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Amag: Kolon kanserleri, hastanin yasam kalitesini derinden etkileyen ve gesitli komplikasyonlarla iligkili
kronik élimcil bir hastaliktir. Vitamin B kompleksi, gida takviyesi olarak alindiginda olumlu anti-inflamatuar
etkiler gostermektedir. Bu calisma, fotodinamik terapiyle lipozomlu vitamin B kompleksinin kolon
kanserlerinde (HCT-116 ve HT-29 hiicre hatti) anti-kanser etkisini arastirmayi amaclamigtir.

Materyal- Metot: Calismanin birinci basamagini olusturan Vitamin B kompleksi lipozom ile kapstle edildi.
Lipozomlu vitamin B kompleksi Zetasizer cihaz ile karakterize edildi. Lipozomlu vitamin B kompleksi MTT
(3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromdr) testi ile HCT-116 ve HT-29 hicre hattinda % canlilhk
oranlarina bakilmigtir. Ayni hiicre hatlarinda vitamin B kompleksinin fotodinamik terapi etkisiyle hangi 61im
yolaklarini sectigini gdstermek icin de akis sitometrisi kullanilarak analiz edilmigtir.

Bulgular: Lipozomlu vitamin B kompleksinin boyutlari 100 nm ile 200 nm araliginda degistigi belirlendi.
Lipozomlu vitamin B kompleksi (fotosensitizer) 7,5 J/cm? 1s1k dozunda 0,25 mg/ mL'de karanlik deneyinde
HCT-116 hucre canlilik ylizdesi %75 iken 1sik deneyi sonrasi bu oran %47’lere dismustur (****p<0.001).
0,5 mg/mL vitamin B kompleksi gozeltisi icin yapilan karanhk deneyinde HT-29 hiicre canlilk yizdesi %70
iken 1s1k deneyi sonrasi bu oran %35’lere dismustir (****p<0.001). Arzu edilen fotodinamik etkinlik bu
sonuglara daha yakindir. Hiicre 6lim yolaklar belileme deneyinde lipozomlanmis vitamin B kompleksinin
konsantrasyonu 1mg/mL olarak HCT-116 ve HT-29 hicrelerine uygulanmistir. HCT-116 hiicre hattinda
%40 oraninda apoptoz gorulirken HT-29 hiicre hattinda %60 oraninda apoptoz gorildi.

Sonug: Pazarlanan ilaglari yeniden konumlandirmak, yeni antitimor ilaglan kesfetmek icin yeni bir
yaklasim olarak ortaya ¢ikmistir. Pazarlanan ilaglar igin yeni kullanim alanlarinin gelistiriimesi, yeni anti-
tumor ilaglari gelistirmenin etkili ve hizli yolu oldugu kanitlanmistir. Verilerimiz in-vitro olarak bazi kolon
kanser turlerinde vitamin B kompleksinin fotodinamik terapiyle kullaniminin Gmit vaat ettigini
savunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Fotodinamik terapi, kolon kanseri, ila¢ yeniden konumlandirma, vitamin B
kompleksi, lazer

Alinis / Received: 08.11.2022 Kabul / Accepted: 05.07.2023 Online Yayinlanma / Published Online: 15.08.2023

Dot 10.22312/sdusbed._1201491 *Corresponding author: asiye.yurttas @istun.edu.tr
ARASTIRMA MAKALESI 142


https://orcid.org/0000-0002-6424-7411
https://orcid.org/0000-0002-1192-6947

AUV MAAMA
A A - A -~ AN

ABSTRACT

Objective: Colon cancer is a chronic fatal disease that severely affects the quality of life of patients and is
associated with various complications. Vitamin B complex shows positive anti-inflammatory effects when taken
as a food supplement. The aim of this study was to investigate the anti-cancer effect of vitamin B complex with
liposomes in colon cancers (HCT-116 and HT-29 cell lines) using photodynamic therapy.

Material-Method: Vitamin B complex, which is the first step of the study, was encapsulated with liposome.
Vitamin B complex with liposome was characterized by Zetasizer device. The MTT (3-4,5-dimethyl-thiazolyl-
2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay was used to determine the % survival rates in HCT-116 and HT-29 cell
lines. The same cell lines were also analyzed by flow cytometry to show which death pathways were selected
by the vitamin B complex with the effect of photodynamic therapy.

Results: It was found that the dimensions of the vitamin B complex with liposomes varied between 100 nm and
200 nm. Liposomal vitamin B complex (photosensitizer) at 7.5 J/cm2 light dose at 0.25 mg/mL in the dark
experiment, while the percentage of HCT-116 cell viability was 75%, this rate decreased to 47% after the light
experiment (****p <0.001). While the percentage of HT-29 cell viability was 70% in the dark test for 0.5 mg/mL
vitamin B complex solution, this rate decreased to 35% after the light test (****p<0.001). The desired
photodynamic efficiency is closer to these results. In the cell death pathway assay, the concentration of
liposomal vitamin B complex was applied to HCT-116 and HT-29 cells at 1 mg/mL. While 40% apoptosis was
observed in the HCT-116 cell line, 60% apoptosis was observed in the HT-29 cell line.

