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Oz

Amag: Pankreas kanseri, giincel tedavi yontemlerine karsin halen yiiksek mortalitesi olan 6nemli bir
saglik sorunudur. Bu yiizden yeni tedavi metotlarimin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Fotodinamik terapi (PDT), 1s18a duyarli (PS) bir ajanin 6nceden verilmesi ve lokal olarak timor
dokusunda birikmesi sonrasinda ajanin absorpsiyon yapacagi dalga boyunda bir 1sik kaynag ile
uyarilmasi esasina dayanir. Bu ¢alismanin amaci MIAPaCa-2 pankreas epitelyal kanser hiicreleri ile
MRC-5 normal akciger (kanserli olmayan) epitelyal hiicreler tizerinde chlorine e-6 tabanh
fotodinamik terapinin sitotoksik etkisini belirlemektedir.

Yontemler: MIAPaCa-2 pankreas epitelyal kanser hiicreleri ile MRC-5 normal epitelyal hiicreleri
10uM Ce6 ile 60 dakika boyunca inkiibe edildikten sonra 670 nm dalgaboyuna sahip bir diyot lazer
ile 5 J/em? ile uyarilmistir. Tedaviden 4 — 24- 48 ve 72 saat sonra WST-1 ile hiicre proliferasyonu
testi yapilmustir.

Bulgular: Ce6 tabanl fotodinamik terapinin MIAPaCa-2 grubunda diger tedavi gruplarina kiyasla
hiicre canliligmni anlamli bir oranda azalttigi bulunmustur (p<0.05). Diger yandan Ce6 tabanli
PDT’nin MRC-5 hiicreleri iizerinde %33 sitotoksik oldugu belirlenmistir.

Sonug: Isiga duyarli ajan Ce6 konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi ve lazer parametresi her hiicre hatti
icin ayri ayr1 belirlenmelidir. Ce6 tabanli fotodinamik tedavi pankreas kanserinde tiimorii kiigiiltmede
ve/veya palyatif bir tedavi secenegi olarak umut vaat etmektedir.

Anahtar Kelimeler: PDT, Ce6, pankreas kanseri, MIA PaCa-2, MRC-5

Abstract

Aim: Pancreatic cancer is an important health problem with high mortality despite current treatment
methods. Therefore, new methods for treatment are needed to be developed. Photodynamic therapy
(PDT) is based on firstly pre-treatment of tumor region with a light-sensitive (PS) agent, following
local accumulation in tumor loci irradiation with appropriate wavelength light source. The aim of this
study is to determine the cytotoxic effects of chlorine e-6 based photodynamic therapy on MIA PaCa-
2 pancreatic epithelial cancer cells and MRC-5 normal lung (non-cancerous) epithelial cells.
Methods: MIA PaCa-2 pancreatic epithelial cancer cells and MRC-5 normal epithelial cells were
incubated with 10 pM Ce6 during 60 min and followed by irradiated with a diode laser (A =670nm) at
5 Jiem?. Cell proliferation test was performed with WST-1 assay 4 - 24- 48 and 72 hours after post
treatment.

Results: Ce6-based photodynamic therapy significantly reduced cell viability in the MIAPaCa-2
group compared to other treatment groups (p <0.05). On the other hand, it was determined that Ce6-
based PDT was 33% cytotoxic on MRC-5 cells.

Conclusion: Ce6 concentration, incubation time and laser parameters should be determined
separately for each cancer cell line. Ce6 based photodynamic therapy is promising as a palliative
treatment option and / or minimizing tumor in pancreatic cancer.

