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METASTATIK PROSTAT KANSERINDE 5-ALA’NIN
FOTODINAMIK TEDAVIDE ANTI-KANSER ETKISININ
BELIiRLENMESI

OZET

Prostat kanseri, Diinya genelinde erkek niifusu arasinda kansere bagli liimlerin ikinci
onde gelen nedenidir. Prostat kanseri, prostat bezindeki hiicrelerin sinyalizasyonunun
bozulmasi sonucunda hiicrelerin kontrolsiiz ¢cogalmasiyla meydana gelmektedir. Primer
prostat kanser hiicreleri ¢cogunlukla androjen yoksunlugu tedavisine duyarlidir. Ancak,
prostat kanserinin ileri evrelerinde hastalarin cogunda metastaz gelismektedir. Mevcut
tedavi secenekleri arasinda yer alan cerrahi miidahale, radyoterapi, kemoterapi ve hormon
tedavisi prostat kanserinde sinirli etkiye sahiptir. Bu nedenle, metastatik prostat kanseri
tedavisi icin alternatif tedavi se¢eneklerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Fotodinamik tedavi (FDT) halihazirda malign kanser tiirlerinde alternatif tedavi
segeneklerinden biri olarak dikkat gekmektedir.

FDT’de, dokuda akiimiile olabilen fotosensitizer (FS) adi1 verilen 1s18a duyarli ajana, FS’1
uyarabilecek belirli dalga boyunda 151k kaynagina ve ortamda oksijen varligina ihtiyag
duyulmaktadir. Bu ii¢ komponentden her birinin tek basina zarari bulunmazken uygun
kombinasyonlarla ve kosullarda bir araya geldiklerinde reaktif oksijen tiirleri (ROS)
olusturarak kanser hiicrelerinde hiicre 6liimiine yol agmaktadir.

Bu c¢alismada PC-3 metastatik prostat kanseri hiicrelerinde, 1s18a duyarli ajan olarak
kullanilan 5-Aminolevulinik asid (5-ALA) temelli FDT’nin anti-kanser etkisinin
belirlenmesi amaclanmistir. 5-ALA’nin dozu, lazer enerji yogunlugu, hedef dokuda
birikme siiresi parametreleri arastirilarak, PC-3 hiicrelerinde en etkin FDT protokolii
belirlenmistir. Bu kapsamda, 5-ALA/FDT’nin sitotoksik etkisi WST-1 analizi ile
belirlenmis olup, Annexin V ve akridin oranj / etidyum bromiir boyamasi hiicrelerde
neden oldugu apoptotik etki analiz edilmistir. Yapilan optimizasyon c¢alismalari
sonucunda 1 mM 5-ALA’nm 4 saat boyunca inkiibe edilmesi ve 60 J/cm? lazer enerji
yogunlugunda gerceklestirilen FDT sonrasinda en i1yi sonucu veren parametreler olarak
belirlenmistir. Bu parametreler ile ana ¢aligmaya gecilmis ve yapilan analizler sonucunda
60 J/cm? enerji ile uyarilmis FDT grubundaki hiicrelerin %32,20’i erken apoptotik ve
%3,50’1 ge¢ apoptotik olarak belirlenmistir.

Sonug olarak, 5-ALA temelli FDT nin PC-3 hiicrelerinde %32 oraninda apoptoza neden
oldugu ilk kez in vitro bir ¢caligsma ile belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Prostat Kanseri, Fotodinamik Tedavi, 5-ALA, Lazer Isik



DETERMINATION OF THE ANTI-CANCER EFFECT OF 5-ALA
INPHOTODYNAMIC THERAPY IN METASTATIC PROSTATE
CANCER

SUMMARY

Prostate cancer is the second most common cause of cancer-related death among men
worldwide. Prostate cancer is characterized by excessive cell growth induced by a
breakdown in cell signaling in the prostate gland. Primary prostate cancer cells are mostly
sensitive to androgen deprivation therapy. However, in the advanced stages of prostate
cancer, most patients develop metastases. Surgical intervention, radiotherapy,
chemotherapy and hormone therapy, which are among the current treatment options, have
limited effects in prostate cancer. As a result, there is a need for innovative therapeutic
options for metastatic prostate cancer.

Photodynamic therapy (PDT) is currently attracting attention as one of the alternative
treatment options in malignant cancer types.

In PDT, a photosensitive agent called photosensitizer (FS) that can accumulate in the
tissue, a light source of a certain wavelength that can stimulate FS, and the presence of
oxygen in the environment are needed. While each of these three components is harmless
on its own, when combined with appropriate combinations, it creates reactive oxygen
species (ROS) and causes cell death in cancer cells.

The goal of this study was to see if 5-Aminolevulinic acid (5-ALA)-based PDT, which is
utilized as a photosensitive agent in PC-3 metastatic prostate cancer cells, had an anti-
cancer impact. The most effective PDT protocol in PC-3 cells was determined by
investigating the parameters of 5-ALA dose, laser energy density, and accumulation time
in the target tissue. In this context, WST-1 analysis was conducted to analyze the
cytotoxic effect of 5-ALA/FDT, and Annexin V and acridine orange / ethidium bromide
staining procedures were used to determine its apoptotic effect on cells. Following the
optimization tests, the parameters that gave the best outcomes after PDT were identified
to be 1 mM 5-ALA incubation for 4 hours and 60 J/cm2 laser energy density. The main
investigation was started with these parameters, and the analysis revealed that 32.20% of
the cells in the FDT group stimulated with 60 J/cm2 energy were determined as early
apoptotic and 3.50% as late apoptotic.

In conclusion, it was revealed for the first time in an in vitro investigation that 5-ALA-
based FDT causes 32% apoptosis in PC-3 cells.

Keywords: Prostate Cancer, Photodynamic Therapy, 5-ALA, Laser Light



BOLUM 1. GIRIS

Prostat kanseri diinya genelinde erkek niifusu i¢in en 6nemli saglik sorunlarindan biridir.
Avrupa'nin en sik goriilen solid tiimorii olarak prostat kanseri, akciger kanseri ve
kolorektal kanseri geride birakmaktadir. Bununla birlikte prostat kanseri erkeklerde en
yaygin ikinci 0lim sebebi olarak goriilmektedir [1]. T.C. Saglik Bakanligi Kanser
Istatistikleri verilerine gore prostat kanseri, akciger kanserinden sonra erkeklerde en sik

rastlanan kanser tiiriidiir [2].

Prostat kanserinin erkeklerde goriilme siklig1 etnik popiilasyonlar ve iilkeler arasinda
biiyiik farklilik gostermektedir. Bu farkliliklara genetik yatkinlik, irksal ozellikler,
beslenme, sigara kullanimi, yas gibi faktorlerin kombinasyonu sebep olmaktadir [3].
Prostat kanserinin goriilme siklig1 yas arttik¢a artmaktadir. Kanserin goriilme siklig1 ve
6liim oran1 50 yasindan sonra biiylik oranda artirmaktadir [4].

Oncelikle cerrahi, radyasyon tedavisi ve proton 151 tedavisi prostat kanserinin giincel
tedavi yontemlerindendir. Bu yontemlere ek olarak kemoterapi, hormonal tedavi,
kriyocerrahi tercih edilen tedavi secenekleri arasinda yer almaktadir. Ancak bu tedavi
yontemlerinin ~ hastanin  yasam  kalitesini  etkileyen Onemli yan etkileri
gozlemlenebilmektedir. Bu nedenle prostat kanserinin tedavisinde alternatif yontem
arayis1 stirmektedir [5]. Bu yontemlerden birisi Fotodinamik Tedavidir. FDT lokalize
solid tiimdrlerin tedavisinde kullanilan minimal invaziv ya da invaziv olmayan bir tedavi
yontemidir. Fotodinamik tedavi uygulamasinda, belirli bir dalga boyunda 1s18a maruz
birakilarak etkinlestirilen fotosentizere (FS) ve ortamda oksijen varligina ihtiyag
duyulmaktadir. Tipik silireg lokal veya topikal olarak enjekte edilen FS alimi ile
baslamaktadir. Kanserli hiicrelerde FS konsantrasyonu saglikli hiicrelere gore maksimum
seviyeye ulastiginda 11k uygulamasi gergeklestirilmektedir [6]. FS’1n verilmesi ile 151k
uygulanmasi1 arasindaki stlireye ilag-151k araligt denmektedir. Optimum ilag-151k
araliklarinin ¢ogunlukla tiimor ve normal doku arasinda maksimum farkliligin oldugu

zamanlar oldugu varsayilmaktadir. Ancak optimum ilag-1s1k araligi hastadan hastaya



veya lezyondan lezyona farklilik gdstermektedir. Optimum ilag-1s51k araliginin
tamamlanmasinin ardindan FS belirli dalga boyundaki 1sikla uyarilarak hedef dokuda
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) a¢iga ¢ikmasi beklenmektedir [7]. ROS ortaya ¢ikmasi
ile kanserli hiicrenin hasar gérmesi sonucunda hiicre apoptoz, nekroz veya otofajiye
stiriklenmektedir. FDT’de ayrica kanser hiicrelerini besleyen kan damarlarinin duvar
biitiinliigli bozularak doku iskemisine yol agmaktadir. Bylece hem ilgili neovaskiilatiirde

hem de yakindaki kanser hiicrelerinde nekroz veya apoptoz beklenmektedir [8].

FDT’de oncelikli olarak tercih edilen 1sik kaynaklari, lazerler, 11k yayan diyotlar
(LED’ler) ve lambalardir. Isik kaynaginin se¢imi, hedef konumuna, kullanilacak FS’a ve
iletilecek 151k dozuna baglidir. Ayrica dokunun optik 6zelligi de tedavi 1s181n1n dagilimin

etkilemektedir [9].

Lazer kaynaklariin ortaya ¢ikisi sayesinde, sayisiz uygulama i¢in koherent 151k kullanimi
mimkiin olmustur. Fazlar arasindaki sabit iliskiyi temsil eden lazer 151k kaynaklarinin
koherent 6zelligi ve esit frekansh (tek renkli) olmasi rastgele veya degisen faz iliskisine
sahip LED ve lambara gore daha etkin FDT uygulamasinin gerceklestirilebilecegi
gostermektedir. Koherent 151k kaynaklarimin bir diger avantajlari, monokromatiklikleri
(belirli FS i¢in dar bantlara hedeflenebilir), yiiksek giigleri ve fiberoptik donanim
saglamasidir [10].

Geleneksel tedavilerle (cerrahi, radyasyon ve kemoterapi) karsilastirildiginda, FDT nin
lokal olarak uygulanabilmesi, diisiik toksisite, ihmal edilebilir sistemik etkiler, ila¢ direng
yollarinin inhibasyonu, immiinolojik yanitlarin aktivasyonu ve organ fonksiyonlarini

koruyucu etkileri gibi avantajlart vardir [11].

Bu c¢aligmanin amaci, giinlimiizde diinya genelinde erkekler arasinda sik¢a goriilen
prostat kanseri tedavisine yonelik olarak, 1s18a duyarli 5-Aminolevulinik asitin FDT de
etkinliginin belirlenmesidir. Bu kapsamda PC-3 metastatik kastrasyon direncli prostat
kanseri hiicrelerinde 5-ALA’nin 685 nm de 151ma yapan bir lazer cihazi kullanilarak FDT
parametrelerinin (1518a duyarli ajanin dozu, inkiibasyon siiresi, 1gitma siiresi, 1s1tma
yogunlugu, akiimiilasyon siiresi) in vitro belirlenmesi ve hiicrelerde neden oldugu 6liimiin

aydinlatilmas1 amaclanmaktadir.



BOLUM 2. GENEL BILGILER

2.1. Prostat Kanseri

Prostat kanseri, prostat bezinin hiicrelerinde sinyal iletiminin bozulmasi sonucu
hiicrelerin kontrolsiiz sekilde cogalmasindan kaynaklanir. Prostat kanseri prevalansinin
diinya genelinde erkekler arasinda yasla birlikte arttig1 bilinmektedir. Bununla birlikte,
hemen hemen tiim prostat kanseri tiirleri adenokarsinomdur ve prostat bezindeki prostat
stvist lireten hiicrelerden kaynaklanir. Prostat bezi erkek tlireme sisteminin en 6nemli
aksesuar bezi olmasiyla beraber erkek iiretrasinin ilk boliimiinii olusturan organdir.
Eriskin erkeklerde prostat bezi 3 cm yiiksekliginde, 4 cm genisliginde ve 2 cm

kalinliginda olup yaklasik 18-20 gr agirligindadir [12].

2.1.1. Prostat kanseri epimiyolojisi ve epidiyolojisi

Prostat kanseri, epidemiyolojisi bircok caligmanin konusu olmakla beraber klinik
heterojenligi nedeniyle oldukca karmagiktir [13]. Prostat kanserinin goriilme sikliginin
yasa bagl olarak artmasinin yani sira cografi bolgeler ve iilkeler de kanserin insidansini
ve mortalitesini etkileyen faktorler arasinda yer almaktadir. 2018 prostat kanserinin
insidansinin Asya {ilkelerinde en diisiikk, Yeni Zellanda, Kuzey Amerika ve Bati
Avrupa’da en yiiksek oldugu Sekil 2.1°de goriilmektedir [14]. Ulkeler arasindaki bu
farkliliklarin nedeni tam olarak bilinmemekle beraber 1990°larin basinda PSA (Prostata
0zgii antijen) testinin artan bulunabilirligi oldugu disiiniilmektedir. PSA testi ile
hastaligin  teshisi kolaylasmis ve bu sayede hastaligin insidansinda artiglar
gozlemlenmistir [15]. PSA, prostat bezi tarafindan tiretildigi bilinen bir proteindir. Biiyiik
Olclide sperm sivisi igerisine salinan bu proteinin ¢ok kiiciik bir kism1 kan dolagimina
sizmaktadir. Kanserli hiicreler tarafindan tretilen PSA seviyesinin saglikli hiicrelere

kiyasla daha fazla olmasi1 kandaki PSA seviyesinin artmasina neden olmaktadir. PSA



testi, kandaki bu degisimleri tespit ederek prostat kanseri olgularmnin erken evrede

saptanmasina olanak saglamaktadir [16] [17].
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Sekil 2.1: 2018 y1l1 Diinya’da prostat kanserinin insidans1 ve mortalitesi [18].

Tiirkiye’de ilk insidans ¢aligmasi 1995-1996 yillar1 arasinda Izmir’de yapilmigtir. Bu

caligmada prostat kanseri, erkekler arasinda en yaygin 5. kanser tiirli olarak belirlenmistir.