Conclusion: Repositioning of marketed drugs has emerged as a new approach to the discovery of new anti-
tumor drugs. The development of new uses for marketed drugs has proven to be an efficient and rapid way to
develop new anti-tumor drugs. Our data suggest that the in vitro use of vitamin B complex with photodynamic
therapy is promising in some types of colorectal cancer.

Keywords: Photodynamic therapy, colon cancer, drug repositioning, vitamin B complex, laser
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1. Giris

Diinya Saglik Orgti, timdr morbidite ve mortalitesinin son yillarda kademeli olarak artmakta oldugunu
bildirmistir [1]. Bu sebeple, hizla gelisen teknoloji ile anti-tumdr ilaclar icin pazar zamanla ¢ok blyuk
olmaktadir. Geleneksel yontemleri kullanarak yeni ilaglar kesfetmek zorlasmaktadir, bu da yeni ilag
gelistirmenin bagari oraninin yildan yila diismesine neden olmaktadir [2]. ilaci yeniden konumlandirma
olan pazarlanan ilaglar icin yeni kullanim alanlarinin gelistiriimesi, yeni anti-timor ilaglari gelistirmenin
etkili bir yolu oldugu kanittanmistir [3].

Kolon kanseri, diinya ¢apinda 6lime neden olan Gglnci blyik kanser turidur [4]. Kolorektal kanser
(KRK), vicudun diger bélgelerine metastaz yaparsa, hastalarin 5 yillik sag kalim orani %15'tir [5].
Kanser i¢cin mevcut tedaviler radyoterapi, kemoterapi, cerrahi rezeksiyon ve imminoterapidir.
Halihazirda mevcut tedaviler, zayif biyoyararlanim ve ciddi yan etkilere sahip olup, saglikh hicreleri
oldurmektedir. Bu nedenle, hasta sonugclarini iyilestirebilecek yeni tedavi stratejilerini belirlemek igin
KRK baglangicini ve ilerlemesini yéneten mekanizmalarin tam olarak ac¢ikliga kavusturulmasi c¢ok
Onemlidir. Fotodinamik terapi (FDT), minimal invaziv bir timor tedavi stratejisidir [6, 7]. Hastalara
baslangigta intravendz olarak, timor bdlgelerinde biriken bir fotosensitizer (FS) (ilag) uygulanir,
ardindan timord 1sinlamak igin belirli bir dalga boyunda goérinir 1sik kullaniir. FS, fotokimyasal
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reaksiyon yoluyla singlet oksijen (*O2) olugsumuyla timor hiicrelerine zarar verir ve onlari éldurir. Vitamin
B12, folat ve biyotin reseptorleri; akciger, 16semi, kolon, meme ve bobrek hiicre hatlarinda daha fazla
eksprese edildigi gosterilmistir [8-10]. Vitamin B kompleksi disik toksisite, hedef dokuda hizli ve segici
birikim, kolay sentez ve Uretim, 550-670 nm'de giclii absorpsiyon dalga boyu, cilde neredeyse hicbir
yan etkisi olmayan avantajlariyla FDT igin ileriye dénik bir FS olarak ortaya ¢ikmaktadir [11,12]. Klinik
uygulamada FDT'nin yiksek maliyeti sadece ekipmanin fiyatindan degil, ayni zamanda FDT igin
kullanilan ilaglarin yuksek maliyetinden de kaynaklanmaktadir. Bu nedenle, 6zellikleri ylksek etkinlik,
dislk yan etkiler ve disuk maliyet icermesi gereken yeni ilaclarin gelistirilmesi arzu edilmektedir. Bu
gereklilikleri takiben, halihazirda varolan bazi organik kimyasallar FDT adaylari olarak kullaniimaktadir.
Bunlardan biri de 650 nm'de yuksek 1s1k absorpsiyonuna sahip iyi bilinen bir boya olan metilen mavisidir
[13]. Bizde burdan yola ¢ikarak vitamin B kompleksinin FDT'de etkili ve gesitli hastaliklara kars! klinik
uygulamalar icin 1Oz ve fotodinamik aktivite Gretme kabiliyeti gosterebilecegini dngérmekteyiz.

FDT ile iligkili kanser tedavisinde FS veya ilaclarin ¢ézUnurlidd ¢ok dnemlidir [14]. CozUnurlUkle ilgili
temel sorunlar, polimerik nanopargaciklar [15], lipozomlar [16], miseller [17] ve karbon nanotupler [18]
gibi farkli nanotasiyici sistemler kullanilarak belirgin bir sekilde azaltiimigtir. Bu makalede nanotasiyici
sistem olarak lipozomlama teknolojisi kullaniimistir. Lipozomlanan vitamin B kompleksi herhangi zararli
etkiye ugramadan kolon kanser hicrelerininin membranindan kolay bir sekilde gecerek hedefe ulasmis
olacaktir. Bizde bu galisma ile halihazirda varolan vitamin B kompleksini yeni anti-timor ila¢ olarak
yeniden konumlandirmayi hedeflemekteyiz. Vitamin B kompleksi FDT’ de FS olarak kullanilarak disuk
maliyet ve disuk yan etki saglanmigs olacaktir.

