olusur. Temel (taban) enerji seviyesindeki (S0) 1s18a duyarli madde uygun dalga
boyundaki bir 1sikla uyarilir ve birinci enerji seviyesine (S1) getirilir. Sonrasinda, sistemler
aras1 gecis araciligiyla 1s18a duyarli madde iiclii enerji durumuna (T1) gecer. Bu uyarilma ile
ya bir substrat ile reaksiyona girerek serbest radikaller olusturur (Tip 1 reaksiyon) veya
enerjisini molekiiler oksijene transfer ederek yiiksek derecede reaktif olan singlet oksijen

('0,) meydana getirir (Tip 2 reaksiyon) [85].

FDT sonucunda beklenen tip 2 reaksiyonun baskin olarak gergeklesmesidir. Singlet oksijenin
timorlii hiicrelerde birikmesi oksidatif strese yol agarak nekrotik ve/veya apoptotik hiicre
Olimiine neden olur. Hem tip I hem de tip II reaksiyonlar1 fotohassaslastincinin

lokalizasyonuna bagli olarak ilgili dokuda geri doniissiiz oksidatif biyolojik hasara neden olur.

Tip | Reaksiyon

Elektron Transferi
Uyarilmig Tekli Durum (Excited singlet state) Serbest Radikal Olusumu, - OH, 0,

1 v
Sistemlerarasi Gegi\{Intersystem Crossing, ISC) .
Fotositoksisite

Uyarilmig Uclii Durum (Excited Triplet State) <
T 0,

Tip Il Reaksiyon
Isik Floresans

Enerji transferi

S1

A

Fosforesans

S0

Taban Durumu (Ground State)

Sekil 2.3: FDT deki fotofiziksel enerji diyagrami, uyarilmis durum gegisleri ve reaktif oksijen tiirlerini
iiretilmesi [84].

Klinik uygulamalarda, PS genellikle intravendz olarak uygulanmakta olup Once viicuda
dagilimi gergeklesir. Ardindan secgici olarak tiimdrde PS birikimi i¢in optimal bir siire
beklenir (PS cinsine gore degigsmekte) tlimor bolgesine 151k kaynagi uygulanir ve PS fotoaktif
hale getirilir. Yiksek yogunluklu bir 151k kaynagi, tedavi amacl hiicreleri 6ldiiren

fotokimyasal reaksiyonlar1 baglatmak icin tercih edilirken, diisiik yogunluklu bir 151k kaynagi
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ise teshis amaciyla PS'i uyararak floresans i1sima yapmasi tercih edilmektedir. Tiimoriin
floresans 151ma yapmasi saglanarak noktasal lokasyonu, derinligi, boyutu degerlendirilebildigi

gibi mevcut PS miktarini1 6lgmekte miimkiin olmaktadir [86-88].

2.3.2. FOTODINAMIK TERAPIDE KULLANILAN FOTODUYARLI MADDELER
(PS)

FDT’de kullanilan ilk fotoduyarli madde 1980’lerde Dougherty ve arkadaslar1 tarafindan
gelistirilmis, 1987°de FDA tarafindan onaylanmis “Photofrin”dir [89]. Klinik olarak FDT i¢in
kullanilan ilk PS, hematoporfirin tiirevi (HPD) olarak adlandirilan porfirinlerin suda ¢oziintir
bir karisim1 ve daha sonra porfimer sodyum (Photofrin) olarak adlandirilan saflastirilmis bir
versiyondur. Genel olarak FDT caligmalarinda 1s18a duyarlhi (fotoduyarli) madde olarak
kullanilan bazilari; porfirin tabanli fotosensitizerlar, klorinler, ftalosyanin, naftalosiyanin,

azinler, triarilmetanlar, ksantanlardir [90, 91].

Photofrin gilinlimiizde hala FDT uygulamalarinda kullanilsada, uzun siiren fototoksisiteye
sahip olmast (6-10 hafta) ve 630 nm'de uyarilmasi sebebiyle diisikk penetrasyon
kapasitesinden kullanimi sinirli olmaktadir. PS'in ilk jenerasyonunun sinirlamalariin asilmasi
icin, uzamis fotosensitiviteye neden olmayan dokuda daha derine penetre olabilen BPD-MA,

m-THPC ve Pc4 (tablo 2.1) gibi 2. nesil PS ¢alismalart yapilmaktadir [82, 86, 90].

Klinik kullanim i¢in onaylanmamis olsa da padeliporfin’de dahil (WST-11) 3. Nesil olarak
smiflandirilan yeni PS’ler anti bodyler ile konjuge edilerek tiimdr spesik uygulama imkani
sagladig1 gibi 700-800 nm'de maksimum absorpsiyon yapabildigi i¢in daha derin lezyonlara
miidahale sanst olusmaktadir [92, 93]. Fotodinamik terapi uygulamalarinda daha iyi sonug
almak icin yeni ve etkili 1518a duyarli madde gelistirme ¢aligmalar1 devam etmektedir. FDT

icin se¢ilecek olan fotoduyarli maddeler;

Karanlikta toksik olmamali,
Tiimorli dokuda birikmeye elverisli olmali,

Suda ¢oziilerek zerk edildigi i¢in suda ¢oziiniirligii iyi olmals,

YV V V VY

Terapotik pencere i¢inde yiiksek sogurma 6zelligi olmall.

1
Reaksiyon sonucunda ¢ok miktarda O, (singlet oksijen) ¢ikarabilmeli.

A\

A\

Kimyasal olarak saf olmalidir [10, 78, 91, 94].
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Tablo 2.1: FDT de klinik olarak kullanilan ve arastirma agamasindaki fotoduyarli maddeler [95].

Marka Ad1 Fotoduyarh Madde Yapisi Uyarim Kanser Tiirii
Dalgaboyu (Onayl Oldugu
(nm) Ulke)
1. Klinik kullanimda onayli olan fotoduyarlimaddeler
Levulan 5-Aminolevulinic acid Porphyrin precursor 635 Aktinik Keratoz
(ALA) 0 (Kanada-ABD)
HO” NN N,
0
Metvix, Methyl ester 5S-ALA Porphyrin precursor 635 Aktinik Keratoz
Metvixia (Kanada-ABD)
o
R e
o NH,
Photofrin Porfimer sodium; also called Porphyrin 630 Bazal Hiicreli Deri
hematoporphyrin derivate Kanseri (AB)
(HpD) _ _ Mesane Kanseri
T° O_L (Kanada)
Skuamoz hiicreli
karsinoma in situ (AB)
Servikal Kanser
(Japonya)
Ozafagus kanseri ve
|_coona OONa|n displazisi
(Kanada-AB-ABD-
Japonya)
Gastrit Kanser
(Japonya)
Foscan Meta- Chlorin 652 Bas-boyun kanserleri
tetrahydroxyphenylchlorin (AB)
(m-THPC)
Laserphyrin Taporfin sodium Chlorin 664 Akciger kanseri
(Talaporfin), mono-(L)- (Japonya)
aspartylchlorin-e6 (MACE, — .
NPe6, LS11) ; ol %
L ]” {H Lo
nor ™ Scom
Fotolon Chlorin €6 + Chlorin 660 Deri, vulva, serviks ve
polyvinypyrrolidone oral kanser (Rusya)
4 Coone
Fotoditazin Chlorin €6 + chlorin p6 660 Deri kanseri (Rusya,

Giiney Kore)
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Tablo 2.1 (devam): FDT’de klinik olarak kullanilan fotoduyarli maddeler [95].

Photosense Aluminum sulphonated Phthalocyanine 675 Deri, vulva, oral,
phthalocyanines 6zafagus, mide
oS, ¢~ SO knaserleri ve meme
LS A metastazlar1 (Rusya)
Y n? A
\ L T

11.Klinik deneme asamasindaki fotoduyarli maddeler

Hetvix; Benzvix | ALA esters (hexyl- Porphyrin precursor 635 Mesana,
ALA/benzyl-ALA) Gastrointestinal ve

deri kanserleri

Vertoporfin Benzoporphyrin derivative- Porphyrin 690 Bazal hiicreli
monoacid ring A (BPD- karsinoma
MA)

Photochlor 2-(1-hexyloxyethyl)-2- Chlorin 665 Bazal hiicreli
devinyl pyropheophorbide- karsinoma, 6zafagus,
alpha (HPPH) bas-boyun ve akciger

kanseri

Purlytin Tin ethyl etiopurpurin Chlorin 664 Meme, prostat,
(SnEt2) Kaposi’s sarkoma ve

deri kanseri

Lutex Lutetium Texaphyrin 732 Beyin, meme, servikal,
texaphyrin/Motexafin prostat kanseri
lutetium

Pc4 Silicon phthalocyanine 4 Phthalocyanine 675 Kutandz T hiicreli
(Pc4) lenfoma

Tookad Padoporfin Baceriochlorin 762 Prostat kanseri

WST-11 Padeliporfin Baceriochlorin 753 Prostat kanseri

2.3.2.1. Indosiyanin Yesili

Indosiyanin yesili (ICG) 40 yili askin zamandir klinikte 6zellikle oftalmolojide kullanilan bir
molekiildiir. indosiyanin yesili (4,5-Benzoindotricarbocyanine) (C43H47N2Na0O6S2) negatif

yikli polimetin boya ve diisiik toksiklik ile suda ¢6ziinen aniyonik, 1s18a duyarlt bir

molekiildiir. ICG yakin kizil 6tesi spektrumunda (700-830 nm) giiclii bir sogurma katsayisina

sahiptir [7]. ICG 1956 yilinda FDA tarafindan teshis amaglh kullanimi i¢in onaylanmistir [96].

Kalp debisi, karaciger fonksiyonu degerlendirilmesinde, retina ve koroidal damarlarin

goriintlilemesinde kullanilmaktadir [85]. ICG’nin 600-800 nm civarinda singlet oksijen

olusturdugu yapilan ¢alismada tespit edilmistir [97]. ICG' nin nekrotik dokulara segici olarak

baglandiginin kesfi ile ICG-LP kompleksi ve fosfolipitler arasindaki etkilesimden otiirii

ICG’nin tibbi kullanim alan1 geniglemeye baslamistir.
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Sekil 2.4: Indiyosiyanin Yesilinin molekiiler yapist (sol) ile zamana bagli (sag) sogurma-floresans
grafikleri [98, 99](Sag grafik Pulsion medical sistemlerden alintilanmustir).

2.3.3. ISIK KAYNAKLARI VE DALGABOYU

FDT'nin temel bilesenlerinden biri 1s1ktir. Isik kaynagi secimi FDT de hayati 6neme arz eder.
Canli dokuya 151k ile muamale edildiginde yani foton gonderildiginde doku tarafindan
absorbe edilir ya da sagilir. Sagilan fotonlar daginik fotonlar ya absorbe olur ya da difiiz

reflektans ile ilgili doku digina ¢ikar. Isigin dokuda yayilirken ilerlerken izledigi yol sekil

2.5’de gosterilmektedir.

GaAs, Nd:YAG
950-1100nm
3-4 mm

1000 um
Diodes
780-870 nm
7-8 mm

ErYAG
2-3 um
CO,
15-20 um
Ar

\

H

Sekil 2.5: Isigin doku igindeki ilerleyisi ve farkli lazer dalgaboylarina bagli olarak dokudaki
penetrasyon derinligi.

- v

absorbans

J/ 10 mm
.7

. Stratum Corneu
151k demeti
5-15 um
Epidermis
yansima ~ 35-60 um
s} #
y _
50150 pm
1mm
\ /' B Dermis
1500 - 4000 um
'—-l ’ ~ *sagilma 2mm
O

Bir yandan da dokudaki kromoforlar tarafindan 1sik absorbe edilir. Hemoglobin, melanin,

lipidler, aminoasitler ve su tarafindan absorbe edilmesi 1518in dokuda penetre olacagi
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mesafenin kisalmasi ile sonuclanir. Sekil 2.6’de gosterildigi gibi her bir kromofor sadece
belirli bir dalga boyundaki 15181 absorbe edebilmektedir [90]. Gortildiigii lizere 151k kaynagi

secimde ortamdaki dokunun 6zelliklerinin de gézardi edilmesi gerekmektedir.

Isik kaynaginin seciminde Oncelikle dikkat edilmesi gereken 2 husus vardir. Birincisi 15181
ulagsmas1 gereken derinliktir, penetrasyon derinligine bagli olarak 151k kaynagi se¢imi
yapilmalidir. Goriiniir bdlgeden ve yakin kizilotesi spektrumda ilerledik¢e penetrasyon
derinligi artmaktadir [100]. Kirmiz1 151k (600-700 nm) daha derin niifuz ederken, mavi 151k
(400 nm) dokuda nispeten diisiik penetrasyona sahiptir. Canli dokunun "optik penceresi"
olarak da bilinen terapotik pencere 600-1300 nm arasindir. Bu sebeple dokuda maksimum
derinliklere ulagmak i¢in, miimkiin olan en uzun dalga boyunda absorbans yapan fotoduyarli
madde secilmelidir. Ikinci olarakta secilen 151k kaynaginin sahip oldugu dalgaboyu, segilen
fotoduyarli maddenin absorpsiyon spektrumuna karsilik gelmesidir. En ideal dalgaboyu,

maksimum derinlikte en yiiksek oranda 'O, meydana gelen dalga boyudur.

WVis IR. -
-t _ -
. 4 TamKan 'Er.:Yﬁ?G
k&/ Melanozom §i{ ']

\M J Epidermist N\ ¥ |

N
QPR j ¢ e

PN TAG

b3 1, . i il
1,000 10,000
Dalgaboyu (nm)

Absorpsiyon Katsayisi (cm™)

Sekil 2.6: Dokunun temel bilesenlerinin absorbans spektrumu (Oregon Graduate Enstitiisii, ECE532
kodlu biyomedikal optik ders notlar1).

FDT’de kullanilan ilk 151k kaynaklar1 Ozellikle dermatolojik uygulamalarda kullanilan

koherent olmayan 151k iireten geleneksel akkor filament lambalardi. Floresan tiipler, akkor

filament lambalar, atiml1 boyali lazerler ve LED'ler de dahil olmak {izere FDT de birgok 151k

kaynag glintimiize kadar kullanilmistir [101].
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LED'ler, son birka¢ yilda o6zellikle dermatoloji gibi kolay ulasilabilen doku yiizeylerinde
kullanilabildigi i¢in, FDT i¢in pratik bir teknoloji haline geldi. Diyot lazer kaynaklari
iizerinde LED kullanmanin temel avantajlari, diisiik maliyetli, daha kiigiik boyutlu, genis
aydinlatma alan1 ve LED'leri farkli 1sinlama geometrilerine gore konfigiirasyon kolayligidir.
Baslangicta, diisiik ¢ikis giicli ve dalga boyu araligit LED'ler i¢in biiyiik sinirlamalar olarak
diisiiniilse de LED teknolojisindeki son gelismeler, yiizlerce mW / cm® 1simimin iiretilmesini
ve gorlinlir bolge ile yakin kizil &tesi spektrumun ¢ogunu kapsayan dalga boylarinin
iiretilmesini sagladi. Endoskopik veya interstisyel olarak uygulanabilen dogrusal LED dizileri
de gelistirilmistir. Lazer diyotlarina benzer sekilde, LED'lerin tek ¢ikis dalga boyu vardir;
Bununla birlikte, liretilen watt basina maliyet 6nemli Slgiide azdir ve bu nedenle her bir
fotosensitizer i¢in farkli kaynaklara sahip olmak maddi olarak 6nemli bir sorun teskil

etmemektedir [102].

