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OZET

KOLON VE MIDE KANSERINDE 5-AMINOLUVONILIK ASIT
ARACILI FOTODINAMIK TANI

UNAY S. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Biyofizik Program
Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2018

Gilinimiizde kolon ve mide Kkanserleri tiim kanser tiirleri igerisinde sik rastlanan
kanserlerdendir. Bu kanserlerin erken tanisi i¢in kullanilan yontemler gerektigi kadar yeterli
bilgi vermemektedir. Bu amagla son zamanlarda fotodinamik tani yontemi kullanilmaya
baslanmistir. Bu ¢alismada; in-vitro olarak kolon kanseri (HCT116) ve mide kanseri (AGS ve
HCT116) hiicre hatlarinda 5-ALA ile uyarilmis PpIX’in olusturdugu fliioresansin teshisi ile
gerceklestirilen fotodinamik taninin en etkin sekilde yapilmasi igin gerektigi kosullarin
belirlenmesi amaglanmastir.

Bu tezde farkli dozlarda 5-ALA (0, 100, 200, 300 pg/ml) uygulanmig HCT116, AGS ve
MKNZ28 hiicre hatlarinda 0, 1, 2, 3 ve 5 saat inkiibasyon siiresini takiben hiicre canlilig1,
fliiloresans yogunluk analizi, hiicre gocii ve hareketliligi analizi, kaspaz 3/7 ile erken hiicre
olimi analizi, mikroskop ile elde edilen fliioresans goriintiilerde goriintii isleme
gerceklestirilmistir.

200 pg/ml 5-ALA ile uyarilan ve 3 saat inkiibe edilen hiicrelerde uyarilmadan 3 saat sonra
hiicre canlilig1 agisindan karsilagtirildiginda AGS hiicre hattinin MKN28 ve HCT116 hiicre
hattina nazaran daha fazla hiicre canliliginda azalma oldugu gozlenmistir. MKN28, HCT116
ve AGS hiicre hatlarmin farkli inkiibe siirelerinde ve 5-ALA konsantrasyonlarinda hiicreler de
farkli fliioresans yogunluklar1 gosterilmistir. En belirgin fliioresans yogunlugu MKN28 hiicre
hattinda gozlenmistir. En yiiksek hiicre hareketinin MKN-28 hiicre hattinda, en disiik hiicre
hareketinin ise HCT116 hiicre hattinda oldugu belirlenmistir. 300 pg/ml 5-ALA ile uyarilmig
HCT116 hiicre hattinda erken apoptoz bulgular1 diger hiicre hatlar ile karsilastirildiginda
daha belirgin olarak gézlenmistir.

Sonug olarak, 200 pg/ml 5-ALA ile uyarilan hiicrelerde 3 saat sonra gozlenen fliioresansin
mide ve kolon kanserlerinin fotodinamik tani amaciyla kullanilabilecek en uygun tani dozu
oldugu saptanmistir. Ileride yapilacak insan ¢alismalarinda etkinligi ve duyarlihg
gosterilecek olan fotodinamik tani, klinikte mide ve kolon kanserleri erken tanisinda umut
vaat eden bir yontem olarak uygulanabilecektir.

Anahtar Kelimeler: 5-Aminoleviinelik Asit, Fotodinamik Tan1, Kolon kanseri, Mide kanseri



ABSTRACT

5-AMINOLEVULINIC ACID-MEDIATED PHOTODYNAMIC
DIAGNOSIS IN COLON AND GASTRIC CANCER CELL LINES

UNAY S. Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Biophysics Program
M.Sc. Thesis, Aydin, 2018

Today, colon and gastric cancers are common cancers in all types of cancer. The methods
used for early detection of these cancers do not provide enough information as necessary. For
this purpose, photodynamic diagnosis has started to be used recently. In this study; it was
aimed to determine the conditions required for the most effective photodynamic recognition
of the fluorescence produced by 5-ALA stimulated PpIX in colon cancer (HCT116) and
gastric cancer (AGS and HCT116) in vitro.

In this thesis, HCT116, AGS and MKN28 cell lines which were administered different 5-
ALA (0, 100, 200, 300 300 ug / ml) concentrations and incubations time (0, 1, 2, 3, 5 hours),
were performed on fluorescence images obtained by cell viability, fluorescence intensity
analysis, cell migration and mobility analysis by imaging processing, early cell apoptosis
analysis with caspase3/7.

When the cells were stimulated by 200 pg / ml 5-ALA on 3 hours, the cell viability of AGS
cell lines decreased more than the cell viability of MKN28 and HCT116 cell lines. Different
fluorescence intensities of cancer cells were determined at various incubation times and 5-
ALA concentrations of MKN28, HCT116 and AGS cell lines. The most pronounced
fluorescence intensity was observed on the MKN 28 cell line. It was determined that the
highest cell movement was in the MKN-28 cell line and the lowest cell movement was in the
HCT116 cell line. Early detection of apoptosis in the HCT116 cell line stimulated with 300
pg / ml 5-ALA was more pronounced when compared to other cell lines.

As a result, fluorescence observed after 3 hours in cells stimulated with 200 pg / ml 5-ALA
was found to be the most suitable diagnosis for photodynamic diagnosis of gastric and colon
cancers. Photodynamic diagnosis, which will show efficacy and sensitivity in future human
studies, can be applied as a promising method in the early diagnosis of gastric and colon
cancers clinically.

Key word: 5-Aminolevulinic acid, photodynamic diagnosis, colon cancer, gastric cancer

Xi



1.GIRIS

Kanser, viicutta bulunan hiicrelerinin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi sonucuyla
meydana gelen patolojik bir hastaliktir. Giintimiizde kolon ve mide kanserleri, kansere bagl
oliimlerin 6nde gelen nedenlerindendir ve bu kanserler diinya genelinde sirasiyla iiglincii ve

besinci siklikta goriilen en yaygin kanser tiirlerindendir (Campbell ve ark, 2017).

Kanser tanisi i¢in yillardir ¢aligsmalar yapilmaktadir fakat etkin bir erken tan1 yontemi
tespit edilememistir. Giiniimiizde kullanilan yontemle ¢ogu kanser dokusu ile sagliklt doku
arasindaki sinir kesin bir sekilde gosterememektedir. Kanser dokusunun viicutta net olarak
yerlesimini tespit edebilmek amaciyla birgok yontemler gelistirilmektedir. Bu tan1 yontemleri
hasta dmriinii uzatmis fakat her kanser tiirii i¢in gerektigi kadar erken tani saglayamamaistir.
Giiniimiizde kanser hiicrelerinin tanisinda histopatolojik tanmmin yaninda bilgisayarl
tomografi, manyetik rezonans goriintilleme, pozitron emisyon tomografi gibi gelismis
goriintiileme teknikleri de kullanilmaktadir. Ancak bu teknikler erken safhada kanser
hiicrelerinin tanisinda yeterli olamamaktadir (Kitada ve ark, 2015). Bu nedenle kanser tani
yontemleri gelistirilmeye yonelik ¢alismalar artmaktadir. Bu calismalarin temel amaglart
kanser hiicre yerlesimini kesin olarak gostermektir. Kanser tanisinda klinikte kullanilan
yontemlerden biri de fliioresans tani yontemidir. Fliioresans tani yontemi, invaziv olmayan ve
diger goriintileme teknikleri ile karsilagtirildiginda hizli ve ucuz olan bir yontemdir.
Fliioresans tan1 yontemleri gézlemlenen fliioresansa gore otofliioresans ve fotodinamik tani
(FDT) olmak tizere ikiye ayrilmaktadir. Bu fliioresans tan1 yontemler; onkoloji, dermatoloji,
gogis hastaliklari, jinekoloji, gastroenteroloji gibi genis alanlarda kullanilmaya baglanmigtir
(Koizumi ve ark,2016). Bu yontemler hiicrelerin kanserli olup olmadigin1 ve kanserli
hiicrelerin bulundugu yerlesimleri belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Fotodinamik tanida
ozellikle kanser dokusunda birikme o6zelligi bulunan ve 6zel bir dalga boyuna maruz
birkildiginda fliioresans 1s1k yayan fotosensitif ajanlar deneklere uygulanmaktadir. Takiben
stipheli kanser dokular1 fotosensitif ajanin ozelliklerine bagli olarak mavi 1s18a maruz
birakilmaktadir. Sonugta kanserli dokuda sinirlari belirgin kirmizi fliioresans emisyonu
olusturmaktadir. Bdylece kanserin normal dokudan net bir bigimde ayirt edilmesini

saglanmaktadir. (Jichlinski ve Jacgmin, 2008).



Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan onay almis fotodinamik tan1 ajanlar
5-aminoliivonelik asit (5-ALA) ve 5-aminoliivonelik asit ’in ester tiirevi olan
hexaaminoliivenilik asit (HAL) basta iirolojik kanserler olmak tiizere bircok kanser tanisinda
kullanilmaya baslanmistir. Bu ajanlarin disinda da bir¢ok fotosensitif ajan deneysel olarak

fotodinamik tanida kullanilmaktadir (Yagi ve ark, 2017; Demay ve ark, 2018).

Bu ¢alismanin amaci; in vitro olarak kolon (HCT116) ve mide (AGS ve MKN28)
kanser hiicre hatlarin1 5-ALA ile uyarmak, hiicrelerde birikmis olan protoporfirin IX’un
olusturdugu fliioresansi teshis ederek kolon ve mide kanseri hiicre hatlarindaki ayrit edici
fliioresans1 gostermektir. Bununla birlikte fliioresansin belirlenen kanser hiicre hatlarinda
fliiloresans yogunluk analizi, hiicre go¢ii ve hareketliligi analizi ve erken hiicre 6liimii analizi

yapilmasi da amaclanmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.Kanser

Kanser, kontrolsiiz hiicre biiylimesi ve anormal hiicre yapilariin kontrolsiiz olarak
organizmaya yayilmasi ile kendini gosteren bir hastaliktir. Genetik faktorler ve/veya cevresel
faktorler kanseri tetiklemekte ve kanser her yas araliginda goriilmektedir (Boyle ve Langman,
2000).

Kanser iilkemizde ve diinyada sebebi bilinen oliimler siralamasinda kardiyovaskiiler
hastaliklardan sonra en sik gdzlenen ikinci 6liim nedenidir. Diinyada 2008 yilindaki kanser
raporlarina gore toplam 7,6 milyon insan kanser nedeniyle hayati kaybetmistir (Jemal ve ark,
2011). Kanser seyri giiniimiizdeki gibi devam ederse 2030 yilina gelindiginde, yillik 22
milyon yeni kanser vakasimin ortaya ¢ikmasi beklenmektedir. Gliniimiizde diinya genelinde

her y1l yaklagik 7,6 milyon kisi kanserden kaybedilmektedir.
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Sekil 1. Tiirkiye’de 2010 yilinda en sik goriilen ilk 10 kanserin yasa standardize edilmis
hizlarinin dagilimi (A) Erkeklerde (B) Kadinlarda (Diinya standart Niifusu, 100000 Kiside)
(T.C. Saglik Bakanligi, 2014)



Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanlig1 (2014) tarafindan yayimnlanan kanser verilerine
gore ilkemizdeki kanser insidanslar1 degerleri géz Oniine alindiginda her iki cinsiyette

kolorektal kanserleri ti¢iincii ve mide kanserleri ise besinci sirada yer almaktadir (Sekil 1).