2. Materyal ve Metot
Fotosensitizer ve Isik Kaynagi

Fotosensitizer olarak vitamin B kompleksi (B1:B6:B12), (Cas no:Sigma V2876 68-19-9), 1sik kaynagi
icin merkezi dalga boyu 650 nm olan kirmizi strekli lazer diyot kullaniimistir. 0,2 cm?lik bir alani
kapsayan hiizme genisligene sahip olup, hiizme profili yaklasik Gaussian profilindedir. Gaussian isin
profilinin kuyruklari, numuneler Uzerindeki maruz kalma akiciligina ihmal edilebilir katki nedeniyle
hesaplamalarimizda harig tutulmustur. Lazer ¢ikisi uygulama alanina 5 mW’lik 1sik gligli aktarmaktadir.
Dozlama stiresince (5 dakikada) net 7,5 J/cm? miktarinda isik akisi ilgili 6rnek ylzeyine aktariimaktadir
[19-21].

Vitamin B Kompleksinin Lipozomlanmasi
Oncelikle iki ayr karisim hazirlandi [22].

. Birinci karisim: 3 mg fosfolipit (Lipoid S) etanol (EtOH)'de ¢ozuldu.

. ikinci karisim: %2’lik DMSO/PBS ve Vitamin B kompleksi (stok derisim: 10 mg/mL) hazirlanip
calkalayicida karistirildi. Birinci karisimdan 10 uL ikinci karnsimdan da 90 pL alindi ve 15 dakika
vortekslendi. Zeta sizer boyut analiz cihazi ile karakterize edildi (Sekil 7).

Hiicre Canhiiginin Belirlenmesi

Calismamiz ATCC’den ticari olarak temin edilen HCT-116 ve HT-29 (kolorektal kanser hiicre) hatlarinda
gerceklestiriimistir. Bu hicre hatlari fotodinamik etkinligin fazla olan ylzeye yakin kanser turleri oldugu
icin tercih edilmistir. Hicreler -80°C’den alinarak hizla ¢éziinmesi saglandi. Hucrelerin kultir ortamlari
DMEM (4.5 g/L glukoz, Thermo Fisher Scientific), %10 fetal dana serumu (2x, SIGMA), 100 U/mL
penisilin (SIGMA) iginde yapildi. Cozinen hicreler icerisinde 10 ml DMEM besiyeri bulunan 50 ml’lik
tiplere alinarak 1500 rpm (2 819 xg) de 5 dakika santrifijj edildi. SUpernatant uzaklastirildiktan sonra
pellet restispanse edilerek, besiyeri iceren flasklara ekildi. Flasklar 37°C’de inkiibasyona birakildi, hiicre
cogalmasi her giin takip edildi. Hucrelerin besiyeri degisimleri, pH degisimine bagli olarak ti¢ dort giinde
bir gercgeklestirildi. Pasaj yapmak igin hicrelerin ekildikleri flasklar %70-80 oraninda doldurmalari
beklendi. Pasaj sirasinda besiyeri flasklardan uzaklastiriidi, PBS (1x, SIGMA) ile U¢ kez yikanan
hiicreler, flaskin boyutuna gére eklenen tripsin-EDTA (%0.25,SIGMA) ile 37°C’de 5 dakika inkiibe edildi.
Tripsin etkisini ortadan kaldirmak amaciyla eklenen besiyeri ile birlikte 50 ml’lik tliplere toplanan hiicreler
1500 rpm (2 819 xg) de 5 dakika santrifij edildi. Flasklardaki besiyeri uzaklastirildiktan sonra,
pasajlamada anlatilan sekilde toplanan hlcreler, pelletin miktarina gore besiyeri ile restuspanse edildi.
Hazirlanan hicre stuspansiyonundan 10 L alindi, 10 yL tripan mavisi ile pipetaj yapilarak karistirildi.
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Toma lami ve lamel arasina boyanan hiicrelerden 10 pyL konularak ters-faz 1gik mikroskobunda 10x
biyitmede hiicreler sayildi. Tripan mavisi (MERCK) ile boyanan hiicreler 6li, boyanmayan hiicreler
canli olarak degerlendirildi ve ml'deki hiicre sayisi hesaplandi.

