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Prostat kanseri tedavisi 

Özet: Fotodinamik terapi (FDT) prostat kanseri tedavisinde henüz araştırma 
aşamasında olan sağaltıcı bir alternatiftir. FDT, ışığa duyarlı bir kimyasal 
maddenin (fotosensitizan) ışık ile aktive edilmesi ve aktive olan kimyasalın 
kanserli bölgedeki hücre canlılığını baskılayıcı etkiye neden olması prensibine 
dayanmaktadır. Bu yeni tedavi yöntemi hem seçiciliği hem de yan etkilerinin azlığı 
nedeniyle alternatifler arasında ön plana çıkmaktadır. FDT’de kullanılan 
fotosensitizanın ışıksız ortamda sitotoksik olmaması ve vücuttan kolay atılabilmesi 
istenmektedir. Ayrıca herhangi bir fotosensitizanın yakın kızılaltı ışık ile aktive 
olması, bu dalgaboyunun deriye ve diğer dokulara daha fazla nüfuz etmesinden 
dolayı tercih sebebidir. Bu özelliklere sahip olan İndosiyanin Yeşili (ISY) daha çok 
floresans özelliği ile ön plana çıkmış ve görüntüleme amaçlı olarak kullanılmıştır. 
Bu in vitro çalışmada ISY-FDT’nin farklı inkübasyon süreleri sonundaki etkisi 
AO/PI boyama yöntemi kullanarak ortaya konmuştur. Elde edilen sonuçlar ISY-
FDT’nin hücre canlılığını baskıladığını göstermektedir. 
 

  

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. Giriş 
 
Genellikle prostatektomi ve radyoterapi yöntemleri 
kullanılarak tedavi edilmeye çalışılan prostat 
kanserinin tedavisi amacıyla araştırılmakta olan 
diğer bir yöntem Fotodinamik Terapidir (FDT) [1]. 
FDT son yıllarda üzerinde sıkça çalışılan bir 
uygulama olup, cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi 
gibi geleneksel kanser tedavilerine alternatif 
olabilecek asgari girişimsel (minimal invasive) bir 
yöntemdir [2, 3]. FDT, fotosensitizan olarak 
adlandırılan bir kimyasal madde sayesinde ışığa 
duyarlı hale getirilen hedef dokunun, uygun ışık 

kaynağı kullanılarak ortadan kaldırılması prensibine 
dayanır. Ayrı ayrı uygulandıklarında toksik olmayan 
fotosensitizan madde ve ışık birlikte 
kullanıldıklarında aktive olarak, hedef bölgedeki 
serbest oksijen radikalleri (Reactive oxygen species / 
ROS) miktarını artırmaktadır [2, 4, 5]. FDT sırasında 
açığa çıkan ROS moleküllerinin yüksek dozlarda 
olmasının toksik özellik yarattığı ve hücre ölümüne 
neden olduğu düşünülmektedir [6-8].  
 
Çalışmamızda dokuya giriş mesafesi yüksek olan 
kızılaltı laser ve bu dalgaboyunda ışığı soğuran 
İndosiyanin yeşili (ISY) fotosensitizan kullanılmıştır. 
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ISY, FDT dışında klinikte kalp debisi ölçümü, kan 
plazma hacmi, karaciğer fonksiyonu ölçümü, retinal 
ve koroidal damarların görüntülenmesi ve laser dikiş 
alanlarında da kullanılmakta olan FDA onaylı bir 
polimetin boyadır. [9-12]. Engel vd. (2008)’nın 
yaptığı bir çalışmaya göre ISY yan etkisi oldukça azdır 
ve vücuttan atılımı oldukça hızlıdır [13]. 
 
Bu araştırmada belirli dozlarda indosiyanin yeşili ve 
yakın kızılaltı laser kullanılarak yapılan FDT’nin 24, 
48 ve 72 saat sonraki etkisi, akridin oranj (AO) ve 
propidyum iyodit (PI) boyaması yöntemi kullanılarak 
ortaya konmuştur. Nükleer boyama kimyasalı olarak 
kullanılan bu boyalardan AO hem canlı hem cansız 
hücreleri boyayarak yeşil floresans üretirken, PI 
sadece ölü hücrelerin bütünlüğü bozulmuş 
zarlarından geçebilmekte ve onları boyayarak kırmızı 
floresans üretmesine neden olmaktadır [14].  