2.2 .Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri

Kanser hiicreleri ortamda biiylime faktoriine gerek duymadan biiyliimeyi ve boliinmeyi
devam ettirmektedirler. Kanser hiicreleri gerekli olan biliylime faktorlerini kendileri
yapmaktadir veya bu hiicrelerde hiicre dongiisii kontrol sisteminde anormalliklere
gorilmektedir. Kanser hiicreleri yiprandiklari veya hasara ugradiklarinda kendilerini yok
etmemektedir. Bir kanser hiicresinin normal hiicreden farki daha az sitoplazmasinin olmasi,
birden ¢ok ¢ekirdek igermesi, ¢oklu ve biiyiik ¢ekirdek¢iginin bulunmasi ve kaba taneli
kromatin igermesi olarak belirtilmektedir (Campbell ve ark, 2017). Bir kanser hiicresinin
zamanla c¢ogalarak bir toplu igne basinin biiyiikliigline ulagsmasi i¢in gecen siire yaklasik 10
yildir (Sekil 2) (Friberg ve Mattson, 1997). Kanser hiicresi genetik bir mutasyonla normal
hiicreden farklilagtiktan sonra hiperplaziye ugramaktadir. Hiperplazi asamasinda kanser ile
normal hiicre benzer fenotipte olmasina karsin kanser hiicresi daha hizli gogalmaktadir. Takip
eden displazi evresinde kanser hiicrelerinin seklinde ve oryantasyonunda anormallikler
olusmaktadir. Daha sonraki in situ kanser evresinde hiicreleri lokal olarak yerlesmisken
invaziv kanser evresinde kan damarlar1 ile yayilmaya baslamaktadir ve yakin ile uzak

metastazlar olugsmaktadir. (Campbell ve ark, 2017).
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Sekil 2.Kanser hiicresinin boyutundaki degisimler (Friberg ve Mattson, 1997



2.3.Kanserin Molekiiler Biyolojisi

Bir kanser hiicresinde, hiicre dongiisiinii etkileyen genetik degisiklikler meydana
gelmektedir. Hiicre c¢ekirdegindeki DNA’da bulunan bazi genler hiicrenin biiylimesini,
boliinebilmesini yani hiicre dongiisiinii diizenlemektedir. Eger bu genlerde mutasyon meydana
gelirse ise hiicre dongiisiinde aksakliklar ya da anormallikler meydana ¢ikmaktadir.
Mutasyonlar genetik ve/veya cevresel faktorler sebebiyle meydana gelebilmektedir (Campbell
ve ark, 2017). Proto-onkogenlerin ve tiimor baskilayici genler normal hiicrelerde hiicre
boliinmesini ve biliylimesini kontrol etmektedirler. Fakat bazi durumlarda proto-onkogenler
asirt  derecede hiicre c¢ogalmasimi tetikleyerek normal hiicreyi kanser hiicresine
doniistiirebilmektedir. Ayni sekilde tiimor baskilayici gen normal hiicrede anormal hiicre
biliylimesini engelleyen bir protein saglamaktadir. Eger bu proteinin mutasyona ugramasi
meydana gelir ise normal hiicre tiimorlii hiicreye doniisebilmektedir Bu mutasyonlardan
bazilar1 kalitsal olabilir ve bu nedenle bazi kanser tiplerinin gelismesinde yatkinliklar
meydana gelebilir (Campbell ve ark, 2017). Tiiméor hiicreleri bu proto-onkogenleri ve timor
baskilayici genleri etkileyen degismeleri saklar ve savunma hiicrelerinin bu anormalliklerini

fark ederek kendilerini yok etmelerini onler.

2.4.Mide kanseri

Mide kaburgalarin altinda karnin iist bolgesinde yer alan i¢i bos bilyiik bir organdir. Mide
kanserinde sadece kontrol edilemeyen hiicre biiyiimesi degil ayn1 zamanda kontrolsiiz hiicre
gOcli yani metastazlar da siklikla goriilmektedir (Boyle ve Langman 2000; Clark ve
Vignjevic,2015). Mide kanseri ¢ok hizli bir sekilde yayilan bir kanser tiirii olup gevredeki
organlara ve lenf bezlerine hizli bir sekilde yayilir. Mide kanseri diinya iizerinde en sik
goriilen ve Olim orani en yiiksek olan kanser tiirleri arasinda bulunmaktadir (Herszényi,
2010). Mide kanseri o6liim oran1 bakimindan diinya iizerinde igiincli ve goriilme siklig
bakimindan besinci. sirada yer almaktadir (Jemal ve ark, 2011). Mide kanseri genellikle gec

evrede teshis edilmektedir (Boyle ve Langman, 2000).



2.4.1. Mide Kanserinin Patolojisi

Mide kanserinde yaklasik olarak %90-95 oraninda adenokarsinom (kotii huylu tiimor)
tipi rastlanmaktadir. Ayrica %4 oraninda lenfoma ve %2 mezankimal tlimoérleri goriilmektedir
(Robbins, 2018). Mide kanserinin tedavisi ve tani agisindan siniflandirmasi, invazyon
derinligine gore yapilmaktadir. Erken mide kanseri sadece mide duvarinda mukoza ve

submukozada sinirli kaldigr durumdur. Sekil 3’de erken ve gec evredeki mide kanseri

goriilebilmektedir.
Erken Gastrik Kanser ierlemis Gastrik Kanser
— .
Mukoza Submukoza Musktler Sarozal Sinir Serozal Yuzey
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Sekil 3. Erken ve ileri seviye mide kanseri (Kapan, 2001).

2.5.Kolon Kanseri

Kolon kanseri diinyada goriilme siklig1 bakimindan ii¢iincii. ve 6liim siklig1 tarafindan
ise dordiincti sirada bulunmaktadir (Zora, 2012). Kolorektal kanserin yaklasik %70’i kolon
kanseri ve yaklasik %30°nu ise rektum kanseri olusturur. Klinikte proksimal ve distal
kolorektal kanserin etkileri diger tiplere gore daha fazladir (Wu,2006). Kolon kanseri her yas
araliginda goriilebilmesine ragmen en sik 50 yasindan sonra goézlenmektedir ve kadin ile
erkek arasinda goriime siklig1 agisindan pek bir fark bulunmamaktadir. Kolon kanser hiicreleri
oncelikle en yakinindaki lenf bezlerine yayilmaktadir ve takiben viicuttaki diger bezlere ve

organlara da yayilma gosterebilmektedirler (Campbell ve ark, 2017).



2.5.1.Kolon kanserinin Patolojisi

Kolon ve rektum kanserlerinin yaklasik %95°1 adenokarsinom (kotii huylu tiimor)
seklindedir. Mikroskobik incelemede tiimorden tiimore degisebilen oranlarda olmak iizere bez
yapilar1 olusturduklar1 ve miisin salgisi olugturabilmektedirler. Yassi epitel hiicreleri kanserler
kolonda nadiren olugmaktadirlar. Kolon kanserleri kolon duvari iginde bliyiliyerek bagirsak
duvarimi  gegmektedirler. Duvar1 gegen kanser hiicreleri lenf bezlerine, bagirsak
komsulugunda bulunan organlara ve dolasimla uzak organlara yayilabilirler (Campbell ve ark,
2017).

2.6 Elektromanyetik Dalgalar

Elektromanyetik (EM) dalgalar elektrik yiiklii parg¢aciklarin titresimi ile olusurlar. Bu
titresim sonucu olusan dalganin hem elektrik alan hem de manyetik alan bileseni
bulunmaktadir. EM dalga yonii ve hiz vektorii hem manyetik alan hem de elektrik alan
bilesenine diktir. EM dalga hem elektrik hem de manyetik alan ozellikleri tasimaktadir.
Yayilmasi i¢in herhangi bir destek ortama ihtiya¢g duymayan EM dalgalar, uzayda (boslukta)
151k hiz1 (c= 3x10° m/s) ile seyahat ederler. Olusan EM dalga enerjisi bir madde ile etkilesime
gecgene kadar 151k hizi ile seyahat eder. Sonugta enine dalga olan EM dalgalar bir yerden bir
yere enerji tasirlar (Sekil 4) (Bilgin ve Bozkurt-Girit, 2017).

Bir fotonun enerjisi Planck sabiti (h= 6.626x10™* Js) ile frekansin (f, saniyedeki
titresim sayisi, 1/s) carpimiyla hesaplanmaktadir. Burada EM dalganin yayilma hizinin

(c=3x10° m/s) dalga boyuna (A, m) béliinmesiyle EM dalganin frekansi hesaplanmaktadir.

E=hf=hc/A (J)



Sekil. 4 EM dalganin sekli, (Grossweiner, 2005)

EM doku icinde ya sogurucu bir ajan tarafindan sogurulur, ya da sacilima ugrar.
Birgok sacilim sonucu ortamdan gecgebilmektedir (transmisyon) ya da geriye dogru sagilim
sonucu difiiz yansimaya ugramaktadir. Dokuya 151k geldiginde, gelme acisina esit oranda

doku yiizeyinden yansimaya ugramaktadir (Sekil 5) (Grossweiner, 2005).

Hava Doku Hava

Sekil 5. (A) Isigin doku igindeki kaderi. 1) Spekular yansimay: takiben doku igine giren 15181n
iki sagilmadan sonra sogrulmasi, 2) Bir¢ok sacilmadan sonra 1s18in dokudan ge¢cmesi
(transmisyon), 3) Is1gin 6n yiizeyden igeri dogru yansimasi, 4) Bir¢ok sa¢ilimdan sonra olugan

difiiz yansima. (Grossweiner, 2005).



2.7. Jablonski diyagram

Elektromanyetik dalgalarin etki mekanizmalari, frekanslarina gore farklilik
gostermektedir. EM dalganin frekansi ne kadar biiyiik ise enerjisi de o kadar fazladir. EM
dalgalar maddenin atomlarina ¢arptiginda, EM dalganin enerjisi sogrulur. Goriiniir 151k ve
ultraviyole 1s1ninin sogrulma sogurma yetenegi onun yapisindaki atomik c¢ekirdek etrafinda
elektronlarin yerlesimine baglhidir. Boylece molekiil tarafindan bir foton soguruldugunda bir
elektron daha yiiksek enerji seviyeli yiikselmektedir. Bir foton sogurmus molekiil uyarilmig
durumdadir ve artik kararli degildir. Uyarilmis molekiilde daha yiiksek enerjili seviyelere
tasinmis olan elektronlar, tekrar kararli olan temel seviyeye donmeye ¢alismaktadir. Bunun

igin titresimsel hareket yaparak ortama enerjilerini vermektedirler (Sekil 6).
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Sekil 6. Jablonski diyagrami (Grossweiner, 2005)



Fliioresans emisyonu uyarilmig atom/molekiiliin birinci singlet enerji diizeyinin en
diisiik titresimsel seviyesinden temel enerji diizeyine donerken ortama salinan 1simaya
olusmaktadir (Sekil 6). Fliioresans 1s1ma daima sogurulan dalga boyundan daha uzun dalga
boyunda gerceklesir ve bu nedenle de daha diisiik enerjilidir. Yani Jablonski diyagraminda
bir fotonun sogurulmasini takiben olusan foto-fiziksel islemler goriilmektedir yani uyarilmis
durumda bulunan atom/molekiiliin sogurulan enerjisinin kaderini tanimlanmaktadir (Sekil 6).
Uyarilmis durumdaki atom/molekiiller enerjilerini ortama 1s1 enerjisi olarak vermek suretiyle,
fliioresans veya fosforesans emisyonu ile ya da biyokimyasal reaksiyona katilmak suretiyle

temel enerji durumuna dénebilmektedirler (Bilgin ve Bozkurt-Girit, 2017).