Hicreler yukarida anlatildigi sekilde gogaltilip, sayildiktan sonra 102 hiicre/kuyu olacak sekilde 100 pl
besiyeri/kuyu iceren 96 kuyucuklu plaklara ekildi ve 24 saat 37°C (% 5 CO3)’de kuyulara tutunmalari igin
inkibasyona birakildi. Ertesi giin lipozomlu vitamin B kompleks hazirlanan ana stoklardan 0; 0,0625;
0,125; 0,25; 0,5; 1 mg/mL olacak sekilde hiicrelere uygulandi [20,21]. Bu maddelerin hicre canliligina
olan etkileri incelenmek Uzere, ilag+1s1k uygulamasindan 24 saatin sonunda MTT (3-4,5-dimetil-tiyazolil-
2,5-difeniltetrazolyum bromur, (5 mg/mL, SIGMA)den 10 pl eklendi. 37°C’de 3 saat inkiibasyona
birakildi. inkiibasyon sonrasinda hiicre canlihgl spektrofotometre kullanilarak 540 nm’de 6lgiildi
asagidaki formule gore hesaplandi [23].

Canlilik= (Ornek540nm-Blank540nm)/(Control540nm-Blank540nm)
Akis Sitometrisinde Apoptoz ve Nekroz Tayini

Apoptoz yolaginin aktivasyonu sirasinda hicre zarinda agiga ¢ikan fosfatidilserinlerin boyanmasini
saglayan Annexin V, FITC konjige oldugundan FL1 panelinde gorintilenirken hlcre g¢ekirdedini
boyayan 7AAD (7-Aminoactinomisin D), apoptozun gec¢ evresindeki ve nekrotik hiicreleri boyayarak
FL2 panelinde gorintilenir. Sonug olarak boyanmayan hucreler canli, sadece Annexin V ile boyanan
hiicreler erken apoptotik, her iki boya ile boyanan hiicreler geg¢ apoptotik, son olarak sadece 7AAD ile
boyanan hucreler ise nekrotik olarak degerlendirilir. Lipozomlanmis vitamin B kompleksi hucre
hatlarinda (HCT-116 ve HT-29) hangi 6lum yolaklarini tetikleri Annexin V/7AAD ile boyanmalari ile
belirlendi. Hicreler 6 kuyucuklu plaklara, 80* hiicre/kuyu olacak sekilde ekildi ve yapigmalari igin 37
°C’de 24 saat inklbe edildi. Lipozomlanmis vitamin B kompleksi (1mg/mL) uygulanmasindan ve 1sik
(1sik kaynag icin merkezi dalga boyu 650 nm olan kirmizi strekli lazer diyot kullanilmistir. 0,2 cm?'lik
bir alani kapsayan hizme genisliene sahip olup, hizme profili yaklasik Gaussian profilindedir) ile
muamele edildikten sonra 24. saatteki apoptoz ve nekroz oranlan akis sitometrisi cihazi ile analiz
edildi. Hucreler kuyucuklardan tripsin-EDTA (2x) ile kaldinlip ependorflara toplandiktan sonra, iki kez
soguk PBS (Fosfat Tamponu,1x) ile yikandi. Daha sonra 5 dakika 1500 rpm’de santrifllj edilip
supernatant kismi uzaklastirildi. Hicre pelletin  konsantrasyonu 10° hiicre/mL olacak sekilde
annexinV baglama tamponu eklendi, igerisinde 100 uL (10° hiicre) alinip Gzerine 5ul Annexin V, 5yl
7AAD eklendi, tipler 15 dakika, oda sicakhginda, karanlikta inkiibasyona birakildi. Daha sonra
400 ul baglama tamponu eklenen tlpler buza alindi ve akis sitometrisinde analiz gerceklestirildi.

istatiksel Analiz

ikiden fazla parametrik degiskenin karsilastirimasi iki Yonlii Varyans Analizi (Twoway ANOVA) ile,
Sidak Coklu Kargilastirma Testi ise post hoc testi ile yapilmistir. TUm istatistiksel analizler % 5 anlamlilik
dizeyinde yapildi ve P <0.05, P <0.01 ve P <0.001 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Analiz,
Graphpad Instat (GraphPad Software, San Diego, CA, ABD) kullanilarak gerceklestirildi.

3. Bulgular

Vitamin B Kompleksinin Lipozomlanmasi

Lipozomlanmigs vitamin B kompleksinin Zetasizer ile boyutlar incelendi. Lipozom boyutlarinin 100 nm
ile 200 nm arahdinda degistigi belirlendi. Lipozomlanmis vitamin B kompleksi bir filtre yardimiyla
sliziilerek 100 nm altinda olanlar kanserli hiicrelere verilmistir. Bdylece vitamin B kompleksi hiicre

zarindan gegebilecek biyouyumlu hal almistir (Sekil 1).
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Sekil 1. Vitamin B kompleksinin lipozom partikll boyutta karsilik yizdesel orani

Hiicre Canhiiginin Belirlenmesi

Lipozomlanmis vitamin B kompleksi kanser hiicre hatlarinda (HCT-116 ve HT-29) hicre canliligina olan
etkileri farkli derisimlerinde MTT testi ile % canlilik kontroli yapilmistir. Hlicre kultiri ortaminda 96
kuyulu plaklar kullanilarak gergeklestirilen canlilik testinde belilenen konsantrasyon araliginda, her iki
hicre hattinda da 0,0625; 0,125; 0,25; 0,5 ve 1 mg/mL artan konsantrasyonlarina bagli olarak karanlik
ve 1sik deneylerinde canliigini yitirdigi gozlenmigtir (Sekil 2). Fotodinamik terapinin temel
prensiplerinden olan karanlik toksisiteye bakilirken minimal toksik etki gostermesi i1sik toksisite de
maksimum toksik etki gbstermesidir.

