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Anahtar Kelimeler
Fotodinamik terapi,
indosiyanin yesili,
Yakin kizilalti laser,
Prostat kanseri tedavisi

Ozet: Fotodinamik terapi (FDT) prostat kanseri tedavisinde heniiz arastirma
asamasinda olan sagaltici bir alternatiftir. FDT, 1s18a duyarli bir kimyasal
maddenin (fotosensitizan) 1sik ile aktive edilmesi ve aktive olan kimyasalin
kanserli bolgedeki hiicre canliligini baskilayic1 etkiye neden olmasi prensibine
dayanmaktadir. Bu yeni tedavi yontemi hem segiciligi hem de yan etkilerinin azlig1
nedeniyle alternatifler arasinda o6n plana g¢ikmaktadir. FDT’de kullanilan
fotosensitizanin 1s1ks1z ortamda sitotoksik olmamasi ve viicuttan kolay atilabilmesi
istenmektedir. Ayrica herhangi bir fotosensitizanin yakin kizilalti 151k ile aktive
olmasi, bu dalgaboyunun deriye ve diger dokulara daha fazla niifuz etmesinden
dolay: tercih sebebidir. Bu 6zelliklere sahip olan indosiyanin Yesili (ISY) daha ¢ok
floresans o6zelligi ile 6n plana ¢ikmis ve goriintiileme amagl olarak kullanilmistir.
Bu in vitro ¢alismada ISY-FDT’'nin farkl inkiibasyon siireleri sonundaki etkisi
AO/PI boyama yontemi kullanarak ortaya konmustur. Elde edilen sonugclar ISY-
FDT’nin hiicre canliligini baskiladigini géstermektedir.

AO/PI Staining Test Results of Indocyanine Green-Based Photodynamic Therapy on PC-

3 Prostate Cancer Cells
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Abstract: Photodynamic therapy (PDT) is an alternative cancer treatment method,
which is also being researhed on prostate cancer. PDT causes cellular damage by
means of a light sensitive chemical agent that is excited with light of appropriate
wavelength. This method stands out with its selective property and low side
effects. Photosensitizers used in PDT should have a low dark toxicity and should
easily be removed from the body. Furthermore, the photosensitizer should
preferably be activated by infrared light that penetrates better in tissue or skin.
Indocyanine green (ICG) has the ideal properties, however it was mostly prefered
as a fluorescence probe in imaging research. This in vitro ICG-PDT study
investigated the effect of PDT after different incubation times on prostate cancer
cells by using AO/PI staining method. Results show that ICG-PDT inhibits cell
viability.

1. Giris

kaynag: kullanilarak ortadan kaldirilmasi prensibine
dayanir. Ayri ayri uygulandiklarinda toksik olmayan
fotosensitizan madde ve birlikte

Genellikle prostatektomi ve radyoterapi yontemleri
kullanilarak tedavi edilmeye c¢alisilan prostat
kanserinin tedavisi amaciyla arastirilmakta olan
diger bir yontem Fotodinamik Terapidir (FDT) [1].
FDT son yillarda iizerinde sik¢a ¢alisilan bir
uygulama olup, cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi
gibi geleneksel kanser tedavilerine alternatif
olabilecek asgari girisimsel (minimal invasive) bir
yontemdir [2, 3]. FDT, fotosensitizan olarak
adlandirillan bir kimyasal madde sayesinde 1s18a
duyarli hale getirilen hedef dokunun, uygun 1sik
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151k
kullanildiklarinda aktive olarak, hedef bdlgedeki
serbest oksijen radikalleri (Reactive oxygen species /
ROS) miktarim artirmaktadir [2, 4, 5]. FDT sirasinda
aciga c¢ikan ROS molekiillerinin yiliksek dozlarda
olmasinin toksik 6zellik yarattigi ve hiicre 6liimiine
neden oldugu diistiniilmektedir [6-8].

Calismamizda dokuya giris mesafesi yiiksek olan
kizilalt1 laser ve bu dalgaboyunda 15181 soguran
Indosiyanin yesili (ISY) fotosensitizan kullanilmistir.
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ISY, FDT disinda Kklinikte kalp debisi ol¢ciimi, kan
plazma hacmi, karaciger fonksiyonu o6l¢iimii, retinal
ve koroidal damarlarin goriintiilenmesi ve laser dikis
alanlarinda da kullanilmakta olan FDA onayli bir
polimetin boyadir. [9-12]. Engel vd. (2008)'nin
yaptigl bir calismaya gore ISY yan etkisi oldukca azdir
ve viicuttan atilimi oldukg¢a hizlidir [13].