1995-1996 yillarinda prostat kanserinin insidanst 9.1/100.000 olarak tespit edilmistir

[18]. 2008-2009 yillar1 arasinda Uroolonkoloji Dernegi tarafindan 6693 hasta verisi

kullanilarak Tiirkiye’nin cesitli illerinde gerceklestirilen epidemolojik caligmada ise

toplam prostat kanseri insidanst 35/100.000 olarak belirlenmistir. Ayn1 zamanda bu

calismada akciger kanserinden sonra 2.sirada yer alan kanser tiirliniin prostat kanseri

oldugu tespit edilmistir [19]. Saglik Bakanligi tarafindan 2016 yilinda yayinlanan Saglik

[statistikleri verilerine gore ise, Tiirkiye’de erkeklerde en sik goriilen kanser tiirlerinin

tiim yas gruplarindaki yiizde dagilimlarinda prostat kanseri ikinci en sik goriilen kanser

tiri olmustur (Sekil 2.2) [20].
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Sekil 2.2: Tiim yag grubundaki erkeklerde en sik goriilen kanserlerin bu grup i¢indeki yiizde dagilimlar
[20].
Prostat kanserinin etiyolojisi ile ilgili yapilan bir¢cok calismaya ragmen hastaligin kesin
nedeni hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Ancak prostat kanserinin epidemiyolojisi g6z
oniine alindiginda, hastaligin goriillmesinde hem dig faktorlerin hem de genetik faktorlerin
rol oynadig1 diisiintilmektedir. En iyi bilinen risk faktorleri arasinda ileri yas, etnik kdken,
genetik faktorler ve aile gecmisi yer almaktadir. Prostat kanseriyle pozitif olarak iligkili

diger risk faktorleri arasinda diyet, sigara ve alkol kullanim1 yer almaktadir [20].

e Yas: Prostat kanseri yas ilerledik¢e erkeklerde en sik goriilen malignitedir.
Ozellikle 50 yasin iizerindeki erkeklerde riskin daha yiiksek oldugu gdzlenmistir
[21]. Yapilan c¢alismalarda 40 yasimin altindaki erkeklerde prostat kanserinin
goriilme siklig1 1/10.000 iken 40 yas ve lizerindeki erkeklerde bu oran 1/38’e, 60
yas ve lizerinde ise 1/15°e kadar artig géstermektedir [22].

e Etnik Koken: Prostat kanseri irk gruplari arasinda dikkate deger dl¢ilide orantisiz
bir dagilima sahiptir. Bu nedenle farkl irk gruplari arasinda yapilan ¢alismalarin
sonucunda Afrika kokenli Amerikalilarin prostat kanserine yakalanma oranlar
Avrupa kokenli bireylere gore iki kat daha fazla belirtilmistir. Bununla birlikte
Asyali erkeklerde ise bu kanserin goriilme sikliginin en diistik diizeyde oldugu
belirlenmistir [23]. Ancak Asya kokenli Amerikali bireylerin yerli Asyalilara
kiyasla prostat kanseri insidansi belirgin sekilde artmaktadir. Bu da bat1 yemek
kiiltiiriiniin 6n planda oldugu yerlerde yasayan bireylerin prostat kanserine
yakalanma olasiliklarinin arttigin1 gostermektedir. Bu durum prostat kanseri

insidansinda diyetin de 6nemli bir rolii oldugunun gostergesidir [24].



e Diyet: Bati diyetinin en belirgin 6zelliklerinden biri yiiksek miktarda yag alimidir.
Uzun yillardir yapilan c¢alismalar kisi basina diisen yag miktar1 ile prostat
kanserinin iliskili oldugunu gostermektedir [25]. Yiiksek seviyelerde yag orani
barindiran Bati diyeti daha fazla androjen ve Ostrojen iiretimini tetiklerken
vejeteryan ve Asya diyetleri diisiik yag orani ve yiiksek lif bulundurdugundan bu
hormon seviyeleri dolasimda daha diisiik seviyelerdedir. Son zamanlarda
epidemiyolojik caligmalarda omega-3 yoniinden zengin ve potansiyel olarak
timdr engelleyici yagli balik tiikketimin prostat kanseri riskini azalttigini
belirlenmistir [26]. Ayrica %80’1 domatesten karsilanabilecek olan Likopen’in
prostat kanseri riskini %21 oranin azalttig1 belirtilmektedir [27]. Diger yandan,
alkol tiiketimi ile prostat kanseri riski arasindaki iliski i¢in yapilan bir dizi
calismada giiclii bir kanit bulunamamasina karsin sigara kullanimi1 prostat kanseri
riskini %24 ila %30 oraninda arttig1 belirtilmektedir [28, 29].

e Genetik Faktor ve Aile Ge¢misi: Prostat kanserinin goriilme sikliginda ailesel
geemis ve genetik faktorlerin biiyiik rolii oldugu bilinmektedir. Birinci dereceden
akrabaya sahip bireylerde prostat kanserine yakalanma riskinin iki ila ii¢ kat arttig
belirtilirken, li¢ veya daha fazla prostat kanseri Oykiisii olan birinci derece
akrabaya sahip bireylerde bu oranin 11 kata kadar ¢ikmaktadir [30, 31]. Ayrica
genetik faktoriin prostat kanseri olusumunda %42 civarinda rol oynadig: ifade
edilmektedir [32].

2.1.2. Prostat kanserinin tedavisi

Prostat kanseri tedavi se¢imi hastalarin hangi risk grubunda olduguna, hastaligin ilerleme
hizina ve PSA diizeyine bagli olarak belirlenmelidir. Tedavi planlamasinda dikkate
alinmasi gereken diger unsurlar ise hastanin yasi ve genel saglik durumudur. Prostat
kanseri hastalarinin tedavisinde farkli yontemler klinikte kullanilmaktadir. Ancak
uygulanacak tedavilerin her birinin kendine 6zgii olumlu ve olumsuz yonleri
bulunmaktadir [33]. Siklikla kullanilan tedavi yontemleri arasinda gézlem altinda tutma,

cerrahi yontemler, hormon tedavisi, radyoterapi ve kemoterapi yer almaktadir.

Gozlem altinda tutma yontemi, tekrar biyopsilerle birlikte PSA seviyelinin yakindan

izlenmesi esasina dayanir. Test sonuglarinda degisiklik olmadik¢a herhangi bir tedavi



uygulanmadan hastanin durumu izlenmektedir. Ozellikle belli bir yasin iistiindeki hastalar
i¢in tedavinin faydalarindan ¢ok olasi yan etkileri dikkate alindiginda gbézlem altinda
tutma yontemi Onerilebilir. Fakat bu yontem ileri evre prostat kanseri hastalari igin

yetersiz kalmaktadir [34].

2.1.2.1. Cerrahi yontemler

Cerrahi yontemler, kanserin prostat bezi disina yayildig1 diisiiniilmiiyorsa ve kanser erken
evrelerde ise sik kullanilan bir tedavi yontemidir. Prostat kanserini i¢in 6ncelikli ameliyat
tirii radikal prostatektomidir [35]. Radikal prostatektomi uzun yillardir hastaligin
tedavisinde kullanilan standart yontemlerden bir tanesidir. Radikal prostatektomi prostati
cevreleyen dokuyu ve seminal vezikiilleri iceren ¢evre dokunun alinmasidir. Ancak,
timor ¢evre dokulara sigramigsa veya uzak metastazlar varsa radikal prostatektomi uygun
bir tedavi yontemi olmaktan ¢ikmaktadir [36]. Bu yontem acik radikal prostatektomi,
radikal laparoskopik prostatetoktemi ve robotik prostatetoktemi olarak uygulanmaktadir.
Radikal prostatektomi cerrahi bir yontem oldugu i¢in alternatif tedavi yOntemlerine
kiyasla iyilesme siiresi daha uzundur [37]. Ayrica, radikal prostatektomi ameliyatindan
sonra hastalarda erektil disfonksiyon, idrar kacirma ve kasik fitig1 riskinde artis goriilmesi
de diger dezavantajlarindandir [38]. Fakat bu tiir ameliyatlarin ¢ogu artik robotik veya
laparoskopik  olarak  yapilmaktadir. Bununla birlikte, laparoskopik radikal
prostatektominin dnemli bir dezavantaji yalmizca iki boyutlu bir perspektif sagliyor
olmasidir [39]. Ayrica laparoskopik radikal prostatektomide damar yaralanmalari, iireter

veya mesane yaralanmalariyla da kars1 karstya kalinmaktadir [40].

Amerika, Avrupa, Japonya, Mogolistan da dahil olmak iizere Orta Asya'min bazi
kisimlarinda ve Kuzey Afrika ve Orta Dogu'da ve 6zellikle Misir HSK’nin 6nde gelen

nedenleri arasinda yer almaktadir [24,27].
2.1.2.2. Radyoterapi
Radyoterapi (151n tedavisi) saglikli dokunun minimum diizeyde hasar gormesini

hedefleyerek, kanser hiicrelerini 6ldiirmeyi veya boliiniip cogalmasini engellemek

amaciyla kullanilan lokal tedavi yontemidir. Prostat kanseri tedavisinde siklikla



kullanilan radyasyon tedavisinde temel amag¢ daha az komsu doku hasari ile hedef dokuda
maksimum radyasyon dozuna ulagmaktir [41]. Ancak, prostat pelvis i¢cinde hareketli
oldugundan geleneksel radyasyon tedavisi hedefin yetersiz dozlanmasma ve g¢evre
dokularda hasara yol agmaktadir. Bu sebeple, tedavinin daha etkili ger¢eklestirilebilmesi
icin eksternal radyoterapi ve brakiterapi teknikleri gelistirilmistir. Eksternal
radyoterapide hastaya dis kaynakli radyasyon verilmektedir [42]. Eksternal radyoterapi,
tedavi sonrasinda ortaya ¢ikabilecek yan yetkileri en aza indirmek igin ¢evre dokularin
maruziyetini azaltmayr ve tiimor dokusuna daha yiiksek dozajlarin verilmesini
amaglamaktadir [43]. Ancak, eksternal radyoterapi tedavisinden kaynakli
komplikasyonlarda mevcuttur. Baslica, uygulanan radyasyonun mesane ve bagirsakta
olusturdugu yan etkiler, artan hematiiri riski, erektil disfonksiyon bu komplikasyonlar
arasinda yer almaktadir [44]. Brakiterapi, kiiclik radyoaktif ¢ekirdeklerin cerrahi olarak
prostat dokusuna yerlestirilmesi ile gerceklestirilen bagka bir radyasyon terapi seklidir.
Bu tedavi yontemi uygulama sekli olarak ikiye ayrilmaktadir. Bunlar kalic1 brakiterapi ve
gecici brakiterapidir. Kalici brakiterapi de radyoaktif kaynak tiimoriin i¢ine veya yakinina
yerlestirilirken gegici brakiterapide radyoaktif kaynak uygulanacak doz seviyesine
erisildikten sonra viicuttan ¢ikarilmaktadir [45]. Ancak bu tedavi esnasinda uygulanan

ylksek doz etkisiyle iiriner sistemde yanma hissi ve rektal problemler goriilmektedir [46].

2.1.2.3. Hormon tedavisi

Hormon tedavisi, metastatik prostat kanseri olan hastalarda neredeyse evrensel olarak ilk
tedavi segenegi olarak goriilmektedir [47]. Prostat kanseri hiicreleri ¢ogalmak igin
androjene ihtiya¢ duymaktadir. Bu nedenle kandaki androjen seviyesinin azaltilmas1 veya
hormonun hiicrelere etkisinin engellenmesi hormon tedavisinin temelini olusturmaktadir
[48]. Ancak, ¢ogu hasta bu tedavi sonrasinda kanser hiicreleri androjen yokluguna
direngli hale gelerek daha agresif kastrasyon direncli hale gelmektedir. Bununla birlikte,
hormon tedavisinin belirgin yan etkileri de mevcuttur. Baslica goriilen yan etkiler, cinsel
isteksizlik, iktidarsiz, meme dokusunda biiyiime, anemi, osteoporoz (kemik incelmesi) ve
ylksek kolesterol olarak karsimiza ¢ikmaktadir [49]. Ayrica uzun siireli hormon tedavisi

hastalarda kardiyovaskiiler hastaliklarin ortaya ¢ikmasini tetikleyebilmektedir [50].



2.1.2.4. Kemoterapi

Katrasyon direngli prostat kanseri (CRPC), androjen seviyesinin azaltilmasi ve/veya
durdurulmasi ragmen, PSA seviyesinde siirekli artisin ve yeni metastazlarin ortaya ¢iktigi
bir metastatik prostat kanser tipi olarak tanimlanmaktadir. Prostat kanserinin bu evresi
cok siddetli semptomlara sebep oldugundan, tedavi yontemlerinin belirlenmesi ve
tedavinin etkinligi agisindan oldukca zorlu bir asama oldugu kabul edilmektedir. Hormon
tedavisi sonrasi hastalarda katrasyon direngli prostat kanseri gelisimi kemoterapi
yaklagimlarini giindeme getirmektedir [51, 52]. Son yillarda gergeklestirilen pek ¢ok
calismada gelistirilen kemoterapi ilaglari, kemoterapinin prostat kanseri tedavisinde
etkinliginin arttigin1 gdstermektedir [53]. Ozellikle ilerlemis evrelerde ve metastatik
prostat kanserinde daha uzun sagkalim, agr1 ve diger kanser semptomlarinda azalmaya
sebep oldugu belirlenmistir. Kemoterapi, hormon tedavisine direngli olan hastalarda veya
hormonal tedavi esnasinda ilerleme gosteren hastalarda dnemli faydalar saglamaktadir
[54]. Ancak, kemoterapi ajanlarinin aktivite mekanizmalarinin kansere 6zgii olmayisi
ciddi yan etkileri de beraberinde getirmektedir. Ozellikle hizli proliferasyon gerektiren
dokularin, kemoterapdtik ajanlarin sitotoksik etkilerine karsi daha hassas olmasi ve
hastaya 0zgii faktorler de kemoterapinin neden oldugu yan etkilerin artmasina sebep
olmaktadir. Bu kapsamda prostat kanserinin tedavisinde yenilikg¢i terapotik yaklasimlara

ithtiyag bulunmaktadir [55].