2.8 Fliioresans

Bir cismin foton sogurmasini takiben daha uzun bir dalga boyunda diger bir foton

yayilmasini tetiklemesiyle ger¢eklesen 1s1ma olayina fliioresans denir (Sekil 7).

Sekil 7. Flioresans goriintiilemenin geometrik ve temel prensipleri

Ortama fliioresans emisyonu yapan ajanlara fliiorofor denilmektedir. Bir fliioroforun
yasam siiresi, uyarilma ve temel duruma dénme arasindaki ortalama zamandir (yaklasik 10 ns
dir). Salinan enerjinin dalga boyu ve miktari fliiorofora ve onun kimyasal ¢evresine baglidir.

Fliioresans molekiillerin uyarilma bolgesinde biiyilk molekiiler sogrulma sabiti, yiiksek
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quantum toplami, en uygun uyarilma dalga boyu, foto kararlilik, uyarilma-durum Omriinii
icerir. Fliloresans goriintiileme; eksitasyon ve emisyon 15181 sagilima bagli olarak rastgele

ortamda hareket etmektedir.

Dokudaki fliioroforaya sadece kii¢iik bir uyarilma 15181 ulasir ve kamerada salinan
151810 kiigiik bir kismini yakalayarak fliioresans goriintiiden meydana gelmektedir (Sekil 8,

A). Burada kullanilacak filtreler ile fliioroforu istenilen dalga boyundaki 1sinla uyarilmasi

saglanir ve salinan fliioresans da kamera ile kayit edilir (Sekil 8, B).

%
4
:

Canen {,} - kamera
: {.f ' I Al
\ %,
\

%

Emisyon

|
@
Refraction \ 60, filtrest
§
Uyarilma
hava filtrest
doku g
\ |
Fluorophore

Sekil 8. Fliioresans goriintiilleme teknigi A) fliioresans goriintiiniin olusumu B) Kullanilan

filtreler (Bilgin ve Bozkurt-Girit, 2017).

~

Fliloresans goriintiiniin siddetini etkileyen faktorler sirasiyla; uyarma ve emisyon
dalga boyu, uyarma i1s1gimin siddeti, fliioroforun kuantum etkinligi (®= salinan foton

sayisi/sogrulan foton sayisi), fliloroforun satiirasyonu, rezonans enerji transfer ortagi
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(fliioresan=FRET; sogrulma=Soniimleme), ortamdaki oksitleyici ajanlarin indirgeyici ajanlara

orani olarak belirtilmektedir (Bilgin ve Bozkurt-Girit, 2017).

2.8.1.Flioresans Tam

Fliioresans tani, kanser dncesi ve kanser dokularin goriintiileme i¢in hizli ve invaziv
olmayan bir yontemdir. Bu yontem onkoloji, dermatoloji, gogiis hastaliklari, jinekoloji,
iiroloji, genel cerrahi, beyin cerrahisi, dahiliye gibi bir¢cok klinik alanda kullanilmaktadir. Bu
yontemde Oncelikle beyaz 151k altinda siipheli dokular incelenmektedir ve takiben verilen
fotosensitif ajant soguran dokular veya dokularin dogal fliioresansi incelenmektedir.

Fliioresans tan1 ¢ok hassas ve 6zgiin bir yontemdir.

Fliioresans tan1 gozlemlenen fliioresansa gore ikiye ayrilmaktadir; otofliioresans tant
yontemi ve fotodinamik tani. Bu yontemler normal ve patolojik dokularin farkli fliioresans
yansitma esasina dayanmaktadir. Porfirinler ve 5-ALA gibi fotosensitif ajanlarin eksojen
kullanmasi sonucu dokular ve/veya hiicreleri goriiniir 1518a duyarh hale getirmektedir. Doku
yiizeyi fotosensitif ajana uygun dalga boyunda bir 1s1na maruz birakildigi zaman, yogunlugu
cok diisiik olan ve ¢iplak gozle goriilemeyen doku fliioresanst olusur ve uygun teknikler

kullanilarak goriiliir hale getirilebilir (Bozzini ve ark, 2013).

2.8.1.1.0tofliioresans Tam Yontemi

Otofliioresans aromatik aminoasitler, niikleotitler veya porfirinler gibi endojen
molekiilleri ile olusturulur. Cok hassas ve 6zgiin olan bu yontemde beyaz 11k altinda
dokulardaki kiigiik degisiklikler goriilebilmektedir. Beyaz 151k endoskopik islemlerinde
tanimlanamayan prekanser6z veya kanser dokular1 genellikle normalde yesil fliioresans veren
normal dokulara gore kuvvetli kirmizi fliiloresans verirler. Bu sekilde kanserli doku ile saglikli

dokular ayirt edilebilmektedir (Laranjo ve ark, 2013).

Otofliioresans veren ajanlar vitamin C, NAD(P)H, vitamin D, lignin, klorofil, vitamin
A, Kollajen ve elastin, flavinler, FMN ve FAD, lipofiiskin, riboflavin ve protoporfirin IX

olarak belirtilmistir. Hiicre ici otofliioresans siklikla her ikisi de hiicresel metabolik indikator
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olan indirgenmis piridin niikleotitleri (NAD(P)H) ve oksitlenmis flavinlere (FMN, FAD)
baghidir. Mitokondriyal NADH otofliioresans klinikte hiicresel solunum belirteci olarak da
kullanilmaktadir. Ayrica NADH/NAD oranmin artmasina neden olan hipoksi artmis

mitokondriyal otofliioresans taninabilmektedir (Kolenc ve Quinn, 2018).

Otofliioresans da incelenecek doku uygun dalga boyunda uyarilmaktadir; 6rnegin
FAD i¢in 450 nm dalga boyunda uyarilmaktadir ve 530 nm dalga boyunda olusan fliioresans
emisyonu incelenmektedir. Akciger dokusunda mavi 1sikla uyardigimizda normal akciger
dokusu yesil otofliioresans gosterirken, kanserli dokularda azalmis kirmizi otofliioresans
gozlenmektedir (Sekil 9). Niimerik analiz sonucunda sayisal renk kodlarindan otofliioresans

goriintlisii analiz edilmektedir (Kitada ve ark, 2015).

- Emisvon
Uyarillma Otofliioresans Uyarilma

Otofliioresans Dokn bilge

Sekil 9. Otofliioresans goriintiileme prensibi (Kitada ve ark, 2015)

2.8.1.2.Fotodinamik Tanmi

Isik ile uyarildiklarinda fliioresans 1simasi yapan kimyasal bilesiklere fliiorofor
denilmektedir. Porfirinler, klorinler, fitalosiyaninler gibi fotosensitif ajanlar veya 5-ALA gibi
protoporfirin IX 6n maddesi timorlerde segici olarak biriken fliioroforlardir ve eksojen
flioresans tamida kullanilmaktadirlar. Bu yontemin en oOnemli avantaji otofliioresans
yontemine gore kanserli dokulardan daha kuvvetli fliloresans sinyali alinmasidir. Bir diger
onemli avantaji ise kullanilacak eksojen fliioroforun uyarilma ve emisyon spektrumlari ¢ok iyi

bilinmektedir. Bu nedenlerden dolayr fotodinamik tanida ¢6ziilmesi gereken problemler

13



sadece hastalarda uygulanan fliiorofora bagli goriilebilecek bazi yan etkiler, fliioroforun
uygulama yontemi ve ilgilenen dokuda secici olarak fliioroforun yerlesimine ait olmaktadir
(Sieron ve ark, 2013). Ntziachristos ve ark (2005) fotodinamik tanida tek bir noktadan gelen
fliioresans verilerinden yapilan nokta dlgiimleri yerine lezyon siirindaki bir¢ok noktadan
alman fliioresans sinyalinin analizi ile elde edilen patolojik lezyonun fliioresans haritasi elde

edilebildigini belirtmislerdir.

Hiicre igine alinan bir 1518a duyarl fotosensitif ajan verildiginde, hiicrenin mitokondri
organelinde ajanin birikimi 90-120 dakika siire almaktadir. Ajan protoporfirin 1X’a dondsiir.
Bu pigment daha sonra bir timorlii hiicrede mavi uyarilma 15181 altinda kirmizi fliioresans
yayar. Bununla birlikte, bu durumda, mavi arka plana kars1 kirmizi floresansin iyi bir kontrast
elde edilemediginden bu fliioresanst vurgulamak igin, 6zel olarak PDD i¢in tasarlanmig sari

bir filtre kullanilmaktadir (Sekil 10).

Sekil 10. Fotodinamik Tan1 Yontemi

2.9. Fotosensitif Ajanlar

Bir kanser tedavi yontemi olan fotodinamik tanida bircok fotosensitif ajan
kullanilmaktadir. Bu fotosensitif ajanlar; porfirin olan fotosensitif ajanlar ile porfirin olmayan
fotosensitif ajan olmak tizere 2 farkli grupta 6zetlenebilir (Sekil 11). Bu fotodinamik tedavi
ajanlarindan bazilar1 giinlimiizde fotodinamik tamida da kullanilmaya baglanmstir.
Gilinlimiizde en yaygin kullanilan fotodinamik tani ajani, FDA onay almis olan protoporfirin

IX on maddesi olan 5-ALA ve ALA’nin ester tiirevi olan hexaaminoliivenilik asittir. Her iki
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ajanda hiicrelerde metabolize olmast sonucu hem sentezi siirecinde protoporfirin IX

olusmaktadir.
[ Porfirin Sinifi Fotosensitif Ajanlar J
VA R T T T R
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Sekil 11. Fotosensitif Ajan Gruplari (Basoglu H, 2014)

5-ALA ile uyarilmig PpIX’ un birikimi ayrica Fe™ ‘nin miktarina ve kullanilabilirlik
durumuna baglidir ¢linkii hiicrede protoporfirin hem iginde doniisimii ger¢eklesmektedir.
Tedavi edilebilir olan hiicre iginde, dogru fotosensitif ajan konsantrasyonu hiicre

membrandaki fotosensitif molekiillerin tasinmasina baglidir.