Keywords: PDT, Ce6, pancreatic cancer; MIA PaCa-2, MRC-5

Giris

Pankreas kanseri, hastaliga yakalananlarin %7’sinden azinda 5 yillik
sag kalim oranma sahiptir. Ozelikle pankreas basi yerlesimli tiimdrlerde
uygulanan pankreatikoduodenektomi (whipple prosediirii) etkili olan tek tedavi
yaklagimi olarak goriilmektedir [1). Bununla birlikte rezeksiyon sonrasi ortalama
sag kalim oran1 sadece 10- 20 ay arasindadir. Cerrahi tedavi uygulanan hastalarin
sadece %12-35’inde 5 yillik sag kalim orani gorillmiistiir [2). Fakat hastalarin
biliylik bir c¢ogunluguna, cerrahi tedavi yapma imkani bulunmamaktadir.
Pankreasin retroperitoneal yerlesimli olmasi, pankreas kanserinde erken tanmi
belirtilerinin olmamasi ve erken donemde teshisinde etkili olacak bir
goriintiileme yonteminin olmamast nedeniyle hastalik ancak ileri evrelerinde
teshis edilebilmektedir. Palyatif tedavi segenekleri cerrahi, kemoterapi ve
radyasyon tedavisidir fakat basari orani diigiiktiir ve yasam siiresini arttirmada
yeterince etkili degildirler [3].
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Bu durum gostermektedir ki, minimal
girisimsel bir tedavi yontemi ile tiimor
dokusunun lokal olarak yok edilmesi ve/veya
kiictiltiilmesi tedavi edilemez olarak goriilen
pankreas kanserinde uygulanabilir bir yontem
olacaktir.
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Fotodinamik terapi (PDT), bir 1518a duyarli (PS) ajanin
onceden verilmesi ve lokal olarak tiimoér dokusunda birikmesi
sonrasinda ajanin absorpsiyon yapacagi dalga boyunda bir 151k
kaynagi ile uyarilmasi esasmna dayanir. Serbest oksijenin
varliginda dokuda hiicre oliimii meydana gelir. PDT ile
gergeklestirilen etki fotokimyasaldir [4]. Basarili  klinik
uygulamalar i¢in PS’in tasimasi gereken belirli 6zellikler vardir.
Bunlar, PS’in dokuya daha derin niifuz etmesi igin goriiniir ve
yakin kizilotesi spektrumda absorpsiyon yapmast ve serbest
oksijen olusturma kapasitesinin  yiiksek olmasi, diisiik
sitotoksititesi olmasi, se¢ici olarak tiimoér dokuda birikmesi ve
viicuttan hizli temizlenmesidir [5].

BPD, NPe6, Ce6, SnET2 ve CASPc gibi 2. kusak PS’lar
660-690nm arasinda 1sik aktivasyonu, porfimer sodyuma gore
daha fazla kirmuzi 151k absorbsiyonu, tedavi sonrasi
fotosensitivitesinin  siklikla bir haftadan az siirmesi gibi
ozelliklere sahiptirler. Bu ¢aligmada MIA PaCa-2 pankreas
epitelyal kanser hiicreler ile MRC-5 normal akciger epitelyal
hiicreleri {izerinde chlorine e6 tabanli PDT uygulamasinin
sitotoksik etkileri arastirilmistir.

Gereg ve Yontemler

Hiicre Kiiltiirii

Calismada kullanilan MIA PaCa-2 pankreas epitelyal
tiimér ve MRC-5 normal akciger epitelyal hiicre hatti Amerikan
Tir Kiltir Koleksiyonundan (ATCC) temin edilmistir. MIA
PaCa-2 tiimor hiicreleri %10 fetal bovin serum (FCS), 100 u/ml
penisilin ve 100 pg/ml streptomisin iceren NaHCOj soliisyonu, 2
uM L-glutamin ile desteklenmis Roswell Park Memorial Institute
1640 (RPMI) besiyerinde, %5 CO,’li inkiibatorde 37°C’de
cogaltilmistir.

MRC-5 saglikli epitelyal hiicreler %10 FCS, 100 w/ml
penisilin ve 100 pg/ml streptomisin igeren NaHCO?® soliisyonu, 2
pM L-glutamin ile desteklenmis Dulbecco tarafindan modifiye
edilen MEM (DMEM) besiyerinde, %5 CO,’li inkiibatorde
37°C’de ¢ogaltilmustir. Hiicrelerin 2 giin ara ile besi ortami
yenilenmistir. Yeterli hiicre yogunluguna ulasan kiltiirler tripsin
ile kaldirilarak 96’lik hiicre plakalarma (10.000 hiicre/kuyu)
ekilip 24 saat inkiibe edilmistir

Fotodinamik Terapi Uygulamasi

Oncelikle sadece Ce6 nin MIA PaCa-2 tiimor hiicreleri
iizerinde farkli dozlardaki etkisi arastirilmistir.  Hiicre
plakalarindaki tiimor hiicrelerine 9 farkli konsantrasyonda Ce6
uygulanmistir. Uygulanan konsantrasyonlar; 100uM, 50uM,
25uM, 20uM, 12,5uM, 10uM, 6,25uM, SpM ve 2.5
mikromolardir.