Lazerler koherent ve monokromatik dalga boyuna sahip olmasindan dolayr 11k
dozimetresinin kolay hesaplanmasina imkan saglamaktadir. Bu 6zelligi de lazerleri FDT de
en ¢ok tercih edilen 151k kaynagi haline getirmistir. Lazerlerin en 6nemli avantaji, tedaviler
sirasinda fotoaktiflesmenin maksimum verimliligini saglayan tek renkliligidir. Bunun yani
sira lazer 151gmin dogasindan dolay1 fiber optik sistemler kullanilarak ulagilmasi gii¢ bolgelere
miidahale etme imkanida vermektedir. 1980'lerin basinda, ¢ogu tedavi argon iyon lazeri (488-
514 nm) ile gerceklestirilmistir. Bu lazerler dalga boyu esnekli§i avantajina sahip
olduklarindan, farkli fotoduyarli maddeler i¢in ayn1 lazerin kullanilabiliyor olmas1 avantajina
da sahiptir. Bununla birlikte, bu teknoloji boyutu, yiliksek elektrik giicii kullanimi ve su
sogutma gereksinimleri nedeniyle ameliyathane sartlar1 ve ¢evre i¢in uygun degildi. Daha
sonra, argon iyon lazerlerinin yerine kat1 hal, frekans katlamali Nd: YAG (1064 nm) veya
KTP (532 nm) lazerleri almigtir. Bu 6nemli gelisme bazi giivenilirlik ve sogutma sorunlarini
¢ozmiis olsa dahi halen hantal ve pahalidir. Daha yakin zamanlarda, KTP boya lazer
sistemleri biiyiik oranda bir¢cok FDT uygulamasi i¢in standart kaynak olan diyot lazerlerle
degistirildi. Diyot lazerleri, endoskopik ve interstisyel 151k iletimi i¢in tek bir optik aliciya
baglanarak ¢ok etkili bir sekilde kullanilabilmesi kullanimini yayginlastirmistir (>%90). PDT
uygulamasinda diyot lazerlerinin baslica sinirlamasi, tek bir dalga boyunda 1s1k iiretmesidir ve
bu nedenle farkli dalgaboyuna sahip her PS i¢in ayr1 bir diyot lazer sistemi gerekmesidir [101,

103]. Dokudaki penetrasyon derinliginin digerlerine kiyasla daha fazla olmasindan dolay:
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giintimiizdeki bir¢ok deneysel ve klinik FDT uygulamalarinda PS ile uyumlu oldugu takdirde
diyot lazerler kullanilmaktadir (Sekil 2.5).

2.3.4. OKSIJEN

FDT’nin fotokimyasal reaksiyonlarinin meydana gelmesi i¢in O, gerekliligi dolayistyla, bir
tiimorde oksijenin varlig1 tedavinin sonucu i¢in kritik bir dneme sahiptir. Hipoksik hiicreler,
fotosensitizasyona kars1 ¢ok direngli olup reaksiyonu inhibe etme egilimi gosterebilirler. Bu
sebeble hiperbarik oksijenin fotosensitizasyonun etkisini artirabilecegi kanisina varilmistir
[104]. Timor vaskiilaritesi ve oksijen diflizyon hizlarina bagl olarak tiimor bolgeleri arasinda

oksijen basincinda ciddi degisiklikler goriilebilir [105].

Derin solid tiimdrlerde oksijen varligi ciddi bir sorun iken yiizeyel deri tiimorlerinde O,
seviyesi sinirlandirict bir etki olusturmamaktadir. FDT aydinlatmasi sirasinda O, tliketim
orani bir diger dnemli husustur. Derin tiimorlerdeki esas problem 151k kaynagi ile bdlgenin
uyarilmasi esnasindan ortamdaki O, nin dokudaki difiizyon oranindan daha hizli tiikenmesi

durumunda tiimorde kisa siireli O, yoksunlugunun meydana gelmesidir.

Basarili bir fotodinamik terapi uygulamasinin gergeklesmesi i¢in fotoduyarli madde ve 151k
kaynag1 secimine dikkat edildigi kadar ortam ve tiimér dokudaki oksijen seviyeleri de

mutlaka dikkate alinmalidir [106].

2.3.5. FOTODINAMIK TERAPi SONRASI HUCREDE OLUM MEKANIZMALARI

Tezin diger kisimlarinda da bahsedildigi gibi, basarili bir fotodinamik terapi sonucu i¢in {i¢
faktoriin (fotoduyarli madde, 151k ve oksijen) 6nemi, bunlara bagl olarak degisen reaksiyon

mekanizmalarinin 6nemi in vitro ve in vivo ¢aligsmalarla gosterilmistir [90, 107].

Mevcut literatiir incelendiginde, FDT'den sonra hiicre 6liimiine neden olan tek bir yoldan
ziyade bir¢ok yolun bulundugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir. FDT ile aktive edilen farkli hiicre
oliim yollar1 [108] ve bu 6liim seklinin olusumunda etkin rol oynayan yapilar asagidaki tablo

2.2°de verilmistir.
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Tablo 2.2: Fotodinamik Terapi sonucunda meydana gelen hiicre 6liim mekanizmalar1 [109].

ORGANEL PROSES-
PROSESLER

Mitokondri:

» Sitokrom c¢ salinimi

» BCL-2 hasari Apoptozis
Sitoplazma:
Direk Hiicre Hasan » NFxB hasar1
Endoplazmik Retikulum:
» Beclin 1 Otofaji
» mTOR aktivasyonu
Hiicre Membran Disintegrasyonu Nekrozis
Apoptozis
Vaskiiler Hasar Bolgesel Oksijen ve Besin Nekrozis
yetersizligi Otofaji
Immiin Sistemin Granzyme Tabanh
Aktivasyonu Sitotoksik T Hiicreleri Apotozis

Apoptozis, Nekrozis ve Otofaji ile Fotodinamik terapininin iliskini detaylandirirsak;
FDT ve Apotozis;

Apoptozis, genetik olarak viicuttaki her hiicrede kodlanmis ¢ok basamakli ve karmasik bir
hiicre 6liim programi olup en yaygin 6zelligi, hiicrenin kendi kendine yok olusuna aktif
katilm gostermesidir [110]. Genellikle sitokromun mitokondriyal salimiyla veya 6lim
reseptorlerinin aktivasyonu ile baglayan bir siirectir. Aktivasyon nasil baglamis olursa olsun
sonunda kaspaz-3, 6 ve 7 olarak bilinen kaspaz basamaklarinin aktivasyonuna neden olur
[111]. Aktif kaspazlar hiicresel substratlar1 parcalarken 6lmekte olan hiicrede biyokimyasal ve
morfolojik degisiklikler goriiliir. Hiicrede, apoptozun en karakteristik 6zellikleri olarak artan
sitoplazmik Ca®" konsantrasyonu, hiicre dehidrasyonu, niikleer gevreye bagli kromatin
yogunlagsmasi, interniikleozomal kesitlerinde DNA'ya tercih eden enkordiiklenazin

aktivasyonu, proteoliz, ¢ekirdegin fragmantasyonu ve parcalanmasi ve plazma zarmin yapisal
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biitiinltiglinli apoptozun ileri asamalarinda dahi korumasi gosterilebilir (Tablo 2.3) [112,

113].

Tiimdr hiicrelerinin apoptoza kars1 gosterdigi direncin kanser gelisiminde onemli bir unsur
olabilecegi diisiiniilmektedir, bu sebeble apoptozis siirecinin sinyalizasyonunun temel
unsurlarmin - modiilasyonu, tedavi sonucu Olen tiimor hiicresi Oliimiinii dogrudan

etkileyebilecegi diisiiniilmektedir [114].
FDT ve Nekrozis;

Tiim hiicrenin aktif katilimin1 gerektiren apoptozisin tersine nekroz pasif ve dejeneratif bir
stirectir. Nekrotik hiicre oliimii, programlanmamis, sitoplazmik sisme, organellerin yok
edilmesi ve plazma membraninin bozulmasi ile karakterize edilen dejenerasyonun siddetli ve
hizli bir sekli olarak tanimlanabilir (tablo 2.3). Cogunlukla sitotoksik ajanlarin asir1 dozu ile
indiiklenir. In vivo, nekroz dokudaki iltihap tepkisini tetikler. Fiziksel veya kimyasal hasarin

neden oldugu, kazara hiicre 6liimii olarakta nekrozisi adlandirmak miimkiindiir [115].

FDT sonrasinda hiicrede nekroza neden olan faktdr ve parametreleri arastirmak, apoptozise
neden olan faktorleri incelemek kadar kolay olmamaktadir. FDT sonrasinda hiicre liimiiniin
tirtinii belirlemede O6nemli faktor olarak hiicre tipi, bozulmamis bir apoptoz seti varligi,
fotoduyarli maddenin subseliiler lokalizasyonu, uygulanan 15181n dozu ve lokal oksijen basinct
sayilabilir [116]. Genel olarak mutabakata varilan tek ortak faktor vardir ki yiiksek dozda 11k
uygulamasi/fotoduyarlt madde uygulamasi nekroz yolu ile hiicre oliimii egilimine sebep
olurken, nispeten diisiik dozlarda verilen PDT bilesenleri hiicrede apoptozis egilimini

arttirmaktadir.
FDT ve Otofaji;

Otofaji, katabolik hiicresel mekanizma olup hiicresel {iriinlerin sentezi, par¢alanmasi ve geri
doniistimii arasinda bir denge kurmasini saglayan mekanizmadir. Hiicresel organellerin ve
proteinlerin lizozomal yikimini iceren cesitli otofajik siirecler mevcuttur. En iyi bilinen
mekanizma su sekilde ilerlemektedir: otofagozom adi verilen iki membranli bir yap1 hedef
bolgeyi cevreler ve igerigini sitoplazmanin geri kalanindan ayiran bir vesikiil olusturur. Bu
vesikiil daha sonra lizozom yolu ile tasmir ve karisir, daha sonra lizozomal hidrolazlar
tarafindan bozunarak otofagolizozom adi verilen bir yap1 olusturur. istenmeyen proteinlerin,

organellerin ve iggal altindaki mikroorganizmalarin yok edilmesini kolaylastirmanin yanisira,
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otofaji bir hiicrenin besinlerini ac¢lik veya stres zamanlarinda gereksiz proseslerden hayati
stireclere yeniden ayirmasina izin vermektedir. Otofaji siirecini yOneten sinyal yolaklari,
hiicre biiyiimesini ve protein sentezini kontrol eden rapamisin kinaz (TOR) hedefinin

tanimlanmasindan sonra daha iyi anlagilmigtir [117, 118].

Kanser otofaji ile iligkilendirilen ilk hastaliklardandir [119]. Beclinl'in bir tiimor baskilayict
bir protein oldugu kesfedilmistir ki otofajide 6nemli rol oynayan bir proteindir [120].
Otofajinin FDT'nin sonucunu nasil etkiledigi heniiz tam olarak bilinmemektedir [121].
Otofaji, FDT'ye bagli apoptozda rol oynar, ancak iki siire¢ birbirinden bagimsiz olarak da

olusabilir heniiz bu konuda arastirmalar devam etmektedir [122].
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Tablo 2.3: Nekrozis ve apoptozisin karsilastirilmasi.

OZELLIK NEKROZIS APOPTOZIS
Iskemi Biiytime faktorii eksikligi
Hipertermi Hiicre yaslanmasi “Senescence” HIV Kanser
Hipoksi ilaglar1
Litik viral enfeksiyon Radyasyon
Toksik maddelerin yiiksek Yiiksek doz glukokortikoid
Yol acan lé?élszgirsli}s?(ﬁzrflstress F?S veya TNFR-1 r.eseptérlerinin aktivasyonu
Sitotoksik T lenfositler
nedenler Cok siddetli olmayan oksidatif stress
Hiicre membrani biitiinliigiiniin Intakt hiicre membram fakat membranda “bleb”lerin
kaybi olugumu
Kromatin “flocculation”u Kromatinin niikleer membran civarinda toplanmasi
Hiicre sismesi ve yogunlagsmasi
Organellerin disintegrasyonu Hiicre kiiglilmesi
Morfolojik Endoplazmik retikulumun Organellerde disintegrasyon yok
szellikler dilatasyonu Hiicrenin intact mitakondri, ribozom, nucleus
Biiyiik vakuollerin olusumu pargalar1 ve diger organelleri igeren membranla
Hiicre lizisi kapl1 apoptotic cisimciklere pargalanmasi
Bozulmus iyon hemostazisi Iyi kontrollu, bazi aktivasyonlarin ve enzimatik
ATP gerekmez (pasif siireg) basamaklarin olmasi
+4°Cde gerceklesebilir ATP gereklidir (aktif siireg)
DNA rastgele parcgalanir (agaroz jel +4 0C’de gerceklesmez
elektroforezinde “smear” goriintiisii) | DNA internukleozomal alanlarda 180 kb ¢iftinin
Biyokimyasal Postlitik DNA fragmentasyonu katlar1 olacak sekilde kirilir mono ve
ozellikler (=0liimiin ge¢ sathasinda) oligonukleozomlara ayrilir (agaroz jel
elektroforezinde merdiven patterni=apoptozisin en
onemli belirteci)
Prelitik DNA fragmentasyonu (=erken evrede
gerceklesir)
Hiicreler gruplar halinde 6liir Hiicreler tek tek veya birkagi birarada oliir
Fizyolojik olmayan (patolojik) Fizyolojik sartlarda da gerceklesebilir
etkiler sonucu gergeklesir Komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan fagosite
Lizozomal enzimler salinir edilirler
Diger

ozellikler

Inflamasyona neden olur

Inflamasyon goriilmez
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2.4. FOURIER DONUSUMLU KIZILOTESI SPEKTROSKOPISI (FTIR)

Fourier transform infrared spektroskopi kimyasal baglardaki titresimleri tespit ederek
dokularin biyokimyasal bilesimlerini belirlemek i¢in kullanilan giiglii bir analitik yontemdir.
19. yiizyil itibariyle fourier doniisiimlii kizil6tesi (Fourier transform infrared; FT-IR, FTIR)
spektroskopi tekniklerinin kullanilmasi hizla gelisen bir arastirma alamdir. Ozellikle
tahribatsiz spektral goriintiiler olusturmasi sebebiyle sitolojik ve histolojik tanida
kullanilmaya baglamistir. Hiicre 6liimleri sirasinda dokudaki lipit, protein ve niikleik asit
bilesimindeki degisikliklere hassastir. FTIR goriintiileme, arastirilan doku veya hiicre tiirliniin
bilgi acisindan kimyasal olarak spesifik IR spektrumlarma dayali zengin uzaysal olarak
cozlinlenmis bir gorlintlisiinii saglayabilmektedir [123]. Kiziltesi bolgesinde absorpsiyon,
molekiillerin titresim ve donme diizeylerini uyarir. FTIR ydntemi, bu uyarimin 6lgiilmesi
esastyla caligir. Kizil6tesi 151nin absorpsiyonu, titresim ve donme durumlar1 arasindaki enerji

farklarinin mindr olmasindan ekseriyetle yontem molekiiler yapilarla sinirli kalmaktadir.

FTIR spektroskopisi incelemelerinde dalga sayisi Olgek olarak kullanilmaktadir.
incelemelerde genellikle kizildtesi 15181 ile 4000 ile 400 cm™ arasinda kalan bolge incelenir.
Biyolojik materyalleri incelemek i¢in, dl¢iilen en dnemli spektral bolge tipik olarak parmak
izi bolgesi bolgesi olarakta adlandirilan (600-1450 cm-') ile amid I ve amid II (amid I / II)
bolgesi (1500-1700 cm™) 'dir. 2550-3500 cm™ dalga boyu bdlgesi S-H, C-H, N-H ve O-H gibi
gerilme titresimleri ile bilgi saglarken diisiik dalga boyu bdlgeleri bilkme ve karbon iskelet
parmak izi titresimlerine karsilik gelmektedir [ 124, 125].

FTIR spektroskopisi ile numune incelemeden 6nce 6n islem gerekmektedir. Ozellikle su
iceren numunuler direkt incelendiginde istenilen spektrumlar elde edilememektedir.
Ortamdaki suyun sogurulmasi ile protein, amid I bandlari, membranda C=O titresim
bandlarmin st {iste ¢akismasi durumu gergeklesir. FTIR spektroskopisinin en 6nemli
dezavantaji suyun kizilotesi dalgaboyunda kuvvetli bir sinyal vermesi sebebiyle bazi bantlari
maskelemesidir. Bunu 6nlemek i¢in incelenecek numuneye (canli doku, fikse edilmis doku,
stvi madde, ¢ozelti vb.) uygun yontemler gelistirilmistir. Canli doku i¢in en ¢ok tercih edilen

yontem liyofilizasyon yontemidir.

