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Oz

Fotodinamik Terapi (FDT), kanser tedavisinde lokal olarak kullanilan ve yan etkileri minimum diizeyde olan
non-invazif bir yontemdir. FDT bilesenlerinden biri olan fotosensitizan ajan, uygun dalga boyuna sahip 1sikla
birlikte kanserli hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin ve/veya singlet oksijen radikallerinin {iretimini uyarir.
Kullanilan 151k kaynagmin ve fotosensitizan ajanin tek basina bir toksik etkisinin olmadig: bildirilmektedir.
Ancak yapilan c¢aligmalarin bir kisminda sadece laser uygulamalarmin hiicre dizilerinde etkilere sahip
olabilecegine dair yaymlar da mevcuttur. Bu amagcla siklikla ¢aligilan hiicre dizileri olan C6 glioma, Caco-2
kolon kanseri, L929 fibroblast ve prostat kanseri PC-3 hiicre dizilerinde, 808 nm dalga boyuna sahip 50 J/cm?,
100 J/cm?, 150 J/cm? enerji yogunlugundaki laser 151k kaynaginin 24, 48 ve 72. saatlerdeki DNA sentezi {izerine
etkileri arastirilmigtir. Laser uygulamasinin, Caco-2 hiicreleri harig, diger tiim hiicre hatlarinda 24. saatte DNA
sentezini azalttig1, ancak bu etkinin diger saatlerde kontrolden farkli olmadig1 belirlenmistir. Sonug olarak,
uygulanan laser dozuna ve hiicre hattina bagl olarak, laser uygulamasi, kisa siirede, DNA sentezi {izerinde
baskilayici etkilere sahip olabilse de, bu etkilerin diger hiicresel mekanizmalar baglaminda da arastirilmasi
gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: DNA sentezi, hiicre dizileri, 808nm laser

808 nm Laser Application and DNA Synthesis in Different Cell Lines
Abstract

Photodynamic Therapy (PDT) is a non-invasive method with minimal side effects in the treatment of cancer.
The photosensitizing agent, one of the FDT components, stimulates the generation of reactive oxygen species
and / or singlet oxygen radicals in cancer cells with light that is at appropriate wavelength. The light source and
the photosensitizing agent alone are reported to have no toxic effect. However, in some of the studies, there are
also reports that only laser applications can have effects on cell lines. For this purpose, effects of the 808 nm
laser light source at 50 J/cm?, 100 J/cm? and 150 J/cm? were investigated DNA synthesis of C6 glioma, Caco-2
colon cancer, L929 fibroblast and prostate cancer PC-3 cell that are frequently studied. It was found that except
for Caco-2 cells, laser application decreased DNA synthesis in all other cell lines at 24 hours, but this effect was
maintained at other hours. As a result, although laser application may have effects on DNA synthesis at short
time depending on the dose and cell line used, these effects should be investigated in the context of other cellular
mechanisms.
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1. Giris

Geleneksel kanser tedavilerinin yetersiz
kalabildigi gliniimiizde yeni terapi arayislari
ivme kazanmistir. Laser 15181 ile etkilesen bir
fotosensitizan varhiginda radikal
iiretimi esasina dayali sitotoksisiteye neden
olan Fotodinamik Terapi (FDT) uygulamasi
ozellikle yiizeysel kanserlerin tedavisinde
basarili olmaktadir (Oniszczuk et al., 2016,
Topaloglu et al., 2015). Laser 15181 uygun
dozda uygulandiginda hiicre ve dokularla
etkileserek, doza,

serbest

uygulanan
hiicrenin tipine ve redoks durumuna bagh
olarak hiicresel fonksiyonlarda degisimlere
neden olabilmektedir (Zecha et al., 2016).
FDT wuygulamalarinda kullanilan laser
kaynagi hedeflenen dokudaki tiimorii yok
etmek i¢in bir tetikleyici gorev géormekte olup,
kullanilan 15181 dalga boyu araligi ise 600-
800 nm arasinda degismektedir. Bu aralikta
tek basina kullanilan 151k kaynagi derin doku

zamana,

timorleri i¢in yeterli toksik etkilere sahip
olamamaktadir (Yu et al., 2017). Posten et al.
(2005)’e gore laser uygulamasinin diisiik
seviye kabul edilebilmesi i¢in enerji
yogunlugunun 0,01-100 J/cm? araliginda
olmas1 gerekmektedir. Literatlirde farkli hiicre
dizilerinin, farkli 151k kaynaklarinin ve farkl
zaman araliklarmin  kullanilmasma bagh
olarak uyumsuz sonuglar mevcuttur. In vitro
dizayn edilen bu ¢aligmada, birden ¢ok hiicre
dizisinde, 3 farkli zaman noktasinda ve birden
fazla enerji yogunlugu kullanilarak hiicrelerin