2.2. Fotodinamik Tedavi

Fotodinamik tedavi (FDT), molekiiler oksijenin ve hedef doku tarafindan secici
olarak hiicre i¢ine alinan 1518a duyarli maddelerin varliginda 151k aktivasyonunu
icermektektedir [56]. Isik, Antik Misir, Hindistan ve Cin'de binlerce yi1l 6ncesinde
sedef hastaligi, vitiligo ve cilt kanser gibi ¢esitli cilt hastaliklarinin yani sira ragitizm
ve hatta psikoz tedavisinde de kullanilan bir tedavi yontemidir. Buna ragmen, giines
15181 t1bbi bir tedavi yontemi olarak 18. yiizyila kadar yaygin olarak kullanilmamaistir.
18. ve 19. ylizyillarda ise Fransa ‘da tiiberkiiloz, rasitizm, iskorbiit, romatizma, felg,

gibi ¢esitli rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmigtir [57].



FDT, fotokimya, fotofizik, fotobiyoloji iceren bir fototerapi seklidir [58]. ABD Gida
ve Ilac idaresi (FDA) tarafindan klinik olarak onaylanan FDT, neoplastik ve malign
(koti  huylu tiimor) olmayan hastaliklar1 tedavi etmekte en etkili tedavi

seceneklerinden birisi haline gelmistir [59].

Fototerapi bir Danimarkali1 Doktor Niels Finsen tarafindan 19.yiizyilin sonlarinda bir
bilim haline getirilmistir. Finsen, 151k iizerinde deneyler yaparak 1893'te ¢igek
hastaliginin kirmizi 1sikla tedavisinde, piistiillerin iltihaplanmasinin 6nlenebilecegini
kesfetmistir. Daha sonra aktinik 1sinlarin giines 15181nin bakterisidal 6zelliginden
sorumlu oldugunu bularak lupus vulgaris'in (deri tiiberkiilozu) ultraviyole 1sinlari ile
tedavi edilmesi i¢in bir yontem gelistirmesini saglamistir. 1903'te ¢aligmalar1 Nobel

odiiliine layik bulunmustur [60].

Isigin ve kimyasallarin etkilesimi ile uyarilmis hiicre oliimi kavrami 100 yildir
bilinmektedir. Bu ilk olarak Miinih'te Profesor Herman von Tappeiner ile ¢alisan
Oscar Raab tarafindan bildirilmistir. Bir tip 6grencisi olan Oscar Raab, floresan
boyalarin belirli dalga boylarinda yogun 1s1§a maruz kalmasiyla mikroorganizmalar

i¢in 6ldiiriicii olabildigini kesfetmistir [61].

1913 yilinin baglarina gelindiginde FDT de en ¢ok kullanilacak olan porfrin Friedrick
Meyer- Betz tarafindan kullanilmaya baglamistir. Samual Schwart, 1955 yilinda iki
kat daha toksik etkiye sahip olan haematoporfirinin derivati (HpD) iiretmistir.
Diamond ve ark. HpD’nin ilk terapdtik etkisinin olabilecegine dair in vitro ve in vivo
caligmalar1 yapmistir. Bu calismay1 takiben, Dougherty HpD’nin cilt kanseri
tedavisinde etkili oldugunu 1980 yilinda kesfetmistir. 1987 yilinda ise ilk defa
FDT’de fotoduyarli madde olarak kullanilan Photofrind (Porfimer Sodyum) FDA
tarafindan onaylanmistir. Giinlimiizde ise FDA onay1 almis c¢esitli fotoduyarl
maddeler bulunmaktadir [62]. Sekil 2.3’te 1900-1999 yillar1 arasinda FDT’nin

gelisim stirecini belirten ¢izelge bulunmaktadir.
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Sekil 2.3: FDT’in 1900-1999 yillar arasindaki tarihgesi [62].

2.2.1.FDT etki mekanizmasi

FDT, fotosensitizor (FS) adi verilen fotoduyarli bir ajan varliginda, belirli dalga
boyunda 1sik uygulamasiyla reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumunu ve hedef
hiicrelerin canliliginin son bulmasini saglayan bir tedavi yontemidir [63]. Sekil 2.4

‘te FDT in aksiyon mekanizmasi ayrintili olarak aciklanmaistir.

FDT’nin temel prensibi, bir dizi reaksiyon sonucu ortaya ¢ikan “6ldiirme etkisidir”.
Oldiirme etkisinin meydana gelebilmesi icin FS, oksijen ve 1sik gereken 3
komponenttir. Bu ii¢ komponentin tek basina zarar1 bulunmazken uygun kosullarda
bir araya getirildiklerinde singlet oksijen ve ROS olusturarak hiicre zarinda ve/veya

organellerde zarara neden olmaktadir [64, 65].

Belirli bir dalga boyunda ve uygun dozda 1s1k uygulamasi ile FS varliginda
gerceklesen birtakim fotokimyasal reaksiyonlar sonucunda ortaya c¢ikan toksik
iirlinler, hedef dokuda oksidatif hasar olusturarak hiicre 6liimii gerceklestirmektedir.
ROS niikleik asitler, lipitler gibi biyolojik hedeflerin oksidasyonuna neden olarak,

hiicrelerde apoptoz, nekroz veya otofajiye neden olmaktadir [66].
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FDT’nin kalbinde yer alan 1s1ik emilimi ve enerji transferinin ilk adimi 1s1k
kaynagindan gelen foton enerjisinin FS tarafindan absorbe edilmesi ile
baslamaktadir. FS’ler, en diisiik enerji seviyesinde stabil bir elektronik
konfigiirasyona sahiptirler. Hedef bdlgeye uygulanan 1siga duyarli ilacin 151k
enerjisine maruz birakilmasinin ardindan bir takim enerji dagilimlarina ugrayarak

bunun sonucunda enerji seviyesini yiikseltmektedir [65].

Istk @
. Yiksek reaktiviteye sahip
\ ; tokil oksijen

ve

+ serbest radikaller
Hedef hicre
N 8lama
Hedef hilcre

Sekil 2.4: FDT’nin etki mekanizmasi. Hedef dokuya FS uygulanir (1) ve 1s1k FS tarafindan absorbe
edilir (2) FS disiik enerjili singlet durumundan uyarilmis duruma geger (3). FS, sistemler arasi
gecis olarak bilinen 1g1iktan aldig1 enerjiyi molekiiler oksijene transfer eder ve boylece (4) yiiksek
reaktiviteye sahip tekil oksijen ve serbest radikaller meydana gelir. (5) Bunun sonunda hedef hiicre
olimii gergeklesir. (6) [67].

FDT’de fotooksidasyon mekanizmasi, 151k ile aktif hale getirilen FS’1n temel ener;ji
seviyesinden (FS), birinci enerji (uyarilmis singlet) seviyesine (!FS*) ge¢mesiyle
baslar. FS sistemler arasi gecis yaparak daha kararli bir hal olan ti¢lii enerji (triplet)
seviyesine (’FS*) geger. Uyarilmus triplet haldeki FS, enerjisini hiicre zar1, molekiil
gibi bir substrata transfer edip yeniden temel enerji seviyesine donebilmektedir.
Boylece yeni bir foton absorblamak i¢in hazir hale gelmis olur. FDT de gerceklesen
iki tip reaksiyon bulunmaktadir. Bu reaksiyonlardan birisi olan Tip 1 reaksiyonunda,
FS bir substrat ile dogrudan reaksiyona girerek serbest radikaller olusturmaktadir. Bu
reaksiyon sonucunda reaktif serbest radikaller, peroksit ve siliperoksit gibi serbest
radikaller olugsmaktadir. FDT de gergeklesen bir diger reaksiyon Tip 2 reaksiyonudur.
Tip 2 reaksiyonunda FS fii¢lii enerji seviyesine ulastiktan sonra temel enerji

seviyesine donebilmek i¢in enerjisini molekiiler oksijene transfer eder ve oldukca
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reaktif olan singlet oksijen (*O2) meydana gelir. Sekil 2.5°te FS’lerin fotokimyasal

reaksiyon tipleri ayrintili olarak agiklanmistir.

Tip 1 reaksiyonu sonucu olusan radikaller biyolojik sistemlerde tek basina oksidatif
hasar olusturamamaktadir. Ancak, Tip 2 reaksiyonu sonucu ortaya ¢ikan singlet
oksijen birgok biyolojik yapida hiicre tahribati gergeklestirmektedir. Bununla
birlikte, hem Tip 1 reaksiyonun hem de Tip 2 reaksiyonunun gerceklesmesi icin

ortamda yeterli miktarda oksijen bulunmasi gerekmektedir [66, 67, 68].

Tip |

Uyariimig 22
Tekil Durum ReakSlYOn
(Supe eroksit .
gib sijen
@ E— @ Hedef Hiicre

Uyarilmig Olimii
Isik Uglii Durum

' Tip Il
Reaksiyon
@ e

Diisiik Enerji
Seviyesine Sahip
Tekil Durum

Sekil.2.5: FDT’de Tipl ve Tip 2 reaksiyonlarinin sematik gosterimi [69].

2.2.2. FDT’de fotoduyarh maddeler

FDT i¢in en 6nemli unsurlardan birisi belirli dalga boyunda 1s1ik ile aktiflesen
FS’lerin varhigidir. FS molekiilleri, yapisal olarak temel halde, zit yonde 2 elektrona
sahiptir. Uygun absorbsiyon, bu elektronlardan birinin daha yiiksek enerjili bir
yoOriingeye uyarilmasina sebep olmaktadir. Ancak, bu singlet uyarilmis haldeki FS’ler
cok kararsizdir ve enerjisini floresans veya 1s1 olarak kaybetmektedir. Bununla
birlikte sistemler arasi gecis yaparak daha kararli bir hal olan triplet hale gegebilir.
Bu safthada daha uzun kalarak enerjisini oksijene transfer etmektedir. Bdoylece,
FDT’de ideal olarak kabul edilen singlet oksijen olusumuna yol a¢gmaktadir [70].
Kanser tedavisinde kullanilan FS’lerin ¢ogu tetrapirol omurgasina dayanmaktadir.
Tetrapirol omurgalar1 klorofil, bakteriyoklorofil gibi birka¢ dnemli biyomekiilde
dogal olarak bulunmaktadir. Etkili FS’larin dalga boylar1 600 ile 800 nm bant
araliginda olmalidir. Dalga boyunun artmasiyla 1s18in dokuya niifus etmesi

arttigindan bu bant araligindaki FS’ler daha yiiksek emilim gostermektedir. Bu da
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maddelerin verimliligini arttirarak daha ¢ok tercih edilmelerini saglamaktadir [71].

FDT’de kullanilmas1 onaylanmis FS’ler Tablo 1 de 6zetlenmistir [72].

FS’ler 1ii¢ grup seklinde simiflandirilmaktadir.  Siniflandirma  FS’lerin
jenerasyonlarina, hedef doku, kimyasal yapilar1 ve 6zelliklerine gore yapilmaktadir
[73]. 11k olarak tanitilan ve birinci nesil olarak bilinen FS suda ¢dziinebilen porfirin
karisimt olan Hematoporfirindir (HPD). HPD daha sonra porfimer sodyum
(Photofrin) adin1 almistir. Birinci nesil FS’ler kimyasal olarak modifiye edilmis
hematoporfirin tiirevleridir. Birinci nesil FS’ler uzun yillar kullanilmasina ragmen
onemli dezavantajlari oldugu bilinmektedir. Molar absorpsiyon katsayilarin diisiik
olmasi sebebiyle daha yiiksek dozlara ihtiya¢ duyulmasi, tiimor dokular igin segici
Ozellikte olmamalar1 ve viicudun fotosensitivitesini artirmalart devantajlar1 arasinda
yer almaktadir [74]. Bu dezavantajlar ikinci nesil FS’lerin gelistirilmesine yol acan

caligmalar1 tesvik etmistir.

Ikinci nesil FS’ler daha yiiksek absorbansa sahiptir ve daha kisa siireli fotosensitivite
saglarlar [75]. Ikinci nesil FS’ler genisletilmis porfirinler, klorofil tiirevleri ve
boyalar da dahil ¢esitli yapilara sahiptir. Tiimor hiicrelerinde secici birikim igin
tastyicilara baglanan ikinci nesil FS’lere {clincii nesil fotoduyarli madde
denilmektedir. Uciincii nesil FS’ler birinci ve ikinci neslin nanopartikiiller veya
antikorlar, aminoasitler gibi ¢esitli biyomolekiillerle konjuge edilmesiyle
gelistirilmistirler. Ikinci ve iigiincii nesil birgok FS ticari degildir. Bu nedenle klinik

basarilar1 6ngoériillememektedir [76].

Tablo 2.1: Klinikte kullanilan bazi FS’ler ve kullanim alanlar1 [76].

Fotoduyarh Madde Aktiflestikleri Dalga Uygulama Alanlan
(Kimyasal Isim ve Marka) Boyu(nm) (Onayh Ulkeler)
Porfimer Sodyum 630 Rahim agz1 kanseri (Japonya)
(Photofrin) Mesane kanseri (Kanada)
(Hematoporfirin tiirevi olarak Yemek borusu kanseri ve displazisi
da adlandirilir.) (Kanada, ABD , Japonya)

Mide kansei (Japonya)
Akciger kanseri (Kanada, AB, ABD,
Japonya)

5-Aminolevulinik asit (ALA) 635 Aktinik keratoz (Kanada, ABD)
(Levulan)
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Tablo 2.1 (devam): Klinikte kullanilan baz1 FS’ler ve kullanim alanlar1 [76].

Fotoduyarhh Madde

Aktiflestikleri Dalga

Uygulama Alanlar:

(Kimyasal Isim ve Marka) Boyu (nm) (Onayh Ulkeler)

Metil ester 5-ALA Aktinik keratoz (Kanada, ABD)
(Metvix, Metvixia) 635 Bazal hiicreli cilt kanseri (AB)
Meta-tetrahiroksifenilklorin 652 Bag ve boyun kanseri (AB)
(m-THPC) (Foscan)

Taporfrin sodyum 664 Akciger kanseri (Japonya)
(Talaporfrin), mono-(L)-

aspartilklorin-e6 (MACE,

Npe6, LS11) (Laserfirin)

Klor e6+polivinipirolidon 600 Deri, vulva, rahim agzi kanseri
(Fotolon) (Rusya)

Klor e6+klor p6 660 Cilt kanseri (Rusya, G. Kore)
(Fotoditazin)

Aliiminyum siilfonlu 675 Yemek borusu, deri, mide, vulva ve

ftalosiyaninler

meme metastazi (Rusya)

(Fotosense)

Bunlara ek olarak FS’larin klinikte kullanilabilir olmasi i¢in sahip olmasi gereken

bazi 6zellikler sunlardir;

Segici olarak tiimor hiicrelerinde akiimiile olabilmelidir. En az birkag saat
hedef dokuda kalabilmeli fakat saglikli hiicrelerden hizli atilarak fototoksik
etkisi en aza indirilmelidir.