Dondurarak kurutma olarakta bilinen liyofilizasyon, ozellikle 1siya duyarlt numunelerde
kayiplart onemli oranda Onleyebilmektedir. Bu islemde, su donmus halde uzaklastirilirken

numunenin morfolojisi, ¢oziiniirliigii ve kimyasal biitiinliigii korunmaktadir. Bunun yani sira,
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acik ortamlarda kurutmaya kiyasla daha hizli ve etkin bigimde ortamdan suyu yoketmek

miimkiin oldugu i¢in bakteri vb. kontaminasyon riskleri de ciddi oranda azalmaktadir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. HUCRE HATTI VE KULTUR KOSULLARI

Calismada kulllanilan MCF-7 insan meme adenokarsinoma hiicresi NCI-PBCF-HTB22
(American Type Culture Collection (ATCC) HTB-2) istanbul Universitesi Aziz Sancar
DETAE Molekiiler Tip bolimiinden Prof. Dr. Bedia Cakmakoglu tarafindan hediye
edilmistir. Ozel karyovialler i¢inde bulunan MCF-7 hiicreleri siv1 nitrojen tankindan alinarak
buz igerisinde hizli bir sekilde laboratuvara tasinarak 37°C’lik su banyosuna transfer
edilmistir. Su banyosundan alinan MCF-7 hiicreleri ile yapilan tiim islemlere steril ortamda
laminar kabin igerisinde devam edilmistir. MCF-7 monolayer hiicreleri 2 mM L-glutamin,
%10 FBS (fetal bovin serum), penisilin (100 units/ml) ve streptomisin (100 g/ml) eklenerek
olusturulan DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium-no phenol red) besiyerinde
flasklara transfer edilmistir. Flasklar 37°C’de, %95 nem ve %5 CO; iceren etiivde inkiibe
edilmistir. Hiicreler flaskin %80’ini kapladiginda besi ortami yenisi ile degistirilip hiicreler

pasajlanmustir.

Calisma icin yeterli say1 yogunluguna ulasildiginda hiicreler tripsin ile kaldirilip transfer
islemleri igin hazirlanmistir. Oncelikle her bir flask 2 kez 2 ml PBS (Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline) ile yikanarak atik maddelerin uzaklastirilmasi saglanmistir. Ardindan 2 ml
Tripsin-EDTA flasklara eklenerek CO, inkiibatorde 5-7 dakika bekletilmistir. inverted
mikroskop altinda hiicrelerin durumu goézlenmistir, hiicrelerin tabandan kaldirilmasi
tamamlandiginda ise hemen taze besiyer eklenerek tripsin aktivitesi durdurulmustur. Tripsin
ile kaldirilan hiicreler besiyer iceren falkona aktarilip 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Supernatan uzaklastirilip ¢éken pellet {izerine 1ml taze biiylime besiyeri eklenerek
hiicre sayimi yapilmistir. Saymmin ardindan 1 ml taze hiicre besiyeri igerisinde hiicreler
karyoviallere aktarilmistir (1 ml besiyer / 10 milyon hiicre). Karyovialler 6zel tasima kutusu
icerisine dikkatlice yerlestirilip 36-38°C’ de Bogazici Universitesi Vivarium (Yasam Bilimleri
ve Teknolojileri Uygulama ve Arastirma Merkezi) Deneysel Hayvan Uretim ve Bakim

Birimine transfer edilmistir.
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3.2. DENEK HAYVANLAR

Disi atimik nude (nu\nu) fareler Bogazi¢i Universitesi Vivarium (Yasam Bilimleri ve
Teknolojileri Uygulama ve Arastirma Merkezi) Deneysel Hayvan Uretim ve Bakim
Biriminden satin alinmis olup c¢alismanin transgenik fareler {izerindeki boliimleri etik kurul
izni dahilinde bu merkezde uzman veteriner hekim esliginde gerceklestirilmistir. Nude fareler
22°C sicaklik, %40-70 nem sartlarinda ve 12:12 saat aydinlik: karanlik dongiisiinde 6zel
kafeslere yerlestirilmistir. Denekler ¢alisma boyunca ad libitum olarak beslenmistir. Deneysel
islemler sonrast denek fareler her kafeste 1 fare olacak sekilde mikrobariyer filtreli kafeslerde
SPF (specific pathogen free) sartlarda tutulmustur. Calismada 18- 20 gram agirhiginda 4-5
haftalik rastgele segilmis disi nude fareler kullanilmistir. Bogazici Universitesi Kurumsal

Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan bu ¢aligma onaylanmis ve denetlenmistir.

3.3. ISIK KAYNAGI

Isik kaynagi olarak 809 nanometre diyot lazer sistemi kullanilmigtir. Lazer probu denek
farenin tlimoriine degmemek kosulu ile en yakin olacak sekilde konumlandirilmistir (Sekil
3.1). Maksimum 2 Watt ¢ikig giicii olan lazer siirekli modlu (CW) olup ayarlanabilir
Ozelliktedir. Hedef dokuya lazer 15181 1000 pum kalinhiginda optik fiber kullanilarak
gonderilmistir. 1000 um’lik optik fibere kolimator baglanarak 1 cm®lik timér alani lazer
kaynagi ile uyarilmistir. Lazerin ¢ikis giicii her deney Oncesi ve sonrast optik gili¢ dlger ile

kontrol edilmistir (Newport CA, USA).

/I\é)ptik Fiber

| \ Kanserli Denek Fare

. \
D

809 nm
Diyot Lazer

Optik Tabla

Sekil 3.1: 809 nm diyot lazer ile hazirlanmis deney diizenegi. Optik fiber denek farenin tlimor
bolgesine en yakin olacak sekilde konumlandirilarak kullanilmistir. Deney boyunca
anestezide olan farenin kalp atimu siirekli olarak takip edilmistir.
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3.4. FOTODUYARLI MADDE

Calismada fotoduyarli (fotohassaslastirici) madde olarak ICG (Pulsion Medical Systems
AG, Munich, Germany) kullanilmistir. ICG yakin kizilotesi spektrumun 6zellikle 780-810
nanometreleri arasinda absorbans ve floresans 1g1ma yapmaktadir. Her uygulama 6ncesi PBS
de cozerek hazirlanan kuru ICG c¢ozeltisi deney Oncesinde, uygulama esnasinda ve
sonrasinda karanlik ortamda tutularak 1siktan zarar gérmesi (photobleaching) engellenmistir.
Her denek fareye 5 mg/kg ICG c¢ozeltisi verilmistir. ICG’ nin kullanildig1 tim deneyler

karanlik ortamda gerceklestirilmistir.

3.5. DIGER KIMYASALLAR

Transplantasyonunun bagar1 oranini arttirmak, hiicrelerin tutunmasimi desteklemek
amaciyla Matrigel Matrix kullanilmistir. Yiiksek konsantrasyon (HC) Matrigel Matrix
(BD, Matrigel Matrix, Biosciences, Germany) final konstantrasyonu 9 mg/ml olacak
sekilde sogutulmus PBS (phosphate-buffered saline, Biochrom, Germany) ile
seyreltilmistir. Her bir denek fareye 50 pl matrigel matrix (1:1 Hiicre: Matrigel) tiimor
hiicreleriyle birlikte enjekte edilmistir. Tiimor hiicresi enjeksiyonundan 3-5 dakika once
anestezi altinda denek farelere 17B-0stradiol pelleti (SE-121, Innovative Research of
America, USA) implante edilmistir. Her bir pellet 3.00 mm biiyiikliiglinde olup
deneklere 60 giin boyunca toplam 0,36 mg 17B-6stradiol takviyesi saglamistir.

Pelletlerin implante edilmesinde asagidaki prosediir takip edilmistir (sekil 3.2):

1. Denek hayvanin ensesinin lateral yoniindeki deri pens ile tutularak kaldirilir
Pellet boyutuna es bir kesi yapilir.
Bir ¢ift pens yardimiyla kesi bdlgesinde bir cep olusturulur.

Olusturulan cebe pens yardimiyla pellet yerlestirilir.

A

Kesi tek dikis ile kapatilir ve dezenfaktan ile bolge temizlenir.
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Sekil 3.2: Pellet implante edilme prosediir goriintiileri, pellet kesi bdlgesine yerlestirilir (sol),
ardindan tek dikis ile kapatilir (orta), bolge dezenfekte edilir (sag).

3.6. IN ViVvO FLORESANS GORUNTULEME

Gorlintiilemede kullanilacak olan ICG (Pulsion, Germany) uygulamanin hemen
oncesinde PBS (phosphate-buffered saline, Biochrom, Germany) igerisinde
coziinmiistiir. Timor transplantasyonunu takip eden yaklasik 3-4 hafta sonra tlimor
boyutu 3-5 mm’ye ulasmaktadir. Yaklasik 3-4 hafta sonunda tiimor elle palpe edilebilir
boyuta ulastifinda (sekil 3.3) intraperitoneal olarak ICG c¢ozeltisi deneklere enjekte
edilir. Goriintiileme amaciyla kullanilan ICG dozu da denek basmna 5 mg/kg’dir.
Intraperitonel enjeksiyonun ardindan denek farelere in vivo fluoresans goriintiileme
IVIS System (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) yapilarak timor boyutu ve ICG’nin
timor odagi ile diger organlardaki birikimi incelenmistir. Denek farenin fotografik
gorlintiisii 6zel olarak aydinlatilan haznede cekilip, ardindan farelerde aktif ICG
tarafindan dretilen foton sayilarmin uzaysal dagilimi ile temsil edilen sahte renk

(pseudocolor) goriintiisii elde edilmistir.
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Sekil 3.3: Tiimorii olusmus 2 ayr1 denek fare goriintiisii.

3.7. MAKROSKOPIK TUMOR HACIiM OLCUMLERI

Her tedavi dncesi ve sonrasinda makroskopik tiimor boyutlar dijital kaliper yardimu ile
ayni kisi tarafindan Olc¢lilmiistiir. Tiimoér hacim hesab1 3.1°deki formiilasyona gore

yapilmigtir
V = 4/3rabc (3.1)

Formiilde gosterilen a: tiimoriin eni, b: tiimdriin boyu, c: timoriin derinligini ifade
etmektedir. Tiimor hacmindeki azalma hesaplanirken ilk tedaviden dnce dlgiilen tiimor

hacmi referans alinmistir.

3.8. FTIR ANALIiZi

Tedavi sonrast nekropsi ile alinan tiimor ve/veya kalintist izotonik soliisyon igerisinde
spektroskopik analiz laboratuvarina transfer edilmistir (BINATAM R&D Center,
Istanbul). Analiz &ncesi tiim numuneler liyofilize edilmistir. Izotonik icerisindeki timor
doku distile su ile 2 kez yikanip ardindan steril karyovial igerisinde -80°C bir gece

bekletilmistir.

-80°C den cikarilan doku hizli bir sekilde liyofilizatér cihazina yerlestirilip doku
boyutuna bagli olarak en az 24 saat cihaz igerisinde birakilmigtir. (Lyophilizer, Christ
Alpha 1-2 LD plus, Freeze Dryer, UK). Liyofilize islemi sonrasi dl¢lime hazir olan
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doku numuneleri FTIR 0l¢iim anina kadar -20°C saklanmistir. Tiimér dokularinin
kimyasal ozelliklerinin; 4 cm™ ¢Oziiniirlikte 400-4000 cm™ dalga boyu araliginda
yapisindaki fonksiyonel gruplarin absorbans degerlerinin belirlenmesi i¢in Fourier
Doéntigiimlii Kizilotesi spektrumlart (sekil 3.4) goriintiilenmistir (Nicolet 6700 FT-IR).
Elde edilen datalar ve spektrum analizleri ORIGIN 6.0 yazilimi ile yapilmistir.

Taze Doku Ornegi

. Kurutulmug Doku Ornegi

FTIR Cihazi

Elde Edilen Spektrum Ornegi

Liyofiizasyon Cihazi

Sekil 3.4: Taze dokudan FTIR spektrumunun elde edilme agamalari.

3.9. HISTOPATOLOJIK ANALIZ

Genel doku boyasi olarak niikleus ve sitoplazma ayriminda histolojik boyalar i¢cinde en
genis kullanimi1 olan ve dokunun farkli bolgelerini farkli olarak boyayan hematoksilin-
eozin boyast kullanillarak doku numuneleri boyanmistir. H&E ile, hiicrelerin
cekirdekleri mavi, sitoplazma olarak adlandirilan ve ¢ekirdegi saran kisimlar1 kirmizi-

pembe boyanir.

Doku spesmenlerinin hazirlanmasinda izlenen basamaklar agsagida verilmistir [126];
1- Kontrol & Kayit

2- Numunenin etiketlenmesi

3- Fiksasyon (Tespit)

4- Dehidrasyon (Takip)
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5- Seffaflandirma (Temizleme)
6-Sertlestirme (Infiltrasyon-impregnasyon)
7- Gomme- Bloklama (Embedding)

8- Kesit Alma

9- H&E Boyama

10- Kapatma
4. ve 9. Basamaklarda uygulanan prosediir asagida detaylica verilmistir;

4. Dehidrasyon/Takip

Basamak Soliisyon Zaman
1 Ksilen 5dk

2 Ksilen 5 dk

3 Ksilen 5dk

4 Saf etanol (Etil alkol) 20 sn

5 Saf etanol 20 sn

6 Saf etanol 20 sn

7 95% etanol 20 sn

8 80% etanol 20 sn

9 70% etanol 20 sn
10 Cesme suyu 2 dk

9. H&E Boyama

Basamak Soliisyon Zaman
1 Harris Hematoksilen 5dk

2 Cesme suyu 20 sn

3 1% Asid alkol 5 sn
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4 Scotts Cesme suyu 2 dk
5 Eozin 2 dk
6 Cesme suyu 20 sn

Tiimdr dokunun regresyon derecesi Payne & Miller Gradlama sistemine gore verilmistir

[127];

Grade 1: Malign timor hiicrede bazi degisikler mevcut fakat genel tiimor hiicresi

sayisinda azalma yok.

Grade 2: invasiz tiimér hiicresinde minimal azalma ancak hala hiicre yogunlugu yiiksek

(<%30).
Grade 3: tiimdr hiicresinde orta derecede azalma (%30-90 azalma).

Grade 4: Invasiv hiicrede belirgin kayip, sadece dagmik hiicreler arasinda ufak kiimeler

goriiliir (>%90 azalma).

Grade 5: Primer timor bolgesinde invasiv hiicreler tespit edilemez sadece makrofaj

iceren vaskiiler fibroelastik stroma goriilebilir. (DCIS olabilir).

3.10. iSTATISTIK ANALIZ

Tek yonlii varyans analizinin uygulandigi verilerde 0.05 anlamlilik diizeyi temel
alinmistir (IBM-SPSS Statistics v.21). Varyanslarin homojenligi, Levene testi ile analiz
edilmistir. Veriye uygun olarak ANOVA, Paired Sample T-Test uygulanmistir. Coklu
karsilastirmalar i¢in Tukey HSD testi kullanildi. FTIR verisinin istatistiksel analizi
Hiyerarsik kiime analizi (HCA), spektral verilerin siiflandirilmasi i¢in Origin 6.0

yazilimi (Bruker Optik GmbH, Almanya) kullanilmistir.

FTIR verisinin istatistiksel analizi Hiperaktivite kiimesi analizi (HCA), spektral verileri
siniflandirmak i¢in OPUS yazilimi1 (Bruker Optik GmbH, Almanya) ile gergeklestirildi.
HCA, verinin benzesim derecelerine gore kiimelesmesini saglamaktadir. Yontem, tim

data seti arasindaki 6klid uzakligini hesaplar, birlestirme siireci (sonug), bir heterojenite
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skalasina gore kiimeler halinde spektrumlarin yeniden gruplandirilmasini sunan bir

dendrogram olarak adlandirilan agag¢ benzeri bir diyagram olarak sunulmaktadir [128] .

3.11. CALISMANIN DiZAYNI

Farkli ICG akiimiilasyon siireleri ve degisen lazer giiclerine baglh olarak in vivo nude
farelerde FDT’ nin meme kanseri ilizerindeki etkisi incelenmistir. Asagidaki 4 grup

iizerinden calisma yapilmstir.

1. Kontrol Grubu: Sadece Tiimoér, ICG uygulanmadi, Lazer uygulanmadi
2. Lazer Uygulanmis Grup: Tiimor + Lazer uygulamasi, ICG uygulanmadi
3. ICG almis Grup: Tiimor + ICG uygulandi, Lazer uygulanmadi

4. FDT (Lazer + ICG) Grubu: Tiimor + ICG uygulandi + Lazer uygulandi

(Calisma optimizasyon ve ana ¢aligma olmak iizere 2 kisim olarak dizayn edildi.