DNA  sentezleri {izerindeki etkilerinin
belirlenmesi hedeflenmistir. 50-150 J/cm?
enerji ~ yogunluklarindaki  diyot laser

uygulamasinin derin doku tiimérleri iginde
yer alabilen beyin, kolon ve prostat kanserleri
ve ayrica fibroblast hiicre dizilerinin DNA
sentezleri arastirilmistir.

2. Materyal ve Metot
Hiicre dizileri kiiltiirii

Glioma C6 hiicre dizileri, Caco-2 kolon
kanseri hiicre dizileri, L929 fibroblast hiicre
dizileri ve prostat kanseri PC-3 hiicre dizileri
%10 fetal bovin serum (FBS) igeren
Dulbecco’s  Modified Eagle  Medium
(DMEM) besiyeri i¢inde 37°C, %5 CO2’li
inkiibatorde Kkiiltiire edilerek yeterli sayiya
ulagsmalar1 saglanmistir. Daha sonra hiicreler
tripsinazyon yardimiyla kaldirilip gruplar
olusturularak laser uygulamalarina uygun hale
getirilmigtir.

Laser uygulamasi

Hiicreler 96 kuyucuklu plakalara 2x 10 hiicre
olacak sekilde ekimleri yapildiktan sonra,
kontrol grubu da dahil olmak iizere
olusturulan 4 grup (Kontrol, 50 Jiem?, 100
Jem? ve 150 Jicm? gruplarr) hiicrelerin
kuyucuklara oturmast amaciyla 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. 24 saatin sonunda
808 nm dalga boyuna sahip 1s1ma yapabilen
diyot laser kullanilarak, her plaka lizerinde yer
alan hiicre igerikli kuyucuklara 50 Jicm?, 100
Jlcm? ve 150 J/cm? enerji yogunlugundaki
uygulamalar yapilmigtir.

DNA sentezinin ol¢iilmesi

Cogalmakta olan hiicrelerin DNA sentezi
sirasinda 5-Bromo-2’-deoxy-uridine (BrdU)
inkorporasyonunu temel alan ve kolorimetrik
Olciim yapabilen Cell Proliferation ELISA,
BrdU (colorimetric) Roche (Cat No: 11 647
229 001) kiti kullanilmigtir. Hiicrelerin
kuyucuklara ekimi ve laser uygulamasi
sonrasi hiicreler BrdU ile isaretlenmis,
FixDenat soliisyonu ile inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan 30 dakika sonra 100 pl anti-
Brdu POD ile inkiibasyona birakilmistir. 90
dakika sonra kuyucuklar kit i¢eriginde gelen
yikama soliisyonu ile yikanmistir. 100 pl
substrat soliisyonun eklenmesi ve inkiibasyon
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neticesinde renk gelisimi gozlenmistir. Renk
gelisiminin durdurulmasi amaciyla 25 pl 1M
H2SO04 kullanilmistir. 450 nm dalga boyuna
sahip mikroplate okuyucu (iMark, Bio-Rad.,
USA) kullanilarak  absorbans  okumasi
yapilmigstir.

Istatistiksel analiz

Elde edilen normalize veri gruplar1 arasinda
istatistiksel farki belirlemek i¢in One Way
ANOVA testi ve gruplar arasindaki farki
belirlemek i¢in Tamhane testi (SPSS Statistic
Viewer V22.0) kullanilmistir. Anlamlilik
derecesi %5 (p<0,05) olarak degerlendirilmis
ve tim deneyler 2 tekrar olacak sekilde
yapilmistir.

3. Bulgular
Sekil 1°de goriildiigii tizere, C6 glioma hiicre
dizilerinde, istatistiksel olarak anlaml

belirlenmemis olsa da, 72. saat sonunda 100
ve 150 J/cm? enerji yogunlugu uygulamasinin,
DNA sentezinde kontrole gore artis gosterdigi
goriilmektedir. C6 hiicre dizilerinde DNA
sentezinin 24.saatte diger enerji yogunluklari
ile karsilastirildiginda 150 J/cm? uygulamast
ile azaldig1 (p<0.05) goriilmektedir (Sekil 2).