Karanlikta toksisitesi olmamalidir.

Biyolojik dokularda 650-800 nm dalga boyundaki 151k kaynaklarini absorbe
edebilmelidir. FS’1in 800 nm’den daha uzun dalga boyunu absorbe etmesi
durumunda diisiik miktarda ROS olusumu meydana gelmektedir.

Isik kaynagi ile uyarilmasinin ardindan {iiretilen singlet oksijen miktar1 fazla
olmalidir.
Saglikli dokulardan hizli temizlenmelidir. Sistemik toksititesi diisiik
olmalidir. Giin 15181na duyarhilig: diisiik olmalidir.

FS viicut icerisinde biyolojik dagilima ugramadan hedefe yonelebilmesi i¢in
hidrofilik; hedeflenen bolgeye uygun bir sekilde baglanabilmesi igin

hidrofobik olmas1 gerekmektedir.
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e Ticarilesmis ve onaylanmis FS’lerin liretimi tekrarlanabilir ve standartlasmis

olmalidir. FS kolay muhafaza edilebilir ve tasinabilir olmalidir [71, 77, 78].

2.2.2.1. 5-Aminolevulinik asit

Ikinci nesil FS’ler arasinda yer alan 5-Aminolevulinik asit (5-ALA) 1990 yilinda
kesfedilmistir. 5-ALA hemoglobin metabolik yolunda firetilen dogal bir ara
metabolittir. 5-ALA ve tiirevleri, aktif FS’ler haline gelebilmek i¢in metabolik olarak
Proto-Porfirin 1X’e (Pplx) doniistiirilmesi gereken “on ilaglar” olarak kabul
edilmektedir. 5-ALA’nin PpIX’e doniisimii mitokondri ve sitoplazma igerisinde
bulunan heme biyosentetik enzimleri yoluyla gerceklesmektedir. Gerek 5-ALA’nin
hiicre icine alim1 gerekse PpIX ‘e doniisii neoplastik hiicrelerde normal ¢evre doku
hiicrelerine gore daha yiiksek oranda gerceklesmektedir. Hiicrede PpIX olusumundan
sonra yaklasik 410 nm yakin 1sikla uyarildiginda 635 nm’lik dalga boyu kirmizi
floresans yaymaktadir. Kirmizi PpIX floresansi, floresans filtreler ile donatilmis
cerrahi mikroskoplar kullanilarak tlimorlii dokunun normal dokudan daha iyi

tanimlanmasina ve ayirt edilmesine imkan saglamaktadir [72, 79].

2.2.2.2. FS maddelerin hiicre i¢i birikimi

FDT icin kanser ve diger hiicreler tarafindan FS aliminin oldukc¢a 6nemli oldugu
bilinmektedir. Giivenli ve etkili bir FDT uygulamasi i¢in hedef hiicreye terapotik
konsantrasyonlarda FS gonderilmeli ve bu madde hedef olmayan hiicreler tarafindan
eser miktarda emilmelidir. FS’lerin hedef hiicrelerde birikimi, normal hiicreler ve
timor hiicreleri arasindaki fizyolojik bazi farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Timor
hiicrelerinin pH degeri normal hiicrelerden daha diisiiktiir ve bu durum FS’lerin hiicre
icine alimini arttirmaktadir. Diisiik pH degerine, timor dokularinin diisiik oksijen
miktar1 ve yliksek glikolitik aktiviteye sahip olmalari neden olmaktadir. Ayrica,
timor hiicrelerinde artan lipoprotein reseptorii, insterstisyel hacminin ve

damarlanmanin daha fazla olmasi diger farkliliklar arasinda yer almaktadir [ 80, 81].
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FDT’nin verimliligini artirmanin temel unsurlarindan birisi FS se¢imidir. Her bir FS
kendine 0zgii avantajlara sahip farkli fiziko-kimyasal Ozelliklerle karakterize
edilmistir. Bunedenle FS lokalizasyonunu anlamak, daha etkili FDT uygulmalari i¢in
onemlidir [70]. Ikinci nesil FS’lerin kimyasal olarak saf bilesik olma egilimleri,
hiicre icerisinde biriktikleri organelleri belirlemeye olanak saglamaktadir. FS’lerin
hidrofilik 6zelliklerine bagli olarak, timdr hiicrelerinin mitokondri, lizozom, plazma

membran1 ve endoplazmik retikulum gibi organellerde birikmesi beklenmektedir
[82].

Hidrofobik FS’ler intravendz olarak uygulandiktan sonra kan dolasimi iginde
dagilarak lipoproteinlerle gii¢lii bir bag kurmaktadir. Bu 6zellikleri sayende timorli
dokuda yiiksek oranda birikebilmektedir. Hidrofobik FS’ler ise tiimor hiicrelerini

dogrudan etkilemektedir.

Lipofilik FS’ler, ¢ok sayida diisiik yogunluklu lipoprotein reseptoriine sahip
neoplastik hiicrelerde birikme egilimi gdstermektedir. Hiicre plazmasi, mitokondri,
endoplazmik retikulum, lizozom gibi tiimor hiicrelerinin lipofilik bolmeleri, lipofilik

FS’lerin bu organlerde birikmesine neden olmaktadir [83, 84].

Hidrofilik FS’ler ise intravenoz olarak dolasima girdiklerinde biiyiik 6l¢iide albiimin
ve diger serum proteinleri tarafindan tasinmaktadir. Hidrofilik karakterleri nedeniyle,
plazma zarindan sitoplazmaya gecisleri daha zor oldugundan tiimdr dokunun
insterstisyel bosluklar1 ve vaskiiler stroma igerisinde birikmektedir. Bu nedenle
hidrofilik FS’ler, kan damarlarina verdigi hasar ile oksijen ve/veya besin

maddelerinin teminini engellediginden dolay1 hiicreyi dolayli olarak 6ldiirmektedir
[85].

2.2.3 Isik kaynaklar: ve dalga boyu

FDT’nin ii¢c komponentinden biri olan 151k, fotodinamik etkilesimin baglamasi
agisindan biiylik 6nem tasimaktadir. Isigin doku {iizerindeki etkisinin bilinmesi
FDT’in basar1 oranini artiran unsurlardandir. Isigin doku ile etkilesimleri yansima,
sagilma ve absorpsiyon icermektedir. Meydana gelecek olan bu etkilesimler doku

tiirtine ve 15181n dalga boyuna baglidir. FDT’ de kullanilacak 1s1k segilirken, 1s181in
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uzaysal/zamansal dagiliminin 6lgiilmesi, hedef dokunun absorpsiyon ve sagilma
ozellikleri dikkate alinmalidir [86]. Dokularin homojen yapilar olmayis1 doku
optiginin dnemini ortaya ¢ikarmaktadir. Turbid (bulanik) dokuda absorpsiyon biiyiik
Olgiide endojen doku kromoforlarindan kaynaklanmaktadir. Isigin doku igerisinde

absorbe edilmesi niifuz edecegi derinligi azaltmaktadir [87].

Biyolojik dokularda 1s181n dokuya maksimum seviyede niifuz edebildigi spektruma
“optik pencere” denmektedir. Sekil 2.6 ‘da “Optik Pencere” gosterilmistir. Optik
pencere 650 nm ile 1300 nm araliginda yer almaktadir. Is1gin optik pencere igerisinde
kromoforlar tarafindan absorpsiyonu diisiiktiir. FDT uygulamalarinda 650 nm’den
daha kisa dalga boylarini kromoforlar absorbe ederken, 1300 nm’den daha uzun dalga
boylarini su absorbe etmektedir. FDT uygulamalarinda 151k ortalama 650 nm’de 1-3
mm niifuz ederken, 700-850 nm’de bu deger yaklasik iki katina ¢ikmaktadir. Bu
sebeple FDT’de, gorliniir ve yakin kizil 6tesi spektrumda absorpsiyon yapan

fotoduyarli maddeler tercih edilmektedir [88].
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Sekil 2.6: Optik pencere ve 15181n doku igerisinde sogurulmasi [77].

Isik kaynaginin se¢imi hedef dokunun konumuna, kullanilacak FS’in etkili oldugu
spektrum araligina, 151k kaynaginin bakim kolayligina, maliyet ve boyutuna gore

secilmelidir [8]. Lazerler, 151k yayan diyotlar (LED) ve lambalar FDT de en sik
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kullanilan 1s1k kaynaklaridir. Lazerler, yiizeysel ve interstisyel FDT uygulamalari
icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Lazerlerin en biiyiik avantaji monokromatik (tek
renk) ve coherent (uyumlu) olmalaridir. Bunun yam sira, sabit dalga boyunda ve
dogrusal 151k yaymalar1 15181n odaklanmasini sagladigindan fiber optik uygulamalar
icin avantajlidir. Odak hassasiyetiyle baglantili olarak yiiksek giligte monokromatik
151k yayma kapasitesi, kiigiik lezyonlarin tedavisine olanak saglamaktadir. Boylece,
cevre dokuya minimum hasarla ve kisa zaman araliginda tedavinin

gerceklestirilmesine olanak saglamaktadir [90].

LED’ler ise yar1 iletken malzemelerdir. LED’lerden yayilan 151k lazer 151k
kaynaklarinin aksine genis bir dalga boyu araligina sahiptir ve 151k dogrusal
yayilmadig1 i¢in biiyiik oranda sapmaya neden olmaktadir. Bu durum, FS’lerin 15181
daha diisiik oranda absorbe etmesi ile sonu¢lanmaktadir. LED’lerin diisiik maliyetli,
lazerlere kiyasla daha kii¢lik yapida ve daha genis alanda 1s1tma yapabilme 6zellikleri

dermatolojik FDT uygulamalari i¢in avantaj saglamaktadir [87, 90].

Genis alanda 151tma yapmak icin kullanilan bir diger 151k kaynagi lambalardir. FDT
uygulamalar1 i¢in; floresan, akkor, metal halojentir, ksenon ark ve sodyum ark tercih
edilen lambalardir. Lambalardan iiretilen 151k genis bant spektrumuna (300-1200 nm)
sahip oldugundan FS’nin aktivasyon bandiyla eslestirmek icin optik filtreleme
yapilmasi gerekmektedir. Ancak bu durum 1s1k giiciinde kayba sebep olmaktadir [87,
91].

2.2.4. FDT ile Hiicre Oliimiiniin Uyarilmasi

FDT tedavi sonrasinda beklenen hiicre o6liimii, FS’nin konsantrasyonuna,
fizikokimyasal Ozelliklerine ve hiicre altt konumuna, 15181n dalga boyu ve
yogunluguna, oksijen konsantrasyonuna ve hiicrenin spesifik 6zelliklerine bagl

olarak gerceklesmektedir [92].

FDT tedavi uygulamalarinda FS’in aktive olmasi sonucu olusan ROS genellikle
protein ve lipidler olmak ilizere diger molekiilerle reaksiyona girmektedir. Reaksiyon
sonucunda apoptoz, nekroz, otofaji gibi O6lim yolaklarinin aktivitesine neden

olmaktadir [93]. Hiicre 6liimleri Sekil 2.7 ‘de gorsel olarak verilmistir.
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Isiga duyarh ajan (FS) hilcre icerisinde
farkh organellerde lokalize olabilir.

Apoptotik Hiicre Otofojik Hiicre Nekrotik Hiicre
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Sekil 2.7: FDT sonrasinda hiicre 6liim mekanizmalar1 [71].

Apoptoz, 1972°de Kerr ve arkadaslar1 tarafindan ilk kez “programli hiicre 6limii”
seklinde tanimlanmistir. Apoptoz, hiicre oliimii ile dokulardaki hiicre popiilasyon
dengesinde rol almaya ek olarak homeostatik dengeyi siirdiirmekte de rol almaktadir.
Programli hiicre 6liimiindeki bozulmalar, kanser veya otoimmiin hastaliklara sebep
olurken asir1 apoptoz kronik dejeneratif hastaliklara neden olmaktadir [94]. FDT
uygulamalarinda  mitokondride lokalize olan FS’lar hiicreyi apoptoza
sireklemektedir. Mitokondride meydana gelen degisimler ile oliim reseptdrleri
uyarilir ve mitokondrinin membraninda bulunan sitokrom-c’nin sitoplazmaya
salinmasina neden olmaktadir. Sitozol igerisine (hiicre i¢i sivisi) giren sitokrom-C
apoptozom kompleksini olusturmak i¢in Apaf-1 (apoptozu aktive edici faktdr) ve
prokaspaz-9’a baglanmaktadir ve kaspaz-3, 6, 7’in aktiflesmesini saglamaktadir.
Aktive edilmis kaspazlar hiicresel substratlar1 pargalayarak apoptozun karakteristik
ve morfolojik degisikliklerine yol a¢maktadir. Apoptoz gerceklesen hiicrelerde,
kromatin yogunlagsmasi ve pargalanmasi, hiicre kii¢iilmesi, DNA fragmentasyonu
mitokondriyal hasar ve apoptotik cisimlerin olusumu gibi baz1 morfolojik degisimler
gozlemlenmektedir [95, 96]. FDT sirasinda, diisiik doz FS konsantrasyonu ve 1s1k
kaynagi kullanilmasinin daha fazla apoptoz ile hiicre 6liimiine sebep oldugu

distintilmektedir [92, 97].

Nekroz, fiziksel ve/veya kimyasal hasarin neden oldugu ve genellikle

programlanmamis hiicre 6liimii olarak adlandirilmaktadir. Nekrotik hiicre 6liimii,
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sitoplazma sigmesi, organellerin zarar gérmesi, plazma zarinin par¢alanmasi ve hiicre
ici igeriklerin disar1 salinmasi sonucunda hiicresel inflamasyonun meydana
gelmesiyle karakterizedir [92, 98]. FDT sirasinda hiicreyi nekroza siiriikleyen
unsurlar hala arastirma konusudur. Bununla birlikte, asir1 mitokondriyal ROS
tiretimi, hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunda artig, reseptor etkilesimli protein
(RIP1) kinazin aktivasyonu nekrotik hiicre 6limiine neden olan unsurlar olarak
goriilmektedir. Aynm1 zamanda, FS’lerin hiicre membraninda birikmesiyle meydana
gelen hasar sonucu hiicrenin nekroza siiriiklendigi de diistiniilmektedir. Hiicre
membraninda biriken FS’lerin hiicre membran biitiinliigiiniin bozulmasina ve hiicre
ici ATP’nin hizla tiiketilmesi sonucuyla nekrozun baslamasi neden oldugu
belirlenmistir [98] [99]. Tiim bunlara ek olarak yapilan calismalar FDT sirasinda
yliksek FS konsantrasyonu ve yiiksek 1s1k akisinin hiicrelerde nekrotik hiicre 6liimiine

neden oldugunu gostermektedir [92, 97].