3.11.1. Optimizasyon Calismasi

Optimizasyon deneyleri 12 farkli grup iizerinden dizayn edilmistir. Tablo 3.1 de bu
gruplar ve numaralandirilmas: gosterilmistir. Grup 1 ICG uygulamasinin hemen
ardindan (0 dk) 150 mW giicte lazer uygulanan gruptur. Grup 2 ICG uygulamasinin
ardindan 30 dk beklendikten sonra 150 mW giicte lazer uygulanan gruptur. Grup 3 ICG
uygulamasinin ardindan 60 dk beklendikten sonra 150 mW giicte lazer uygulanan
gruptur. Grup 4 ICG uygulamasinin ardindan 90 dk beklendikten sonra 150 mW giicte
lazer uygulanan gruptur. Grup 5 ICG uygulamasinin hemen ardindan (0 dk) 250 mW
giicte lazer uygulanan gruptur. Grup 6 ICG uygulamasinin ardindan 30 dk beklendikten
sonra 250 mW giicte lazer uygulanan gruptur. Grup 7 ICG uygulamasiin ardindan 60
dk beklendikten sonra 250 mW giigte lazer uygulanan gruptur. Grup 8 ICG
uygulamasinin ardindan 90 dk beklendikten sonra 250 mW giicte lazer uygulanan
gruptur. Grup 9 ICG uygulamasinin hemen ardindan (0 dk) 500 mW giicte lazer
uygulanan gruptur. Grup 10 ICG uygulamasinin ardindan 30 dk beklendikten sonra 500
mW giicte lazer uygulanan gruptur. Grup 11 ICG uygulamasinin ardindan 60 dk
beklendikten sonra 500 mW giicte lazer uygulanan gruptur. Grup 12 ICG
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uygulamasinin ardindan 90 dk beklendikten sonra 500 mW giicte lazer uygulanan

gruptur (Sekil 3.5).

v i
ICG @ T '/
\ — 150 mW

0-30-60-90 dk sonra ;, 250 mW-500 mw

Sekil 3.5: Optimizasyon deneyi FDT uygulamasi.

Tablo 3.1: Her birinin 2 disi nude fare icerdigi optimizasyon gruplarinin uygulanan lazer giicii

ve stliresi ile ICG uygulamasindan sonra beklenilen siireye bagli olarak

numaralandirilmasi.
Uygulanan Giig ve Siire ICG Uygulamasindan Sonra Beklenilen Siire
0 dk 30 dk 60 dk 90 dk
150 mW - 20 dk 1. grup 2. grup 3. grup 4. grup
250 mW - 20 dk 5. grup 6. grup 7. grup 8. grup
500 mW - 20 dk 9. grup 10. grup 11. grup 12. grup

Tiimdr olusumundan tedavi sonuna kadar uygulanan prosediir asagidaki gibidir;

1- 17B-Estradiol pelletleri, her bir denek nude fareye, %1-3 izofloran inhalasyon
anestezisi altinda timoér hiicresi asilamasindan 3-5 dakika 6nce implante edilmistir

(Sekil 3.2).

2- 1 ml hiicre medyumu igerisinde 50 ul matrigel matrisi ile 10 milyon MCF-7 insan
meme adenokarsinom hiicresi verilmistir. Matrigelin katilasmasini  onlemek ig¢in
subkutan enjeksiyondan hemen 6nce matrigel timor hiicreleri ile karigtirilip enjeksiyon

gerceklestirilmistir (Sekil 3.6).

3- Denek fareler her giin takip edilmistir.
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4- Timor hiicresi transplantasyonundan ortalama 10-15 giin sonra palpe edilebilen

minik solid tiimor elde edilmistir.

5- 1lk palpasyon sonrasi tiimér boyutu dijital kaliper ile dlciilmiistiir ve giinliik olarak

ayni kisi tarafindan kaydedilmistir.

6- Timorler yaklasik 3-5 milimetreye ulagtiginda denek fareler, optimizasyon galismasi

icin rasgele gruplara ayrilmistir (Sekil 3.3).

7- Her bir denek fare i¢in ICG 5 mg/kg konsantrasyon verilmistir ve bekleme (birikim)
siiresi boyunca photobleaching olmamasi i¢in (1siktan zarar gérme) karanlik bir ortamda

tutulmustur.

8- Bekleme periyodu bittikten sonra denek fareler 20 dakika boyunca 809 nm CW diyot
lazer ile tedavi gubunun gerektirdigi giicte uyarilmistir, bu esnada denekler anestezi

altina tutulmustur.

9- Bekleme siiresi ve uygulanan lazer giicii Tablo.3.1'de gdosterilen gruplara gore

secilmistir.
10- 7. ve 8. adimlar 4 kez tekrarlanmistir, tedavi ardisik olarak 4 giin tekrar edilmistir.

11- Dordiincti tedaviden sonra, fareler 48 saat boyunca karanlik odada tutulmustur.
Tedavi edilen farelerde hastaligin ilerleyici bir isaretinin olas1 varligi yakindan izlendi
ve etik ilkeler geregi Oliim noktasina (moribund) gelen denek olmasi durumunda

sakrifiye edilmistir.

12. 48 saat boyunca fareler, sabit sicaklik (22°C) ve nem (% 40-70) altinda ve spesifik

patojen icermeyen (SPF) kosullar altinda barindirilmistir.

13. Tim islemler sirasinda hayvan refahina dikkat edilmistir. Calisma her asamasinda

denek fareler ad libitum beslenmistir, yiyecek ve suya erisim sinirlandirtlmamaistir.

14. 48 saat sonra deneklere nekropsi yapilmistir, lokal tiimor ile uzak-yakin metastazlar
saptanmigtir. Tiimor dokusunun yarisi, FTIR spektrum analizi i¢in -80°C'de

saklanmigtir. Diger yaris1 histopatolojik analiz i¢in formalin i¢erisinde sabitlenmistir.
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Sekil 3.6: Tiimor hiicresi enjeksiyonuna ait goriintiiler verilmistir; forseps yardimiyla flank
bolgesinde yatay bir cep olusturuldu. Olusturulan bu cebe matrigel ile karistirilmig
timor hiicreleri enjekte edildi. Enjeksiyondan sonra, fareler anesteziden ¢ikarildi ve
mikro bariyer filtreli 6zel kafeslerin igine yerlestirildi. Kafes i¢indeki denekler bir siire
sonra kontrol edildiginde enjeksiyon alanindaki sisligin kayboldugu gozlenmistir.

3.11.2. Ana Calisma

Ana caligma optimizasyon calismasindan elde edilen sonuglara gore yapilmistir.

Asagidaki 4 grup ana caligma i¢in test edilmistir;

1. Kontrol Grubu: Sadece Tiimér, ICG uygulanmadi, Lazer uygulanmadi
2. Lazer Uygulanmis Grup: Tiimér + Lazer uygulamasi, ICG uygulanmadi
3. ICG Almis Grup: Tiimoér + ICG uygulandi, Lazer uygulanmadi

4. FDT (Lazer + ICG) Grubu: Tiimoér + ICG uyguland1 + Lazer uygulandi.

Ana g¢alisma, 17 fare {izerinde tasarlanmistir (Sekil 3.7), asagidaki tabloda, her ¢aligma

grubu i¢in ayrilan denek hayvan sayis1 gosterilmistir.
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Tablo 3.2: Tablo, ana ¢alisma gruplarmin her biri icin kullanilan denek hayvan sayilarini

gostermektedir.
Grup Denek Sayisi
Kontrol Grubu 3
Lazer Uygulanmis Grup 3
ICG Almis Grup 3
FDT (Lazer + ICG) Grubu 8

ICG

LAZER UYGULANMIS
KONTROLGRUBU | ICG ALMIS GRUP GRUP FDT GRUBU

Sekil 3.7: Ana Deneyler FDT Uygulamalari.

3.11.1 optimizasyon c¢alismasinda tiimor olusumdan tedavi sonlandirilmasina kadar
uygulanan 14 basamakli prosediir ana calismadaki denek fareler iginde birebir
uygulanmigtir. Ana g¢alismada kullanilan lazerin giicii ve ICG’nin bekleme siiresi

optimizasyon ¢alismasinin sonucunda elde edilen veriler dogrultusunda secilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. IN ViVO FLORESANS GORUNTULEME ANALIiZi

Subkutan MCF-7 hiicreleri enjeksiyonundan 3-4 hafta sonra tiimor elle palpe edilir duruma

geldiginde goriintiileme islemi yapilmistir.

Envfunescence
10
08
. d 0 a0
ROI 2=2,106e+03)I 1=2.648e+09]
ROI 1=5.7582+09)
[ROT 2=8. 1682409
B 04
02
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@heday
o

ROI 1=6.916e+09)

@seganls

Sekil 4.1: MCF-7 ile meme tiimorii olusturulan nude farelerin in vivo floresans goriintiileri i.p. ICG
enjeksiyondan 0-30-60-90 dakika sonra ardigik olarak toplanmistir. Bagil 151k birimleri / piksel
renk Olcegi cubuklar1 (sagda) ve seklin alt kisminda 6l¢ek ¢ubugu olarak gdsterilmektedir
(ICG enjeksiyonundan sol iist 0 dak - Sag iist 30 dak - Sol alt 60 dak - Sag alt 90 dakika sonra
floresans goriintiileri kaydedilmistir).
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Tiimorlerin  floresans gorlintiilenmesi ve ICG birikimi tespiti i¢in farelere 5 mg/kg
konsantrasyonda intraperitonal ICG verilmesini takiben belirlenen siirelerde beklenil mesini

takiben floresans goriintiileri kaydedilmistir.

Epi-Fluorescence

ROI 3=1.37%e+10

(plsecjemsry
wjcm?

Sekil 4.2: Denek farelerde ICG aktivitesinin in vivo floresan goriintiilemesi. Ust taraftaki goriintii,
dorsoventral agidan olup i.p. ICG enjeksiyonundan 30 dakika sonra kaydedildi. Alt taraftaki
goriintli dorsoventral agidan olup i.p. ICG enjeksiyonundan 60 dakika sonra kaydedildi. Bagil
151k birimleri / piksel renk skala ¢ubuklar1 (sagda) ve figiiriin alt kisminda dlgek ¢ubugunda
belirtilmistir. (Birikim periyotlar1 i¢in 2 ayr1 denek kullanilmistir).
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Floresans goriintiilemeden elde edilen verilerde ICG’ nin enjeksiyon ve tiimor bolgesinde
birikim yaptig1 ol¢iilmiistiir. Sekil 4.1°de de tespit edildigi iizere birikim miktar1 beklenilen
siireye gore degismektedir. 0-30-60-90 dakikalik bekleme siirelerinde floresans sinyalinin
siddeti degismistir. 30 dakika ve 60 dakikanin sinyal siddetlerinin benzer olmas1 sebebiyle ek

goriintiileme bu iki siire i¢in yapilmis olup sekil 4.2°de bu goriintii verilmistir.

4.2. TEDAVI SURECINDEKI MAKRO TUMOR GELISIM ANALIZi

4 giin boyunca uygulanan tedavi siiresince R1-R2 ¢ap ve derinlik Ol¢limleri elektronik
kumpas ile alinip asagidaki tablo olusturulmustur (tablo 4.1). Bu odlgiimlere karsilik gelen

elipsoid hacimleri de hesaplanarak tiimoriin tahmini-yaklasik boyutlar1 ¢ikarilmistir.
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Hesaplamalar sonucunda elde edilen tiimér kii¢lilme oranlari tablo 4.2°de verilmistir.
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Tablo 4.2: Tiimor hacminin degisik uygulama parametrelerine karsilik gelen degisimi.

Kullanmilan 1. giin %100 2. giin % 3. giin % 4. giin %
Parametre Kiigiilme Kiigiilme Kiigiilme
250 mW, 30dk 100 7,27 40,77 60,83
100 21,91 61,11 54,79
250 mW, 0dk 100 -2,58 33,43 43,68
100 -21,06 -11,48 48,76
250 mW, 60dk 100 31.2 55,41 67,20
100 35,11 53,59 62,36
250 mW, 90dk 100 11,06 46,59 84,69
100 55,21 61,57 56,87
150 mW, 0dk 100 14,16 38,91 -21,04
100 10,77 79,60 85,13
150 mW, 30dk 100 31,49 -3,02 27,37
100 42,33 89,58 89,70
150 mW, 60dk 100 19,67 11,80 26,36
100 46,04 21,67 48,14
150 mW, 90dk 100 -44,80 21,57 -25,74
100 9,56 -14,76 -12,29
500 mW, 0dk 100 -138,48 -474,58 -196,62
100 21,13 62,24 54,88
500 mW, 30dk 100 20,22 60,24 73,03
100 16,90 24,64 32,71
500 mW, 60dk 100 -179,86 -44,27 -105,15
100 -12,68 -71,87 -12,80
500 mW, 90dk 100 32,11 36,57 13,15
100 12,51 17,65 25,96

Tek yonlii varyans analizinin uygulandig1 verilerde 0.05 anlamlilik diizeyi temel alinmigtir
(IBM-SPSS Statistics v.21). Coklu karsilastirmalarin i¢in kullanilan Post-Hoc Tukey testi ile
guruplar arasindaki anlamli farkliliklar arastirilmistir. Giig¢ ve zaman parametreleri i¢in ayri
ayrt uygulanan testin sonucunda guruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamistir, fakat
ozellikle 4. Giin sonuglar1 esas alindiginda 250 mW gii¢-60 dakika uygulamasinin goreceli

olarak basarili oldugu sonucuna varilmistir (tablo 4.3 ve tablo 4.4).
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Tablo 4.3: Gii¢ Parametrelerine Bagli Post-Hoc Tukey Test Sonuglari.

Tukey HSD
N Subset for alpha
=0.05
Giig
1
250 40,10
8
150 8 72,80
500 8 114,36
Sig. ,052

Tablo 4.4: Zaman Parametrelerine Bagli Post-Hoc Tukey Test Sonuglari.

Tukey HSD
N Subset for alpha
=0.05
Zaman
1

90 6 43,59

30 6 76,23

60 6 35,65

0 6 97,53

Sig. ,502

250 mW giiciindeki uygulamalarin tedavi siirecinde meydana gelen tiimor kiiclilme oranlari,

diger uygulamalara kiyasla daha tutarli oldugu gozlemlenmistir. 250 mW uygulamasi i¢in
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tiimor dokusunun biiyiimesi gibi bir durumla karsilagilmamistir. Oysaki 150 mW ve 500 mW
lik gruplarda bazi uygulamalarda tiimér dokusunun gelisiminin devam ettigi hatta boyutun ilk
Olciilen degere kiyasla 2-3 katina ¢ikmis oldugu tespit edilmistir. Bu durumda 250 mW lik

lazer giiciiniin digerlerine nispeten daha ideal bir uygulama giicii oldugu sonucu ¢ikarilmistir.

4.3. FTIR SPEKTROSKOPi ANALIiZ SONUCLARI

Calismanin bu kisminda FTIR spektroskopisi kullanilarak zamana bagli olarak degisen
uygulamalarla hiicre yasamsallig1 arasindaki iliski ve ayni zamanda meydana gelen
biyomolekiiler degisiklikler belirlenmistir. Intraperitonel olarak 5 mg/kg ICG verildikten
sonra 150 mW gicle 0, 30, 60, 90 dakikalarda baslanilan Fotodinamik Terapi
uygulamalarindan sonra c¢ikarilarak FT-IR spektroskopi ile analizleri yapilan dokulardaki
hiicre o6liimleri sirasinda biyomolekiilerin absorbanlarinda meydana gelen degisikliklere ait

spektrum Sekil 4.3’de verilmistir.
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Sekil 4.3: FT-IR spektrumlar1. Sekilde 150 mW giicle 0, 30, 60 ve 90. dakikalarda yapilan ICG tabanl
Fotodinamik Terapiden sonra dokulardaki biyomolekiillerin absorbanslarinda meydana gelen
degisiklikler gosterilmistir.

150 mW Uygulamasinin spektrum analizi;

1. KISIM: 1743cm™ C=0 salmim lipidlerden kaynaklanmaktadir. 1456 cm™ protein ve
lipitlerdeki CH; egilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir. Ikisi arasindaki oran, normal

dokudan tiimor dokuya gecildiginde azalma gdstermektedir.
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150 mW - 0 dk 150 mW - 30 dk 150 mW - 60 dk 150 mW - 90 dk

0,03487/0,13985=0,2493 | 0,03489/0,13856=0,2518 | 0,01285/0,10033=0,1280 | 0,03895/0,10813=0,3602

2. KISIM: 1657 cm™ amide I proteinin alfa heliks yapisindan kaynaklanmaktadir.

1635cm™ amide 1 proteinlerinin beta sheet yapisindan kaynaklaniyor. 1540 cm™ amide II
proteinlerinin beta sheetlerinden kaynaklaniyor. 1553 c¢m™ amide II proteierinin alfa sheet
yapisindan kaynaklantyor. 1657/1635 ve 1553/1540 oranmin yiiksek olmasi dokunun

karsinom ve fibroddem oldugunun bir gostergesi olarak kabul edilmektedir.