HCT-116 hicre hattinda karanhk toksisiteden sonra i1sik ile muamele edilerek aktif hale getiriimek
istenen fotosensitizer (Lipozomlanmis vitamin B kompleksi) lipozomlanarak 96 kuyulu plaklara 0,0625;
0,125; 0,25; 0,5 ve 1 mg/mL konsantrasyonlarda uygulandiktan sonra 650 nm olan kirmizi sirekli lazer
diyotile 7,5 J/cm? 1sik dozlarina maruz birakildi. Daha sonra MTT testi ile % canlilik oranlarina bakildi.
7,5 J/lcm? 1sik uygulandiginda fotosensitizer 0,0625 mg/mL konsantrasyonunda karanlik ve 1sik deney
sonuglari arasinda anlamli bir fark gortilmezken, 0,5 mg/mL konsantrasyonunda da karanlik deneyinde
canlilik yuzdesi %70 iken 1sik deneyi sonrasi bu oran % 50Q’lere diusmustir (*p<0.05) (Sekil 2).
Fotosensitizer 1 mg/mL  konsantrasyonunda da karanlik deneyinde canlilik yizdesi % 65 iken 1sik
deneyi sonrasi bu oran % 50’lere dismustur (*p<0.05). Fotodinamik terapinin temel prensiplerinden olan
karanlikta minimum toksik etki gosterirken 1sik deneyinde maksimum bir dlim gézlenmesidir. Fakat
kabul etmeliyiz ki; fotodinamik terapinin etkinligi HCT-116 hiicre hattinda beklenen etkiyi
gOsterememistir.

HT-29 hiicre hattinda karanlik toksisiteden sonra isik ile muamele edilerek aktif hale getiriimek istenen
fotosensitizer (Lipozomlanmig vitamin B kompleksi) lipozomlanarak 96 kuyulu plaklara 0,0625; 0,125;
0,25; 0,5 ve 1 mg/mL konsantrasyonlarda uygulandiktan sonra 650 nm olan kirmizi surekli lazer diyot
ile 7,5 J/cm? 11k dozlarina maruz birakildi. Daha sonra MTT testi ile % canlilik oranlarina bakildi. 7,5
Jicm? 11k dozunda, fotosensitizer 0,25 mg/ mL konsantrasyonda karanlik deneyinde canlilik yizdesi
%75 iken 1sik deneyi sonrasi bu oran % 47'lere dusmustur (****p<0.001) (Sekil 2). Aslinda bu
konsantrasyonda da karanlik ve isik deney arasinda beklenen fark yine yakalanamamistir. Fakat 0,5
mg/mL’da konsantrasyonda karanlik deneyinde hiicrenin canlilik yizdesi %70 iken 11k deneyi sonrasi
bu oran % 35’lere dusmustur (****p<0.001) (Sekil 2). Fotosensitizer 1 mg/mL’da konsantrasyonda
isekaranlik deneyinde canlilik yizdesi %50 iken 1sik deneyi sonrasi bu oran % 25’lere diusmustur
(****p<0.001). Arzu edilen fotodinamik etkinlik bu sonuglara daha yakindir. Her iki konsantrasyonda da
canlilik yizdesi yari yariya distigt hem sekil hem yiizdeler tizerinden de gorilmektedir (Sekil 2).
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Sekil 2. Vitamin B kompleksinin a) HCT-116 Hicre Hatt’'nin ve b) HT-29 Hucre Hatt’'nin karanlik-isik toksisite
sonuglari verilmistir. HCT-116 hicresinde Vitamin B kompleksinin; karanlik 0,5 mg/mL vs isik 0,5 mg/mL *p<0.05
ve 1sik 0,5 mg/mL vs 1s1k 0,0625 mg/mL ***p<0,001. HT-29 hiicresinde Vitamin B kompleksinin, 11k 0,0625 mg/mL

vs karanlik 0,0625 mg/mL ****p<0,001; 151k 0,25 mg/mL  vs karanlk 0,25 mg/mL  ****p<0,001; 151k 0,5 mg/mL
vs karanlik 0,5 mg/mL  ****p<0,001.