Otofaji; hasarli organellerin, yanlis katlanmis veya kiimelenmis proteinlerin
lizozomal sistem yoluyla yikimina neden olmaktadir. Otofajik hiicre 61iimii, kromatin
yogunlagsmasinin olmadan biiyiik sitoplazmik vakuolizasyon ile karakterizedir [95,
100]. Otofaji baslangicta agliga kars1 bir hayatta alma tepkisi olarak tanimlanmasina
ragmen FDT gibi toksik uyaranlarla tedavi sirasinda hiicre 6liim mekanizmasi olarak
da gorev gormektedir. Apoptotik hiicre 6liimii gézlenmeyen hiicrelerde, hiicrenin
otofajiye yonlendigi gézlemlenmistir. Bu durum hiicre tipine, uygulanan FS dozu ve
uygulanan 151k dozuna bagh olarak gelismektedir [101]. Otofajinin FDT ile tedavi
edilen hiicrelerdeki rolii hala tartigmali bir konudur. Ancak yapilan ¢alismalar, otofaji
ve hiicre 6liimii arasindaki muhtemel iligkinin ROS olusumana dayandigini 6ne
siirmektedir. Otofaji ile hiicre yikimi, ROS’un yiiksek reaktivitesi nedeniyle oksidatif
olarak hasar gormiis organelleri ve fotokimyasal reaksiyonlar tarafindan {iretilen
kiimelenmis proteinleri uzaklastirmak icin gergeklesmektedir. Otofaji, FS’lerin
mitokondri ve /veya endoplazmik retikulumda birikmesi durumunda optimal dozda
uygulanan FDT sirasinda korucuyu bir mekanizma olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ancak

yliksek doz uygulamalarinda hiicreyi 6liime siiriikledigi gozlemlenmistir [95, 102].
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2.2.5. Prostat kanseri tedavisinde 5-ALA ile yapilan FDT calismalari

Yapilan klinik ¢alismalarda 5-ALA’nin, timdrlii dokularda yiiksek secicilige sahip
olmasi, viicuttan kolay uzaklastirilmasi, toksik etki yaratmadan tekrar uygulanabilir
olmast ve tolere edilir fotosensitizasyon Ozellikleri prostat kanseri tedavisinde

uygulanabilir bir FS olmasina sebep olmustur [103].

1998 yilinda Chakrabarti ve arkadaslari ti¢ farkli (PC-3, LNCaP ve TP-2) prostat
kanseri hiicre hatt1 {izerinde 5-ALA temelli in vitro FDT uygulamasi yapmislardir.
Endojen olarak PpIX’e doniiserek etki eden 5-ALA’nin goriiniir 1s1kla etkilesimini
inceleyerek PC-3 hiicre hattinda PpIX’un arttigin1 belirlemislerdir. Bu kapsamda
hedef hiicrelerin mitokondrilerinin fonksiyonel ve yapisal 6zelliklerindeki
farkliliklarin ~ ve  PpIX olusumunun FDT’nin etkisini degistirebilecegini
belirtmislerdir. Bununla birlikte, 5-ALA’nin hiicre i¢ine alimi, PpIX olusumu,
oksidatif hasar i¢in mitokondri hassasiyeti, uygulanan 1sik yogunlugu ve mevcut
oksijen miktarinin FDT nin etkisini degistirdigini ancak bu degiskenleri etkileyen

mekanizmalarin hala agiklanabilmis olmadigini ifade etmislerdir [104].

2003 yilinda Sroka ve arkadaslari tarafindan in vivo prostat kanseri ¢aligsmasinda ise,
50 J/cm? lazer 1s1mas1 ile dokuda biiyiik termal etkiye sebebiyet vermeden nekrotik
hiicre 6ltimleri gozlemlenmigtir. Yapilan ¢aligma,1995 yilinda benzer parametreleri
kullanarak Jonhson ve arkadaslar: tarafindan gergeklestirilen kopek prostat kanseri
tizerinde FDT calismasiyla kasilastirilarak, insan prostat kanseri iizerinde 5-ALA’nin

uygulanabilecegi ongoriilmiistiir [105].

2004 yilinda Zaak ve arkadaglari tarafindan gercgeklestirilen bir diger in vivo
calismada, sican prostat kanserinde kullanilan 5-ALA’nin FDT’yi takiben tiimorli
dokuda biiyiik 6lgiide tahribata neden oldugu belirtilmistir. Fakat, hiicre hasarlarinda
gozlemlenen farkliliklarin ve farkli 151k dozlarinin FDT de etkinliginin incelenmesi

gerektigini ortaya ¢ikarmistir [106].

22



BOLUM 3. MALZEME VE YONTEM

3.1. Hiicre Hatt1 ve Kiiltiir Kosullar:

3.1.1. Hiicre hatt1

Calismada kullanilan PC-3 (ATCC® CRL-1435™) prostat kanser hiicre hatti Amerikan
Tiir Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC)’den ticari olarak satin alinmistir.

3.1.2. Hiicrelerin kiiltiire alinmasi ve saklama kosullar:

PC-3 kanser hiicreleri sodyum bikarbonat ve L-glutamin ile desteklenen Roswell Park
Memorial Institute 1670 (RPMI) besiyerinde %10 fetal sigir serum (FBS) (Biological
Industries, ABD), %1 Penisilin/Streptomisin eklenerek %5 karbondioksit (CO2) igeren
inkiibatorde 37°C‘de ¢ogaltilmustir.

Dondurulmus hiicrelerin i¢inde bulunduklari kriyotiipler -80° C’den ¢ikarilarak 37 C’deki
su banyosunda ¢6ziildii. Kriyotiip i¢ersinde bulunan 1 ml hacmindeki hiicreler falkonlara
almarak Ttlzerine 5 ml taze besiyer eklendi. Ardindan 1500 rpm’de 5 dakika
santrifiijlenerek siipernatant uzaklastirildi ve hiicreler, taze besiyeri iceren flasklara
ekildi. Hiicrelerin proliferasyonlari her giin inverted mikroskop yardimiyla kontrol
edilerek besiyerleri yenilendi. Hiicreler biiyiliylip istenilen morfolojik 06zellikleri
gostermeye bagladiginda pasajlama islemi gerceklestirildi. Hiicrelerin pasajlanmasi ig¢in;
flaks icindeki besiyer uzaklastirildiktan sonra besiyer kalintilarinin uzklatirilmasi igin 1
kez PBS (Gibco ®, Thermo Fisher Scientific, ABD) ile yikandi. Ardindan hiicrelerin
kaldirilmas: i¢in Tripsin/EDTA soliisyonu eklenerek inkiibatérde 2-3 dakika inkiibe
edildi. Inkiibasyon ardindan kalkmis olan hiicreler besiyer ortamiyla berarber serolojik
pipet yardimiyla 15 ml hacimli falkon tiip i¢erisine alindi. Falkon igerisine alinan hiicreler
1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santriflij sonrasinda, stipernatant uzaklastirilarak

hiicre pelleti taze besiyeri ile siispanse edildi. Yogunluga uygun olarak 75 cm? ‘lik flaska
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alindi. Pasajlanan hiicreler 37° C ‘de %5 CO: igeren inkiibatorde inkiibe edildi. Daha
sonra calisilacak hiicrelere ise dondurma iglemi uygulandi. Dondurma islemi i¢in, hiicre
peleti 900 ul besiyer ile siispanse edildi ve ependorf tiipler igerisine alindi. Uzerine 100
ul DMSO (Merck Milipore, Almanya) eklenerek dnce -20° C’de bekletilip ardindan -80°

C’de muhafaza edilmistir.

Hiicreler yeterli yogunluga ulastiginda, hiicre sayimi gergeklestirilerek 96 ve 12’°lik

plakalara ekilip 24 saat inkiibe edildi.

3.2. Fotoduyarh Madde ve Isik Kaynagi

Calismada kullanilan fotoduyarli madde 5-aminolevulinik asit (5- ALA, Sigma,
A3785)’dir. Coziicii madde olarak steril su kullanilmistir. 96 ve 12’°lik plakalara ekilen
hiicrelerin, 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda hiicre ortami1 FBS icermeyen DMEM
(Gibco ®, Thermo Fisher Scientific, ABD) ile degistirildi. Hiicrelere, 1mM
konsantrasyonda taze hazirlanmig 5-ALA verildi ve 4 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Sonrasinda her bir kuyucuktan 5-ALA igeren besiyer aspire edildi. Ve FBS igeren taze

besiyer verilerek lazer uygulamalari gergeklestirildi.

Yapilan deneylerde lazer 151k kaynagi kullanildi. Kullanilan lazer cihazi, Sakarya
Uygulamali Bilimler Universitesi Biyomedikal Enstriimantasyon Laboratuvarinda
TUBITAK 1005 projesi kapsaminda gelistirilmistir. Bu projede, dort farkli radyasyon
modu ile yeni bir Cok Modlu FDT Lazer Sistemi (MPTL) gelistirilmistir. Daha da
onemlisi, hedef dokuya verilen termal hasari en aza indirmek i¢in agik literatiirdeki FDT
Lazer sistemleri arasinda ilk kez Siiper Darbe Modu (SPM) uygulandi. Gelistirilen
sistemde, Lazer rezonatoriiniin hassas akim ve sicaklik kontrolii ile yliksek optik ¢ikis
kararliligr saglanmistir. MPTL, 0-1500 mW (£1mW) araliginda yiiksek optik c¢ikis
kararlilig1, 635 nm’de (+£1nm) yiiksek dalga boyu kararlilig1 ve tiim radyasyon modlarinda
yiiksek sicaklik kararliligi (£0.2°C) elde edilmistir.

Her deney oncesinde lazerin ¢ikis giicii optik gii¢ 6lger (PM100 Thorlabs, Almanya) ile
kontrol edilmistir. Yapilan deneylerde siirekli dalga (CW) modu ve pulse mod
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kullanilmistir. Lazer probu plakalarin iistiine en uygun mesafede konumlandirilmistir.

Isinlama sirasinda ilgili kuyucuk disindaki kuyucuklarin iizeri kapatilmistir.

Sekil 3.1: Lazer Cihaz1

3.3. Fotodinamik Tedavi Uygulama Protokolii

FDT uygulamas1 optimizasyon calismasi ve ana calisma olmak {izere 2 asamada

gerceklestirilmistir.

3.4. Optimizasyon Cahsmalari

Optimizasyon calismasinda, en etkili 1s1ma siiresi, lazer enerji ve giic yogunlugu
belirlenmeye calisilmistir. Calisma, 2 farkli uygulama gergeklestirilerek tasarlanmastir.

Tablo 2 ve Tablo 3’te optimizasyon parametreleri verilmistir.

1. uygulama igin; 3 J/em?, 6 J/ cm?, 9 J/ cm?, 12 J/ cm?, 18 J/ cm?, 24 J/ cm?, 30 J/ cm?
olmak tiizere yedi farkli lazer 15181 enerjisi uygulamalar1 yapilmistir. Cihazin ¢ikis giicli
30 mW olarak belirlenmistir. Sonuglar, WST-1 (Biovision, ABD) hiicre canlilik testi ile

degerlendirilmistir.

1. uygulama parametreleri ile ayn1 lazer yogunluklari ile yapilan bir diger uygulamada
lazer cihazinin pulse modu (PRM) segilerek gerceklestirilmistir. Sonuglar WST-1 hiicre

canlilik testi ile degerlendirilmistir.
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Optimizasyon ¢alismasi i¢in hiicreler, FBS icermeyen DMEM ortaminda ImM 5-ALA
ile 4 saat inkiibe edildi. Ardindan her bir kuyucuga FBS igeren taze besiyer verilerek
belirlenen lazer enerji degerleri ile hiicreler uyarildi. Kontrol grubu hiicrelerinin 1s1madan
etkilenmesini engellemek icin tizeri kapatilmistir. 24 saat inkiibasyon sonunda her bir
kuyucuga WST-1 soliisyonu eklendi ve 45 dakika 37 C’de %5 COz2 iceren inkiibatdrde

inkiibe edildi. Kontrol grubu ayn1 ortamda inkiibe edilmistir.

Tablo 3.1: 5-ALA tabanli FDT deneylerinin parametreleri (1).

Dalga Boyu(nm) 635£3 nm

Mod CW

Giic¢ Cikisi 30 Mw

Maruz Kalma Siiresi(s) 100,200,300,400,600,800,1000
Enerji Yogunlugu (j/cm?) 3,6,9,12,18,24,30
Fotosensitizor 5-ALA

Tablo 3.2: 5-ALA tabanli FDT deneylerinin parametreleri (2).

Dalga Boyu(nm) 63543 nm

Mod PRM

Gii¢ Cikisi 30 mW

Maruz Kalma Siiresi(s) 200,400,600,800,1200,1600,2000
Enerji Yogunlugu (j/cm?) 3,6,9,12,18,24,30

Fotosensitizor 5-ALA

2. uygulama igin; 30 J/ cm?, 45 J/ cm?, 60 J/ cm?, 90 J/ cm? olmak iizere dort farkli lazer
15181 enerjisi uygulamalart yapilmistir. Cihazin ¢ikis giici 50 mW olarak belirlenmistir.

Sonuglar, WST-1 hiicre canlilik testi ile degerlendirilmistir.

Optimizasyon ¢alismasi i¢in hiicreler, FBS’siz ortamda 1mM 5-ALA ile 4 saat inkiibe
edildi. Ardindan her bir kuyucuga FBS iceren taze besiyer verilerek belirlenen lazer enerji
degerleri ile hiicreler uyarildi. Kontrol grubu hiicrelerinin 1simadan etkilenmesini
engellemek icin tlizeri kapatilmistir. 24 saat inkiibasyon sonunda her bir kuyucuga WST-
1 soliisyonu eklendi ve 45 dakika 37 C’de %5 COz2 igeren inkiibatdrde inkiibe edildi.

Kontrol grubu ayni ortamda inkiibe edilmistir.
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Tablo 3.3: 5-ALA tabanli FDT deneylerinin parametreleri (3).