150 mW -0 dk 150 mW - 30 dk 150 mW - 60 dk 150 mW - 90 dk

0,2134/0,2535=0,8418 0,21894/0,26755=0,8183 | 0,18913/0,20814=0,9086 0,15996/0,18173=0,8802 | 1657/1635

0,18932/0,20981=0,9023 | 0,17516/0,21591=0,8112 | 0,14001/0,16746=0,8360 0,14406/0,15395=0,9357 | 1553/1540

Malignant dokularda amide I proteinlerinin alfa heliks bandindan kaynaklanan frekansin
(1657 cm’™) siddetinde azalma gozlenirken, amide I proteinlerinin beta sheet bandindan

kaynaklanan frekansinda (1635 cm™) artis gézlenmektedir.

3. KISIM: 3000-3600 cm-1 frekans bandlar1 O-H salinimindan kaynaklanmaktadir.

150 mW o
150 mW 30 dk 150 mW 90 dk Timoér odak
0 dk 150 mW 60 dk
(Negatif kontrol)
3284 | 0,0873 3279 0,08877 3275 0.07159 3281,286 0,07648 3289 0,08734

4KISIM: 2800 ile 3500 cm’' arasinda yogunlugun normal dokuda yiiksek olmasi

beklenmektedir (kreatin, fosfolipit ve kolesterolden kaynaklanmaktadir).



49

5. KISIM: 1050 ile 1080 cm™ arasinda oksidatif strese bagli olarak DNA da olusan hasari
niteleyen bir tepeciktir. Uygulanan bu tedavi sirasinda hiicrelerde oksidatif bir stresin

meydana geldiginin isaretidir.

150 mW 0 dk 150 mW 30 dk 150 mW 60 dk 150 mW 90 dk

0,17292 0,20973 0,15607 0,1357 1064 cm™!

6. KISIM: 1227 cm™ ve 1165 cm™ olan bantlar niikleik asitlerden kaynaklanmaktadir.

Intraperitonel olarak 5 mg/kg ICG verildikten sonra 250 mW giicle 0., 30., 60., 90. dakika
larda baglanilan Fotodinamik Terapi uygulamalarindan sonra ¢ikarilarak FTIR spektroskopi
ile analizleri yapilan dokulardaki hiicre 6liimleri sirasinda biyomolekiilerin absorbanslarinda

meydana gelen degisikliklere ait spektrum Sekil 4.4’ de verilmistir.

18 22 1064
1542

o Do
30m i 14355 42249
V 60 min [ i
SO m

Absorption
I 1 I 1 I 1 I 1 l 1 I 1 I 1 I L l J

T T T T T
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Frequency (cm )

Sekil 4.4: FT-IR spektrumlari. Sekilde 250 mW giigle 0, 30, 60 ve 90. dakikalarda yapilan ICG
tabanli Fotodinamik Terapiden sonra dokulardaki biyomolekiillerin absorbanslarinda meydana
gelen degisiklikler gosterilmistir.

250 mW Uygulamasinin Spektrum Analizi:
1. KISIM: 1743 cm” C=0 salmimu lipidlerden kaynaklanmaktadir. 1456 cm™ protein ve

lipitlerdeki CH3 egilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir. Ikisi arasindaki oran, normal

dokudan tiimor dokuya gecildiginde azalma gdstermektedir.
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250 mW 0 dk 250 mW 30 dk 250 mW 60 dk 250 mW 90 dk

0,02385/0,17722=0,1345 0,108505/0,14947=0,7259 0,03544/0,1852=0,1913 0,0479/0,06632= 0,7222

2. KISIM: 1657 cm™ amide I proteininin alfa heliks yapisindan kaynaklanmaktadir.

1635 cm™ amide Iproteinlerinin beta sheet yapisindan kaynaklaniyor. 1540 cm™ amide II
proteinlerinin beta sheetlerinden kaynaklaniyor. 1553 ¢cm™ amide II proteierinin alfa sheet
yapisindan kaynaklanmaktadir. 1657/1635 ve 1553/1540 oranmnin yiiksek olmasi dokunun

karsinom ve fibroddem oldugunun bir gostergesi olarak kabul edilmektedir.

250 mW 0 dk 250 mW 30 dk 250 mW 90 dk
250 mW 60 dk

0,25519/0,32205=0,7923 0,199185/0,233395= 0,8534 0,27669/0,3406=0,8123 0,09616/0,10356=0,9281 1657/1635

0,2391/0,26973= 0,8864 0,17481/0,193345= 0,9044 0,07599/0,07862= 0,966 1553/1540
0,25022/0,292= 0,8569

Malignant dokularda amide I proteinlerinin alfa heliks bandindan kaynaklanan frekansin
(1657 cm’™) siddetinde azalma gozlenirken, amide I proteinlerinin beta sheet bandindan

kaynaklanan frekansinda (1635 cm™) artis gézlenmektedir.

3. KISIM: 3000-3600 cm™ frekans bandlarimi gostermekte olup O-H salmmmindan
kaynaklanmaktadir.

4. KISIM: 2800 ile 3500 cm’' arasinda yogunlugun normal dokuda yiiksek olmasi

beklenmektedir (kreatin, fosfolipit ve kolesterolden kaynaklanmaktadir).

5. KISIM: 1050 ile 1080 cm™ arasinda oksidatif strese bagli olarak DNA da olusan hasar

niteleyen bir tepeciktir. Uygulanan bu tedavi sirasinda hiicrelerde oksidatif bir stresin

meydana geldiginin isaretidir. 1064 cm™ salinimui ribozdan kaynaklanmaktadir.

250 mW 0 dk 250 mW 30 dk 250 mW 60 dk 250 mW 90 dk

0,18632 0,141245 0,20238 0,10635 1064 cm’™
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6. KISIM: 1229 cm™ ve 1158 cm™" niikleik asitlerden kaynaklanan bandlardir.

Intraperitonel olarak 5 mg/kg ICG verildikten sonra 500 mW giicle 0., 30. ve 60. dakikalarda
baslanilan Fotodinamik Terapi uygulamalarindan sonra g¢ikarilarak FT-IR spektroskopi ile
analizleri yapilan dokulardaki hiicre Oliimleri sirasinda biyomolekiilerin absorbanslarinda

meydana gelen degisikliklere ait spektrum Sekil 4.5°de verilmistir.
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Sekil 4.5: FT-IR spektrumlari. Sekilde 500 mW giigle 0, 30, 60 ve 90. dakikalarda yapilan ICG
tabanli Fotodinamik Terapiden sonra dokulardaki biyomolekiillerin absorbanslarinda meydana
gelen degisiklikler gosterilmistir.

500 mW Uygulamasinin Spektrum Analizi:
1. KISIM: 1743 cm” C=0 salmim lipidlerden kaynaklanmaktadir. 1456 cm™ protein ve

lipitlerdeki CH; egilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir. Ikisi arasindaki oran, normal

dokudan tiimor dokuya gecildiginde azalma gdstermektedir.

500 mW 0 dk 500 mW 30 dk 500 mW 60 dk 500 mW 90 dk

0.444 1.2802 0.868 0.680

2 KISIM: 1657 cm™ amide I proteinlerinin alfa heliks yapisindan kaynaklaniyor. 1635 cm’™
amide I proteinlerinin beta sheet yapisindan kaynaklaniyor. 1540 cm-' amide II proteinlerinin

beta sheetlerinden kaynaklaniyor 1553 cm™ amide II proteierinin alfa sheet yapisidan
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kaynaklantyor. 1657/1635 ve 1553/1540 oranmnin yiiksek olmast dokunun karsinom ve

fibro6dem oldugunun bir gostergesi olarak kabul edilmektedir.

Timor odagt

500 mW 0 dk 500 mW 30 dk 500 mW 60 dk 500 mW 90 dk (negatif kontrol)

3278,393 | 0,07479 | 3286,589 | 0,02184 | 3292,375 0,06312 3280,804 0,11076 3289 0,08734

Mal

igna

nt dokularda amide I proteinlerinin alfa heliks bandindan kaynaklanan frekansin (1657 cm™)
siddetinde azalma gdzlenirken, amide I proteinlerinin beta sheet bandindan kaynaklanan

frekansinda (1635 cm™) artis gozlenmektedir.

3. KISIM: 3000-3600 cm™ frekans bandlarindaki diisiik yogunluk dokunun karsinom

oldugunun bagka bir gostergesidir.

500 mW 0 dk 500 mW 30 dk 500 mW 60 dk 500 mW 90 dk
0,175335/0,200985= 0,181185/0,201105=
0,10236/0,109145= 1.0089 0,27688/0,32486=0.852 | 1657/1635
0.872 0.900
0,15971/0,165725= 0,15151/0,1631= 0,24231/0,27287=
0,084515/0,09045= 0.934 1553/1540
0.963 0.2401 0.8880

4. KISIM: 2916 cm™ kreatin ve fosfolipitlerden kaynaklanmaktadir ve normal doku da

oranlar1 daha yiiksek olmasi beklenmektedir.

5. KISIM: 2852 cm™ salimimu lipidlerdeki CH2 molekiillerinden kaynaklanmaktadur.

6. KISIM: 1067 cm™ oksitatif strese bagli olarak DNA da olusan hasari niteleyen bir

tepeciktir. Tedavi sirasinda hiicrelerde oksidatif bir stresin meydana geldiginin belirteci kabul
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edilmektedir. 1064 cm™ ise ribozdan kaynaklanmir. Oksidatif strese bagli mitokondriyal
RNA’dan kaynaklanabilir.

500 mW 0 dk 500 mW 30 dk 500 mW 60 dk 500 mW 90 dk

0,1414 0,094765 0,1487 0,19989

1064 cm™

7. KISIM: 1235 cm™ ve 1147 cm™" niikleik asitlerden kaynaklanan bandlardr.

Optimal uygulama parametresini belirleme adma yapilan FTIR c¢alismasinda incelenen
orneklerin tiimiiniin bir timor doku 6zelligini barindirdigi, ilgili molekiillerin bandlarina ve
bu bandlardan ilgili olanlarin oranlarina bakilarak sdylenilebilir. Tedavi etkinligi belirlemek

icin hiicre 6liim seklinin 6nemli bir kistas oldugu diisiiniilmektedir.

Kiimeleme analizlerinin yapildigt dendogram testleri guruplar arasindaki iligkiyi

gostermektedir. Asagida Oonemli organik molekiiller i¢in deneysel guruplarin bagmtilar:

incelenmistir.

Tablo 4.5: Dendogram Kiime Analizi Deney Gruplari.

VARO00001: 150 mW 0. dk VARO00005: 250 mW 0. dk | VAR00009: 500 mW 0. dk

VARO00002: 150 mW 30.dk | VARO00006: 250 mW 30.dk | VAR00010: 500 mW 30. dk

VARO00003: 150 mW 60. dk | VARO00007: 250 mW 60. dk [ VAR00011: 500 mW 60. dk

VARO00004: 150 mW 90. dk | VARO00008: 250 mW 90. dk [ VAR00012: 500 mW 90. dk
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LIPID BANDI KUME ANALIZI:

Dendrogram using Average Linkage (Between Groups)
Rescaled Distance Cluster Combine
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Sekil 4.6: Optimizasyon Deneylerinin Kizilalti Spektrumda Hiyerarsik Kiime Analizinin Dendrogram
ile gosterimi. Lipit bandi (3120 - 2800cm-").

Lipit bands icin elde edilen sonuglar su sekildedir; 1.KUME: 250mW 0.dk, 250mW 60.dk ve
500mW 90.dakika. 2. KUME: 250mW 90.dk ve 500mW 30.dakika. 3. KUME: 150mW 0-30-
60-90. dk; 250 mW 30. dk; 500 mWO. dk; 500 mW 60. dakikadan olusmaktadir.
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PROTEIN BANDI KUME ANALIZI:

Dendrogram using Average Linkage (Between Groups)
Rescaled Distance Cluster Combine
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Sekil 4.7: Optimizasyon Deneyleri Infrared Spektrum Analizlerinin Hiyerarsik Kiime Analizinin
Dendrogram ile gésterimi. Protein bandi (1700 - 1510cm ).

Protein bandi ile lipit bandi kiimelerinin esdeger oldugu bulunmustur.
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NUKLEIK ASIT BANDI KUME ANALIZI:

Dendrogram using Average Linkage (Between Groups)
Rescaled Distance Cluster Combine
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Sekil 4.8: Optimizasyon Deneyleri Infrared Spektrum Analizlerinin Hiyerarsik Kiime Analizinin
Dendrogram ile gosterimi. Niikleik asit band1 (1290 - 1010 cm ™).

Niikleik asit bandinda diger iki analize kiyasla tek degisiklik 150 mW 30. dk uygulamasi 3.

kiimede degil 1. kiimede yer almig olmasidir.

FTIR Kiimeleme Analizi sonuglarina gore optimal parametreler; 150 mW 30. dk, 250 mW 0.
dk, 250 mW 60. dk, ve 500 mW 90 dk uygulamalaridir. Daha 6nceki analiz yontemleri de
dikkate alindigindan 250 mW uygulamasmin secilmesinin daha uygun oldugu sonucuna
vartlmaktadir. Bu durumda en iyi sonuglar; 250 mW 60 dakika ve 250 mW 0 dakika
uygulamalaridir. Floresans goriintiilleme sonuglarinda 250 mW 60 dakika uygulamasi
sonucuna varilmisti. Patoloji sonuglarmin da degerlendirilmesinden sonra ana deney

parametresi se¢imi kesinlestirilecektir.
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4.4. HISTOPATOLOJi SONUCLARI

Tedavi siireci bittikten deneklerden ¢ikarilan tiimoér dokusunun patolojik inceleme raporu

tablo 4.6’da sunulmustur. Tiimor doku Payne-Miller Gradlama sistemine gore skorlanmistir.

Tablo 4.6: Optimizasyon Deneyleri Histoloji Sonuglari.

DENEK: 150 mW, 0
dk

0,4 cm capta kanser
dokusu. Nekroz
gorlilmedi.

Oliime giden hiicreler
(apopitoz) var, bag
dokusu artis1 var.
(Payne Miller 1/5)

DENEK: 150 mW,
30 dk

0,5 cm ¢apinda kanser
dokusu komsulugunda
0,2 cm c¢apli lenf bezi
kesiti gortiliiyor.
Kanser dokuda nekroz
yok, ancak 6liime giden
hiicreler ve kismen bag
dokusu artimi var. Lenf
nodiilii tedaviye yanit
vermis izlenimi eriyor.
(Payne Miller 2/5)

DENEK: 150 mW,

60 dk 0,3 cm capta kanser

dokusu. Nekroz yok/
Bol apopitoz ve bag
dokusu var.

(Payne Miller 2/5)
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Tablo 4.6 (devam): Optimizasyon Deneyleri Histoloji Sonuglari.

DENEK: 150 mW,
90 dk

2x1,5 cm capta kanser
dokusu.

%10 nekroz ve bol
apopitoz.

(Payne Miller 2/5)

DENEK: 250 mW, 0
dk

0,8 cm capta itici
siirlarla biiyliyen
kanser dokusu.

%10 nekroz.

(Payne Miller 2/5)

DENEK: 250 mW,
30 dk

0,3 cm c¢apl timor.
Ekspansil siirly/
Nekroz yok/ Tiimor
dokusunun yerini alan
fibroelastotik  stroma,
timor dokusu kaybi
%350.

(Payne-Miller 3/5)

DENEK: 250 mW,
60 dk

0,4 cm ¢apli lenf
nodiilii. Merkezde
soluk goriinen alanda
tedavi ile ortadan
kalkmis tiimor
dokusunun yerini almig
izlenimi veren yogun
bag doku goriintiisii.
(Payne Miller 5/5)




Tablo 4.6 (devam): Optimizasyon Deneyleri Histoloji Sonuglari.

DENEK: 250 mW,
90 dk

0,3 cm c¢aph kanser
dokusu, fibroz doku
artisi.  Nekroz  yok,
Oliime giden tek hiicre
ve gruplar.