Kontrol

Sekil 1. C6 glioma hiicre dizilerinde 24, 48 ve
72. saat sonunda laser uygulamasimnin DNA
sentezine etkileri

C6 hiicrelerinde DNA sentezi

I \‘
500/em2
824, saal

100J/em!
t @48 saat 072, saat

24. saatte C6 hiicrelerinde DNA sentezi
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0.4
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Kontrol 50J/em2

Sekil 2. C6 glioma hiicre dizilerinde 24. saat
sonunda DNA sentezi (p<0,05)

Caco-2 kolon kanseri hiicre dizilerinde
uygulanan enerji yogunluklarinin hi¢ birisi
DNA sentezinde istatistiksel olarak etki
gostermezken, 72 saat sonunda tiim enetji
yogunluklarinin az da olsa DNA sentezini

tetikledigi gozlenmektedir (Sekil 3).

Caco-2 hiicrelerinde DNA sentezi

12
[ Ea 8
A S

100 J/em2 150 Jem2

B24saat B48saat B72saat

Sekil 3. Caco-2 kolon kanseri hiicre
dizilerinde 24, 48 ve 72. saat sonunda laser
uygulamasimim DNA sentezine etkileri

Fibroblast hiicre dizilerindeki uygulamalar
neticesinde ise, her ne kadar istatistiksel
olarak anlamli olmasa da Sekil 4’de
goriildiigi tizere, uygulamadan 48 saat sonra
tim enerji yogunluklarinin kontrole gore
DNA sentezinde artisa sebep oldugu, ancak
72 saat sonunda kontrolle benzer degerlere
ulastig1 goriilmektedir (Sekil 4).
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L.929 hiicrelerinde DNA sentezi

Sekil 4. L929 fibroblast hiicre dizilerinde 24,
48 ve 72. saat sonunda laser uygulamasinin
DNA sentezine etkileri

24 saat sonunda ise 100 J/cm? enerji
yogunlugunun kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli sekilde DNA sentezinde
azalisa (p<0,05) sebep oldugu goriilmektedir
(Sekil 5).

24. saatte L929 hiicrelerinde DNA sentezi
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Sekil 5. L929 fibroblast hiicre dizilerinde 24.
saat sonunda DNA sentezi (p<0,05)

Prostat  kanser  hiicre dizileri PC-3
hiicrelerinde ise, 150 J/cm? uygulamasinin 24
saat sonunda, istatistiksel olarak anlaml
olmasa da, kontrole gore DNA sentezinde
azalisa sebep oldugu ve diger zaman
noktalarinda hiicrelerin DNA  sentezleri
goriilmektedir (Sekil 6).

PC-3 hiicrelerinde DNA sentezi

150 Jem2

Sekil 6. PC-3 prostat hiicre dizilerinde 24, 48
ve 72. saat sonunda laser uygulamasinin DNA
sentezine etkileri

Sekil 7’de de goriildiigii lizere, 24 saat
sonunda 50 ve 100 J/cm? enerji yogunluk
uygulamalari, istatistiksel olarak anlaml
sekilde, kontrole gore DNA sentezinde azalisa
(p<0,05) sebep olmustur.

24. saatte PC-3 hiicrelerinde DNA sentezi

a
1 an
08 N b
0.6
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Kontrol 50 J/em2

Sekil 7. PC-3 prostat kanseri hiicre dizilerinde
24. saat sonunda DNA sentezi (p<0,05)

4. Sonuc¢

Yapilan bu calismada, Caco-2 hiicreleri harig
olmak tizere, diger hiicrelerin uygulama
gruplarinin 24 saat sonunda DNA sentez
seviyeleri etkilenmekle birlikte, 72 saatin
sonunda bu etkilerin kontroldekilerle benzer
oldugu gosterilmistir. Farkli orjinlerden gelen
hiicre dizileri kendine 0zgii cevaplar
gelistirmis, farkli enerji yogunluk
uygulamalarinda farkli DNA sentez oranlar
belirlenmistir. Laser uygulamasiin, 24 saat
sonunda  kanser  hiicrelerindeki DNA

sentezlerinin azalmasina sebep oldugu,
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dolayisiyla  hiicre = c¢ogalmasina  etkisi

olabilecegi diisiintilebilir.