96’lik hiicre Kkiiltiir plakalarindaki hiicreler 4 gruba
ayirilmigtir (Tablo 1). 2 ve 4 no’lu gruplardaki hiicreler 10uM
konsantrasyonda Ce6 ile, 1 ve 3 no’lu gruplar ise sadece besiyer
ile 60 dakika inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresinin bitimini takiben tiim kuyulardaki
besiyer cekilip, taze besiyer verilmistir. 3 ve 4 no’lu gruplar 5
jlem?® ile 670 nm dalgaboyunda siirekli (cw) modda diyot lazer
kaynagi ile uyarilmigtir.1 ve 2 no’lu gruplar 1gima siiresince
karanlikta bekletilmistir.

Tablo 1: Calismadaki deney gruplari.

Grup Numarasi Grup Adi Aciklama
1 Kontrol Sadece Hiicre
2 Ceb Hiicre + Ce6
3 Lazer Hiicre + Lazer
4 PDT Hiicre + Ce6 + Lazer

Fotodinamik tedavi .

Hiicre Canlilik Analizi

Ce6’nin yalniz basina farkli konsantrasyonlardaki etkisi
(doz optimizasyonu) WST-1 testi ile degerlendirilmistir.

Tedavi gruplarimin uygulanmasi sonrast metabolik
aktivite temelli proliferasyon testlerinden olan 2-(4-iyodofenil)-
3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)- 2H-tetrazolyum (WST-1)
testi ile 4 saat, 24 saat, 48 Saat ve 72 saat olmak tizere dort farkli
siirede yapilmugtir. lgili tedavilerin uygulanmasinin ardindan
her kuyucuga 10 pl WST-1 ¢ozeltisi ilave edilmistir. 37°C’de 4
saat inkiibasyondan sonra hiicre canlilifinin tespiti i¢in 96
kuyucuklu platelerin absorbans yogunluk degerleri ELISA plate
okuyucuda 440 nm’de okunmustur. Canli hiicreler sar1 renk
olustururken, Olii hiicrelerde renk olusumu goézlenmemistir.
Kontrol grubu baz alinarak yiizde canlilik hesaplanmistir.

Istatistik Analizi

Veriler ortalama+ standart sapma seklinde sunulmustur.
Gruplar arasindaki istatistik farklilik ANOVA ve Student’s t test
ile SPSS programinda degerlendirilmistir. Tiim deneyler 3 kez
tekrarlanmigtir (n = 3). P degeri <0.05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edilmistir.

Bulgular

Ce6’nin  yiiksek dozda uygulandiginda (100- 50uM)
hiicreler iizerinde toksik etkiye sahip oldugu Ol¢lilmiistiir.
Dozdaki azalmay: takiben canlilik iizerine etkisinin azaldigi
grafikten (Sekil 1) anlagilmaktadir. Cok diisik dozlarda
uygulandiginda (2,5uM) ise hiicrede proliferasyona neden
oldugu ol¢iilmiistiir.
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Sekil 1: 100pM, 50uM, 25uM, 20uM, 12,5uM, 10uM, 6,25uM, 5uM
ve 2,5uM olmak tizere 9 farkli konsantrasyonda Ce6’nin timor
hiicrelerine verildikten 24 saat sonra yapilan WST-1 analizi grafikte
verilmisgtir.

MIA PaCa-2 pankreas epitelyal karsinoma hiicre hattina
ait tedaviden 4 saat sonra yapilan WST-1 testi sonuglart Sekil-2
de gosterilmistir.

MIA PaCa-2 pankreas epitelyal karsinoma hiicrelerinin
sadece 10uM konsantrasyonda Ce6 ile 60 dakika boyunca
inkiilbasyonu sonucunda hiicre canliligi %158  olarak
Ol¢iilmiigtiir. Uygulanan Ce6 dozunun hiicreler iizerinde toksik
etki olusturmadigi aksine proliferatif bir etkiye sebep oldugu
goriilmistiir. Sadece lazer uygulanan grupta canliligin %102
oldugu ve fototoksik bir etki olusturmadigr gozlemlenmistir
(Sekil 2). PDT grubunda ise tedavi sonrasi canliligin %48,5’a
diistigi gorilmiistir.