(Payne Miller 3/5)

DENEK: 500 mW, 0
dk

0,3 cm c¢apl timor
dokusu, ekspansil
sinirli, nekroz yok, bol
apopitoz var.
(Payne-Miller 1/5)

DENEK: 500 mW,
30 dk

0,4 cm capta kanser
dokusu  ve  timor
dokunun yerini alan
fibrozis, apopitoz.
(Payne Miller 2/5)

DENEK: 500 mW,
60 dk

0,3 cm capta kanser
dokusu.

Tlimor dokusunun
yerini alan fibrozis,
apopitoz.

(Payne Miller 2/5)
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Tablo 4.6 (devam): Optimizasyon Deneyleri Histoloji Sonuglari.

0,6 cm capli itici sinirh
kanser dokusu. Nekroz
gorlilmedi.

Bol apopitoz (Gliime
giden tiimdr hiicresi)
var. Ara dokuda hafif
fibrozis.

(Payne Miller 2/5)

DENEK: 500 mW,
90 dk

Histoloji analiz sonuglar1 optimizasyon deneylerinin tamamina yakininda tiimdrli dokuda
apoptozun veya nekrozun basladigini isaret etmektedir. Histoloji analizleri 250 mW lik
uygulamanin oldukga basarili oldugunu gostermektedir. Ozellikle 60 dakikalik uygulamanin
sonucunda tiim tiimor odaginin kaldirilmig olmasi ve tlimorlii dokunun tamaminin yerini bag
dokusunun almasi bu uygulamalar i¢in tedavinin patolojik tam cevap verdigini
gostermektedir.

Bu boéliimde 6n deneylerin kapsamli analizleri yapilmistir. Makro tiimor analizleri, floresans
goriintiileme analizi ve FTIR analizleri istatistiki anlamda net bir parametre ortaya koyamamis
olsa da ozellikle 250 mW lik uygulamalarin umut vaat edici oldugunu sdyleyebiliriz (Tukey
testinde anlamlilik degerlerinin 0.05 ten biiyilkk olmasina ragmen gili¢ ve zaman
parametrelerinde 250 mW ve 60 dk. nin en diisiik degerlerde olmasi, FTIR analizinde en iyi
kiimede 250 mW lik iki uygulama bulunmasi). Histoloji analizleri ilk iki denemeyi
destekleyici nitelikte olmustur. Yukarida bahsi gecen, timor dokusunun tamaminin
temizlendigi calisma 250 mW — 60 dk. uygulamasinin ana deneyler i¢in kullanilabilecek

optimal bir parametre oldugu tezini giiclendirmistir.
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4.5. ANA DENEYLERIN SONUCLARI VE ANALIZi

4.5.1. In Vivo Floresans Goriintiileme Analizi

Epi-flucrescence

Blsecfoniery
© e
lﬂ_ Color Scale
by, © 4 Min = 2,603
. L g Ma = 7,51¢8
= 4

Sekil 4.9: Intraperitonel ICG enjeksiyonun 60 dakika sonrasindaki akiimiilasyonun
dorsoventral ve dorsal Ol¢limleri ile degerleri sag skalada verimistir, color table:
rainbow 2 mod ile denekler goriintiilenmistir.
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Luminescence

E 160

L 140

L 120

ROI 2=2.201e+01 r
L 100

ROI 1=2,513e+01

80

Counts

Color Scale
Min =25
Max = 165

Sekil 4.10: ICG enjeksiyonu yapilmadan sadece ¢iplak tiimoriin autofloresansi fare
dorsoventral pozisyonda iken Sl¢iilmiistiir. Deger skalasi sagda verilmistir.

Optimizasyon c¢alismasinin sonucunda 250 mW 60 parametresi optimum bulundugu i¢in
denek fareye i.p. ICG enjeksiyonu yapilip 60 dakika karanlikta tutulduktan sonra dorsoventral
ve dorsal olarak timor bolgesi, enjeksiyon yeri ve backgroundda ROI degerleri skalada
verilen formiilasyon olan 4.1°¢ gore cihaz tarafindan hesaplanip goriintiiler tizerinde
verilmigtir. ICG verilmeden (sekil 4.10) tiimor ciplak iken goriintiilendiginde 1sima elde

edilememistir.

, . . . __p/sec/cm? [sr
Radiant Ef ficiency (Erkesel Verim) = e 4.1)

4.5.2. Makro Timor Gelisim Analizi

Dort giin boyunca uygulanan tedavi siiresince R1-R2 cap ve derinlik Slgiimleri elektronik
kumpas ile alinmistir Bu dl¢limlere karsilik gelen elipsoit hacimleri de hesaplanarak tiimdriin
tahmini-yaklasik boyutlar1 ve buna bagh yiizde kiiciilme miktarlar1 asagidaki tablolarda
belirtilmistir (Tablo 4.7 ve Tablo 4.8).
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Tablo 4.7: Ana Deney Kontrol Gruplarina ait elipsoit hacimlerinin 4 giinliik takip siiresince elde
edilen sonuglarini gostermektedir.

Parametre 1. giin 2. giin % 3. giin % 4. giin %
%100 kiiciilme kiiciilme kiiciilme
Kontrol Grubu (tiimér) 100 -26.04 -35.37 -36.80
Kontrol Grubu (tiimér) 100 -25.34 -30.32 -33.5
Kontrol Grubu (tiimér) 100 -26.40 -27.39 -38.3
Lazer uygulanmis grup 100 -11.14 -14.78 -18.69
(250 mW)
Lazer uygulanmis grup 100 -21.61 -27.46 -20.31
(250 mW)
Lazer uygulanmis grup 100 -15.46 -17.21 -20.48
(250 mW)
ICG Almg Grup (60 100 -11.87 -15.75 -22.25
dk akiimiilasyon siiresi)
ICG Almug Grup (60 100 -.0.02 -10.35 -13.41
dk akiimiilasyon siiresi)
ICG Almug Grup (60 100 -6.44 -2.78 -17.04
dk akiimiilasyon siiresi)

Tablo 4.8: Ana Deney Grubunun FDT tedavisine ait elipsoit hacimlerinin 4 giinliik takip siiresince
elde edilen sonuglarini gostermektedir

Parametre 1. giin | 2.giin % 3. giin % 4. giin %
%100 kiiciilme kiiciilme kiiciilme
FDT 100 54.23 50.41 4123
250 mW 60 dk ’
FDT 100 64.33 50.59 43.11
250 mW 60 dk ’
FDT 100 44.50 39.87
250 mW 60 dk 39.02
FDT 100 55.68 41.80
250 mW 60 dk 37,28
FDT 100 49.45 46.86
250 mW 60 dk 44,06
FDT 100 65.37 55.60
250 mW 60 dk 47,67
FDT 100 56.23 45.50
250 mW 60 dk 43,37
FDT 100 67.24 64.25
250 mW 60 dk 39,45
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Timor Boyutlarinin Ortalama Degisim Grafigi

160
140
120
100
80
60

FH

T

% Miktari

20
1. giin % kiiciilme 2. giin % kiiciilme 3. giin % Kkiiciilme 4. giin % kiiciilme

e==FDT GRUBU =K ONTROL GRUBU
LAZER UYGULANMIS GRUP e ]CG ALMIS GRUP

Sekil 4.11: Timor boyutlarinin yiizde (%) degisimlerinin kontrol gruplari ile karsilastirilmasi
yapilmistir.

Kontrol (Tiimor) boyutlar 4. giiniin sonunda %40 lara kadar artig gosterirken LAZER ve ICG

gruplarinda bu oran yaklasik olarak %20 civarlarinda kalmistir. FDT grubunda ise 4. giin
sonunda tiimor ¢apinin yaklasik olarak %60 kiigiildiigii gézlemlenmistir (Sekil 4.11).

Grup igerisinde ve gruplar arasinda varyans ¢ok diisiik oldugu (bazi durumlarda olmadigi)
icin ANOVA testi saglikli bir sonu¢ vermemistir. Gruplarin ikili olarak karsilastirildigi

Paired- Sample T-Test uygulanmis ve asagidaki tabloda verilen anlamlilik degerleri elde

edilmisgtir.
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Tablo 4.9: Paired Sample T-Test Sonuglar1 Tablosu.

Paired Differences

95% Confidence Interval of the

Sig. (2-tailed)

Difference
{ df
Upper
Pair 1 TUMOR?2 - ICG2 40,27972 6768 | - ,000
Pair 2 TUMOR2-LASER2 39,62372 ,004
4259 |
. 8,346
Pair 3 TUMOR2 - PDT2 63,53429 7 ,000
. -873
Pair 4 ICG2 - LASER2 7.46575 7 411
Pair 5 ICG2 - PDT2 30,46637 4,300 ; 004
Pair 6 LASER2 - PDT2 39,77390 X ; ,009
. 5271
Pair 7 TUMORS3 - ICG3 51,64319 , 001
. 5,174
Pair 8 TUMOR3-LASER3 48,73524 001
7
. 8,999
Pair 9 TUMOR3 - PDT3 104,01595 ,000
7
. -702
Pair 10 ICG3 - LASER3 521578 506
7
Pair 11 ICG3 - PDT3 62,95508 6,805 ,000
. 9931 |7
Pair 12 LASER3 - PDT3 60,56981 ,000
7
Pair 13 TUMOR4 - ICG4 42,89880 4,947 002
Pair 14 TUMOR4-LASER4 44,62879 7,094 17 ,000
Pair 15 TUMOR4 - PDT4 122,27338 15,531 17 ,000
. 1,685 | 4
Pair 16 ICG4 - LASER4 10,69050 136
Pair 17 ICG4 - PDT4 90,09589 14,019 1 5 ,000
Pair 18 LASER4 - PDT4 81,49668 19,406 7 ,000
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Karsilagtirmalarin yapildig1 2., 3. ve 4. giinler i¢in istatistiksel olarak farklilik gostermeyen
ikili gurup ICG-LAZER cifti olmustur. Diger biitiin durumlarda guruplar arasinda anlamli bir

fark gézlemlenmistir.

4.5.3. FTIR Spektroskopi Analiz Sonug¢lari

1.0
===
7 % (NEGATIF XKONTROLI(TUMOR DO XU
% (ICG KONTROL)
0.3 % (ISIKKONTROL) ll'rs::.;:.::i,:ifn‘
- 329 2924 2gp47 17473 \/ J\‘/
\-\.../""
os A M J\/I \ '
c | f
%_ T |IJ\| v"\“)H f\\
8 D4 - "\__‘JJJ | J
2 d —
D.2
- \J o ’vfw
0.0 M JV A
. T v T T T T T T T g T T T
450D 4DDD aspp appp 250D 200D 150D 100D

Frequency (cm"‘)

Sekil 4.12: Ana Deney gruplarindan alinan dokulardaki biyomolekiillerin absorbanslarinda meydana
gelen degisiklikler gdosterilmistir (Siyah ¢izgi FDT 250 mw-60 dk wuygulamasini

gostermektedir).
250 mW 60 dk Tiimér Doku (Kontrol) ICG Almis Grup Lazer Uygulanmis Grup
0,21235 0,0233 0,018085 0,011272 1064 cm™!

1050 ile 1080 cm™" arasinda oksidatif strese bagl olarak DNA da olusan hasari niteleyen bir
tepeciktir. Tedavi sirasinda hiicrelerde oksidatif bir stresin meydana geldigini optimizasyon
deneyleri sirasindaki degerlendirmelerimizde belirtmistik. Riboz kaynakli 1064 cm™ salinim
intensitesi en ¢ok 250 mW 60 dakikalik uygulamada (0.21235) gdzlemlenmistir. Apoptotik
hiicre oliimiiniin gostergesi olarak kabul edilmektedir. Kontrol gruplarmda ise 1064 cm™

salinimina bagli olusan intensite ¢ok diisiik seviyelerdedir (Sekil 4.12).
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ANA DENEY DENDOGRAM-KUME ANALIZI

Dendrogram using Average Linkage (Between Groups)
Rescaled Distance Cluster Combine

0 5 10 15 20 25
1 | 1 1

]

VAR0O0D002

VAROD0ODS 5

> VARD0003 3

VAROOOO1 1

VAROD0O04 4

Sekil 4.13: Ana Deneyler Infrared Spektrum Analizlerinin Hiyerarsik Kiime Analizinin Dendrogram
ile gosterimi. Lipit, Protein ve Niikleik asit bandlarinda ayni sonuglar gézlemlenmistir. (1: 250
mW 60 dk. Grubunu, 2: Timoér Doku Grubunu, 3: Saglikli Doku Grubunu, 4: Lazer
Uygulanmis Grubu, 5: ICG Almis Grubu gostermektedir.

Tiimor doku ve sadece ICG uygulanan denekler ilk kiimelenmeyi gostermistir en yakin
komsulardir. Bu kiimeye daha sonra saglikli doku grubu eklenmistir. Diger bir kiime de ise
250 mW 60 dk. uygulamas1 yer almaktadir. Daha sonra bu kiimeye sadece lazer uygulanan

grup dahil olmustur (sekil 4.13).

4.5.4. Histopatolojik Analiz

Tablo 4.10’da Kontrol grubu, ICG almis grup, Lazer uygulanmis grup ve FDT grubunun

histopatoloji sonuglar1 verilmistir.



Tablo 4.10: Ana Deney Grubuna ait Tedavi Sonras1 Histoloji Goriintiileri.

DENEK: KONTROL

DENEK: KONTROL

0,4 cm capl itici
(ekspansil) kanser
dokusu, santralde
genis nekroz.

(Payne-Miller 1/5)

DENEK: KONTROL

0,6 cm capl itici
kanser dokusu.
%25 nekroz dokusu.

(Payne Miller 1/5)

DENEK: ICG ALMIS
GRUP

4x3 cm capta diizgiin
sekilli itici sinirlarla
biiyliyen ortast
nekrozlu kanser
dokusu.

Nekroz oran1 %25.

(Payne Miller 2/5)

DENEK: ICG ALMIS
GRUP

0,3 cm capta kanser
dokusu, az sayida
Oliime giden
hiicreler. Kismi
kalsifikasyon

(Payne Miller 1/5)

0,3 cm capli kanser
dokusu, fibr6z doku
artisi.

(Payne Miller 1/5)
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Tablo 4.10 (devam): Ana Deney Grubuna ait Tedavi Sonras1 Histoloji Goriintiileri.

DENEK: ICG ALMIS
GRUP

DENEK: LAZER
UYGULANMIS
GRUP

DENEK: LAZER
UYGULANMIS
GRUP

DENEK: LAZER
UYGULANMIS
GRUP

DENEK: FDT
GRUBU
250 mW - 60 DK

0,4 cm capli tiimor
dokusu santralde genis
nekroz.

(Payne Miller 2/5)

0,8 cm gapta itici
sinirlarla biiyliyen
kanser dokusu.
%10 nekroz.

(Payne Miller 1/5)

4x3 cm capta diizgiin
sekilli itici sinirlarla
biiyliyen ortast
nekrozlu kanser
dokusu.

Nekroz oran1 %25.

(Payne Miller 2/5)

2,4x2 cm ¢apli itici
smirh kanser dokusu.
Santralde nekroz %25.

(Payne Miller 2/5)

0,3 cm ¢apli tiimor
dokusu %30 apopitoz
nekroz goriilmedi.

(Payne Miller 3/5)
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Tablo 4.10 (devam): Ana Deney Grubuna ait Tedavi Sonras1 Histoloji Goriintiileri.

DENEK: FDT
GRUBU
250 mW - 60 DK

DENEK: FDT
GRUBU
250 mW - 60 DK

0,4 cm ¢apli timor
dokusu genis apopitoz,
nekroz goriilmedi.

(Payne Miller 4/5)

0,5 cm ¢apli tiimor
dokusu %30 apopitoz
fokal %10 nekroz.

(Payne Miller 3/5)

DENEK: FDT
GRUBU
250 mW - 60 DK

DENEK: FDT
GRUBU
250 mW - 60 DK

DENEK: FDT
GRUBU
250 mW - 60 DK

0,6 cm capli tiimor
dokusu %35 apopitoz
fokal %10 nekroz.

(Payne Miller 3/5)

0,4 cm ¢apli timor
dokusu %45 apopitoz
nekroz goriilmedi.
Tiim6r dokusunun
yerini alan
fibroelastotik stroma.

(Payne Miller 4/5)

0,3 cm ¢apli tiimor
dokusu %30 apopitoz
nekroz goriilmedi.