Dalga Boyu (nm) 635+3 nm

Mod Cw

Gii¢ Cikisi 50 mW

Maruz Kalma Siiresi(s) 600,900,1200,1800
Enerji Yogunlugu(J/cm?) 30,45,60,90
Fotosensitizor 5-ALA

Deney sonunda yapilan WST-1 hiicre canlilik testi sonuglarina goére ana calisma

parametreleri belirlenmistir.

3.4.1. Ana ¢alisma

Ana calismada, WST-1 hiicre canlilik testi sonuclar1 degerlendirilerek optimizasyonu
yapilan 1g1ma siiresi, lazer enerji ve glic yogunlugu ile FDT uygulamalari yapilarak hiicre
olum sekilleri arastirilmistir. Annexin V ile Akridin Oranj/Etidyum Bromiir metotlar
kullanilarak ana ¢aligma etkinligi degerlendirilmistir. Uygulama i¢in belirlenen gruplar

asagidaki gibidir.

1.Kontrol Grubu: Yalnizca hiicre,5-ALA ve lazer uygulanmamustir.
2.FDT Grubu:5-ALA ve lazer uygulanmustir. (15 J)

3.FDT Grubu: 5-ALA ve lazer uygulanmistir. (30 J)

4.FDT Grubu: 5-ALA ve lazer uygulanmistir. (45 J)

5.FDT Grubu: 5-ALA ve lazer uygulanmistir. (60 J)

Gruplarin plaka tizerindeki dizayni1 Sekil 3.2°de gosterilmistir.
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Sekil 3.2: WST-1 analizi igin 96 kuyucuklu plaka iizerinde uygulamalari.

Ana calismada hiicre hatlariin kiiltiire alinmasindan tedavi sonuna kadar gergeklestirilen

protokol asagidaki gibidir;

1. Flakslarda ¢ogalmaya birakilan hiicrelerin besi ortamlar1 2 giin ara ile yenilenmistir.
Hiicreler yeterli yogunluga ulastiktan sonra tripsin ile kaldirilak hiicre sayimi yapilmaistir.
96’11k hiicre plakalarina her kuyuda 2x10* hiicre olacak sekilde ekilip 24 saat boyunca 37
C ‘de %5 COz igeren inkiibatérde inkiibe edilmistir.

2. Inkiibasyon sonunda tedavide kullanilacak olan 1mM taze 5-ALA ¢ozeltisi
hazirlanmigtir. Hiicrelere 5-ALA c¢ozeltisi verildikten sonra 4 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda biitiin kuyucuklardaki besiyerler mikropipet ile gekilerek taze

besiyer verilmistir.
3. Optimizasyon ¢aligmalari sonucu belirlenen lazer 15181 enerjisiyle hiicreler uyarilmistir.

4. Isitma sonrasi 24 saat inkiibasyon ortaminda bekletilen hiicrelerin her bir kuyucuguna
WST-1 soliisyonu eklenerek 45 dakika inkiibe edilmistir. inkibasyon siirecinin ardindan
WST-1 analizi yapilmistir.

5. Uygulamalar bittikten sonra hiicre 6liim sekillerinin analiz edilmesi i¢in Annexin V ile
Akridin Oranj (Sigma Aldrich, ABD) /Etidyum Bromiir (Amresco, ABD) analizleri
yapilmustir.
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3.5. Hiicre Analizleri

3.5.1. WST-1 hiicre canhlik testi

WST-1 canlilik analiz, hiicrelerin mitokondriyal aktivitelerini spektrofotometrik olarak
Olgen kolorimetrik bir testtir. Calisma prensibi, tetrazolyum tuzunun proliferasyona
ugrayan hiicrelerin mitokondriyal dehidrojenaz enzimi tarafindan parcalanarak formazan
kristallerine doniigmesi sonucu olusan renk degisiminin ELISA ile ya da
spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesine dayanir. Tetrazolyum tuzunun farmazon kristaline
dontistiirilmesi ~ yalnizca metabolik  olarak aktif olan hiicreler tarafindan
gerceklestirilmektedir. Metabolik olarak aktif hiicre sayisindaki artis, olusacak farmazon
kristallerinin miktarin1 arttirir. Dolastyla, farmazon kristallerinin saptanmastyla canli/6li
hiicre sayis1 belirlenebilmektedir. Farmazon kristalleri 420-480 nm dalga boyu araliginda

absorbans vermektedir [107].

NO, NO:
|
NADH N—H
+N"N\ N |
[/ I N
N-_# N 4
50:Na ’ S0:Na
50;:Na 50:Na
WST1 Formazan

Sekil 3.3: WST-1 mitokondriyal dehidrojenaz ile farmazon kristaline doniigiimii [107].

5-ALA’nin  PC-3 hiicre hatt1 tzerindeki sitotoksik etkisi WST-1 kullanilarak
belirlenmistir. WST-1 deneyi i¢in hiicreler 96’lik plakalara her kuyucukta 2x10* hiicre
olacak sekilde 100 pl besiyeri ile ekilerek 37 C’de %5 COz iceren inkiibatdrde 24 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin ardindan hiicrelere FBS’siz ortamda ImM 5-ALA
verilerek 4 saat inkiibe edildi. Ardindan, her bir kuyucuga FBS igeren taze besiyer

verilerek hiicreler 15 J/ cm?, 30 J/ cm?, 45 J/ cm?, 60 J/ cm? lazer 15181 enerjisiyle uyarildi.
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10 ul WST-1 soliisyonu 24 saat inkiibasyon sonunda her bir kuyucuga eklendi ve 45
dakika 37 C’de %5 COz igeren inkiibatdr ortaminda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
ELISA okuyucu cihazinda 450 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapildi. 5-ALA ile
muamele edilmeyen kontrol grubunun absorbans 6l¢iimleri %100 canlilik olarak kabul

edildi ve diger gruplarin absorbans degerleri kontrol grubuna gore belirlendi.

3.5.2. Annexin-V apoptoz/nekroz analizi

Normal fizyolojik sartlar altinda saglikli hiicre zarinin sitoplazmik yiiziinde membran
lipidlerinden biri olan fosfotidilserin bulunmaktadir. Hiicrelerin apoptoza girmesi
durumunda ise sitoplazmanin i¢ yiizeyine yerlesmis olan fosfotidilserin hiicrenin dig
ylizeyine ge¢is yapmaktadir. Annexin-V, hiicrenin dis ylizeyine gecis yapan
fosfotidilserine baglanabilen monokloner antikor oldugu icin, floresan bir madde olan
FITC ile isaretlenerek apoptotik hiicreleri goriiniir hale getirmektedir. Nekrotik hiicrelerin
yiizeylerinde de Annexin-V baglanmasi1 goriildiigii i¢in ikinci bir boya olarak propidyum
tyodiir (PI) kullanilmaktadir. Floresan bir boya olan PI nekrotik hiicrelerin zarar gormiis
hiicre zarindan gecer ve niikleik asitlere baglanarak nekrotik hiicreler goriiniir hale

getirilmektedir [108].
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Sekil 3.4: Annexin-V ile apoptoz/nekroz tayini [108].

Ana calisma sonunda PC-3 hiicre hatt1 iizerinde 5-ALA temelli FDT nin indiikledigi
apoptotik/nekrotik hiicrelerin belirlenmesi amaciyla Annexin-V analizi yapilmistir.

Annexin-V analizi igin, her bir hiicre grubu 12 kuyucuklu plakalara ekilerek 1mL
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besiyerinde 37 C’de %5 CO> iceren inkiibatorde 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonunda hiicre ortamma FBS igcermeyen DMEM eklenerek, hiicrelere 1mM 5-ALA
verildikten sonra 15 J/ cm?, 30 J/ cm?, 45 J/ cm?, 60 J/ cm? enerji yogunluklu lazer
1simasina maruz birakilmistir. 24 saat inkiibe edilen hiicreler inkiibasyon sonrasinda
tripsin ile kaldirilarak ependorf tiipler icerinde 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

Supernatant uzaklagtirilarak elde edilen hiicre peleti PBS ile yikandi. Yikama sonrasinda

pellet PBS ile siispanse edildi ve hiicreler Muse ® Annexin-V & Dead Cell Assay Kit ile

45 dakika oda sicakliginda karanlik ortamda bekletildi. Boyanan hiicreler Muse © Cell

Analyzer (Merc Millipore, Almanya) cihazinda analize edildi.

3.5.3. Akridin oranj/Etidyum bromiir boyama

Apoptoz siireci sirasinda, hiicre zarinda ve niikleustaki degisiklikleri saptamak icin
Akridin Oranj (AO) / Etidyum Bromiir (EB) boyama yontemi kullanilmistir. Bu yontem,
apoptotik hiicrelerin farkli asamalarini ayirt etmekte kullanilmaktadir [109]. AO ve EB
niikleik asitler ile etkilesime giren floresan boyalardir. AO hem canli hem de cansiz
hiicreler tarafindan absorbe edilen ve cift sarmalli niikleik asit baz ciftleri (DNA)
arasindaki elektrostatik etkilesim sonucu yesil floresan yayan veya tek sarmalli niikleik
asitlere (RNA) baglanmasi sonucu kirmizi floresan yayan bir boyadir. EB ise yalnizca
cansiz hiicreler tarafindan absorbe edilen ve DNA icerisinde birikerek kirmizi floresan
yayan bir boyadir. Dolayisiyla, canli hiicreler ve erken apoptotik hiicreler yesil renk
floresan yaymaktadir. Geg apoptotik hiicreler de ise EB, AO’a gdre daha baskindir ve
cekirdekteki yogunlagsmis kromatinden dolayr hiicre turuncu/kirmizi renge
boyanmaktadir. Membran biitiinliigii bozulan nekrotik hiicreler ise EB ile boyanarak

parlak turuncu renge boyanmaktadir [110, 111].

Ana calisma sonunda PC3 hiicre hatti izerinde 5-ALA temelli FDT nin indiikledigi hiicre
o6liim seklinin belirlenmesi amaciyla AO/EB boyamasi yapilmistir. Hiicreler 6 kuyucuklu
plakalara kuyu basina 5x10° hiicre olacak sekilde 1 mL besiyeri ile ekildi ve 37 C, %5
CO; igeren inkiibatdr ortaminda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda hiicre ortami
FBS’siz ortamla degistirilerek 1mM 5-ALA uygulandi ve 4 saat inkiibe edildi. Ardindan,

15 J/ cm?, 30 J/ cm?, 45 J/ cm?, 60 J/ cm? enerji yogunluklu lazer 1s1masi gerceklestirildi.
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24 saat inkiibasyon sonunda her bir kuyuya 1mL %4 liik paraformaldehit eklenerek 30
dakika fikse edildi. Fiksasyon sorasinda her kuyu PBS ile 3 kez 5’er dakika yikandi. Her
bir kuyuya AO/EB soliisyonu eklendi ve iizeri kapatilarak 30 dakika karanlik ortamda
inkiibe edildi. Boyama isleminde sonra kuyular 3 kez PBS ile yikandi. Boyanan hiicreler

EVOS Hiicre Gortintiileme Sisteminde (Themo Fisher Scientific, ABD) goriintiilendi.

Optimizasyon c¢alismasinda ve ana calismada gerceklestirilen deneyler Sekil 3.5°te

Ozetlenmistir.

i
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Sekil 3.5: Optimizasyon ¢alismalari ve ana ¢alisma i¢in belirlenen enerji yogunluklart ile hiicrelere
verilen 5-ALA’nin FDT de (A)WST-1 canlilik analizi ile sitotoksik etkinin degerlendirilmesi ve etkin
enerji yogunluklari belirlenerek PC-3 hiicrelerinde (B) AO/EB boyamasi yapilarak hiicrelerin morfolojik
degisimlerinin belirlenmesi ve (C) Annexin V ile apoptotik hiicrelerin belirlenmesi.

3.6. istatiksel Analiz

Caligsmada elde edilen tiim verilerin istatiksel analizi i¢in GraphPad Prism 6.0 programi
kullanilmistir. Her uygulama igerisindeki gruplar arasi farkliliklar1 belirlemek amaciyla
One Way ANOVA Post Hoc Tukey analizi uygulanmustir. Istatiksel olarak anlamlilik

degeri p<0.05 olarak alinmistir.
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BOLUM 4. BULGULAR

4.1. PC-3 Hiicre Hattinda Intraseliiler PpIX Floresans Miktarinin Belirlenmesi

Optimizasyon ¢alismasi i¢in PC-3 hiicrelerinin ImM 5-ALA ile 4 saat inkiibasyon siiresi
ardindan 628+40 nm kirmiz1 filtrede intraselliiler PpIX seviyesi belirlenmis ve Sekil
4.1A’da gosterilmistir. Sekil 4.1B° de gorildigi gibi 5-ALA uygulanan PC-3
hiicrelerindeki toplam intraselliiler PpIX seviyesi 19322,3+132 olarak analiz edilmistir.
Sonug olarak, FDT gruplarinda 1 mM 5-ALA ‘nin 4 saatlik inkiibasyon siireci sonrasinda
kontrol gruplarina gore intraseliiler PpIX miktarinin istatiksel olarak anlamli gekilde

arttig1 belirlenmistir (p<0.01).

Kontrol 1 mM 5-ALA

25000+

20000+ ek

-
[2)]
(=
(=
o
1

10000

Toplam hiicre
floresans miktari

5000

Sekil 4.1: 1 mM 5-ALA uygulanan PC-3 hiicrelerinde intraseliiler PpIX miktari (A) Kontrol grubu ile
karsilagtirilarak olusturulan PC-3 hiicrelerinde intraseliiler PpIX floresans goriintiileri (B) Kontrol grubu

ve 5-ALA uygulanan hiicrelerdeki intraseliiler PpIX floresans miktarinin istatiksel karsilastirilmasi
(p<0.01™).
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4.2. PC-3 Hiicreleri Uzerinde 5-ALA’nin Sitotoksik Etkisinin Degerlendirilmesi

PC-3 hiicre hatt1 lizerinde 5-ALA temelli FDT uygulamalari i¢in 2 farkli optimizasyon
caligmas1t yapilmistir. Her 1ki c¢alisma sonunda WST-1 canlilik analizleri

gerceklestirilerek temel ¢alisma parametreleri belirlenmistir.

Uygulama 1 icin; PC-3 hiicre hatti tizerinde FDT gruplarma 1 mM 5-ALA
uygulanmasinin ardindan 3 J/ecm?, 6 J/cm?, 9 J/cm?, 12 J/cm?, 18 J/lcm?, 24 J/cm?, 30 J/cm?
enerji yogunlugunda, 30 mW gii¢c yogunlugu ile siirekli modda lazer uygulanmis ve 24
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicre canlilik oranini tespit etmek i¢in WST-

1 analizi yapilmistir.