Bu arastirmada belirli dozlarda indosiyanin yesili ve
yakin kizilalti laser kullanilarak yapilan FDT’'nin 24,
48 ve 72 saat sonraki etkisi, akridin oranj (AO) ve
propidyum iyodit (PI) boyamasi yontemi kullanilarak
ortaya konmustur. Niikleer boyama kimyasali olarak
kullanilan bu boyalardan AO hem canli hem cansiz
hiicreleri boyayarak yesil floresans firetirken, PI
sadece oli  hicrelerin  butinligi  bozulmus
zarlarindan gecebilmekte ve onlar1 boyayarak kirmizi
floresans liretmesine neden olmaktadir [14].

2. Materyal ve Metot
2.1. Hiicre dizisi ve kiiltiir asamasi

Projede kullanilan PC-3 ATCC ® CRL-1435™ prostat
kanseri hiicreleri, Bogazici Universitesi Biyomedikal
Miihendisligi Enstitiisq, Hiicre Kultira
Laboratuvarinda rutin Kkiltir kosullarinda Kkiiltiir
edilerek yeterli sayiya ulagsmalari saglanmistir.

2.2. Laser sistemi

Bu calismada 808 nm dalgaboyunda isima yapan
bilgisayar kontrolli diyot laser kullanilmis, optik
fiber ve kolimatdér kullanilarak isigin kuyucuklara
homojen olarak transferi saglanmistir.

2.3. FDT uygulamasi

Deneylerde kullanilan laser ve ISY dozlarinin tek
basina hiicre canhligim1 etkilemedigi grubumuz
tarafindan yapilan o6nceki deneylerde ortaya
konmustur. Veri burada gosterilmemistir.

FDT uygulamasinda yapilanlar sirasiyla soyledir;

- Hiicreler yeterli sayiwya ulastiginda flasklar
inkiibatorden (%5 CO2, 37°C) alindi ve hiicreler
tripsinlenerek kaldirildi.

- Kaldirllan hiicreler hemositometre ydntemiyle
sayildL

- 50.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 48
kuyucuklu plakalara ekilip 24 saat inkiibe edildi.

- 24 saat sonunda kuyucuklardaki besiyerleri 100
UM ISY iceren besiyerleri ile degistirildi ve
plakalar inkiibasyona birakildi.

- Inkiibasyondan 24 saat sonra, 100 J/cm? enerji
yogunlugundaki  laser 15181  kuyucuklara
uygulandi.
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2.4. AO/PI boyama yontemi ile hiicre canliliginin
belirlenmesi

FDT uygulamasi sonrasinda li¢ adet plaka 24, 48 ve

72 saatlerde ol¢im almak i¢in inkiibasyona
birakilmistir.  Plakalardaki  hiicreler  Dbelirtilen
stirelerin  sonunda AO/PI  boyamasina tabi
tutulmustur.

Kisaca, laser uygulamasi sonrasinda 1:1 hacimde
hazirlanan 25 mg/ml AO ve 25 mg/ml PI soliisyonlari
ile hiicreler 20 saniye boyunca boyanmistir. Daha
sonra 10 saniye boyunca PBS ile yikanan hiicrelerin
morfolojisi floresans mikroskopta incelenmistir.
Boyamalardan sonra floresans mikroskobu
kullanilarak her kuyucugun bes ayr1 noktasinin
fotografi ¢ekilmis ve bu fotograflardaki canli ve canli
olmayan tiim hiicreler sayillmistir. Fotograflar
iizerinden yapilan hiicre sayimlar1 sonucu hiicre
canliligl yiizdesi asagidaki formil (1) kullanilarak
hesaplanmistir:

H=§x100 1)

H: Hiicre canlilig1 yiizdesi
C: Canli hiicre sayisi
T: Toplam hiicre sayisi

2.5. istatistiksel analiz

Istatistiksel analizler SPSS Statistics Viewer V22.0
programi kullanilarak yapilmistir. Oncelikle her
grubun absorbans degerleri normalize edilmis ve bu
degerlerin normal dagilim gosterip gostermedigi
Shapiro-Wilk testi kullanilarak belirlenmistir. Tim
gruplar normal dagilim gosterdiginden gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farkin olup
olmadigi One-Way ANOVA testi kullanilarak
gosterilmistir. Anlamlilik derecesi 5% (p<0.05)
olarak alinmis ve tiim deneyler ii¢ tekrarli sekilde
yapimistir.