Daha once de bahsedildigi iizere, yapilan
uygulamalar laserin dalga boyu, enerji
yogunlugu, hiicre tipi ve kanser evrelerine
gore farkli sonuglarin alinmasina sebep
olabilmektedir.  Ustelik, cesitli  klinik
benzer sekillerde kullanilan
enerji yogunluklar1 ayni olsa bile, laserin giicii
gibi ozelliklerine bagl olarak da hiicrelerin
cevaplar1 degisebilmektedir (Schartinger et
al., 2012, AlGhamdi et al., 2012).

denemelerde

25-400  J/cm? yogunlugunun
uygulandigr U251 glioma hiicre dizilerinde,
sadece en yiiksek uygulamanin hiicresel
yasam orani CCK-8 lizerinde olumsuz yonde
etkileri oldugu bildirilirken (Xu et al., 2010),
klinik  c¢alismalarda  kullanilan  laser
parametreleri ile yapilan in vitro bir
calismada, KG-1 hiicre biiylimesinin farkl
laser uygulamalarina gore farkli cevaplar

enerji

verdigi, en yiiksek enerji yogunluguna sahip
uygulamanin hiicrelerin ¢ogalmasina neden
oldugu belirlenmistir (Dastanpour et al.,
2015)

Benzer sekilde, Ottaviani et al. (2016)’nin da
yaptif1 c¢alismada, farkli dalga boylarinda
(660nm-970nm) ve enerji yogunluklarindaki
(3-6 J/cm?) uygulamalarin 24 saat sonunda in
vitro farkli hiicre dizilerinin metabolizma ve
cogalmasim1 artirdigi, ancak bu etkinin
48 .saatteki Ol¢limlerde istatistiksel olarak
farkli olmadigini bildirmislerdir. Ayrica in
vivo yapilan deneylerde de in vitro elde edilen
sonucglarin  tersine
azalttigini belirlemislerdir.

timor  biliylimesini

Meme adenokarsinoma hiicresi MCF-7,
duktal karsinoma hiicresi MDA-MB-435S ve
immortal meme epitel hiicreleri {izerinde
yapilan ¢oklu laser uygulamalariin (780nm,
830nm ve 904nm) sadece MCF-7 hiicrelerinin

cogalmasina neden oldugu, ancak laserin
tekrarli sekilde uygulanmasi neticesinde
hicbir hiicre dizisinin malignant karakter
kazanmadig1 bildirilmistir (Powell et al.,
2010).

Larinks kanser hiicre dizilerinde ise 809nm
1s1ma yapabilen GaAlAs laserin 72.saatin
sonunda hiicrelerin metabolik aktivitelerinde
artisa sebep oldugu, dolayisiyla hiicre
cogalmasini tetikledigi gozlenmistir (Kreisler
et al., 2003). Gingival fibroblast hiicrelerde
ise 24 saat sonunda hiicrelerin g¢ogaldigi,
ancak 48 ve 72. saatlerde azaldigi

bildirilmistir (Kreisler et al., 2002).

Sonug olarak, literatiirde halen birbiri ile
uyumlu olmayan sonuglart iceren
uygulamalarina dair yayinlar mevcuttur.
Kesin bir yargiya varilmadan 6nce bu farkli
sonuglarin, bir¢ok hiicre dizisi tizerinde, farkl
151k kaynaklari kullanilarak, iyi dizayn edilen
arastirmalarda, hiicresel mekanizmalara ait bir
cok parametre ile beraber degerlendirilmesi
gereklidir.

laser

Tesekkiir: Bogazici Universitesi
Biyomedikal Miihendisligi Enstitiisii Ogretim
Uyesi Prof. Dr. Murat Giilsoy’a Biyofotonik
Laboratuvar1 ve Doc¢.Dr. Bora Garipcan’a
Hiicre Kiiltlirii Laboratuvari imkanlarindan
faydalanmami sagladiklart i¢in tesekkiir
ederim.

5. Kaynaklar

Oniszczuk, A., Wojtunik-Kulesza, K.A.,
Oniszczuk, T., Kasprzak, K. 2016. “The
potential of photodynamic therapy (PDT)—
Experimental investigations and clinical use”,
Biomedicine and Pharmacotherapy, 83: 912-
929.