Akis Sitometrisinde Apoptoz ve Nekroz Tayini

Lipozomlanmis vitamin B kompleksi (1mg/mL) uygulanmasindan ve isik ile muamele edildikten sonra
24. saatteki apoptoz ve nekroz oranlari akig sitometrisi cihazi ile analiz edildi. FDT uygulamasindan
sonra hucrelerin doza bagh élumleri apoptotik agidan degerlendirildi. Apoptoz deneyinde lipozomlanmig
vitamin B kompleksinin konsantrasyonu 1mg/mL olarak hicrelere uygulanmistir. Lipozomlanmis vitamin
B kompleksinin 1mg/mL konsantrasyonlari hicre hatlarina (HCT-116 ve HT-29) uygulanmistir. Her iki
hicre hattini etkinlik agisindan karsilastirmak icin bu konsantrasyon segilmistir. HCT-116 hilicre hattinda
%40 oraninda apoptoz goérulirken HT-29 hicre hattinda %60 oraninda apoptoz goruldu (Sekil 3).
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Sekil 3. HCT-116 ve HT-29 hicre hatlarinda Vitamin B kompleksinin (1 mg/mL) Annexin-V/7AAD analizi
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Flow sitometri diyagram, asagidaki sekilde tanimlanan dért bolgeye ayrilir: Q1, Q2, Q3 ve Q4 ylzdeleri su sekilde:
nekrotik hicrelerin ylizdesi (Q1: 7AAD/ AnnexinV +/-); ge¢ apoptotik hiicrelerin yiizdesi (Q2; 7AAD/ AnnexinV +/+);
yasayabilir hicrelerin ylzdesi (Q3; 7AAD/ AnnexinV —/-) ve erken apoptotik hiicrelerin ylUzdesi (Q4; 7AAD/
Annexin-V —/+).

Lazer Dozlamalari ve Aborbans

Bu calismada 1sik deneylerinde 650 nm dalgaboylu surekli lazer 1sik kaynagi kullaniimistir. Lazer
Isimasl dalga-boyu bant genisligi =3 nm sahip olmasi aktarilan 11k enerjisinin hlcreye aktarilan
miktarinin kesinlikli olarak hesaplanmasini kolaylagtirmaktadir.

Deneyler sirasinda kullanilan vitamin B kompleksinin konsantrasyonuna bagli olarak absorbans
grafikleri Sekil 4'da gdsterilmistir. Absorbans degerleri goreceli olarak logaritmik olgekte verilmigtir.
Konsantrasyonlarin artigiyla birlikte absorbans degerlerindeki artig, derisim degerlerindeki artisla dogru
orantili olarak artmaktadir ki bu beklenen bir sonugtur.

Sekil 4de 1 mg/mL ve 0.5 mg/mL derisimli B kompleksi icin 650 nm dalgaboyunda absorbansi sirasiyla
6 ve 3 katlari kadar artis géstermektedir. Bu da ilgili hiicrelerin 151k dozlamasinda FDT icin gerekli enerji
miktarinin ayni oranlarda artmasina neden olmakta birlikte FDT’nin 650 nm dalgaboyunda etkinligini
artirmaktadir. Kanser hiicreleri 650 nm dalgaboyunda 7,5 J/cm? enerji ile dozlanan 1 mg/mL ve
0,5 mg/mL vitamin B kompleksi araciliyla bu enerjinin sirasiyla %15 ve %10 kadarini binyelerinde
hapsedebilmektedirler. FDT etkinligi bu emilim sayesinde gézlenmektedir.
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Sekil 4. Vitamin B kompleksi derisimine gore absorbans grafigi

4. Tartigsma ve Sonug

Modern diinyada kanserin giderek artmasi, etkili tedavi stratejilerinin gelistiriimesini dnemli kilmaktadir.
Gunumuzde modernlesen aligkanliklar nedeniyle kanser hastalari ve 6lim vakalari hizla artmaktadir
[24]. Arastirmacilar kanser hiicrelerini kemoterapi, radyoterapi, ¢oklu ilag kombinasyonlari, hedefleme,
immiunoterapi, fotodinamik terapi, nanopargacik hedefleme [25] vb. dahil olmak (zere farkh sekillerde
tedavi etmeye odaklanmaktadirlar. Fotodinamik terapi, normal hiicreleri etkilemeden sadece kanserli
hiicrelere odaklanan, kanser icin geleneksel ve gelismekte olan bir tedavidir. FDT ve nanoteknoloji
temelli tedavilerin ve teshisin bir kombinasyonu kanser igin yeni ve etkilidir [26].