3. Bulgular

AO/PI boyamas1 sonrasi mikroskop kameras: ile
cekilen fotograflardan bazilar1 asagida verilmistir.
Sekil 1 ve Sekil 2 kontrol grubunda boyama sonrasi
ayni bolgeden farkl filtreler kullanilarak alinan, Sekil
3 ve Sekil 4 FDT grubunda boyama sonrasi ayni
bolgeden farkl filtreler kullanilarak alinan gériintiiyi
icermektedir.

Cekilen fotograflardaki canli ve canli olmayan
hiicreler sayildiktan sonra her fotograf i¢in hiicre
canlihigr ylzdeleri hesaplanmis ve bu yilizdelerin
ortalamalari alinarak  Sekil 5’teki grafik
olusturulmustur.

[statistik sonucuna gére tiim deney gruplariyla
kontrol gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh
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bir farklihk mevcuttur.
sig=0.00).

(n=5, df=5, =725.899,

FDT’nin yaklasik %80 oraninda hiicre canlihiginmi yok
ettigi gorilmektedir. Diger yandan 24, 48 ve 72
saatlik deney gruplarinin kendi aralarinda

istatistiksel olarak anlaml bir farklilik goriilmemistir.
Buna gore tedavinin etkinligi zamana bagh olarak
degismemistir.

Sekil 1. Kontrol grubunda AO/PI boyamasi sonrasi
hiicrelerin goriinimii

Sekil 2: Kontrol grubunda AO/PI boyamasi sonrasi cansiz

hiicreler

Olii Hiicreler —

Sekil 3: FDT uygulamasi yapilan grupta AO/PI boyamasi
sonrasl hiicrelerin gériiniimii

184

-

//
Olii Hiicreler //

/

/

Canlt Hiicreler— =

Sekil 4: FDT uygulamasi yapilan grupta AO/PI boyamasi
cansiz hiicreler

PC-3 Hicrelerinde FDT Sonrasi Hiicre
Canhhg Yluzdeleri
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Zaman (saat)
Sekil 5: Hiicre canliligl ytizdeleri grafigi
4. Tartisma ve Sonug¢

Prostat ve prostat kanseri ile ilgili FDT calismalarina
bakildiginda Feoforbit-a veya 5-ALA gibi ISY
disindaki fotosensitizanlar kullanilarak yapilan in
vitro ve in vivo ¢alismalara rastlanmistir [15, 16].
Ayrica FDT’nin uygun parametrelerinin belirlenmesi
amaciyla saglikll kopek prostati lizerinde de FDT
calismalar1 yapilmistir. Bu arastirmalarda saglikli
kopek prostatinin kullanilmasinin sebebi, képek
prostatinin yapisal olarak insan prostatina benzerligi
ve saglikli dokunun kanserli doku ile benzer sekilde
yok edilebileceginin  varsayimasidir  [17,18].
Kawczyk-Krupka vd (2015)'1n kopek prostat dokusu
kullanarak yaptig1 baska bir calismada 200 ]J/cm?
enerji yogunlugunun dokuda perforasyona neden
olmadig1 belirlenmistir [19]. Calismamizla benzer
olarak, Colasanti vd. (2004)'min yaptigi in vitro
arastirmada 805 nm dalgaboylu ve 108 ]J/cm? enerji
yogunluklu laser 15181, yaklasik 2 ve 4 uM ISY ile
birlikte denemistir. Radyoterapi ile kombine bir
sekilde yapilan FDT uygulamalari sonucunda, bu
uygulamalarin hiicre canliligini baskilayici yontemler
oldugu, fakat iki tedavi yonteminin birbirinden
bagimsiz calistigl belirlenmistir [20]. Bu ydntemin
PC-3 prostat kanser hiicrelerinin canliligini biiytik
olciide baskiladigi bizim ¢alismamizda da ortaya
konmustur. Diger yandan FDT uygulamasindan 24,
48 ve 72 saat sonra gerceklestirilen AO/PI boyama
sonuclar1 birbirine benzer sonuglar vermis ve bu

inklibasyon zamanlarinin sonuglar1 istatistiksel
olarak anlaml bir sekilde etkilemedigi
gorilmektedir. Sonu¢ olarak bu ¢alismada, ISY
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kullanilarak yapilan FDT uygulamasinin prostat
kanser hiicreleri iizerinde, inkiibasyon siiresinden
bagimsiz olarak baskilayic1 o6zellige sahip oldugu
AO/PI boyama testi ile ortaya konmustur.
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