PpIX hemoglobin, sitokromlar ve diger hemoproteinler ile iliskili dort pirol halkasi ile
merkezinde demir, magnezyum gibi bir metal iyonu igeren organik bir bilesiktir. Fotodinamik
tan1 ve tedavide ilag olarak kullanilan bu bilesik fizyolojik ortamlarda da bulunmaktadir. PpIX
suda ¢Oziiniirliigiiniin az olmas1 ve agregasyon oOzelligi nedeniyle calismalarda dogrudan

deneklere uygulanamamaktadir (Rossi ve ark, 2008).
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2.9.1. 5-Aminolevulinik Asit (5-ALA)

5-aminolevulinik asit (5-ALA), cesitli epitel ve kanserli dokulardaki fliioresans
porfirinlerin, 6zellikle protoporfirinin sentezini ve birikimini indiikleyen aminoasit glisin ve
stiksinil-CoA'dan sentezlenen hemoglobin‘in dogal bir biyokimyasal onciisiidiir (Regula ve
ark, 1996). 5-ALA o6zellikli olarak hiicre igine alinir ve hizli bir sekilde PpIX’in biyosentezi
icin kullanilir (Sekil 12) ve 5-ALA, uygulamadan 24 saat gibi kisa bir siire sonra etkisini
kaybetmektedir (Brunner ve ark, 2003).
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Sekil 12. 5-ALA’nin hiicre i¢i mekanizmasi (Yang ve ark, 2015)
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Diferansiyasyon Ajanlari Demir Baglayicilar

|

- PpIX sentezi e Protoporfirin IX PpIX d6nij§€jmij>

(PpIX) Hem
Tastyicilar Tasiyict Inhibitérleri
(ABCG2) (fumitremorgin C, Ko143,

kinase inhibitors)

PpIX Cikisi

Sekil 13. 5-ALA’nin stratejisi (Yang ve ark, 2015)

5-ALA’y1 uygulamanin stratejisi, PpIX sentezini arttirmak, PpIX doniisiimiinii
azaltmak ve PpIX ¢ikigini inhibe etmektir. Bu olaylari sonucunda ise ortamda PpIX miktarini
arttirtlmis olur (Sekil 13). Hiicre i¢inde ¢ok fazla ve ¢ok 6zel bir protoporfirin birikimi
meydana gelmektedir. Sekil 8’de goriilecegi iizere 5-aminolevulinik asit (5-ALA) hiicrede
mitokondri organelinin i¢ine girer ve hiicre sitoplazmasinda 5-ALA porfobilinojene doniisiir.
Porfobilinojen, porfobilinojen enzimi araciligi ile iroporfobilinojene doniisiir ve
tiroporfobilinojen, ko-porfobilinojene doniiserek hiicrede mitokondri organeline girer ve
burada PpIX’e doniisiir. Demir katalizi ile protoporfirin heme doniiserek hemoglobine katilir.
Protoporfirin mavi 1sik ile uyarildiginda kirmizi fliloresans yaymaktadir (Sadako ve ark,
2016). Hiicreye 5-aminolevulinik asit uygulamasindan 3 saat sonra protoporfirin hiicrenin
mitokondri organelinde birikmeye baslamaktadir (Stummer ve ark,1998). Protoporfirin
uyarimi ve meydana gelen fliioresans1 gorebilmek i¢in 375-440 nm arasinda bir 151k kaynagi
ve yayilan 1s1k icin 440 nm uzun gecisli filtreler iceren fliioresans-1s1tk mikroskobu
kullanilmaktadir. Bunu takiben PpIX ait fliioresans tepe degerleri 635 nm ve 705 nm olarak

gozlenmektedir (Valentine ve ark, 2013) (Sekil 14).
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Sekil 14. PpIX’1n absorbans ve fliioresans yogunluklari (Valentine ve ark, 2013)
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Protoporfirin ile gergeklestirilen fotodinamik tani1 ve tedavi, birgok kanser gesidi igin

alternatif bir tedavi yontemidir (Stylli ve ark,2005). Giiniimiizde bu yontem; meme kanseri,

ovariyum kanseri, akciger kanseri, mide kanseri, kolon kanseri, prostat kanseri gibi kanser

cesitlerinin tanisinda ve tedavisinde kullanilmaya baslanmistir (Jichlinski ve Jacqmin, 2008).

2.9.2. Hexaaminoliivenilik asit (HAL)

HAL’in lokal biyo-uyumluluk, daha iyi stabilize olma, fliioresans yogunlugunu

arttirabilme ve daha homojen PpIX tutulumu ve dagilimi saglama gibi 6zelliklerinin 5-

ALA’den daha iyi oldugu bildirilmektedir.
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2.10.Fotodinamik Tanida Isik Kaynaklari

Kullanilacak olan 151k kaynagmin segiminde 2 6nemli faktdr bulunmaktadir. ilki
secilen 151k kaynagi tedavi edilecek olan tabakaya ulagsmalidir. Ikincisi ise dalga boyunun
PpIX’1n maksimum emilim spektrumuna gore sec¢ilmelidir. Genel olarak bilinen, 1s181n cilde
niifuz etmesi dalga boyuyla dogru orantilidir. Ornegin, mavi 151k emilimi en yiizeysel, kirmizi
ve kizildtesi derinliklerine niifuz eder. PpIX’in emilim egrisinde maksimum degeri 405
nm’dir ve bu dalga boyunun 1s1k kaynagindaki karsiligi mavi 1sik kaynagidir (sekil 15). Bu
dalga boyu PpIX’1 uyarmasina ragmen cilt iginde sadece minimal olarak niifuz etmesi bunun
en biiyiik dezavantajlarindan biri olmaktadir. Diger emilim pikleri olarak 510, 545, 580, 630
nm olarak bulunabilmektedir (Taub, 2004).

1.0
0.8 +
Z
°\ 0.6
ot o
=
[< 0.4
=]
)%0 0.2
>
0.0 T T T T T
420 440 460 480 500
Dalga boyu

Sekil 15.Mavi 151k kaynaginin spektrumu (Taub, 2004).

2.11.Fotodinamik Tam Klinikte Kullanim

Klinikte fotodinamik tan1 5 farkli amagla kullanilmaktadir (Sieron ve ark, 2013): (1)
Prekanser6z degisimleri erken déonemde tantyarak kansere doniismesini 6nlemek; (2) Kanserli
dokular1 cerrahi olarak uzaklagtirmak i¢in erken donemde tanimak; (3) Niikseden kanserli
dokular1 tanimak ve kanser yayilmasini kontrol etmek; (4) Uygulanan kanser tedavisinin

etkinligini izlemek; (5) Kanser olasiligini diglamak
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Fotodinamik tanmi klinikte bir¢ok kanser tanisinda kullanilmaktadir. Bunlar arasinda
bazal hiicreli kanser, mesane kanseri, beyin kanserleri, servikal kanserler ve diger kadin

kanserleri, ve 6zefagus kanseri sayilabilir.

Bazal hiicreli kanser: Yiizeysel bazal hiicre kanserlerinin tanisinda ve takibinde
kullanilmaktadir. Fotodinamik tedavi 6ncesi bazal hiicreli kanserler fotodinamik tan1 yontemi
kullanarak isaretlenmektedir ve takiben tedavi edilmektedirler. Ozellikle bazal hiicre nevus
sendromu tanist almis olan hastalarin derilerinde ¢ok sayidaki bazal hiicreli kanserler
bulunmaktadir. Prekanserdz bir hastalik olan aktinik keratdz ile bazal hiicre kanserlerinin
tanisinda yiizeysel fliioresansin belirlenmesi tanida prekanser6z ve kanserli hiicrelerin

belirlenmesinde kullanilmaktadir (Angell-Petersen ve ark, 2006).

Mesane Kanseri: Urolojide en sik goriilen kanser mesane kanseridir. Tamda altin standart
beyaz 151k sistoskopisi olmasina karsin son yillarda mavi 151k altinda kanser hiicrelerinin
kirmiz1 fliioresans verdikleri fotodinamik tani yontemi de yaygin olarak kullanilmaya
baslanmustir. Ozellikle hem beyaz hem de mavi 151k altinda inceleme yapabilen sistoskopi
sistemlerinin gelistirilmesiyle halen bazi teknik problemlere karsin giderek artan sekilde

mesane kanserinde fotodinamik tani kullanilmaktadir (Kutwin ve ark, 2017)

Beyin Kanseri: Fotodinamik tani beyin operasyonlari sirasinda saglikli doku ile patolojik
dokunun ayiriminin yapilmasma katki saglamaktadir. Ayrica metastaz yapan beyin
tiimorlerinin tanisinda operasyon sirasinda 5-ALA ile uyarilmis fotodinamik tedavi umut

verici oldugu bildirilmistir (Yagi ve ark, 2017)

Serviks kanseri ve kadin kanserleri: Servikal intraepitelyal kanserlerde, vulvar epitelyal
kanserlerde, endometriosis hastaliginda, meme ve over kanserlerinde fotodinamik taninin
kullanilmas1 arastirilmaktadir. Serviks kanserinde fotodinamik tani1 ydntemiyle servikal

yaymanin incelenmesi umut verici sonuglar vermektedir. (Vaitkuviene ve ark, 2012).

Ozefagus kanseri: Barrett’s Ozefagus hastaligmin 6zefagus kanseri olusturma riskine
bulunmaktadir. Bu nedenle 6zellikle non-displastik Barrett’s 6zefagusu low grade displazi
iceren Barrett’s 6zefagust hastaliginin ayirmada fotodinamik tani yiiksek etkinligi sahiptir.
Endlicher ve ark (2001) 5-ALA aracili fotodinamik tani ile Barrett’s 6zefagusa ait diigiik ve
yiiksek dereceli displazileri ayirt edebilmislerdir.
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2.12. image J

Image J, Java tabanli bir yazilim1 olan bir programdir. Bu program ile 3 boyutlu canli
hiicre veya doku goriintiilenebilmektedir. Elde edilen goriintiilen iizerinden goriintiiler analiz
edilebilir veya islenebilmektedir. image J'nin 4 farkli &zelligi bulunmaktadir. Bunlar,
goriintiilerdeki arastirilmak istenen 2 farkli noktalarin arasindaki mesafelerin 6l¢iilmesi, elde
edilen goriintiiler lizere 6l¢eklendirme yapilabilmekte, goriintii analizi-isleme-kaydetme veya
yazdirma gibi fonksiyonlar kullanabilmekte, ayni1 anda bir¢ok goriintiide islem yapma olanagi
saglamaktadir (McCloy ve ark, 2014).

Elde edilen fliioresans goriintii lizerinde segimler yapilarak hiicrelerdeki veya
dokulardaki fliioresans yogunluklar1 analiz yapilabilmektedir (Sekil 16). Program
goriintiilerden secilen alanlarin piksel degerleri {izerinden integrali alinmig yogunlugu, secilen
alanin ortalama gri alan degerini ve segilen bolgenin alanin sonucunu vermektedir (Sekil 17).
Elde edilen verilerden CTCF degerleri excel programindan hesaplanabilir (Sekil 18). CTCF
degerleri bize segilen bolgenin fliioresans yogunlugunu vermektedir. CTCF deger

hesaplamasi:

CTCF = integrali alinmis yogunluk — (Secilen hiicrenin ortalama alan1 X Hiicre olmayan

bolgenin alani)

Sekil 16. Image J de secilen bdlgeler (Image J, 2011)
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Sekil 17. image j sonug kutucugu (image J, 2011)
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Sekil 18. CTCF degerlerinin hesaplanmasi (Image J, 2011)

2.13. Matlab

MATLAB programi, matematiksel hesaplamalarin ¢6ziimii ve analizi i¢in gelistirilmis
bir C tabanli yazilim aracidir. Birgok alanda kullanilabilmektedir. Ozellikle miihendislik
alanindaki sistemlerin analizinde kullanilan program ile veri elde etme, veri analizi inceleme,
gorsellik ve goriintii isleme, algoritma prototipi olusturma ve gelistirme, modelleme ve

simiilasyon, programlama ve uygulama gelistirme gibi islemler yapilabilmektedir. MATLAB
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GUI gelistirme aracini kullanarak formlar veya butonlar gibi nesnelerden olusan bir arayiiz,
gorsel yazilimlar olusturulabilmektedir. MATLAB goriintii isleme yapmak igin sobel, hole
filling, dilatation, imfill, imopen, imclose, imerode gibi birgok matematiksel fonksiyonlar
icermektedir. Tim matematiksel fonksiyonlara matlabworks’iin internet adresinden

ulasilabilir.
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3.GEREC ve YONTEM

3.1. Gerec¢

Calismamizda fotosensitif ajan olarak kullanilan 5-Aminoleviinelik Asit (5-ALA) ve
5-ALA ile fotodinamik tani uygulanan hiicrelerin canlilig1 tespit etmek icin kullanilan, 3-
[4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difenil tetrazolyum bromid (MTT) ticari yollardan Sigma-Aldrich
firmasindan temin edilmistir. CellEvent caspase-3/7 yesil ReadyProbes reaktifi, erken apoptoz

analizinde kullanilmis ve Thermo Fisher Scientific firmasi tarafindan tahsis edilmistir

Kolon kanseri Mide kanseri hiicre
hiicre hatfl Hatlerl _
HCT-116 AGS MKN28
Hastanin yasi 48 54 70
Hastanin cinsiyeti  Erkek Kadin Erkek
Hastanin irki Kafkasyali Kafkasyali Asyal1
ikiye = katlanma 21 20 21
Siiresi (saat)
Morfoloji Epitel Epitel Epitel
Kiiltiir Ozelligi Yapiskan Yapiskan Yapiskan
Organ Kolon Mide Mide
Hastahk Kolon kanseri Mide kanseri Mide kanseri
Evre Dukes’D - -
Elde edilmesi Primer tiimor Primer tiimor Lenf nodiilleri
Farkhlasmasi Zayif Giicli Giicli

" — bilgiler ATCC’den alind1.