Topaloglu, N., Giiney, M., Aysan, N.,Giilsoy,
M., 2015. “The role of reactive oxygen
species in the bacterial phtodynamic
treatment: photoinactivation vs proliferation”,

1305



Farkli Hiicre Dizilerinde 808 nm Laser Uygulamasi ve DNA Sentezi

Letters in Applied Microbiology, 62(3):230-
236.

Zecha, J.A.E.M., Raber-Durlacher, J.E., Nair,
R.G., Epstein, J.B., Elad, S., Hamblin, M.R.,
Barasch, A., Migliorati, C.A., Milstein,
D.M.J.,, Genot, M-T., Lansaat, L., van
der Brink, R., Arnabat-Dominguez, J., van
der Molen, L., Jacobi, ., van Diessen,
J.,de Lange, J.,, Smeele, L.E., Schubert,
M.M., Bensadoun, R-J. 2016. “Low-level
laser therapy/photobiomodulation in the
management of side effects of chemoradiation
therapy in head and neck cancer: part 2:
proposed  applications and treatment
protocols” Supportive Care in Cancer, 24
(6):2781-2792.

Yu, W., Wang, Y., Wang, J., Fang, W., Xia,
K., Shao, J., Wu, M.,Liu, B., Liang, C., Ye,
C., Tao, H., 2017. “A review and Outlook in
the treatment osteosarcoma and other deep
tumors with photodynamic therapy: from
basic to deep” Oncotarget, 13 (24): 39833-
39848.

Posten, W., Wrone, D., Dover, J., Arndt, K,
Silapunt, S., Alam, M., 2005. “low level Laser
therapy for wound healing”, Dermatologic
Surgery, 31(3):334-340.

Schartinger, V.H., Galvan, O., Riechelmann,
H., Duda, J., 2012. “Differential responses of
fibroblasts, non-neoplastic epithelial cells,
and oral carcinoma cells to low-level laser
therapy” Supportive Care in Cancer, 20 (3):
523-529.

AlGhamdi, K.M., Kumar, A., Moussa, N.A.,
2012. “Low-level laser therapy: A useful
technique for enhancing the proliferation of
various cultured cells”, Lasers in Medical
Science, 27 (1): 237-249.

Xu, D., Ke, Y., Jiang, X., Cali, Y., Peng, Y.,
Li, Y., 2010. “In vitro photodynamic therapy
on human U251 glioma cells with a novel
photosensitizer ~ ZnPcS4-BSA”.  British
Journal of Neurosurgery, 24, 660-665.

Ottaviani, G., Martinelli, V., Rupel,
K., Caronni, N., Naseem, A., Zandona,
L, Perinetti, G., Gobbo, M., Di Lenarda,
R., Bussani, R., Benvenuti, F., Giacca,

M., Biasotto, M., Zacchigna, S., 2016. “Laser
Therapy Inhibits Tumor Growth in Mice by
Promoting Immune Surveillance and Vessel
Normalization” EBioMedicine., 11:165-172.
doi: 10.1016/j.ebiom.2016.07.028.

Dastanpour, S., Beitollahi, J.M., Saber, K.,
2015. “The effect of Low-level Laser threapy
on Human Leukemic Cells”, J Lasers Med
Sci., 6(2): 74-79.

Powell, K., Low, P., McDonnell, P.A,
Laakso, E-L., Ralph, S.J., 2010. “The Effect
of Laser Irradiation on Proliferation of Human
Breast  Carcinoma, Melanoma, and
Immortalized Mammary Epithelial Cells”,
Photomedicine and Laser Surgery, 28, No. 1,
https://doi.org/10.1089/pho.2008.2445.

Kreisler M., Christoffers A.B., Willershausen,
B., d’Hoedt, B., 2003. “Low-level 809 nm
GaAlAs laser irradiation increases the
proliferation rate of human laryngeal
carcinoma cells in vitro.” Lasers Med Sci.;
18(2):100-3.

Kreisler, M., Christoffers, A.B., Al-Haj, H.,
Willershausen, B. d’Hoedt, B., 2002. “Low
level 809-nm diode laser-induced in vitro
stimulation of the proliferation of human
gingival fibroblasts” Lasers in Surgery and
Medicine, 30:365-369.

1306


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zacchigna%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27475897
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27475897