Uygulanan enerji yogunluguna gore lazer 1s1mas1 sonrasinda hiicre canliligi yiizdeleri 3
Jlem? igin %117,7 £4.,2, 6 J/em? i¢in %99,3+1,9, 9 J/cm? igin %89,0+3,8, 12 J/cm? igin
90,4 +4,6, 18 J/cm? icin %83,1£1,1, 24 J/cm? icin %83,9+2,5, 30 J/cm? icin %80,5 +2,7
olarak tespit edilmistir. Analiz sonuclar1 Sekil 4.2A’da gosterilmistir (p<0.01).

Yukarida belirtilen lazer yogunluklar ile yapilan bir diger ¢aligma lazer cihazinin pulse
modu secilerek 30 mW gii¢ yogunlugu ile gerceklestirilmistir. 3 J/cm?, 6 J/cm?, 9 J/cm?,
12 Jlem?, 18 J/em?, 24 J/cm?, 30 J/cm? 1s1ma sonrasinda 24 saatlik inkiibasyon siiresinin
ardindan hiicre canliliklar1 sirasiyla; %92,4+2.9, %80,9+2.3, %82,2+2,6, %80,3+0,3,
%381,0+0,7, %81,5+0,4, %89,2+5,0 olarak belirlenmistir. Analiz sonuclar1 Sekil 4.2B’de

gosterilmistir.
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Sekil 4.2: Uygulama 1’e ait WST-1 hiicre canlilik testi sonuglart.
Tablo 4.1: 5-ALA/FDT’e bagli PC-3 sitotoksite sonuglari (1).
Cw PC-3 PRM PC-3
Kontrol %100 Kontrol %100
3 Jiem? %117,7 £4,2 3 Jiem? %92,4+2.9
6 J/cm? %99,3+1,9 6 Jicm? %80,9+2,3
9 Jlcm? %89,0+3,8 9 J/lcm? %82,242.6
12 Jicm? %90,4 +4,6 12 J/icm? %80,3+0,3
18 J/icm? %83,1+1,1 18 Jlcm? %81,0+0,7
24 J/cm? %83,9+2,5 24 Jlcm? %81,5+0,4
30 J/cm? %80,5+2,7 30 J/cm? %89,2+5,0

Sonug olarak, PC-3 hiicre hattinda lazer 1s1masina bagli olarak 5-ALA ‘nin CW modda

PRM moduna goére daha anlamli bir sekilde canlilik oraninda azalma oldugu
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belirlenmistir (Tablo 4). Ancak, belirlenen lazer enerji yogunlugu ve giic yogunlugunda

canlilik oranlarinin yiiksek olmasi sebebiyle ikinci bir optimizasyon ¢aligmasi yapilmistir.

Uygulama 2 igin; PC-3 hiicre hatti tizerinde FDT gruplarina 1 mM 5-ALA uygulanarak 4
saat boyunca inkiibe edilmis ve ardindan 15 J/cm?, 30 J/cm?, 45 J/cm?, 60 J/cm?, 90 J/
cm? enerji yogunlugunda, 50 mW gii¢ yogunlugu ile CW modda lazer uygulanmistir.
Lazer uygulamasinin ardindan 24 saatlik inkiibasyon siiresi uygulanmstir. Inkiibasyon

sonunda hiicre canlilik oranin1 tespit etmek icin WST-1 analizi yapilmustir.

Uygulanan enerji yogunluguna ve giic yogunluguna gore lazer 1s1masi sonrasinda hiicre
canlilig1 yiizdeleri 15 J/cm? igin %83,6 £41,7, 30 J/cm? igin %76,2+3,0, 45 J/cm? igin
%71,1£0,6, 60 J/cm? igin 68,4 +4,2, 90 J/cm? i¢in %110,9+9,1 olarak tespit edilmistir.
Analiz sonuglart Sekil 4.3’te gosterilmistir (p<0.01).
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Sekil 4.3: Uygulama 2’e ait WST-1 hiicre canlilik testi sonuglari.

Tablo 4.2: 5-ALA/FDT’e bagh PC-3 sitotoksite sonuglar1 (2).

cw PC-3
Kontrol %100

15 J/cm? %383,6 +41,7
30 J/cm? %76,2+3,0
45 Jlcm? %71,1£0,6
60 J/cm? %68,4 +4.2
90 J/cm? %110,9+9,1
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Optimizasyon caligmasi sonunda optimum lazer enerji yogunlugu ve gii¢ yogunlugu
belirlenmis ve optimum uygulama parametreleri olarak 15 J/cm?, 30 J/cm?, 45 J/cm?, 60

Jlem? enerji yogunlugu ve 50 mW gii¢ yogunlugu segilmistir.

4.3. Annexin V Analizi ile Apoptotik Etkinin Belirlenmesi

Optimizasyon ¢aligmalari sonrasinda belirlenen etkin FDT protokolii dogrultusunda, PC-
3 hiicrelerine 1 mM 5-ALA uygulanarak 4 saat boyunca inkiibe edilmistir. Ardindan FDT
gruplart 15 J/em?, 30 Jcm?, 45 Jicm?, 60 Jicm? enerji ile uyarilmistir. Lazer
uygulamalarinin ardindan sonuglar1 degerlendirmek icin biitiin gruplar 24 saat inkiibe
edilmistir ve sonuglar Sekil 4.4A’da verilmistir. Elde edilen verilere gore; kontrol grubu
hiicrelerinde %7,25°1 erken apoptotik ve %1,20°1 ge¢ apoptotik 6liim belirlenmistir.
Ayrica, uygulanan enerji dozuna bagli olarak hiicrelerde apoptotik dliimiin istatistiksel

olarak anlaml bir sekilde arttig1 tespit edilmistir.,

15 Jicm? enerji ile uyarilmis FDT grubundaki hiicrelerin %14,29°i erken apoptotik ve
%0,56’1 ge¢ apoptotiktir. 30 J/cm? enerji ile uyarilmis FDT grubundaki hiicrelerin
%21,871 erken apoptotik ve %1,98°1 ge¢ apoptotiktir. 45 J/cm? enerji ile uyarilmis FDT
grubundaki hiicrelerin %26,82’i erken apoptotik ve %0,91°i ge¢ apoptotiktir. 60 J/cm?
enerji ile uyarilmig FDT grubundaki hiicrelerin %32,20’1 erken apoptotik ve %3,50’1 ge¢
apoptotik olarak belirlenmistir (p<0.01**).

FDT gruplarindaki PC-3 hiicre hattinda lazer 1s1mas1 sonrasi apoptotik hiicre 6liimiiniin
istatiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi belirlenmis ve bulgular Sekil 4.4B
gosterilmistir (p<0.01).
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Sekil 4.4: Ana galigmaya ait PC-3 hiicre hattinda Annexin-V Apoptoz/Nekroz test sonuglar1 a)Kontrol b)
15 J/em?c) 30 J/cm? d) 45 J/cm?e) 60 J/cm? (B) PC-3 hiicrelerinin toplam apoptotik hiicre yiizdesinin
istatiksel olarak kargilagtirtlmasi (p<0.01).
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Bu bulgular 15181nda, PC-3 hiicrelerinde lazer enerji yogunlugun artmasina bagl olarak
apoptozun arttig1 ve en yiiksek apoptotik etkinin 60 J/cm? enerji yogunlugundaki lazer

1simasinda oldugu belirlenmistir.

4.4. Akridin Oranj/Etidyum Bromiir Boyama Bulgulari

Optimizasyon c¢alismalar1 sonrasinda belirlenen etkin FDT protokolii dogrultusunda, 5-
ALA temelli lazer 1simasmin PC-3 hiicrelerindeki morfolojik etkisi AO/EB boyama

yontemi ile belirlenmis ve bulgular Sekil 4.5 de gosterilmistir.

FDT gruplarinin 1 mM 5-ALA uygulanmasinin ardindan 15 Jiem?, 30 J/em?, 45 Jicm?,
60 J/cm? enerji yogunluklu lazer 1s1masi yapilmis ve uygulamanim ardindan sonuglari
degerlendirmek i¢in 24 saat inkiibe edilmistir. FDT tedavi grubu hiicreleri kontrol
grubuna gore karsilastirildiginda, hiicrelerdeki sitoplazma oraninda azalma, kromatin
yogunlagsmasi, hiicre membran biitlinliigiiniin bozulmasi, DNA fragmentasyonu ve

niikleer par¢alanmalarinin oldugu goriintiilenmistir.

Bu sonuglara gore, 5-ALA temelli FDT uygulamasmin PC-3 hiicrelerinde apoptotik

6liime neden oldugu morfolojik olarak goriintiilenmistir.
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Sekil 4.5: Farkli gii¢ yogunluklu lazer 1sima sonrasinda PC3 hiicrelerinde 5S-ALA/FDT’ye bagli olarak
morfolojik degisimlerin AO/EB boyamasi (Oklar, DNA fragmentasyonunu ve hiicre yapismin
bozulmasini gdstermektedir). a) Kontrol b) 15 J/cm? ¢) 30 J/cm? d) 45 J/cm? e) 60 J/cm?.
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BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Kolon ve akciger kanserine gore oliim riski daha diisiik olan prostat kanseri, yiiksek
prevalansa sahip bir kanser tiiridiir. 1941 ‘de Huggins ve Hugles tarafindan
kesfedilmesinden bu yana androjen temelli bir hastalik oldugu kabul edilmektedir. 25 yil
once bir tarama araci olarak uygulanmaya baglanan PSA taramasi ile prostat kanserinin
farkindaligi artmistir [112]. Primer prostat kanser hiicreleri c¢ogunlukla androjen
yoksunlugu tedavisine duyarlidir. Ancak, androjen yoksunlugu tedavisine ragmen prostat
kanserinin ileri evresi olarak katrasyon direncli prostat kanseri (CRPC) hastalarin %50-
70’te metastaz gelismektedir. Ayrica, CRPC hastalarinda ¢esitli iiriner sorunlar, bel, kalga
veya list uyluk bolgelerinde kalic1 agrilar gibi semptomlar goriilmektedir. Bunun yanisira

kemige metastaz gergeklestiginde tedavi segcenekleri oldukca sinirlidir [113].

Prostat kanserinin tedavisinde siklikla kullanilan tedavi yontemleri; cerrahi miidahale,
radyoterapi, kemoterapi ve hormon tedavisidir. Ancak, mevcut tedavi segenekleri etkili
olmalarma ragmen, hastalarin yasam kalitesinin etkileyen ciddi yan etkiler
olusturabilmektedir. Prostat kanserinin erken evrelerinde prostatin cikarilmasi igin
cerrahi bir miidahale olan prostatektomi uygulanmasi ragmen inkontinans ve erektil
disfonksiyon gibi hastanin yasam kalitesini bozan rahatsizliklar gézlemlenmektedir
[114]. Hormonal tedavi, ilerlemis prostat kanseri vakalarinda %90’ 1ndan fazlasinda ilk
tercih olarak goriilen tedavi yontemidir. Hormon tedavisinin ileri prostat kanseri
tizerindeki etkinligi kabul gormiis olsa da hastalik hormona direngli prostat kanseri olarak
niiks etmektedir. Ayrica, hormon tedavisinin bilinen diger yan etkileri arasinda kalp
rahatsizliklari, kemik kiriklarinin insidansininda artis ve cinsel iktidarsizlik yer
almaktadir [115]. Prostat kanseri tedavisinde kullanilan diger bir tedavi yontemi olan
kemoterapinin ise, kullanilan kemotoropatik ajanlarin plazma membranindan
gecememesi ve normal hiicre igerisinde birikmesiyle sitotoksik etkiye neden oldugu

bilinmektedir [116].
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Bu nedenle, prostat kanseri tedavisi icin farkli tedavi arayislari, tedavinin yararlart ve
zararlar1 arasindaki denge gozetilerek devam etmektedir. Bu kapsamda FDT diger
yontemlere kiyasla daha az yan etkisinin oldugu bilinen non-invaziv alternatif bir tedavi

secenegi olarak dikkat ¢cekmektedir.

FDT, dokuda birikebilen ve uygun dalga boyundaki bir 151k ile uyarildiginda aktif hale
gelerek singlet oksijen ve ROS iireterek hedef tiimor dokuyu tahrip eden 1518a duyarlh
ajanlarin kullanildig1 bir tedavi yontemidir. Bu ajanlar oksijen varliginda 1s1ga maruz

kalana kadar farmakolojik olarak inaktiftir.

Onkolojik hastaliklarin tedavisinde, FDT de kullanilan 1s18a duyarli ajanlarin tek basina
toksik etkisinin bulunmamasi ve tiimorlii dokuda segici olarak akiimiile olmasi birden
fazla lezyonu tedavi etme ve iyilesme saglanana kadar tedavinin tekrarlanabilmesine
imkan vermektedir. Ayni zamanda, FDT nin uygulama kolaylig1 ve hasta iizerinde
olusturdugu ciddi bir kontrendikasyonun olmamasi radyoterapi, kemoterapi gibi 1sin
tedavileri ile beraber olarak uygulanabilmesini saglamaktadir. Bu nedenle, FDT biiyiik
ol¢iide giivenli bir tedavi yontemi olarak goriilmektedir. Fakat, 1s18a duyarl ajanin tiimor
dokusunda akiimiile olmasi ve 151k ile uyarilma siiresinin uzun olmasi durumunda hasta
da meydana gelebilecek cilt hassasiyetleri s6z konusudur. Ozellikle birinci ve ikinci nesil
1518a duyarlt ajanlarin kullaniminda karsilagilan bu durum {giincii nesil ajanlarin

iretilmesi ve doz ¢alismalart ile biiyiik dl¢lide azaltilmistir [117].

FDT’nin lokalize prostat kanseri tizerindeki ilk klinik etkileri 1990 yilinda Windahl ve
arkadaslar1 tarafindan arastirilmistir. Bu ¢alisma iki hasta iizerinde gergeklestirilmis ve
biri hematoporfirin digeri Photofrin olmak tizere iki farkli 1s18a duyarli ajan
kullanilmistir. 3 ay sonunda yapilan biyopsi sonuglarinda iki hastada da rezidiiel hastalik

olmadig1 belirlenmigtir [118].