Sekil 19. Kolon ve mide kanser hiicre hatlarinin karakteristik 6zellikleri

Yapilan ¢alisma da, kolon kanser hatt1 (HCT116), mide kanser hatti (MKN-28, AGS)
kullanilmigtir. Kullanilan kanser hiicre hatlar1 Litvanya Saglik Bilimleri Universitesi Sinir
Bilimleri Enstitiisii  Biyofizik ve Biyoinformatik Laboratuvarindan temin edilmistir.
Hiicrelerin karakteristik ozellikleri Sekil 19 da gdsterilmistir. Kanser hiicre hatlarinin beyaz

151k altindaki mikroskop goriintiileri Resim 1°de goriilebilmektedir
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AGS hiicre hatt1 HCT116 hiicre hatt1 MKN28 hiicre hatt1

Resim 1. Mide ve Kolon hiicre hatlarinin beyaz 151k altindaki goriintiileri (x10)
3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Hatlarimin Ekimi ve Cogaltilmasi

Hiicreler RPMI 1640 da c¢ogaltilmistir. Bu ortam +4°C’de saklanmistir. Ortam
kullanilmadan yarim saat énce 37°°C’deki su banyosuna almmus ve daha sonra iizerine %10
oranina karsilik gelecek miktarda yani 50 ml Fetal Bovine Serum (FBS) eklenerek, toplam hacim
550 ml’ye tamamlanmistir. Ortam igerisine %1 Glutamin (5,5 ml) ve kontaminasyonu 6nlemek
amaciyla %1 Streptomisin-Penisilin (5,5 ml) antibiyotik karigimi1 eklenmistir. Dondurulmus olarak
-80°C’de bulunan kanser hiicre hatlart (MKN-28, AGS, HCT-116), calismada kullanilmak iizere
37°C’lik su banyosunda 1-2 dakikada yavasca calkalanarak hiicrelerin ¢oziinmesi saglanmuistir.
Tiip igerigi 15 ml’lik bir falkon tiipiine aktarilip {izerine 4 ml 1lik su banyosunda 1sitilmig kiiltiir
ortami ilave edilmistir ve 800 rpm’de oda sicakliginda 5 dk santrifiijjlenmistir. Siipernatant
uzaklastirilip pellet yeni 1lik kiiltiir ortaminda resiispanse edilip hiicreler kiiltiir 25 ve/veya 75
cm2’lik kiiltiir kabina aktarilmistir. Bu hiicreler 37°C’de %5 CO; ve %96 nem iceren atmosferde
cogaltilmistir. Kiiltiir kabina hiicreler 2. Pasajlamadan sonra hiicre dizini 1 ml’de 200.000 (1 x

105) hiicre olacak sekilde 5 farkli 6 kuyucuklu kiiltiir kabina aktarilip ¢ogaltilmistir (Sekil 20).
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Sekil 20.Hiicrelerin kiiltiir kabina ekilmesi

3.2.2. Hiicre sayimi

Platelerde bulunan hiicrelerin {izerindeki besi yerleri ortamdan uzaklastirilmistir. Her bir
plate 2 ml tripsin-EDTA soliisyonu eklenerek hiicreler 4 dakika 37°C’de bekletildi. Daha sonra,
platelerin i¢indeki igerikler 15 ml’lik falkon tiiplerine aktarilmistir. Uzerlerine 1 ml %10’luk PBS
eklenerek tripsinin etkisi notralize edilmistir. Hiicre siispansiyonlari 800 rpm’de, 4 dakika
santrifiijlenerek siipernatant atilarak her bir falkon tiiptine 1 ml besi yeri eklenmistir. Hiicreler
tekrar slispanse edilmistir. Her bir uygulama grubunda sayimlar 24, 48 ve 72 saatlik siirelerde

Thoma lamu ile gergeklestirmistir.

3.2.3. 5-ALA stok soliisyonun hazirlanisi

Oncelikle ajandan 2 ml’lik bir ependorfa 100 mM’lik stok ¢ozelti hazirlanmistir.

Hazirlanan stok ¢ozelti -20 derecede saklanmuistir. Stok soliisyon 5 giin i¢inde kullanilmistir.

3.2.4. In vitro Fotodinamik Tam deneyi

Hazirlanmis olan 5-ALA stok soliisyonundan konsantrasyonu 0-300 uM (0,100; 200;
300 uM) olacak sekilde seyreltmeler yapilarak 3 farkli soliisyon karanlik bir ortamda 50
ml’lik falkonlara hazirlanmistir. Hazirlanan soliisyon falkonlar1 1sik ile dogrudan temas
etmemesi i¢gin aliminyum folyo ile kaplanmistir. Kolon (HCT-116) ve mide (MKN-28 ve
AGS) kanser hiicre hatlar1 ¢ogaltildiktan sonra 5-ALA hiicre kiiltiiriine eklenmistir. Daha

sonra kiiltiir kaplari aliiminyum folyo ile sartlip 0, 1, 2, 3 ve 5 saat olmak iizere 37°C’de
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karanhikta inkiibe edilmistir (Sekil 21). Inkiibe edilen hiicre gruplar1 fliioresans

mikroskobunda incelenmistir.

Sekil 21. 5-ALA ile 0-1-2-3-5 saat inkiibe edilen kiiltiir kaplarinin deney diizenegi

3.2.5.Hiicre Goriintileme

Hiicrelerin faz kontrastli goriintiileri 1392x1040 piksel ¢o6ziiniirlikte Q IMAGING
EXI aqua kamerastyla donatilmig ve OLYMPUS IX71 1s1k mikroskopu kullanilarak alinmistir
(Resim 2).

Resim 2: OLYMPUS IX71 1s1ik mikroskobu
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Goriintiiler DAPI filtresi kullanilarak elde edilmistir. Her pikselin 0,6 um x 0,6 um
gercek alani temsil ettigi i¢in x10 biiylitme oran1 kullanilmistir. 5-ALA ile indiiklenen hiicre
fliioresanmin degerlendirilmesi igin goriintiiler rasgele segilen alanlardan iki kez alindi. Ilk
gorintii, hiicrelerin kapladigi alan1 tespit etmek i¢in parlak alan goriintiisii i¢in ikinci goriintii
ise uyar1 lambasi i¢cin 352-402 nm dalga boyu bant gegiren filtre kullanan fliioresans
goriintiisii ve hiicre goriintiileri i¢in 410 nm ‘den daha fazla dalga boyu igin diisiik gegis
gorlntiisii i¢indir. Hiicrelerin fliioresan yogunlugu hiicrelerin bulundugu alanin ortalama
piksel degerleri ile hiicrelerin olmadig1 alanin ortalama piksel degerleri arasindaki fark olarak

hesaplanmistir. Iki alan MATLAB yazilim programu tarafindan tespit edilmistir.

3.2.6. Hiicre canhili@inin Degerlendirilmesi

5-ALA ile fotodinamik tani uygulamasindan 24 saat sonra hiicre canliligi analiz
edilmistir. Cozeltiye (5 mg / ml) 20 ul MTT ilave edildikten sonra hiicreler, 37 © C'de 4 saat
daha inkiibe edilmistir. Inkiibe edilmesinin akabinde siipernatantlar ortamdan uzaklastirilmis
ve 100 pl olacak sekilde DMSO, formazan kristallerinin ekstraksiyonu igin eklenmistir. 15
dakika daha hiicreler inkiibe edildikten sonra hiicre canlilig1 dl¢iimleri yapilmistir. Hiicre

canlilig1 orani, asagidaki formiile gore hesaplanmistir:

Hiicre canlilig1 orani (%) = muamele edilmis hiicrelerin degerleri x100 / kontrol hiicrelerinin

degerleri.

3.2.7.Erken Apoptoz analizi

Kaspaz 3/7, efektor kaspaz olarak rol oynamaktadir. Hiicrelerdeki erken apoptoz
sinyal yolaginda ekspresi olmaktadirlar. Hiicrelerdeki erken apoptoz, 5-ALA uygulamasinda 5
saat inkiibe edilen gruba uygulanarak mikroskopta analiz edilmistir. Kaspaz 3/7 aktivitesi,
tireticinin talimatlarina gore fliioresans mikroskobu (absorbsiyon / emisyon - 502/530 nm) ile

belirlenmistir.

3.2.8. Hiicre gocii

Hiicre gogiiniin degerlendirilmesi i¢in 50 pl olacak sekilde hiicre ve medyum karigimina

tripsin/EDTA soliisyonu eklenerek 75 cm2 kiiltiir kaplarina aktarilmistir. 24 ve 48 saat sonra
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hiicreler goriintiilenmistir. Time-lapse mikroskobunda incelenmeden Once Orneklerden olii
hiicreleri ayirmak icin medyum ile yikanmigtir. Kanser hiicrelerin hareketleri 2-3 ve 13-14

pasajlamadan sonra incelenmistir.

3.2.9. Hiicrelerin bulundugu alanlar1 saptamak

Hiicrelerin bulundugu alanlari, MathWork tarafindan Onerilen “modified image
segmentation” algoritmas: kullanilarak tespit edilmistir. Alanlar1 belirlemek, gri tonlamali
goriintiiniin 2-yo6nlii tiirevinin hesaplanma fonksiyonu olan "Sobel" ile baglamistir. Akabinde
maske olarak kullanilan ikili goriintiiyli saglayan matematiksel morfoloji islemleri "dilation",

"hole filling" ve "eroding" fonksiyon islemleri yapildi (Sekil 22).

Sekil 22. Hiicrelerin bulundugu alan tespiti: "Sobel" operatorii kullanilarak hesaplanan, parlak
alan goriintiisiiniin (A) iki yonli tiirevi (B), "dilation" (C), "hole filling" ve "eroding"
matematiksel morfoloji islemleri kullanilarak islenir. Islem binary bir goriintii verir (D). Bu
resimdeki beyaz alanlar hiicreler tarafindan kapsanan alani ve siyah alanlar hiicrelerin

bulunmadigr alanlar1 temsil eder.