(Payne Miller 3/5)
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Tablo 4.10 (devam): Ana Deney Grubuna ait Tedavi Sonras1 Histoloji Goriintiileri.

DENEK: FDT 0,5 cm ¢apta tiimor
GRUBU dokusu ve 0,3 cm ¢apta
250 mW - 60 DK lenf bezi.

%40 apopitoz nekroz

gorlilmedi.

(Payne Miller 4/5)

DENEK: FDT
GRUBU
250 mW - 60 DK

0,3 cm ¢apli lenf
nodiili. Merkezi
kisminda daha soluk
gorilinen alanda tedavi
etkisi ile ortadan
kalkmis tiimor
dokusunu yerini almig
izlenimi veren yogun
bag dokusu hiicresi
cogalmasi

Tiimor dokusu yok.

(Payne Miller 5/5)

Elde edilen veriler Kontrol, ICG ve LAZER uygulanmis gruplarda herhangi bir tedavi
etkisinin olmadigimi gostermektedir. FDT uygulamasiin ise timor hiicrelerini apopitoza

stiriikledigi ve nekroz olusturmadig: goriilmiistiir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Fotodinamik reaksiyon, bir PS ile oksijen varliginda spesifik bir dalga boyundaki fotonlar
(1s1k kaynagindan ¢ikan) arasindaki etkilesimden kaynaklanir. Bu etkilesim ile sitotoksik
tiirler, 6zellikle de singlet oksijen serbest kalmaktadir.Ve sonucunda ise molekiiler, hiicre ici
ve vaskiiler degisiklikler tlimoriin nekrozisi ve/veya apoptozisi olugmaktadir [129]. PS, 151k
kaynagi, uygulanan giic ve akiimiilasyon siiresi gibi FDT'nin ayri bilesenlerinin
parametrelerinin dogru modiilasyonu ile hiicresel (dogrudan) veya vaskiiler 6lim elde
edilebilir. Fakat 151k ve fotoduyarli maddenin tek basina tiimor ilizerinde lethal bir etkisi
olmadigindan, kullanilacak 151k kaynaginin ve PS’in biyolojik sistemdeki etkilerini iyi
tanimlanmasi, terapinin bagarili olmasi i¢in gereklidir [130].

Tez kapsaminda Oncelikle literatiirde eksikligi tespit edilen in vivo hayvan modeli iizerinden
bu ¢aligma tasarlanmigtir. Literatiir incelendiginde ICG tabanli fotodinamik terapinin in vitro
etkilerinin ¢esitli meme kanseri hiicre hatlarinda ve bir¢ok farkli kanser hattindaki etkilerinin
arastirlldigr gorilmustiir [7, 83, 85, 96, 131-136]. Genel sonu¢ olarak FDT’nin hiicre
canlilifini inhibe ettigi ve hiicre 6liimiine sebep oldugu gdsterilmis olsa da hiicre Sliimiiniin
sebebinin fototermal mi yoksa fotokimyasal m1 oldugu halen tam olarak agiklanamamistir
[96, 97, 106, 116, 133].

800 nm civarinda maksimum emilime sahip olan ICG, derin tiimdrlerin FDT ile tedavisi i¢in
ideal bir molekiildiir. Penetrasyon derinligi sebebiyle in vitro ¢aligmalardan sonra ICG tabanli
in vivo hayvan modelleri iizerinde ¢alismalar yapilmaya baslamistir. ICG tabanli FDT nin
etkisinin arastirildig in vivo hayvan modelleri konusunda yapilan ¢aligmalar kisitl sayidadir
[104, 137-140]. Ozellikle meme kanserinde ICG tabanli FDT’nin in vivo etkilerinin
arastirildig1 sadece birkag ¢alismaya rastlanmistir [141, 142] bunlardan insan meme kanser
hiicreleri ile olusturulan ksenograft caligsmalar ise ¢ok sinirlidir [138].

Sunulan tez c¢aligmasi optimizasyon ve ana deney olmak {iizere iki kisim olarak
gerceklestirilmistir. FDT nin basaris1 i¢in gii¢ ve akiimiilasyon siiresinin tespiti amactyla
oncelikle uygulanacak 1518 giiciiniin belirlenmesi i¢in 150- 250 ve 500 mW olmak iizere 3
farkli lazer parametresi belirlenmistir. Akiimiilasyon siiresi olarak 0- 30— 60 ve 90 dakika
olmak tizere 4 farkli zaman parametresi belirlenmistir. Bu parametreler {izerinden

optimizasyon kismi gerceklestirilmistir.
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Tez c¢alismasinin in vitro kisminda MCF-7 hiicreleri hiicre kiiltlirii laboratuvarinda
yetistirilmesi yer almaktadir. Nude farelerde insan meme tiimorii olusturmak i¢in yetistirilen
MCF-7 hiicreleri nude farelere 3.11.1. kisimda detayl1 anlatilan prosediir ile ekilmistir. Sekil
3.6’da farkli boyutlarda tiimor olusmus iki ayr1 denek goriintlisii de mevcuttur. Timor
olusumun ardindan optimizasyon deneyleri gergeklestirilmistir. Optimizasyon kisminda yer
alan deneylerin sonuglarini degerlendirmek i¢in in vivo floresans goriintiileme, makroskopik
timor gelisim analizi, fourier dontsiimlii kizilotesi spektroskopisi analizi ve histopatolojik

analiz yapilmistir.

In vivo floresans goriintilleme analizinde amag¢ denek farelere verilen ICG’nin
akiimiilasyonun optimum oldugu zaman periyodunun tespit edilmesidir. Denek farelere
FDT’de kullanilan PS dozu olan 5 mg/kg konsantrasyonda ICG verildikten sonra dort
parametre incelenmistir. Bunlar; tiimdrde birikim yapip yapmadigi, enjeksiyon bolgesinden
temizlenme siiresi, tlimoriin maksimum floresans yaptigi uygulama ve diger normal

dokulardaki birikimidir.

Elde edilen floresans goriintiilerine gore (Sekil 4.1, 4.2) 0 dakika uygulamasinda enjeksiyon
bolgesindeki floresans 1si1ma miktar1 ROI= 2.6e+09 iken tiimorlii bolgede ROI=2.1e+09,
normal dokuda 1.5e+09°dur. 0. dakika uygulamas1 gostermektedir ki enjekte edilen ICG’nin
hedeflenen tiimor bolgesine erismesi i¢cin zaman gerekmektedir. 30. dakika uygulamasinda ise
enjeksiyon bolgesindeki degeri ROI=8.1e+09, normal dokuda 1.5e+09 tiimorde ise 5.7e+09
oldugu goriilmistiir. 30. dakika uygulamasi sonrasi halen tiimor bdlgesinde istenilen birikimin
olusmadig1 goriilmektedir. Fakat 0 dk uygulamasiyla kiyaslandiginda tiimor bolgesinde

birikimin 3 kat arttig1 goriilmektedir.

60. dakika uygulamasinda enjeksiyon bolgesindeki ROI=8.6e+09, tiimor bolgesinde 6.9¢+09,
normal dokuda ise 2.1e+09’dur. Enjeksiyon bdlgesindeki ICG miktar1 hala beklenilen
degerden fazla olsa da 0 dk uygulamasina kiyasla tiimoér bolgesindeki floreasans miktar1 3,5

kat artmistir.

90. dakika uygulamasinda ise enjeksiyon bolgesinde ROI=4.1e+09, tiimor bolgesinde 5.6e+09
normal dokuda ise 1.82e+09 degerindedir. 90. dk uygulamasinda ICG’nin enjeksiyon
bolgesinden 30. ve 60. Dk uygulamalarina kiyasla yar1 yariya azaldigi olgiiliirken, tiimor
bolgesindeki 1simaninda azaldigi goriilmektedir. 0.dk uygulamasina kiyasla sadece 2.8 kat

tiimorde 151ma miktar1 fazala tespit edilmistir. ICG’nin 90. Dk uygulamasi ilk bakista en iyi
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sonug gibi goriinsede aslinda yanmilticidir. 90. Dakika uygulamasinda ICG’nin enjeksiyon
bolgesinden temizlenirken ayni zamanda tiimdrden temizlenmeye basladigi goriilmektedir.
Denegin viicudunda birikim siiresi tamamlanmis arttk ICG metabolize olup atilmaya
baglamistir. 30. ve 60. dakika uygulamalarinda elde edilen floresans 1s1ma miktarlar1 yakin
olsa da 60 dakika uygulamasindaki floresans siddeti daha fazladir. Sekil 4.2 de bu 2
akiimiilasyon siiresindeki floresans olgiimleri dorsoventral acidan tekrar Ol¢iilmiistiir. Bu
acidan elde edilen goriintiide ¢ekumda ICG’nin birikim yaptig1 net olarak gdriinmektedir.
Enjeksiyon bolgesi ¢ekum ve tiimordeki ROI miktarlart topluca degerlendirildiginde 60.
dakika uygulamasinin daha basarili oldugu kanisina varilmistir. Cekumdaki miktar1 ve
enjeksiyon bolgesindeki 1sima 30. Dakika kiyasla daha diisiik 6l¢iilmiistiir bununla birlikte

timor bolgesinin yaptigi 1s1ma degerleri oldukca yakindir.

In vivo floresans goriintiileme analizine gore; intraperitonel ICG uygulamasi ile in vivo tiimor
goriintiilemesi yapmak miimkiindiir. Ozellikle viicut disindan goriinmeyen, i¢ organlarda
biiyiitiilen tiimorlerin goriintiilenmesinde ICG’nin floresans goriintilleme ajani olarak

kullanilmasi1 mimkindir.

Bu ¢alismada makroskopik olarak palpe edilen tiimér varligr bir defada in vivo goriintiileme
ile dogrulanmistir. ICG tiimor bdlgesinde hedeflendigi gibi birikim yapmaktadir (PS olarak
istenilen bir 6zellik). Viicuttan atilim siirecinin baglamasi ile en ¢ok birikim yaptig1 siirenin
Olclilmesi i¢in daha fazla denek iizerinde 60 ile 90 dakika bekleme siiresinin arasindaki
siirelerde de Ol¢iim yapmak fotodinamik reaksiyon (PDR) basarisinin dolayisiyla tedavinin
basarisini arttirabilir. 0- 30- 60 ve 90 dakika olmak iizere 4 farkli zaman periyodu olarak bu
calisgmada denenen akiimiilasyon siirelerinden en basarili sonuglarin ICG verildikten 60

dakika sonra yapilan 6l¢iim sonucunda elde edildigi bulunmustur.

Makroskopik tiimdr gelisimi analizi ile tiimor ¢aplar1 ve derinlikleri 4 giinlik uygulama
stiresince Olgiilerek tlimoriin hacimsel degisiminin tespiti yapilmistir. Tedaviye baslanan 1.
giine ait timor hacmi 100 kabul edilmistir. Uygulanan ard arda 4 giinliik tedavi protokolii
sonrasi optimizasyon deney gruplarindaki hacimsel degisim tablo 4.2°de verilmistir. 150 mW
0 dk uygulamas1 sonucunda tiimor hacmi yaklagik % 103 biiytime, 30 dk uygulamasinda %58
kiictilme, 60 dk uygulamasinda %37 kii¢iilme ve 90 dk uygulamasinda %118 biiylime olarak
Olciilmiigtiir. 250 mW 0 dk. uygulamasi sonucunda tiimdér hacmi %45 kiigiilme, 30 dk
uygulamasinda %57 kiigiilme, 60 dk uygulamasinda %64,5 kiigiilme ve 90 dk uygulamasinda

%60 kiiciilme olarak Ol¢lilmiistiir. 500 mW 0 dk. uygulamasi sonucunda timér hacmi
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yaklasik %175 biiytime, 30 dk uygulamasinda %52,5 kii¢iilme, 60 dk uygulamasinda %158

biiylime ve 90 dk uygulamasinda %19 kii¢iilme olarak Sl¢iilmiistiir.

Tek yonlii varyans analizi uygulanmistir. Coklu karsilastirmalarin i¢in kullanilan Post-Hoc
Tukey testi ile gruplar arasindaki anlamli farkliliklar arastirilmistir. Gili¢ ve zaman
parametreleri i¢in ayri ayri uygulanan testin sonucunda guruplar arasinda anlamli bir fark
bulunamamuistir, fakat 6zellikle 4. giin sonuglar1 esas alindiginda 250 mW gii¢ - 60 dakika

uygulamasinin goreceli olarak basarilt oldugu sonucuna varilmistir (tablo 4.3 ve tablo 4.4).

250 mW giiciindeki uygulamalarin tedavi siirecinde meydana gelen tiimor kiiclilme oranlari,
diger uygulamalara kiyasla daha tutarli oldugu gozlemlenmistir. 250 mW uygulamasi i¢in
timor dokusunun biiytimesi gibi bir durumla karsilasilmamistir. Oysaki 150 mW ve 500 mW
lik gruplarda bazi uygulamalarda tiimér dokusunun gelisiminin devam ettigi hatta boyutun ilk
Olciilen degere kiyasla 2-3 katina ¢ikmis oldugu tespit edilmistir. Bu durumda 250 mW lik

lazer giiciiniin digerlerine nispeten daha ideal bir uygulama giicii oldugu sonucu ¢ikarilmistir.

FTIR spektroskopi analizi ile tiimorli dokuda yer alan niikleik asitler, amid-I ve amid-II
proteinleri, lipitler, amid-A ve amid-B proteinlerinin farkli gii¢ ve stiredeki degisim durumlari
gozlenmistir. Her bir giic degerine ait farkli uygulamalar sonucu biyomolekiillerin
absorbanslarinda meydana gelen degisiklikler grafik olarak sunulup kantitatif karsilagtirmalari
yapilmistir. 150 mW 0- 30- 60- 90. dakika uygulamalar1 sonrasindaki absorbans grafigi sekil
4.3°de gosterilmistir. 500 ile 4500cm™ arahiginda ozellikle farklilik goriilen frekans degerleri
isaretlenmistir. Bu isaretlenen frekans degerlerini degerlendirirsek ilk olarak 1743 cm™ ile
1456 cm™ salmimi arasndaki oranin azalmasi dokunun tiimér ozellikleri gosterdiginin
belirteci olarak kabul edillir, 150 mW giiciinde 4 farkli uygulama siiresinde bu oran
hesaplandiginda 60. dakika uygulamasinin en diisiik degere sahip oldugu (0,128) 90. dakika
uygulamasinin en yiiksek degere sahip (0,360) oldugu bulunmustur. 1657/1635 cm™ ve
1553/1540 cm™ oraninin yiiksek olmasi dokunun karsinom fibrosdem oldugunu gosteren bir
deger kabul edilmektedir. 150 mW giiclinde 4 farkli uygulama siiresinde sirasiyla bu oranlar
hesaplandiginda 60 dk uygulamasinin (0,908) en yiiksek degere 30 dk uygulamasinin (0,818)
ile en diisiik degere sahip oldugu bulunmustur. 1553/1540 cm™ oraninda ise en diisiik deger
30 dk uygulmasinda (0,811), en yiiksek deger (0,935) 90 dakika uygulamasinda 6l¢iilmiistiir.
150 mW giiciindeki uygulamalar sonras: doku hala malignant 6zellik gdstermektedir. Bu gii¢

ve siirelerde tedaviye yanitin diisiik oldugunu sdyleyebiliriz.
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1050 ile 1080 cm™ arasinda oksidatif strese bagli olarak DNA da olusan hasari niteleyen bir
tepecik olugsur 150 mw bizim uygulamasinda bu tepecik goriilmiistiir. Bu durumda tedavi
sirasinda hiicrelerde oksidatif bir stresin meydana geldigini ortaya ¢ikmaktadir. Bu da tedavi
sirasinda olusan 6liim seklinin oksidatif strese bagli apoptoz oldugunu gostermektedir. 1064
cm' salinm ribozdan kaynaklanmaktadir. Hiicre 6liimii ve ortamdaki riboza miktarina bagl
olarak ICG’nin mitokondride toplandigin1 sdyleyebiliriz. Hedefledigimiz oliim seklinin
sonucu olarak ortamdaki RNA miktarinin artmasina bagl olarak olusan banttaki yogunlugun

artis oraninin en yiiksek degerinin 30 dakika (0,209) uygulamasinda oldugu goriilmiistir.