2
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Sekil 2: Tedaviden 4 saat sonra MIA PaCa-2 tiim6r hiicrelerinin canlilik
analizi. Kontrol; Sadece Hiicre, Ce6; Hiicre+Chlorine €6, Lazer;
Hiicret+Lazer, PDT; Hiicre+Ce6+Lazer. PDT tedavi grubu ile diger
gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark bulunmustur (¥*P<0.05).
MRC-5 normal akciger epitelyal hiicre hattina ait
tedaviden 4 saat sonra yapilan WST-1 testi sonuglar1 Sekil-3 de
. | '

gosterilmigtir.
*
x
‘
BG I I I
PDT

0 Kontrol Ceb Lazer
Sekil 3: Tedaviden 4 saat sonra MRC-5 epitelyel hiicrelerinin canlilik
analizi. Kontrol; Sadece Hiicre, Ce6; Hiicre+Ce6, Lazer; Hiicre+Lazer,
PDT; Hiicre+Ce6+Lazer. PDT tedavi grubu ile diger gruplar arasinda
istatistiksel anlamli fark bulunmustur (*P<0.05).

MRC-5  akciger epitelyal hiicrelerinin  10uM
konsantrasyonda Ce6 ile 60 dakika boyunca inkiibasyonu
sonucunda canlilik %94 olarak oOlgiilmiistiir. Sadece lazer
uygulanan grupta hiicre canliliginin %110 olup herhangi bir
fototoksik bir etki olusturmadig1 gibi proliferatif bir etkisi oldugu
belirlenmis olup kontrol grubuyla arasinda anlamli fark olmadig:
belirlenmistir. PDT grubunda ise canlilik %67 olarak
Olciilmiistiir (Sekil 3).
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Bu ¢alismada PDT’nin MIA PaCa-2 pankreas epitelyal
karsinoma ve MRC-5 akciger epitelyal hiicre hatti {izerindeki
sitotoksik etkisi WST-1 testi kullamlarak arastirilmigtir.
Calismada MRC-5 akciger epitelyal hiicre hattinin segilmesinin
amaci, reaktif oksijen tiirleri tarafindan olusturulan hasarin
normal hiicreler lizerindeki etkisinin gosterilmesidir. MRC-5
akciger epitelyal hiicre hatt1 kiiltiir ¢alismalarinda diger normal
hiicrelere kiyasla iyi iireme yetenegine sahip olmasi sayesinde
tedaviden sonra proliferasyon kapasitesi 6lgiilebilmektedir [6].

Oncelikle Ce6’nin MIA PaCa-2 pankreas epitelyal
karsinoma hiicreleri lizerindeki yalmiz uygulanmasinin etkisinin
tespiti i¢in doz optimizasyonu yapilmistir. 9 farkli dozda yapilan

Fotodinamik tedavi .

sonuclara gore Ce6 yalniz basina uygulandiginda toksik etki
gostermedigi 10uM PS konsantrasyonu tedavide kullanilacak
doz olarak segilmistir (Sekil 1). MIA PaCa-2 hiicre hattina ait
tedaviden 4 saat sonra yapilan WST-1 testi sonuglar1 Sekil-2 de
gosterilmistir.  MIA PaCa-2 pankreas epitelyal karsinoma
hiicrelerinin sadece 10uM konsantrasyonda Ce6 ile 60 dakika
boyunca inkiibasyonu sonucunda canliligin %158 lere arttig1 ve
hiicreler iizerinde toksik etki olusturmadigi gézlemlenmis aksine
proliferatif bir etkiye sebep oldugu goriilmiistiir. Ugiincii tedavi
grubunda uygulanan sadece 5 J/cm? lazer kaynag ile uyarilmasi
sonucunda MIA PaCa-2 pankreas epitelyal karsinoma
hiicrelerinin canliliginin %102 oldugu ve fototoksik bir etki
olusturmadigr gézlemlenmistir (Sekil 2). Ana deney grubu olan
4. grupta (PDT) ise tedavi sonrasi canlilifin %48,5’a diistiigii
goriilmiistiir. PDT’nin hiicre canliligim biiylik oranda azalttig1
tespit edilmistir ve tiim gruplarla arasinda istatistiksel anlaml
fark oldugu belirlenmistir (P<0.05).