3.2.10. Hiicrelerin fliioresans yogunluklar:

Hiicrelerin fliioresans yogunluklari Image J programinda analiz edilmistir. Image j
programindan integrali alinmis yogunluk, segilen hiicrenin ortalama alani ve hiicre olmayan

bolgenin alan degerleri elde edilmistir (Sekil 23). Sonrasinda CTCF degerleri hesaplanmistir
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(Gavet ve Pines, 2010). Tiim hiicre hatlar1 i¢in elde edilen CTCF degerleri excel de

karsilastirma yapilmigtir

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
OJ8 |0l s] | Ala|o|O) o] 4o ] 4] | |~

£

File Edit Font Results
[area [Mean [intDen [RawintDen
8812 40906 360467 360467
7060 53494 377669 377669

2 hiicre 1.hiicre

1
2
3 6732 43.129 290342 290342
4 9448 36.977 349355 349355
O 5 8328 34999 291475 291475
4 hiicre

O

hiicre olmayan bolge

3 hiicre

Sekil 23. Image j programinda analiz

Ayn1 zamanda Matlab programda yazilan kod sayesinde hiicrelerden elde edilen
goriintiilerin hiicre olmayan ve hiicre bulunan bdolgelerdeki piksel hesaplamalar1 yapilarak
karsilastirilma yapilmistir. Binary goriintiiler, goriintiileri hiicrelerin bulundugu alanlar ve
olmayan alanlar olmak iizere 2’ye ayirmak i¢in kullanilmistir. Hiicreler tarafindan kaplanan

alan1 ve hiicrelerin olmayan alanlara ait piksel degerleri Sekil 24'de gosterilmektedir.

Count
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Sekil 24. Sol: Hiicrelerin bulundugu alanlara (gri alan) ve hiicrelerin bulunmadig: alanlara ait
piksel degerlerinin histogramlar1 (agik renkli). Sag: Goriintii aywrma ilkesi. Fliioresans

goriintlisiiniin  pikselleri (altta), matematiksel morfoloji islemleri vasitasiyla parlak alan
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goriintiisiinden (iistte) elde edilen binary goriintiiye (orta) gore hiicreler tarafindan kaplanan

alana ve arka plana gore siniflandirilir.

3.2.11. Hiicre hareketlerinin degerlendirilmesi

Calisilan hiicrelerin time-lapse hareketlerin gorsel olarak incelenmesi ne amoeboide
benzer gocler ile ne de toplum hiicre hareketleriyle saptanabilir. Bu yiizden tekli hiicre
hareketlerini saptamak i¢in MATLAB ‘da yazilan bir kod yazilmistir. Bir dizi gibi 3 saat
boyunca her 30 saniyede 1 goriintiiler alindi. Hiicre hareketlerini farkli zamanlar igerisinde 2
farkli goriintii arasindaki mutlak degerler tarafindan tespit edildi. Goriintiilere filtre, threshold
ve matematiksel morfoloji fonksiyonlar1 olan “’imopen’’ ve goriintliiyli binary yapan ve

sonucunda hiicrenin oldugu yerleri 1, olmayan yerleri 0 yapan ‘* imerode’’ kullanildi. Sekil

25’de yapilan goriintii islemeler goriilmektedir.

Sekil 25. Hiicre hareketlerinin tespiti: Goriintii A’dan 4 dakika sonra elde edilen Goriintii B.
A+B olan goriintii 2 ayr1 gorlintli arasindaki farklar1 ortaya koyar. 2 ayr1 goriintii arasindaki
mutlak fark olan |A-B|, filtreler ve matematiksel morfoloji fonksiyonlar1 ile hiicrelerinin

hareketi goriildii.

Bir hiicrenin hareketini tespit etmek i¢in 3 saat boyunca goriintiiler kaydedilerek
saklanmistir. Hiicre hareketlerinin tahmini, tiim hiicrelerin en az 3 saat boyunca ve aksi yonde
hareket etmesi halinde bu durum 1’e yakin, eger bu siire boyunca hicbir hiicre hareket etmez

ise bu durumda sifir olabilecegi tahmin edilmistir. Bu tahmin ise bize hiicrelerin
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hareketlerinin sayisin1 degil en az 1 kez hareket eden hiicrelerin yiizdesini hakkinda fikir

vermistir.

3.2.12. istatistiksel Analiz

Bu yapilan ¢alismanin sonucunda elde edilen verilerin degerleri + standart hata olarak
ifade edilmigtir. Tim bulunan bulgulardaki degisimler karsilastirilmistir. Karsilastirilan bu
degisimlerin anlamli olup olmadigini agiklayabilmek igin istatiksel olarak test edilmistir. Bu
degisimler SPSS versiyon 22 ile analiz edilmistir. Bu kullanilan programda ANOVA 2 yo6nlii
analiz (p<0.01) ile tespit edildi. Kanser hiicre hatlarinin canlilik analizi karsilastirmalarinda

istatistiksel analiz kullanilmistir.
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4.BULGULAR

Kolon ve mide kanser hiicre hatlarina 3 farkli konsantrasyona 5-ALA ve 5 farkli
inkiibasyona maruz birakildi. Bu ¢alisma i¢in hiicreler 4 gruba ayrildi. Bunlar; higbir islem
uygulanmayan kontrol grubu, 100 pg/ml 5-ALA uygulanan grup, 200 pg/ml 5-ALA
uygulanan grup ve 300 pg/ml 5-ALA uygulanan grup. Hazirlanan her hiicre kiiltiir kabi
inkiibasyon siirelerine gore 5 farkli gruba ayrildi. Bunlar; hi¢ inkiibasyona maruz kalmayan
kontrol grubu, 1 saat inkiibe edilen hiicre grubu, 2 saat inkiibe edilen hiicre grubu, 3 saat

inkiibe edilen hiicre grubu ve 5 saat inkiibe edilen hiicre grubudur.

4.1.Mikroskop Goriintiileri

Hiicre goriintiileri 1392x1040 piksel ¢oziiniirliikte Q IMAGING EXI aqua kamerasiyla
donatilmis OLYMPUS IX71 151k mikroskopunda DAPI filtresi kullanilarak elde edilmistir.
Her hiicre hattinin goriintiileri elde edilmis ve saklanmistir. Resim 3’de AGS hiicre hattina
200 pg/ml 5-ALA uygulamasinda O, 1, 2, 3, 5 saat inkiibe edildikten sonraki goriintiileri,
Resim 4’de HCT116 hiicre hattina 200 pg/ml 5-ALA uygulamasinda 0, 1, 2, 3, 5 saat inkiibe
edildikten sonraki goriintiileri ve Resim 5’de MKN28 hiicre hattina 200 pg/ml 5-ALA
uygulamasinda 0, 1, 2, 3, 5 saat inkiibe edildikten sonraki goriintiileri goriilmektedir. Hig 5-
ALA uygulanmayan grupta higbir fliioresans yogunlugu bulunamamistir. 100 pg/ml 5-ALA
uygulamasinda gozle goriiliir bir sekilde fliioresans yogunlugu goriilemememistir.300 pg/ml
5-ALA uygulamasinda ise hiicrelerde gereginden fazla fliioresans yogunlugu goriilmiistiir. 5-
ALA uygulamasindan 5 saat sonra AGS,MKN28 ve HCT116 hiicre hatlarinda fliioresans

yogunlugu saptanmamustir.
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200 pg/ml 5-ALA uygulanmis inkiibe 200 pg/ml 5-ALA uygulanmis 1 saat 200 pg/ml 5-ALA uygulanmig 2 saat

edilmemis goriintii inkiibe edilmis goriintii inkiibe edilmis goriintii

200pg/ml 5-ALA uygulanmig 3 saat 200 pg/ml 5-ALA uygulanmis 5 saat

inkiibe edilmis goriintii inkiibe edilmis goriintii

Resim 3. 5-ALA uygulanmis ve mavi 11k altinda bakilmis AGS hiicre hattinin mikroskobik gériintiileri (x10)
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200 pg/ml  5-ALA uygulanmis inkiibe 200 pg/ml  5-ALA uygulanmig 1 saat 200pg/ml 5-ALA uygulanmig 2 saat

edilmemis goriintii inkiibe edilmis goriintii inkiibe edilmis goriintii

200 pg/ml  5-ALA uygulanmig 3 saat 200 pg/ml 5-ALA uygulanmis 5 saat

inkiibe edilmis goriintii inkiibe edilmis goriintii

Resim 4. 5-ALA uygulanmis ve mavi 1s1k altinda bakilmis HCT116 hiicre hattinin mikroskobik goriintiileri(x10)
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200 pg/ml 5-ALA uygulanmis inkiibe 200 pg/ml 5-ALA uygulanmig 1 saat 200 pg/ml 5-ALA uygulanmis 2 saat

edilmemis inkiibe edilmis inkiibe edilmis

200 pg/ml 5-ALA uygulanmis 3 saat 200 pug/ml 5-ALA uygulanmis 5 saat

inkiibe edilmis inkiibe edilmis

Resim 5. 5-ALA uygulanmis ve mavi 1s1k altinda bakilmis MKN28 hiicre hattinin mikroskobik goriintiileri (x10)

36



4.2. Hiicre Hatlarinin Hareketlerinin Analizi

Hiicre hareketlerinin analizi icin MATLAB R2016a yazilim programi kullanilmstir.
Calisilan her hiicre hatlar1 farkli yogunluk ve farkli dagilimlar gostermistir. Hiicrelerin tipik

dagilimlan sekil 26°de goriilmektedir.

AGS MKN28 HCT116

Sekil 26. Farkli pasajlardaki hiicre hareketleri: (AGS-sol, MKN-28 orta, HCT-116 sag) {ist
satirdakiler 3.pasajlanma, alt satirdakiler 13.pasajlanma. Pembe renkliler hareketleri tespit

edilmis hiicrelerdir.

MKN-28 hiicre hatt1 diger hiicrelere nazaran daha yiiksek bir hiicre hareketliligi
gdstermistir. Ilging bir sekilde en ¢ok hiicre hareketleri gevsek bir sekilde dagilim gdstermis
olan hiicrelerde goriilmiistiir (Sekil 13 orta hat). Benzer bir durum ayn1 zamanda AGS hiicre
hatlarinda da go6zlemlenmistir. Sadece HCT-116 hiicre hatlarinda ¢ok seyrek bir hiicre
hareketi gozlemlenmistir. 2. veya 3. Pasajlamalarda genel olarak hiicrelerin hareket ettigi
alanlarla hiicrelerin bulundugu alanlarin oran1t MKN-28 hiicre hatt1 i¢in 0.35 (0.005 illa 0.80
arasinda degisebilir.) AGS hiicre hatlar1 i¢in 0.29 (0.07 illa 1.26 arasinda degisebilir.) HCT-
116 hiicre hatlari igin ise 0.10 (0.008 illa 0.31 arasinda degisir.) oldugu goriilmistiir. 13. Veya
14. Pasajlamalarda genel olarak ise hiicre hareketlerinde daha az bir azalma goriilmistiir.
MKN-28 hiicre hatt1 i¢cin 0.32 (0.01 illa 1.19 arasinda degisir). AGS hiicre hatlar1 i¢in 0.14
(0.01 illa 0.78 arasinda degisir) ve HCT-116 hiicre hatt1 i¢in ise 0.01 (0.01 illa 0.05 arasinda
degisir) oldugu tespit edilmistir (Tablo 1).
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Tablo 1. Kanser hiicrelerin hareket ettigi alanlarla hiicrelerin bulundugu alanlarin oranlari

Hiicre Pasajlama sayisi/ Hiicre | AGS MKNZ28 HCT116
hatlar1

3. Pasajlama 0.29 0.35 0.10
13.pasajlama 0.14 0.32 0.01

4.3.Hiicre Canhihgi Analizleri

5-ALA uygulamasi, kanser hiicre hatlarinda farkli sekilde hiicre canliligina etki
etmistir. HCT-116 ve MKN-28 hiicre hatlar1 karsilastirildigt zaman AGS hiicre hattinda
canliligin bliylik odlciide diistiigiinii gozlemlenmistir. Elde edilen degerler Sekil 27°de
goriilmektedir. Farkli 5-ALA konsantrasyonunda farkli hiicre hatlarindaki canliligt ANOVA 2
yonlii analiz (p<0.01) ile tespit edildi. Post-hoc Tukey HSD testi AGS ve MKN-28 hiicre
hatlarinin hiicre canliligi arasindaki farkin (p=0.003) ve AGS ve HCT-116 hiicre hatlarinin
hiicre canlilig1 arasindaki farkin (p=0.014) 6nemli oldugunu gostermistir. Ancak MKN-28 ve
HCT-116 hiicre hatlarinin hiicre canlilig1 arasindaki farkin (p=0.952) 6nemli olmadigin1 da

gostermistir

120 1 = HCT-116
100 - m MKM-28
=
=3 80 -
E B0
o
:g 40
I
20 A
D -

Kontrol 5-ALA 5-ALA 5-ALA
100pg/iml  200pg/ml  300pg/mi

*; Farkli harfi tagiyan 5-ALA konsantrasyonlar: arasinda istatiksel anlamda fark vardir. Ayni
harfi tagiyanlar arasinda 6nemli bir farkin (p=0.952) olmadigi, farkli harfi tasiyanlar arasinda

ise 6nemli bir fark oldugunu gostermistir.