  
2.  Materyal ve Metot 

 
2.1. Hücre dizisi ve kültür aşaması 

 
Projede kullanılan PC-3 ATCC ® CRL-1435™ prostat 
kanseri hücreleri, Boğaziçi Üniversitesi Biyomedikal 
Mühendisliği Enstitüsü, Hücre Kültürü 
Laboratuvarında rutin kültür koşullarında kültür 
edilerek yeterli sayıya ulaşmaları sağlanmıştır.    

 
2.2. Laser sistemi 

 
Bu çalışmada 808 nm dalgaboyunda ışıma yapan 
bilgisayar kontrollü diyot laser kullanılmış, optik 
fiber ve kolimatör kullanılarak ışığın kuyucuklara 
homojen olarak transferi sağlanmıştır.  

 
2.3. FDT uygulaması 

 
Deneylerde kullanılan laser ve ISY dozlarının tek 
başına hücre canlılığını etkilemediği grubumuz 
tarafından yapılan önceki deneylerde ortaya 
konmuştur. Veri burada gösterilmemiştir. 

 
FDT uygulamasında yapılanlar sırasıyla şöyledir; 

 
- Hücreler yeterli sayıya ulaştığında flasklar 

inkübatörden (%5 CO2, 37C) alındı ve hücreler 
tripsinlenerek kaldırıldı. 

 

- Kaldırılan hücreler hemositometre yöntemiyle 
sayıldı.  

 

- 50.000 hücre/kuyucuk olacak şekilde 48 
kuyucuklu plakalara ekilip 24 saat inkübe edildi. 

  

- 24 saat sonunda kuyucuklardaki besiyerleri 100 
µM ISY içeren besiyerleri ile değiştirildi ve 
plakalar inkübasyona bırakıldı. 

 

- İnkübasyondan 24 saat sonra, 100 J/cm2 enerji 
yoğunluğundaki laser ışığı kuyucuklara 
uygulandı. 

 

2.4. AO/PI boyama yöntemi ile hücre canlılığının 
belirlenmesi 
 
FDT uygulaması sonrasında üç adet plaka 24, 48 ve 
72 saatlerde ölçüm almak için inkübasyona 
bırakılmıştır. Plakalardaki hücreler belirtilen 
sürelerin sonunda AO/PI boyamasına tabi 
tutulmuştur.  
 
Kısaca, laser uygulaması sonrasında 1:1 hacimde 
hazırlanan 25 mg/ml AO ve 25 mg/ml PI solüsyonları 
ile hücreler 20 saniye boyunca boyanmıştır. Daha 
sonra 10 saniye boyunca PBS ile yıkanan hücrelerin 
morfolojisi floresans mikroskopta incelenmiştir. 
Boyamalardan sonra floresans mikroskobu 
kullanılarak her kuyucuğun beş ayrı noktasının 
fotoğrafı çekilmiş ve bu fotoğraflardaki canlı ve canlı 
olmayan tüm hücreler sayılmıştır. Fotoğraflar 
üzerinden yapılan hücre sayımları sonucu hücre 
canlılığı yüzdesi aşağıdaki formül (1) kullanılarak 
hesaplanmıştır: 

 

𝐻 =
𝐶

𝑇
 100 (1) 

 
H: Hücre canlılığı yüzdesi 
C: Canlı hücre sayısı 
T: Toplam hücre sayısı 

 
2.5. İstatistiksel analiz 
 
İstatistiksel analizler SPSS Statistics Viewer V22.0 
programı kullanılarak yapılmıştır. Öncelikle her 
grubun absorbans değerleri normalize edilmiş ve bu 
değerlerin normal dağılım gösterip göstermediği 
Shapiro-Wilk testi kullanılarak belirlenmiştir. Tüm 
gruplar normal dağılım gösterdiğinden gruplar 
arasında istatistiksel olarak anlamlı farkın olup 
olmadığı One-Way ANOVA testi kullanılarak 
gösterilmiştir. Anlamlılık derecesi 5% (p≤0.05) 
olarak alınmış ve tüm deneyler üç tekrarlı şekilde 
yapılmıştır. 