Fotodinamik terapi, 1s1gin sinirli doku penetrasyonundan dolayi fotodinamik tedavinin etkili olabilmesi
icin prostat, servikal, 6zofagus, gastrik ve kolon kanser gibi ylizeysel kanser tirlerinden temin edilen
hicre hatlari Gzerinde ¢alisiimistir [27]. Diger kanser tirlerinin 1s1§in sinirli doku penetrasyonundan ve
cerrahi midahale gerektirecedinden dolayi tercih edilmemistir. Bu sebeplerden dolayi ¢alismamizda
yuzeysel kanser hiicre hatlarindan HCT-116 ve HT-29 kolon kanser hiicreleri tercih edilmistir.
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Fotodinamik terapinin temel prensiplerinden olan karanlikta minimum toksik etki gosterirken isik
deneyinde maksimum bir 8lim gozlenmesidir. iki hiicre hattinda dogru bir karsilastirma analizi
yapabilmemiz igin 0,5 mg/mL konsantrasyon degerlerinde ideal sonuglar vermistir. iki hiicre hattinda
fotodinamik etkinligi karsilastiracak olursak HT-29 hiicre hatti, HCT-116 hiicre hattina gore fotodinamik
inaktivasyon etkinligi daha fazladir.

Bu yuzyilin ilk yillarindan itibaren FDT de klinik olarak kabul géren ftalosiyaninler bazi istenmeyen yan
etkilerine ragmen bu bilesiklerle ilgili calismalar olduk¢a gunceldir [28,29]. Yuksek toksisite gibi bir
sinirlamayi en aza indirmeye yonelik olasi bir yaklasim, biyouyumlu ve fotoaktif bir bilesiginin bu tedavi
yontemine eklenmesidir. Vitamin B12, DNA sentezi igin kofaktor olarak goérev yapan iyi kabul gérmusg
bir ila¢ sekli olmustur. Yakin bir zamanda B12, iyi bilinen terapétik ajanlarin yerine kullanilabilir ve 1s1ga
duyarl bir bilesik olarak yeniden piyasaya surtimustur [30]. B12 vitamini ile konjlge ftalosiyaninler bir
FDT galismasinda karanlikta minimum toksisite gosterirken 1sikta maksimum toksisite gostermistir. Ayni
zamanda ftalosiyaninleri daha az konsantrasyonda kullanarak zararli yan etkilerinden de kacinilmistir.
Bdylece calisma daha disuk ftalosiyanin konsantrasyonlarinda optimum FDT etkinligi ile sonuglanmigtir
[19]. Genel olarak, iki biyolojik ve fotoaktif bilesik (ftalosiyanin ve B12) iceren kombine FDT uygulamalari
icin ilgi konusu olacagini disinmekteyim. Bu tir kombinasyonlar, i1siga duyarli ftalosiyanin vb.
bilesiklerin sinirli segiciligi ve karanlik toksisitesi Uzerinde pozitif bir etkiye sahip olabilir. Bizim kendi
calismamizda ise zararll yan etkilere sahip olacak bir bilesik (ftalosiyanin vb.) kullaniimadan sadece
Vitamin B kompleksi ile arzu edilen fotodinamik etkinlik gdézlenmisgtir.

Fotodinamik tedavinin temel prensibinde fotosensitizerler (vitamin B kompleksi) karanlikta minimal
toksisite gosterip 1sik ile muamele edildiginde singlet oksijen olusturup kanserli hlcreleri maksimum
seviyede oldurmesidir. Bizim ¢alismamizda MTT canlilik verilerini degerlendirecek olursak HCT-116
hicre hattinda vitamin B kompleksinin 0,5 mg/mL’de karanlik deneyinde canlilik ylzdesi %70 iken 151k
deneyi sonrasi bu oran %50’lere dismustir(*p<0.05). Vitamin B kompleksinin bu konsantrasyondaki
verilerine bakacak olursak fotodinamik terapide arzu edilen bir performans bu hiicre hattinda
g6rialmemistir. HT- 29 hiicre hattinda vitamin B kompleksinin 0,5 mg/mL’da karanlik deneyinde canlilik
yuzdesi %70 iken isik deneyi sonrasi bu oran %35lere dismustur (****p<0.001). Bu hilcre hattinda
fotodinamik terapinin temel prensiplerine uygun bir performans gértlmektedir. Bu sonuglar kolon
kanserlerinde vitamin B kompleksi kullanilarak fotodinamik terapi yapilabilecegini vaat etmektedir. Bu
tedavi yonteminin klinikte de kullaniimasi igin etki mekanizmalarinin incelenmesi gereklidir. Akis
sitometrisinde 6lUm yolaklarinin belirlenmesi icin yapilan analizde HT-29 hiicre hattinda %60 oraninda
apoptozu sectigi gérilmektedir. HCT-116 hiicre hattinda ise %40 oraninda apoptoz gorilmustr.

Lipozomlar hidrofilik ve hidrofobik bilesiklerin kapstle edilmesini saglayan ve ilag, gida, kozmetik ve
kimya endustrisinde kullanilan, polar nanoparcaciklardir [31]. Lipit tabakasinin temel omurgasi
fosfolipitlerdir [32]. Lipozomlarin ¢api 20 nm’den 20 000 nm’ye kadar degisebilir [33]. Bizim kendi
calismamizda hazirladigimiz lipozomlarimizin boyutu 100 nm olarak hicre zarindan kolaylikla
gecebilecek boyuttadir. Fonksiyonel bilesenlerin lipozomlar icine hapsedilmesinin, ortamla etkilesimini
ortadan kaldirdigi, kapsullenen maddenin stabilitesini artirdigi béylece bozulmasina neden olacak
ortamlarda uzun sure aktivitesini koruyabildigi gosterilmistir [32]. Bu ¢alismanin devami niteliginde ileri
ki calismalarda hedefledigimiz in-vivo deneylerde Vitamin B kompleksi herhangi bir zarara ugramadan
kanserli dokuya kolaylikla ve stabil olarak da ulasmis olacaktir.