Sekil 27. 5-ALA uygulanmis hiicrelerde canlilik testi
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4.4.Erken Apoptoz analizi

Mide ve kolon kanser hiicre hatlarinda, 300 pg/ml 5-ALA uygulanmasina takiben
hiicrelerin erken apoptoza gittigi belirlenmistir (Sekil 28). Kanser hiicre hatlar
karsilagtirildiginda 300 pg/ml 5-ALA uygulanan HCT116 kanser hiicre hattinin AGS ve
MKN28 kanser hiicre hatlarmma gore erken apoptoza gittigi goriilmiistir. Diger 5-ALA
konsantrasyonlar1 olan 0, 100, 200 ug/ml dozlarinin kanser hiicre hatlarinda belirgin erken

apoptoz goriilmedigi saptanmustir.

Control 100 pg/ml 200 pg/ml 300 pg/ml

AGS

MKN28

HCT116

Sekil 28. 5-ALA uygulanmis hiicrelerde erken apoptoz analizi (x10)
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4.5. 5-ALA ile indiiklenmis hiicre fliioresanlari

Farkli konsantrasyonlarda 5-ALA ile indiiklenmis hiicrelerin fliioresanlar1 uygulama
zamani ve siiresi g6z oniine alinarak degerlendirilmistir. Tiim inkiibasyon gruplarinda bulunan
kontrol gruplar1 yani 5-ALA uygulanmayan gruplar O (sifir) olarak kabul edilmistir. 1 saat 5-
ALA ile inkiibe edilen kanser hiicre hatlar1 karsilastirildiginda MKN28 (mide kanser hiicre
hatt1) hiicre hattinda en fazla fliioresans yogunlugu oldugu goriilmiistiir. En az fliioresans
yogunlugunun ise AGS (mide kanser hiicre hatt1) de oldugu saptanmustir (Sekil 29). 2 saat 5-
ALA inkiibe edilen gruptaki hiicre hatlar1 ise en fazla fliioresans yogunlugunun HCT116
(kolon kanseri hiicre hatt1) hiicre dizini ve en az fliloresans yogunlugunun AGS (mide kanser
hiicre hatt1) oldugu tespit edilmistir (Sekil 30). 3 saat 5-ALA ile inkiibe edilen hiicreler de en
fazla fliloresans yogunlugunun MKN28 (mide kanser hiicre hatti), en az fliioresans
yogunlugunun ise AGS (mide kanser hiicre hatti) oldugu goriilmiistiir (Sekil 31). 5 saat 5-
ALA ile inkiibe edilen hiicrelerin fliioresanslar1 karsilastirildiginda en fazla yogunluk MKN28
(mide kanser hiicre hatti) ve en az yogunluk ise AGS (mide kanseri hiicre hatti) oldugu
belirlenmistir (Sekil 32). Fakat tiim hiicre hatlarinda artan 5-ALA fliioresans yogunluklar1 goz
Ontine alindiginda 2 ve 3 saatlik inkiibasyonlardaki hiicrelerin fliioresanslarinda daha fazla bir
artis oldugu saptanmistir. Farkli hiicre tiplerinin fliioresansinin mutlak degerleri ile arasindaki
fark, 5-ALA uygulamasi ile artmaktadir ve 5 saat sonra daha belirgin bir hale gelmistir. Tiim
hiicre hatlar1 arasinda AGS hiicre hattinin fliioresans1 1 saat inkiibeden sonra artma
gorilmiistliir ancak 5 saat inkiibeden sonra ise fliioresans da azalma goriilmistiir. HCT116
hiicre hattinin fliloresans1 1 saat inkiibeden sonra hizli bir sekilde arttigin1 ancak 5 saat

inkiibeden sonra ise daha yogun bir fliloresans yogunlugu oldugu tespit edildi.
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Sekil 29. 1 saat 100, 200 ve 300 uM 5-ALA ile inkiibe edilen hiicrelerin fliioresans
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Sekil 30. 2 saat 100, 200 ve 300 uM 5-ALA ile inkiibe edilen hiicrelerin fliioresans

yogunluklari
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Sekil 31. 3 saat 100, 200 ve 300 uM 5-ALA ile inkiibe edilen hiicrelerin fliioresans
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5.TARTISMA

Fotodinamik tani neoplastik dokular1 teshis etmek amaciyla kullanilan ¢ok duyarli bir
yontemdir. 5-ALA ile uyarilmasiyla olusan PPIX kanserli dokuda yogun olarak
depolanmaktadir. Fakat PpIX ayni zamanda hiicre boliinmesinin fazla oldugu benign
durumlarda da 6rnegin skar dokusu, inflamatuvar dokular, vb. birikmektedir. Bunun sonucu
olarak yanlis pozitif gériilme siklig1 artmaktadir. Bununla birlikte lezyon g¢evresindeki normal
dokularda ¢ok zayif fliioresans bulunmaktadir. Bu bazal fliioresans ile kanserli dokularda

olusan patolojik fliioresans fotodinamik tani ile kesin fliioresans hatlar ile ayrilabilmektedir.

Bu ¢alismada; 5-ALA ile uyarilmig PpIX’un olusturdugu fliioresans teshisiyle mide ve kolon
kanser hiicrelerinin lokalizasyonu belirlenmistir. Ayrica FDT ile hiicre gocli ve hiicre

hareketlerindeki degisiklikler gosterilmistir.

Mide ve kanser ¢alismalarinda kullanilan kolon kanser hiicre hatlar1 sirasiyla HT29,
HCT116, CCD18, SW948, SW620, SW480, SW1116, SW403, SW48, Caco2, iken mide
kanser hiicre hatlar1 ise AGS, KATO3, MCIN87, SNU16, MKN28, SNU1 ve SNU5 olarak

belirtilmistir. Kanser hiicre hatlarinin listesi ATCC’nin internet sitesinden bulunabilmektedir.

Nemes ve ark (2016) ¢alismasinda hipofiz adenom hiicre hatlarina 0, 25, 50, 75, 100,
125, 150, 175 ve 200 pg/ml dozlarinda 5-ALA uygulamislar ve 6 saat sonra 200 pg/ml 5-
ALA dozunun kanser hiicrelerinde maksimum fliioresans gosterdigini bildirmislerdir. Hagiya
ve ark (2013) 5-ALA’ya bagl fotositotoksisitenin insan mide kanser hiicre hatlarinda hiicre
canliligina etkisini arastirildigi calismada, MKN28 hiicre hattinda ALA icin %50 inhibe edici
konsantrasyonun (IC50) 400 uM oldugunu belirlemislerdir. Bu g¢alismada kanser hiicre
hatlarinda fotositotoksisite gdstermeyen fakat ayirt edici fliloresans gdsteren 200uM 5-ALA

dozu kullanilmustir.

Bu tez ¢alismasinda elde edilen veriler de 5-ALA uygulanan ve 151k mikroskobunun
mMavi 1s1g¢1a maruz kalan hiicre hatlar1 arasinda en yiiksek fliioresans yogunlugunun 200 pM
olan 5-ALA konsantrasyonunda 3 saat inkiibasyon siiresi oldugu belirlenmistir. Brunner ve
ark.(2003) calismalarinda, SW480, HT29, CaCo2 ve CCD18 hiicre hatlarinda fotodinamik
tan1 ve tedavi i¢in diisiik 5-ALA konsantrasyonu ve kisa inkiibasyon siiresinin (3 saat) yeterli
oldugunu belirtmislerdir ve ayrica yiiksek 5-ALA konsantrasyonunda hiicreler igin toksik etki
gosterebilecegini bildirmislerdir. Literatiirdeki bir¢ok ¢alismalarda 3 saat 5-ALA inkiibasyon
stiresinin optimum PplX fliioresansi olusmasi i¢in uygun oldugu belirtilmistir (Kushibiki,
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2017; Hamad, 2010;) Bununla birlikte Nishimura ve ark (2016) insan ve fare galismalarinda
agiz yoluyla 5-ALA alimindan 4 saat sonra, hepatoselliiler kanser hiicrelerinde PpIX’e ait
kirmizi fliloresanst mikroskobik olarak gozlemislerdir. Sonugta farkli yollardan 5-ALA
uygulamasi 5-ALA’nin PpIX doéniismesi igin gegerli olan siireyi etkilemektedir. Bununla
birlikte topikal ya da sistemik 5-ALA uygulamasi sonucu kanserli hiicrelerde ¢evresindeki

normal hiicrelere gore ¢ok belirgin ve biiyiik PpIX fliioresansi gézlenmektedir (Regula, 1996).

Bu tezde HCT116, MKN28, AGS kanser hiicre hatlarina farkli konsantrasyonlarda 5-
ALA uygulanmasindan 24 saat sonra hiicre canlilig1 testleri yapilmistir. Hiicre canliligi
testlerine gore 5-ALA uygulamasindan AGS hiicre hattinin hiicre canliign HCT116 ve
MKN28 hiicre hatlarina gore daha fazla diistigii goriilmistir. Kawczyk-Krupka ve ark.
(2016) SW480 ve SW620 olan kolon kanser hiicre hatlarina 5-ALA uygulamasindan sonra,
fliloresans mikroskobundaki FITC, TRITC ve DAPI filtrelerini kullanarak hiicrelerdeki
flioresans yogunluklarin1 karsilagtirmiglardir; 5-ALA  konsantrasyonu arttikca hiicre
canliliginin azaldigimi gostermislerdir. Ayrica 5-ALA uygulamasina ek olarak hiicrelere
uygulanan artan 151k dozu yani uygulanan fotodinamik tedavi sonucu SW620 hiicre hattinin
canliliginin SW480 hiicre hattinin canliligina nazaran daha ¢ok etkilendigini belirtmislerdir
(Kawczyk-Krupka, 2016). Kontrol gruplarinda (0 uM ALA) hiicre canliliginda degisiklik

olmamustir. Tezde de benzer sonuglar elde edilmistir.

Bu ¢aligmada 300 puM 5-ALA konsantrasyonu uygulamasii 5 saat inkiibasyon
stiresine takiben HCT116 hiicre hattinda erken apoptoz bulgular1 saptanirken, MKN28 hiicre
hattinda daha az belirgin olarak erken apoptoza bulgular gozlenmistir. Buna karsilik AGS

hiicre hattinda erken apoptoz bulgular1 saptanmamustir.