FDT caligmalarinda sik¢a kullanilan ve dogal bir aminoasit bileseni olan 5-ALA’nin
yiiksek secicilige sahip olmasi, viicuttan hizla atilabilir (24 saat icinde), kutandz 1s13a
duyarli hale gelmeden iyi tolere edilebilir ve kiimiilatif toksisite olmadan tekrar tekrar
uygulanabilir olmasi sebebiyle prostat kanseri tedavisinde kullanimina dair Klinik ve
deneysel arastirmalar siirmektedir [119]. 5-ALA normal hiicrelerde tarafindan

alindiginda hemi biyosentezlemek i¢in porfirin metabolik yolu izlerken, kanser hiicreleri
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tarafindan alindiginda heme’nin onciisii olan PpIX olarak mitokondride birikmektedir.
PpIX fotoaktiviteye sahip oldugundan, 15181n belirli dalga boylarinda 6zellikle kirmizi
1s1kta (600-740 nm) ve yesil 1s1kta (480-580 nm) ile uyarilmasi sonucunda 1s1ma yaparak
siglet oksijen gibi sitotoksik ROS iireterek hiicre hasarimi indiiklemektedir [120]. Fakat
intraseliiler PpIX olusumu hiicre tipine gore farklilik gostermektedir. Bu nedenle, Zaak
ve arkadaglar1 (2003) tarafindan insan prostat kanserinde 5-ALA araciligiyla intraseliiler
PpIX olusumu 5 hasta iizerinde incelenmis ve etkilerini degerlendirmistir. Yapilan
floresan spektrumunda normal hiicrelere goére prostat kanser hiicrelerinde PpIX

miktarmin daha fazla oldugu belirlenmistir. Ayrica, 250 J/cm?

enerji yogunlugunda
gercgeklestirilen lazer 1s1masinin ardindan 6 hafta sonra PSA degerlerinin %70’ten %20’e
kadar azaldig1 tespit edilmistir. Fakat, prostat kanserinde FDT’nin tam ve iyilestirici
tedavi hedefine ulagmasi i¢in 151k iletimi ve dozimetri ile ilgili daha fazla ¢aligmaya

ihtiya¢ duyuldugu belirtilmektedir [121].

Sroka ve arkadaslar1 (2003) kopek prostat kanserinde 5-ALA ile indiiklenen PpIX’in in
vivo farmokinetigini aragtirmiglardir. 5-ALA’nin uygulanmasindan 0, 5 ve 10 saat sonra
tic ayr1 zaman diliminde PpIX floresan seviyeleri analiz edilmistir. Maksimum PpIX
floresan yogunlugunun ise 5-ALA uygulamasindan 3-4 saat sonra elde edildigi
belirlenmistir. Ayrica 5-ALA enjeksiyondan 9 saat sonra ise floresan yogunlugunun

otofloresan seviyesine geri dondiigii belirtilmistir [122].

Zaak ve arkadaglar1 (2004) tarafindan gergeklestirilen bir diger ¢alismada, R3327 sican
prostat kanseri modelinde 5-ALA intravendz olarak uygulanmistir. Calismada, 633 nm
dalga boyunda bir diyot lazer kullanilmis ve 100 J/cm? ‘lik enerji yogunlugunda 1s1ma
gerceklestirilmistir. FDT yi takiben gergeklestirilen histolojik incelemede, %94 oraninda
hasar oldugu belirlenmistir [123]. Fakat, Bozzini ve arkadaslari tarafindan (2013) R3327-
AT?2 sigan tiimor modeli tizerinde gergeklestirilen 5-ALA temelli FDT de, 5-ALA’nin
timor dokusunda diisiik oranlarda birikerek dagiliminin heterojen oldugu belirtilmistir
[124]. Belirtilen iki ¢alismada bu farkliliklar nedeniyle prostat kanserinde 5-ALA temelli
FDT’nin etkinliginin anlasilmas1 i¢in daha fazla klinik ¢alismanin yapilmasi gerektigi

belirtilmektedir.

Yamamoto ve arkadaslar1 (2021) 5-ALA temelli FDT nin insan prostat kanseri tizerinde

terapotik etkinligi belirlemek icin PC3, 22Pv1, DU145 ve LNCap olmak {izere dort fakl
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insan prostat kanseri hatlarinda terapotik etkisi arastirilmistir. Gergeklestirilen analizler
sonucunda PC3 ve LNCaP hiicrelerinde yiiksek PpIX birikimi, diisiik hiicre canlilig
gozlemlenirken 22Rv1 ve DUI145 hiicre hatlarinda diisiik PpIX birikimi, yiiksek hiicre
canlilig1 oldugunu belirtmislerdir. Bu sonuglar, hiicre i¢i PpIX birikiminin ve 5-ALA
temelli FDT yoluyla hiicre canliliginin negatif iligkili oldugunu gostermektedir. Ayrica
calismada 5-ALA’nin FDT ile prostat kanseri hiicreleri {izerinde terapotik etkilerinin
Ongoriicli faktorlerini belirlemek amaciyla ilag direncinde rol alan ABCG2 geninin
ekspresyon diizeyinde degisimleri in vivo olarak arastirilmistir. Bes ila alt1 haftalik erkek
BALB/c farelerinin kanser hiicrelerinin belirli bir diizeye kadar gelisim gostermesinin
ardindan 5-ALA uygulanmis ve 3 saat inkiibe edilmistir. Ardindan, 629 nm dalga
boyunda, 100 mW gii¢ yogunluguna sahip LED cihazi kullanilarak 10 dakika boyunca 60
Jlem? enerji yogunlugunda 1sitma yapmuslardir. Sonug olarak, diisik ABCG2
ekspesyonuna sahip prostat kanseri hiicrelerinin 5-ALA temelli FDT’ye duyarh
olabilecegini ve yiiksek ABCG2 tasiyici ekspresyonuna sahip hiicrelerde ise tedaviye
direncli olabilecegini belirlemislerdir [125]. Hagiya ve arkadaglarinin (2012) mide
kanseri hiicrelerinde ALA-FDT duyarliliginda PEPT1 ve ABCG2’nin ekspresyon
diizeylerinde potansiyel etkilerini arastirdigi calismada, PEPT ve ABCG2 tasiyici
ekspresyonunun PpIX iiretimi ve fotositotoksisite ile iliskili olduklarin1 bulmuslardir
[126]. Bu iki calisma birbirini destekler niteliktedir ve prostat kanserinde ABCG2 geninin
5-ALA-FDT nin etkinligi ile iliskili oldugunu gostermektedir. Ancak, prostat kanserinde
5-ALA’nin neden oldugu o6liim tipinin aydinlatildigi bir literatlir caligmasi mevcut
degildir. Bu kapsamda mevcut tez ¢alismasinda literatiirde farkli 5-ALA temelli FDT
uygulamalari1 géz 6niine alindiginda dncelikle en etkin 5-ALA temelli FDT protokoliiniin

belirlenmesi ve hiicrelerde neden oldugu 6liim tipinin aydinlatilmas1 amaglanmustir.

Optimizasyon ve ana calisma olmak {iizere iki boliimden olusan tez ¢alismasinin ilk
asamasinda uygulanacak enerji yogunlugu, gii¢ yogunlugu ve maruziyet siiresi olmak

lizere li¢ parametrenin 5-ALA temelli FDT etkinligindeki rolleri arastirilmistir.

Uygulama 1 i¢in; 1 mM 5-ALA’nin PC3 hiicre hatti iizerinde sitotoksik etkisinin
belirlenmesi amaciyla 3 J/cm?, 6 J/cm?, 9 J/cm?, 12 J/cm?, 18 J/cm?, 24 J/cm?, 30 J/cm?
olmak tizere 7 farkli enerji yogunlugunda 151ma gergeklestirilmis ve 24 saatlik inkiibasyon

stiresinin ardindan WST-1 analizi yapilarak hiicre canlilim oraninin tespit edilmistir.
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Analiz sonucunda, canlilik oranimin artan enerji yogunluguna bagli olarak anlamli bir

sekilde azaldig1 belirlenmistir (p<0.01).

Uygulama 1 i¢in belirlenen enerji yogunlugu parametreleri ayn1 tutularak, lazer cihazinin
pulse modunda maruziyet siliresini de degistiren diger bir optimizasyon calismasi
gerceklestirilmistir. 5-ALA uygulanan PC3 hiicrelerinde ayni enerji uygulamalart ile
1s1ma yapildiktan 24 saat sonra WST-1 analizi ile canlilik oranlarinda azalis istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p<0.01). Bunun sebebi, hedeflenen bolgedeki oksijen
tikketiminin, FDT uygulamasinda 6nemli bir etkiye sahip olmasidir. Pulse modunda
gerceklestirilen FDT uygulamasi ile CW modda gergeklestirilen FDT uygulamasini
karsilagtirilmast sonucu lazer kaynagma bagl olarak sitotoksik etkinin farki oldugu
goriilmiistiir. CW modda oksijenin hiicre 6liimiinii indiikleyen singlet oksijen gibi ROS
olusumu icin kullamildig1 bilinmektedir. Ayni mekanizmanin pulse modunda
gerceklestirilen FDT uygulamalarinin da temelini olusturdugu diistiniilmektedir. Fakat,
Kawauchi ve arkadaslarinin (2004), pulse lazer ve CW modda lazer temelli FDT’in
sitotoksisite arasindaki farklar1 belirlemek i¢in yapmis oldugu calismada, pulsatif 1s1ikta
sitotoksik etkinin azalmasinin, mevcut fotonlarin yetersiz kullanimu ile iliskili oldugunu
belirtilmistir. Yiiksek tepe akicilik hizina sahip pulsatif 151k kullaniminda, fotonlarin
sayist 1sinlanan bolgede bulunan FS molekiillerinin sayisini asarak reaksiyona giremeyen
bir¢ok fotona neden oldugu belirlenmistir [127]. Bu durum etkili toplam 151k dozunun
azalmasina neden olmaktadir. Sonug olarak, diisiik 151k dozu nedeniyle oksijen tiiketimi

baskilanmakta ve yetersiz sitotoksite gozlemlenmektedir.

Pulse modunda gerceklestirilen FDT uygulamasinin ardindan hiicre canliliginin en fazla
%19,5 oraninda azalmasindan dolayr CW modda ¢alisilmasina karar verilmistir. Ancak,
3 Jicm?, 6 J/cm?, 9 J/cm?, 12 J/cm?, 18 Jicm?, 24 Jicm?, 30 J/cm? olmak iizere 7 farkli
enerji yogunlugunda canlilik oraninin en fazla %20 azalmasindan dolay1 enerji
yogunlugunun arttirtlarak 5-ALA’nin etkisinin aydinlatilmasina ikinci bir optimizasyon

caligsmasi ile odaklanilmistir.

Uygulama 2 igin; enerji yogunluklar1 15 J/cm?, 30 J/cm?, 45 J/cm?, 60 J/cm?, 90 J/ cm?
olarak belirlenmis ve 50 mW gii¢ yogunlugu ile CW modda 4 saat boyunca 1 mM 5-ALA
ile muamele edilen hiicrelere lazer uygulanmistir. Hiicre canlilik oranini tespit etmek icin

24 saat inkiibasyon siiresinin ardindan WST-1 analizi yapilmistir. Analiz sonucunda

45



hiicre canliliginin 90 J/ cm? ‘e kadar anlamli bir sekilde azaldigi, 90 J/ cm? enerji
yogunlugunda ise tekrar proliferasyon gergeklestigi belirlenmistir (p<0.01). Yapilan
optimizasyon ¢aligmalari ile hiicre canliliginin en fazla %32 oraninda azaldig1 belirlenmis

ve ana ¢alisma parametreleri elde edilen WST-1 analizi sonuglarina gore olusturulmustur.

Optimizasyon deneyleri sonucunda ortaya ¢ikan tiim veriler degerlendirildiginde en iyi
FDT sonuglarmin 15 J/cm?, 30 J/cm?, 45 J/cm?, 60 J/cm? lazer enerji yogunlugu ile 5-
ALA’nin uyarilmasit sonucunda elde edildigi belirlenmistir. Annexin V analizi
sonuclarina gore, artan enerji yogunluguna bagl olarak apoptotik oliimiin istatistiksel
olarak anlamli bir gekilde arttig1 tespit edilmistir (p<0.01**). Sayisal verilere gore, en
yiiksek apoptotik dliimiin 60 J/cm? lazer enerji yogunlugunda gerceklestigi saptanmistir.
Annexin V analizinde elde edilen sonuglarin morfolojik olarak desteklenmesi icin AO/EB
boyamas1 yapilmistir. 1 mM 5-ALA uygulanan ve 15 J/cm?, 30 J/cm?, 45 J/cm?, 60 J/cm?
enerji yogunlugunda lazer 1simasi yapilan hiicrelerde, sitoplazma oraninda azalma,
kromatin yogunlasmasi, hiicre membran biitiinliigiiniin bozulmasi, DNA fragmentasyonu
ve niikleer parcalanmalarinin oldugu goriintiilenmistir. Sonug¢ olarak, metastatik
katrasyon direngli PC-3 prostat kanseri hiicreleri iizerinde 5-ALA temelli FDT nin etkisi
sayisal ve gorsel olarak belirlenmistir. Bu kapsamda elde edilen verilerin WST-1
analizinde elde edilen verileri destekler nitelikte oldugu saptanmistir. Ancak, hiicre
oliimini tetikleyen molekiiler mekanizmanin aydinlatilmasi i¢in daha fazla in-vitro ve

in-vivo caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Yapilan tez calismasinda ilk kez 5-ALA temelli FDT prostat kanser hiicrelerini apoptoza
neden oldugu ve yiiksek enerji dozlarina bagli olarak hiicre canliligin anlamli bir sekilde
azaldig1 tespit edilmistir. Ancak, en etkin FDT protokoliinde PC-3 hiicrelerinde apoptotik
6liimiin %32 oraninda olmasi katrasyon direngli metastatik prostat kanseri hiicrelerinde
5-ALA temelli FDT’nin tek basina etkin bir tedavi segenegi olusturamayacagini
gostermektedir. Bu nedenle, FDT’nin etkinlinliginin arttirilmasi i¢in metastatik
kastrasyon direngli prostat kanseri hastalarinin tedavisinde kullanilan kemoterapi ajanlari
veya hormon tedavi segenekleri ile kombin tedavide etkinliginin belirlenmesine yonelik

ileri caligmalarin gerceklestirilmesi gerekmektedir.
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Yaptigimiz ¢alismanin protat kanseri tedavisi icin literatiire 6zgiin katki saglayacagini ve
prostat kanserinde gerceklestirilecek 5-ALA temelli FDT icin uygulamasi yapilan

parametrelerin yapilacak ¢alismalar i¢in veri kaynagi olabilecegi diisiiniilmektedir.
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