Yapilan bir baska calismada arastirmacilar, B12 vitamini ile dogal olarak olusan diatomlarin ytzeyini
degistirerek kanser hticre hatlarn (HT-29 ve MCF-7)' na karsi artan yapisma 6zelliklerine sahip yeni bir
biyomateryal sentezlenmislerdir. Sentezlenen biyomateryal sulu ortamda 6zellikle 5 gline kadar
tutulmus ancak hicre zarinda oldugu gibi lipofilik ortamlarda kolayca salindigi gosterilmistir. Genel
olarak, sonuglari, bu tip B12 modifiye diatomlarin, ilaci viicuda vermeden 6nce ilgili bolgelerle glicli bir
sekilde etkilesime giren bir mikro mekik gorevi gorerek, suda ¢éziinmeyen inorganik bilesiklerin timor
dokularina hedefli bir sekilde verilmesini saglamak igin umut verici bir arag¢ olabilecegini gdstermektedir
[34].

Bizim ¢alismamizda i1sik deneylerinde surekli lazer i1sik kaynagi kullaniimistir. Lazer isimasi dar dalga-
boyu bant genisligine sahip olmasi aktarilan 1sik enerji miktarinin kesinlikli olarak hesaplanmasini
kolaylastirmaktadir. Tek yonli isima, kontrolli i1sima dozlarinin ayarlanabilmesi ve hedeflenen
organizmalara direk hedef odakli galismasi nedeniyle FDT uygulamalan igin ¢ok iyi bir secenektir
[35,36]. Bu calismada, lazer i1sidinin es zamanl olarak vitamin B kompleksinin kolon kanser hicre
hatlarinda FDT etkisine bakilmistir. intravendz yoldan kullanim igin, ilacin viicutta birikecegi yeri tam
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olarak bilmek ve ardindan o bdlgeyi lazer isimasina maruz birakmak énemlidir. Isida maruz kalma
slresi, vitamin B kompleksi konsantrasyonu ve lazer 1sik dozu arasindaki dengenin arastiriimasi FDT
verimliliginin kontrol edebilecedini gostermektedir [37]. Vitamin B kompleks birikiminin zayif oldugu
perfiize olmayan dokular igin, benzer bir terapétik etkiye izin vermek igin 1ginlama stiresi uzatiimahdir.
Kanser hucrelerinde kullanilan isigin dalga boyunun uzun olmasi, saglikli dokulardaki etkinligi goreceli
olarak daha az olmasi kisa dalga boylu isimalara gore bir avantajdir. Deneylerde 1s1k dalgaboyunun 650
nm olarak segilmesi hicrelerde gérece isik maruziyetini en aza indirerek, kisitli 1sik emilimiyle FDT
uygulamasini gergeklestirilebilmesi ve hiicre 6lim oranlarinda artis saglanmasi goésterilmistir. Bu
yuzden maruz kalma suresi, hiicre 6lum hizi Gzerindeki etkilerle gbzlemlenebilecedi gibi, FDT aktivitesi
icin esastir.

Lipozomlu vitamin B kompleksinin karanlik ortamda kanser hiicre hatlarinda zararsiz olmasina karsilik
7,5 Jlcm2 1s1k dozunda toksik olmalari tedavide kullanilabileceklerini distindirmektedir. Secilen FDT
iIsik kaynagini  dalgaboyu uzadikga saglikli hicreleri etkilemesi o kadar az olacak ve gereksiz
Isinlamalardan saglikli hicreleri koruyacaktir [38]. Ayni zamanda uzun dalgaboyunda olan isigin
dokularda absorbansi disiuk oldugundan dokulara nifuz etme kabiliyeti giderek artacaktir. Burada
vitamin B kompleksinin her ne kadar abasorbans degerleri uzun dalgaboylarinda diisse de FDT etkinligi
olusturdugunu goérmekteyiz. Bu calismada ortaya ¢ikan fotodinamik terapi yontemiyle vitamin B
kompleksinin anti-kanser potansiyeli ile birlikte bu tir etkileri potansiyel bir ila¢ olarak yeniden
konumlandirmaktadir. Verilerimiz kolon kanseri tedavisinde vitamin B kompleks kullanimini
savunmaktadir. Kolon kanserleri tedavisinde vitamin B kompleksinin klinik etkinligini aragtirmak ve ilgili
molekiler mekanizmalari dogrulamak igin daha ileri calismalara ihtiyag vardir.
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