Miyata ve ark (2011), yaptiklar1 calismada cilt kanseri hiicre hatlarinda NEU3
ekspresyonunu ve kanser fenotiplerindeki rollerinin analiz etmislerdir. Kantitatif RT-PCR,
yiiksek seviyelerde NEU3 geninin ifade edildigini ortaya koymuslardir. NEU3’ilin asir
ekspresyonunun etkilerini incelemek igin, NEU3-CDNA transfeksiyon hiicreleri, bir
melonoma hiicre hatlar1 olan SK-MEL-28 ve bu hiicre hatlarinin mutanti olan N1
kullanmiglardir. Elde ettikleri sonuglar dogrultusunda NEU3’iin malign melanomalarda

apoptozu yliksek oranda artirdigini géstermislerdir.

HCT116, MKN28 ve AGS hiicre hatlarina 5-ALA uygulamasindan 1 saat sonra DAPI
filtresi altinda 151k mikroskobunda mavi 151k altinda incelenen hiicrelerde PpIX’e ait

fliioresans gozlenmedi. Hiicrelere 5-ALA uygulamasindan 2 Saat sonra mavi 1s1k altinda
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kirmiz1 fliioresans gozlenmeye baslandi. Biitiin hiicre hatlarinda en belirgin fliioresans
hiicrelere 5-ALA uygulamasindan 3 saat sonra gozlendi. Isik mikroskobunda mavi 151k altinda
5-ALA uygulanmis hiicre hatlarinda farkli kirmizi fliioresans yogunluklarin oldugu saptandi.
En fazla PpIX birikiminin MKN28 hiicre hattinda oldugu goriilmistiir. Matsusaka ve ark
(2014) yaptiklar ¢aligmalarda farkli kanser hiicre hatlarinda farkli fliloresans yogunluklarinin
oldugunu bildirilmektedir ve bunun hiicre i¢ci PpIX konsantrasyonu farkliligindan
kaynaklandigini belirtmislerdir. Hagiya ve ark (2013) mide kanser hiicrelerinde ALA-bagh
fotositotoksitenin hiicre i¢i PpIX diizeyi ile iliskili oldugunu bildirmisler ve 1 mM 5-ALA
uygulanan MKN28 hiicre hattinda 4 saat sonra orta diizeyde hiicre i¢ci PpIX yerlesimi
oldugunu gostermistir. Bu gerceklestirilen ¢alismalarin sonuglari ile bu tez ¢alismasinin da

gozlenen fliioresans diizeyleri arasinda paralellik géstermistir.

Khalil Ali ve ark (2011) 4 saat siireyle 5-ALA ile inkiibe eden akciger kanser hiicre
hatlar1 (A549, Ma44-3, FT821) ve mezotelyum hiicre hatlarinin (MSTO-211H, NCI-H290,Y -
MESO-14) fliioresans mikroskobu incelemesi sonucunda; akciger kanser hiicre hatlari
arasinda A549 ve FT821 hiicre hatlarinin fliioresanslarinin Ma44-3 hiicre hattinin
fliioresansina nazaran daha gii¢lii ve yiiksek oldugu ile mezotelyum hiicre hatlari arasinda ise
MSTO-211H ve NCI-H290 hiicre hatlarindan Y-MESO-14 hiicre hattina gore daha yiiksek bir
fliioresansinin oldugunu gdstermislerdir. Bu calismada hiicre hatlarinin fliioresanslarinin
ortam kosullarina, hiicre boyutuna ve sekline, ferroselataz aktivitesine bagli olduklarini iddia
etmektedirler (Khalil Ali, 2011). Tez g¢alismasi sonuglarinda, Kahalil Ali ve ark calisma
sonuglarina benzerlik gosteren bulgular belirlenmistir ve farkli hiicre hatlarimin farkli

fliioresans yogunluklariin oldugu goriilmiistiir.

Kondo ve ark (2009) insan kolorektal kanser tanisinda 5-ALA uygulanan hastalarda
PpIX birikimini mavi 151k altinda kirmiz1 fliioresans olarak belirlemislerdir ve beyaz 1s1k
uygulamasinin kanserli hiicrelerde herhangi bir fliloresans vermedigini gézlemislerdir. Benzer
sekilde yapilan ¢alismada da mavi 1s18a maruz birakilan 5-ALA ile uyarilmig kanser hiicre
hatlarinda kirmiz1 fliioresans gézlenmistir. Beyaz 151k altinda 5-ALA uygulanmis kanser hiicre

hatlarinda herhangi bir fliioresans yogunlugu tespit edilememistir.

Nakanishi ve ark (2015) kolon kanser hatlart (LS180 ve CACO-2), mesane kanser
hatti1 (T24), meme kanser hattt (MCF-7), prostat kanser hatlari (DU145 ve LNCaP),
yumurtalik kanser hatt1 (A2780), pankreas kanser hatti (AsPC1) ve 16semi hatlarina (K562 ve
U937) gergeklestirdikleri ¢alismada mavi 151k altinda PpIX birikiminin uygulanan 5-ALA
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konsantrasyonuna ve hiicre hattina gore degistigini belirtmislerdir. Bu hiicre i¢i PpIX birikimi
ALA’nin PpIX’e ¢evirimi, ferroselataz aktivitesi ve aktif olarak hiicre digina PpIX sizintisi
arasindaki dengeye baglh oldugunu ileri siirmiislerdir. Tez ¢alismasinda da konsantrasyon ve
inkiibasyon degisimleri ile hiicre hatt1 farkliliklarina baglh PpIX birikimlerinin farkli oldugu

gozlenmistir.

Hiicre gogii, hiicrenin fizyolojik fonksiyonlari igin gerekli bir 6zelliktir. Bu 6zellik
kanser hiicrelerinin stromaya yayilimi ve metastazinda da rol oynamaktadir (Friedl ve
Gilmour, 2009). Clark ve Vignjevic (2015) her bir farkli kanser hiicre hatlarin farkli hiicre
gocii hizlar1 oldugu bildirmistir. Tezde AGS, MKN28 ve HCT116 hiicre hatlarinin her birinin
pasajlamaya bagli olarak farkli hiicre hareketlerine ve hiicre go¢ hizina sahip olduklar
goriilmustiir. Pasajlama sayilarina gore hiicreler karsilagtirlldiginda 13. ve 14.
pasajlamalardaki hiicre hareketlilikleri 2. ve 3. pasajlamalardaki hiicre hareketliliklerine
nazaran daha az oldugu belirlenmistir. Hiicre kiiltiirii stiresince hiicrelerin hareketliliklerinin
sabit olmadig1 gézlenmistir. MKN28 hiicrelerinde en yiiksek hareketlilik, AGS hiicrelerinde
orta diizeyde hareketlilik ve HCT116 hiicrelerinde ise en disiik hareketlilik gozlenmistir.
Clark ve Vignjevic (2015) tiimoér mikro ¢evresinin, ozellikle stromadaki yerlesiminin, timor
gocilinlin bigimini ve dinamigini etkiledigi belirtmiglerdir ve farkli tiimor hiicrelerinin farkli
yollardan ve hizlarda hareket edebilecegini bildirmislerdir. Kanser hiicrelerinin dokulardaki
goclinde adezyon, proteaz ve sitokin sistemleri rol aldigini ve hiicre hatlarina spesifik cesitli
onkojenik faktorlerin de hiicre gégiine etkili oldugunu gostermislerdir (Friedl ve Alexander,
2011).
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6. SONUC VE ONERILER

5-ALA ile aracili fotodinamik tani klinikte bircok kanserin erken teshisinde giderek
artan duyarhilikta kullanilmaya baglanmistir. Gastrointestinal kanserlerden mide ve kolon
kanserlerinin mortalitesi gliniimiizde giderek artmaktadir ve bu kanserlerin erken tanisinda

fotodinamik tan1 alternatif bir yontem olabilecektir.

Bu calisma ile, gastrointestinal kanserlerin tanisinda kullanilmak {izere yapilmasi
planlanan fotodinamik tani cihazi i¢in optimum 5-ALA konsantrasyonun 200 pg/ml ve ALA
ile uyarilmis PpIX i¢in gbzlenebilir fliioresans i¢in gereken optimum inkiibasyon siiresinin ise

3 saat oldugu saptanmistir.

Farkli kanser hiicre hatlarinda 5-ALA ile uyarilmis PpIX birikiminin hiicre canlilifini
ayni etkilemedigi gosterilmistir. Hiicrelerde PpIX birikmesi HCT-116 ve MKN-28 kanser
hiicre hatlarinda hiicre canliligin1 fazla etkilemezken; AGS hiicre hattinda canliligin biyiik

Olciide distlirdiigli gozlemlenmistir.

HCT116, MKN28 ve AGS kanser hiicre hatlarinda, hiicre pasajlamasinin kanser hiicre
hatlarinin hareketliligi tizerinde etki ettigi ilk kez gosterilmistir. 2. ve 3. pasajlamalardaki
kanser hiicrelerinde daha yiiksek bir hiicre hareketliligi gozlemlenirken 13. ve 14.
pasajlamalardaki kanser hiicrelerinde daha diisiik bir hiicre hareketliligi gozlenmistir. En
yiiksek hiicre hareketlerinin MKN-28 hiicre hattinda, en diisiik hiicre hareketinin ise HCT116

hiicre hattinda oldugu belirlenmistir.

5-ALA uygulamasindan sonra erken apoptoz analizi yapilan kanser hiicre hatlari
karsilastirildiginda HCT116 kanser hiicre hatlarinin AGS ve MKN28 kanser hiicre hatlarina

nazaran daha belirgin erken apoptoza gittigi belirlenmistir.

HCT116, MKN28 ve AGS kanser hiicre hatlarinda 0, 100, 200 ve 300 uM
konsantrasyonlarda 5-ALA uygulamasii takiben 1 saat sonra mavi 1sik altinda yapilan
fliioresans mikroskobik incelemede belirgin bir fliioresans gézlenmemistir. Fakat 2 veya 3
saatlik 5-ALA inkiibasyonunu takiben tiim hiicre hatlarinda 5-ALA konsantrasyonuna bagl
olarak artan flioresans yogunluklari saptanmistir.  Bununla birlikte 5 saatlik 5-ALA
inkiibasyondan sonra, hiicrelerinin fliioresanslarinda azalma oldugu ve PpIX’in hiicrelerdeki

etkisinin azaldig1 saptanmistir.
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Calismanin smirhiliklarindan biri 5-ALA ile indiiklenen fliioresans ve hiicre
hareketliligini ayn1 anda kaydetme imkani bulunamamis olmasidir. 5-ALA ile uyarilmis
PpIX’in hiicrelerde mitokondride biriktigi literatiirde bildirilmesine karsin, bu calismada
PpIX’in HCT116, MKN28 ve AGS kanser hiicre hatlarinda hangi hiicre organelinde biriktigi

gosterilmemis olmasi ikinei bir sinirliliktir.

Bu calisma gastrointestinal tiimorlerin fliioresans farkliliklarina bagli  olarak
saptanmasi i¢in fotosensitif ajan konsantrasyonu ve hiicrelerin maruz kalacagi inkiibasyon
stiresi gibi bazi temel parametreleri agiklamistir. Bu parametreler kullanilarak kanser hiicresi
ile ¢evresindeki normal doku ayirimina gidebilecek fliioresans tani problar1 gelistirilmesi
gelecek calismalarin konusu olabilecektir. Ayrica gelecek arastirmalarda in vitro ortamda
gerceklesen bu calismalarin deney hayvanlar1 ve/veya insanlarda uygulanmasiyla klinikte

hastalara uygulanacak 5-ALA aracili fotodinamik tani1 parametreleri belirlenebilecektir.
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