 
3. Bulgular  

 
AO/PI boyaması sonrası mikroskop kamerası ile 
çekilen fotoğraflardan bazıları aşağıda verilmiştir. 
Şekil 1 ve Şekil 2 kontrol grubunda boyama sonrası 
aynı bölgeden farklı filtreler kullanılarak alınan, Şekil 
3 ve Şekil 4 FDT grubunda boyama sonrası aynı 
bölgeden farklı filtreler kullanılarak alınan görüntüyü 
içermektedir. 

 
Çekilen fotoğraflardaki canlı ve canlı olmayan 
hücreler sayıldıktan sonra her fotoğraf için hücre 
canlılığı yüzdeleri hesaplanmış ve bu yüzdelerin 
ortalamaları alınarak Şekil 5’teki grafik 
oluşturulmuştur. 
 
İstatistik sonucuna göre tüm deney gruplarıyla 
kontrol grupları arasında istatistiksel olarak anlamlı 
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bir farklılık mevcuttur. (n=5, df=5, f=725.899, 
sig=0.00).  
 
FDT’nin yaklaşık %80 oranında hücre canlılığını yok 
ettiği görülmektedir. Diğer yandan 24, 48 ve 72 
saatlik deney gruplarının kendi aralarında 
istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık görülmemiştir. 
Buna göre tedavinin etkinliği zamana bağlı olarak 
değişmemiştir. 
 

 
Şekil 1. Kontrol grubunda AO/PI boyaması sonrası 
hücrelerin görünümü 
 

 
Şekil 2: Kontrol grubunda AO/PI boyaması sonrası cansız 
hücreler 

 

 
Şekil 3: FDT uygulaması yapılan grupta AO/PI boyaması 
sonrası hücrelerin görünümü 

 
Şekil 4: FDT uygulaması yapılan grupta AO/PI boyaması 
cansız hücreler 
 

 
Şekil 5: Hücre canlılığı yüzdeleri grafiği 
 

4. Tartışma ve Sonuç 
 

Prostat ve prostat kanseri ile ilgili FDT çalışmalarına 
bakıldığında Feoforbit-a veya 5-ALA gibi ISY 
dışındaki fotosensitizanlar kullanılarak yapılan in 
vitro ve in vivo çalışmalara rastlanmıştır [15, 16]. 
Ayrıca FDT’nin uygun parametrelerinin belirlenmesi 
amacıyla sağlıklı köpek prostatı üzerinde de FDT 
çalışmaları yapılmıştır. Bu araştırmalarda sağlıklı 
köpek prostatının kullanılmasının sebebi, köpek 
prostatının yapısal olarak insan prostatına benzerliği 
ve sağlıklı dokunun kanserli doku ile benzer şekilde 
yok edilebileceğinin varsayılmasıdır [17,18]. 
Kawczyk-Krupka vd (2015)’ın köpek prostat dokusu 
kullanarak yaptığı başka bir çalışmada  200 J/cm2 
enerji yoğunluğunun dokuda perforasyona neden 
olmadığı belirlenmiştir [19].  Çalışmamızla benzer 
olarak, Colasanti vd. (2004)’nın yaptığı in vitro 
araştırmada 805 nm dalgaboylu ve 108 J/cm2 enerji 
yoğunluklu laser ışığı, yaklaşık 2 ve 4 M ISY ile 
birlikte denemiştir. Radyoterapi ile kombine bir 
şekilde yapılan FDT uygulamaları sonucunda, bu 
uygulamaların hücre canlılığını baskılayıcı yöntemler 
olduğu, fakat iki tedavi yönteminin birbirinden 
bağımsız çalıştığı belirlenmiştir [20]. Bu yöntemin 
PC-3 prostat kanser hücrelerinin canlılığını büyük 
ölçüde baskıladığı bizim çalışmamızda da ortaya 
konmuştur. Diğer yandan FDT uygulamasından 24, 
48 ve 72 saat sonra gerçekleştirilen AO/PI boyama 
sonuçları birbirine benzer sonuçlar vermiş ve bu 
inkübasyon zamanlarının sonuçları istatistiksel 
olarak anlamlı bir şekilde etkilemediği 
görülmektedir. Sonuç olarak bu çalışmada, ISY 
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kullanılarak yapılan FDT uygulamasının prostat 
kanser hücreleri üzerinde, inkübasyon süresinden 
bağımsız olarak baskılayıcı özelliğe sahip olduğu 
AO/PI boyama testi ile ortaya konmuştur. 
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