250 mW 0- 30- 60- 90. dakika uygulamalar1 sonrasindaki FTIR spektrum grafigi sekil 4.4’de
gosterilmistir. 500 ile 4500cm™ araliginda ozellikle farklilik goriilen frekans degerleri
isaretlenmistir. Bu isaretlenen frekans degerlerini degerlendirirsek ilk olarak 1743 cm™ ile
1456 cm™ salmimi arasindaki oranin azalmasi dokunun tiimér ozellikleri gosterdiginin
belirteci olarak kabul edillir, 250 mW giiciinde 4 farkli uygulama siiresinde bu oran
hesaplandiginda 0. dakika uygulamasinin en diisiikk degere sahip oldugu (0,134) 60. dakika
uygulamasinin (0,1961), 90 dk uygulamasinin (0,722) ve 30 dk uygulamasinin (0,725) ile en
yiiksek degere sahip oldugu bulunmustur. 1657/1635 cm™ ve 1553/1540 cm™ oraninin yiiksek
olmas1 dokunun karsinom fibroddem oldugunu gosteren bir deger kabul edilmektedir. 250
mW giiciinde 4 farkli uygulama siiresinde sirasiyla bu oranlar hesaplandiginda 90 dk
uygulamasinin (0,928) en yiiksek degere 0 dk uygulamasinin (0,792) ile en diisiik degere
sahip oldugu bulunmustur. 1553/1540 cm™ oraninda ise en diisiik deger 60 dk uygulmasinda
(0,856), en yiiksek deger (0,966) 90 dakika uygulamasinda dlgiilmiistiir. 250 mW giictindeki
uygulamalardan ozellikle 60 dk uygulamasinda diger siirelere kiyasla dokunun malignant

ozellikle azalma oldugu goriilmektedir.

1050 ile 1080 cm™ arasinda oksidatif strese bagli olarak DNA da olusan hasari niteleyen bir
tepecik olusur 250 mW uygulamasinda bu tepecik goriilmiistiir. Bu durumda tedavi sirasinda
hiicrelerde oksidatif bir stresin meydana geldigini ortaya ¢ikmaktadir. Bu da tedavi sirasinda
olusan Sliim seklinin oksidatif strese bagli apoptoz oldugunu gostermektedir. 1064 cm’
salimimi ribozdan kaynaklanmaktadir. Hiicre Oliimii ve ortamdaki riboza miktarma bagh
olarak ICG’nin mitokondride toplandigin1 sdyleyebiliriz. Hedefledigimiz oliim seklinin
sonucu olarak ortamdaki RNA miktarinin artmasina bagh olarak olusan banttaki yogunlugun

artis oraninin en yiiksek degerinin 60 dakika (0,202) uygulamasinda oldugu goriilmiistir.
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ICG verildikten 90 dakika sonra yapilan 250 mW giicteki lazer uygulamasinda elde edilen
spektrumunda dokudaki niikleik asit, Amid I-II, lipit ve Amid A-B proteinlerinin
konsantrasyonlarinda diger uygulamalara kiyasla azaldig1 gézlemlenmistir. Uygulamalardan
sonra hiicresel yapmin bozulmast ve hiicre zarmmin kaybolmasi dokudaki lipit
konsantrasyonunda azalmaya neden oldugu soylenebilir. Ayni zamanda protein
konsantrasyonundaki degisiklikler hiicresel proteinlerin denatiire olamaya bagladiginin

gostergesidir.

Dokudaki niikleik asit konsatrasyonun azalmasi DNA’nin par¢alanmasindan kaynaklanabilir,
bu durum ayni zamanda hiicrenin apoptoza girdiginin belirtisi seklinde yorumlanabilir. ICG
verildikten 30 dakika sonra yapilan lazer uygulamasinda elde edilen spektrumlarda dokudaki
niikleik asit, Amid I-II, lipit ve Amid A-B proteinlerinin konsantrasyonlariin beklenenden
yiliksek oldugu gozlemlenmistir. Bunun nedeni 30 dakikalik stirenin ICG’nin tiimér dokuda
birikmesi i¢in yeterli bir zaman periyodu olmamas: olabilir. Kesin yargiya varmak i¢in denek

sayisinin arttirilmasi ve degerlerin tekrar degerlendirilmesi ile miimkiin olabilir.

500 mW 0- 30- 60- 90. dakika uygulamalar1 sonrasindaki FTIR spektrum grafigi sekil 4.5’de
gosterilmistir. 500 ile 4500cm™ araliginda ozellikle farklilik goriilen frekans degerleri
isaretlenmistir. Bu isaretlenen frekans degerlerini degerlendirirsek ilk olarak 1743 cm™ ile
1456 cm’ salmimi arasmndaki oranin azalmasi dokunun tiimér ozellikleri gosterdiginin
belirteci olarak kabul edillir, 500 mW giiciinde 4 farkli uygulama siiresinde bu oran
hesaplandiginda 0. dakika uygulamasinin en diisiikk degere sahip oldugu (0,444) 30. dakika
uygulamasinin (1,280) en yiiksek degere sahip oldugu bulunmustur. 1657/1635 cm™ ve
1553/1540 cm™ oraninin yiiksek olmasi dokunun karsinom fibrosdem oldugunu gosteren bir
deger kabul edilmektedir. 500 mW giiclinde 4 farkli uygulama siiresinde sirasiyla bu oranlar
hesaplandiginda 30 dk uygulamasinin (1,008) en yiiksek degere 90 dk uygulamasinin (0,852)
ile en diisiik degere sahip oldugu bulunmustur. 1553/1540 cm™ oraninda ise en diisiik deger
60 dk uygulmasinda (0,240), en yiiksek deger (0,943) 0 dakika uygulamasinda 6l¢iilmiistiir.
Degerlendirme neticesinde bu band araligindaki frekanslarda 6zellikle O-H salinimindan
meydana gelen tepe yogunluklarinda 30. ve 60.dakikalarda tiimorli dokuya kiyasla azalma

gozlemlenmistir.

1050 ile 1080 cm™ arasinda oksidatif strese bagli olarak DNA da olusan hasari niteleyen bir
tepecik olusur 500 mW uygulamasinda bu tepecik goriilmiistiir. Bu durumda tedavi sirasinda

hiicrelerde oksidatif bir stresin meydana geldigini ortaya ¢ikmaktadir. Bu da tedavi sirasinda
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olusan Sliim seklinin oksidatif strese bagli apoptoz oldugunu gostermektedir. 1064 cm’
salmimi ribozdan kaynaklanmaktadir. Hiicre Oliimii ve ortamdaki riboza miktarma bagh
olarak ICG’nin mitokondride toplandigin1 sdyleyebiliriz. Hedefledigimiz oliim seklinin
sonucu olarak ortamdaki RNA miktarinin artmasina bagh olarak olusan banttaki yogunlugun

artis oraninin en yiiksek degerinin 90 dakika (0,199) uygulamasinda oldugu goriilmiistir.

ICG verildikten 60. dakikadan sonra yapilan 500 mW giicteki tedavi uygulamasinda elde
edilen spektrumda dokudaki niikleik asit ve lipit konsantrasyonlarinda diger uygulamalara
kiyasla azaldig1 gézlemlenmistir. Uygulamalardan sonra hiicresel yapinin bozulmasi ve hiicre
zarinin kaybolmasi dokudaki lipit konsantrasyonunda azalmaya neden oldugu sdylenebilir.
Dokudaki niikleik asit konsatrasyonun azalmasit DNA’nin par¢alanmasindan kaynaklanabilir,

bu durum ayn1 zamanda hiicrenin apoptoza girdiginin belirtisi olabilir (Sekil 4.5).

Lipit, protein ve niikleik asitlere ait bandlara dendogram kiimeleme analizi yapilmistir (Sekil
4.6, 4.7, 4.8). Dendogram analizi degerlendirildiginde nispeten tiimor dokunun azaldiginin
belirteclerini goriildiigii tedavi gruplarinin ayni kiimede yer aldigi tespit edilmistir. Lipit ve
protein bandi i¢in elde edilen sonuglarda; 1.KUME: 250mW 0.dk, 250mW 60. dk ve 500mW
90.dakika. 2.KUME: 250mW 90.dk ve 500mW 30.dakika. 3. KUME: 150mW 0-30-60-90.
dk; 250 mW 30. dk; 500 mWO0. dk; 500 mW 60. Dakikadan olusmaktadir. Niikleik asit
bandinda ise 150 mW 30. dk uygulamas: 1. kiimeye ge¢mistir. FTIR kiimeleme analizi ve
onceki spektrum degerlendirmeleri sonuglarina goére optimal parametreler; 150 mW 30. dk,

250 mW 0. dk, 250 mW 60. dk, ve 500 mW 90 dk uygulamalaridir.

Son analiz metodu olarak histopatoloji yapilmistir. Tedavi siireci bittikten deneklerden
c¢ikarilan tiimor dokusunun patolojik inceleme sonuglar tablo 4.6’da verilmistir. Her bir gii¢
degerindeki 4 akiimiilasyon siiresine bagli olarak tedaviye verilen cevaplar uzman patolog
tarafindan degerlendirilmistir. Her bir grupta incelenen dokunun ¢ap1, apoptoz ve/veya nekroz

cevabi ve Payne&Miller gradlama skoru verilmistir.

150 mW giictindeki 0, 30, 60 ve 90 dk akiimiilasyon gruplarinda Payne Miller skorunun Grad
2 oldugu yani invasiz tiimor hiicresinde minimal azalma ancak hala hiicre yogunlugunun
yiliksek (<%30) oldugu goriilmiistiir. Tedaviye cevap vermemis denilemez ancak kismi bir

cevap alindig1 sdylenebilir.

250 mW giictindeki 0, 30, 60 ve 90 dk akiimiilasyon gruplarinda Payne Miller skorunun

yiikseldigi goriilmiistiir. Ozellikle 60 dk grubunda tiimér dokusunun yerini almis izlenimi
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veren yogun bag doku goriintiisii elde edilmistir ve Grad 5 olmustur. Yani primer timor
bolgesinde invasiv hiicreler tespit edilemedigi sadece makrofaj iceren vaskiiler fibroelastik

stroma goriindiigli durumdur. Tedaviye bu grubun tam yanit verdigi sonucuna varilabilir.

500 mW Ogticiindeki 0, 30, 60 ve 90 dk akiimiilasyon gruplarinda Payne Miller skorunun
tekrar azaldig1 goriilmektedir. Grad 2 nin hakim oldugu yani invasiz tiimor hiicresinde
minimal azalma ancak hala hiicre yogunlugunun yiiksek (<%30) oldugu gorilmistiir.

Tedaviye cevap vermemis denilemez ancak kismi bir cevap alindig1 sdylenebilir.

Histopatolojide en ¢ok oliim apoptoz-nekroz miktari, Payne Miller skoru, FTIR analizinde
yine benzer sekilde tiimor dokunun azalip normal doku miktarinin artmasi ve apoptoz
belirtecleri varligi, makroskopik tiimor capr kiigiilmesi ile ICg’nin tiimor dokuda birikme
akiimiilasyon siiresi tiim analiz yontemlerinde degerlendirildiginde gii¢ degeri olarak 250 mW
ICG akiimiilasyon (birikim siiresi) zamani olarak ta 60 dakikanin en optimal parametre

oldugu sonucuna varilmgtir.

Ana deneyde 250 mW 60 dakika parametresi 8 FDT, 3’er pozitif ve negatif kontrol gruplari
olmak tizere 17 denek fare ilizerinde uygulanmistir. Sonuglar optimizasyon deneylerindeki

ananliz yontemleri ile degerlendirilmistir.

In vivo floresans goriintiileme analiz sonrasi ¢iplak tiimér ile ICG enjeksiyonu yapilip 60 dk.
beklenildikten sonra Ol¢limii yapilan denekler arasindaki farklilik sekil 4.9 ve 4.10°da
verilmistir. Makro tiimor gelisim analizinde ise Kontrol (tiimdr) boyutlar1 4. giiniin sonunda
%40 lara kadar artis gosteritken LAZER ve ICG gruplarinda bu oran yaklasik olarak %20
civarlarinda kalmistir. FDT grubunda ise 4. gilin sonunda tiimdr ¢apinin yaklasik olarak %60
kiigiildiiglinti Olctilmiistiir (Sekil 4.11). Paired sample T test sonucglarina gore ikili gruplar
arasinda (tablo 4.9) ICG-Lazer ¢ifti disinda anlamli farkin gézlenmistir. FTIR spektroskopi
analizinde ise 250 mW 60 dakika ana deney parametresi, timdr doku, ICG almis grup ve
Lazer uygulanmis gruptaki biyomolekiillerin absorbanslarinda meydana gelen degisiklikler
sekil 4.11°de gosterilmistir. Tedavinin etkinligini degerlendirmede bir kriter olraka ele
aldigimiz 1050 ile 1080 cm™ arasinda oksidatif strese bagli olarak DNA da olusan hasart
niteleyen bir tepecigin varlig1 arastirilmustir. Riboz kaynakli 1064 cm™ salimm intensitesi en
cok 250 mW 60 dakikalik uygulamada (0.21235) gozlemlenmistir. Apoptotik hiicre Sliimiiniin
gostergesi olarak kabul edilmektedir. Kontrol gruplarinda ise 1064 cm™ salimmina bagli

intensite ¢ok diisiik seviyelerdedir (Sekil 4.11).
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Dendogram analizinde ise tlimor doku ile ICG almis grubun beraber kiimelendigi sonradan bu
gruba saglikli dokunun eklendigi goriilmektedir. Sonradan eklenme farkliligin temsili olarak
kabul edilmektedir. Diger bir kiimede FDT grubu yer almaktadir. Bu kiimeye Lazer almis

grup eklenmistir. Her 2 kiimenin benzesme oran1 %25 civarinda denilebilir.

Histopatoloji analizinde Payne&Miller gradlama sistemi skorlarindan da tiimor hiicresi
yogunlugunda ve sayisinda FDT grubunda diger gruplara kiyasla yogun bir azalma oldugu
tespit edilmistir. En az cevap veren deneklerdeki skor olan 3/5’iin anlami %30 ile %90
arasinda tiimor hiicresi kaybi1 anlaminda oldugundan FDT grubunda tedaviye yanitin tiim
deneklerde biiyiik oranda elde edildigi sonucu ¢ikarilabilir. Kontrol gruplarinda grad skoru

yaygin olarak 1 bazi deneklerde 2 oldugu goriilmiistiir.

Elde edilen veriler Kontrol, ICG ve LAZER uygulanmis gruplarda herhangi bir tedavi
etkisinin olmadigim1 gostermektedir. FDT uygulamasiin ise tiimor hiicrelerini apopitoza

stirtikledigi ve nekroz olusturmadigi sonucunu vermektedir.

Bulgularimiz ICG'nin yakin kiziltesi 1sikla birlikte kullanildiginda insan meme kanseri
hiicreleri ile meme tiimérii olusturulmus nude fareler iizerinde etkili oldugunu gdstermistir. In

vivo bir ¢aligsma olmasi klinik i¢in 6n veri anlami tagimaktadir.

Lezyona direkt olarak yaklasmak mimkiin oldugu i¢in FDT meme kanserinde
uygulanabilirdir. Literatiirde de bahsedildigi lizere meme kanseri i¢in ilk segenek tedavi
ameliyattir ve bu bu tedavi memenin goriintlisiinde degisikliklere neden olabilmektedir. Bu
nedenle, invaziv olmayan tedavi edici bir prosediir varsa hastalar tarafindan ilk tercih
olmaktadir.

Meme kanserinin birinci basamak tedavisi olarak ICG- FDT hakkinda mevcut yayin olmasa
da FDT’nin diger PS’ler ile uygulandig1 bazi ¢aligmalar lokal FDT'nin lokal tekrarlayan
meme kanserinde veya gogiis duvari rekiirrensinde giivenilir etkileri oldugunu gostermistir
[143-148]. Bu veriler araciliftyla meme kanseri hiicrelerinin FDT ile yok edilebilecegini
varsayabiliriz. Yine, ameliyat sirasinda FDT uygulanabilir ya da mastektomiden sonra niiksii
onlemek i¢in onceki lezyonun yatagina FDT uygulanabilir. Bununla birlikte, insanlara FDT
uygulamak i¢in daha teknik uygulama ve klinik verilere ihtiya¢ oldugunu bu konudaki
caligmalarin sayisinin artmasi gerektigi kanisindayiz.

Sonug olarak, tez ¢aligmasi ile elde edilen sonuglarin literatiire 6zgiin katkilar saglamasinin

yant sira ileride yapilan ¢aligmalara temel teskil edecegi diistiniilmektedir.
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