MRC-5 hiicre hattina ait tedaviden 4 saat sonra yapilan
WST-1 testi sonuglart Sekil-3 de gosterilmistir. Elde edilen
sonuglara gore; MRC-5 akciger epitelyal hiicrelerinin 10pM
konsantrasyonda Ce6 ile 60 dakika boyunca inkiibasyonu
sonucunda canliligin %94 oldugu ve hiicreler iizerinde toksik
etki olusturmadigi goézlemlenmistir. Bununla birlikte ti¢lincii
tedavi grubunda uygulanan 5 J/cm? lazer 1sinlamasi sonucunda
MRC-5 akciger epitelyal hiicre canliliginin % 110 lara ¢iktig1 ve
herhangi bir fototoksik bir etki olusturmadigi, aksine proliferatif
bir etkisi oldugu belirlenmis olup kontrol grubuyla arasinda
anlamli fark olmadigi belirlenmistir. Ana tedavi gurubu olan
PDT (4. Grup)’nin MRC-5 akciger epitelyal hiicre hatti
tizerindeki etkisi tiim gruplarla karsilastirildiginda canliligin %67
oldugu ve tiim gruplarla arasinda istatistiksel anlamli fark oldugu
belirlenmistir (P<0.05).
Sara Abdel Hamid ve arkadaslarinin glioma hiicrelerinde Ce6
tabanli PDT uygulamasi yaptig1 bir ¢alismada Ce6’nin LDs
dozunu 10uM bulmuslardir. Yine ayni ¢caligmada 4 saatlik 10uM
Ce6 inkiibasyonunun ardindan glioma hiicrelerine 665 nm diyot
lazer uygulamasi yaptiklarinda glioma hiicrelerinde tedavinin
%100 hiicre dliimiine sebeb oldugunu gostermislerdir [7]. insan
kolon kanseri hiicresi olan SW480 iizerinde yapilan bir
calismada Ce6’nin endoplazmik retikulum ve lizozomda birkimi
tespit edilmistir. Yine ayni1 ¢aligmada 650 nm dalgaboyunda [6
Jlem?  lazer uygulamasi ile yapilan Ce6 tabanli PDT’nin
uygulanan 1 pg/ml ve tzerindeki konsantrasyonlarda hiicre
canliligini inhibe ettigi, reaktif oksijen tiirlerinin iiretimine ve
apoptoza sebeb oldugu gosterilmistir. Diisiik dozlarda uygulanan
Ce6’'nin (0.125 ve 0.25 pg/ml) koloni olusumu ve hiicre
proliferasyonunu arttirdig tespit edilmistir [8]. Fare kolerektal
kanser hiicresi olan C26 ile yapilan calismada 0.5 pg/mL
konsantrasyonda Ce6 ile 662 nm dalgaboyunda 151k kaynag ile
farkli giic degerleri uygulanarak PDT uygulmasi yapilmistir.
PDT uygulamasinin CLIC4 (chloride intracellular channel 4) ve
MMP9 (matrix metalloproteinase)  ekpresyon seviyelerini
azaltarak timor hiicrelerinin  migrasyonunu  baskiladig:
gOsterilmistir [9]. Fareler iizerinde yapilan bir ¢alismada denek
bagina intraperitonel 7,5 mg/kg Ce6 ve 652 nm dalgaboyundal00
Jlem 2 lazer uygulanarak yapilan PDT’nin malign melanomlarin
yok edilmesinde etkili oldugu tespit edilmistir [10].
Yapilan bu ¢alisma ve literatiir verileri uygun PS konsantrasyonu
ve inkiibasyon siiresi ile uygulanan lazer parametrelerinin her
hiicre tipinde farklilik gosterdigi sonucunu desteklemektedir.
MRC-5 akciger epitelyal ve MIAPaCa-2 pankreas epitelyal
karsinoma hiicre hatlar1 {izerinde yaptigimiz ¢aligmanin sonuglari
degerlendirildiginde Ce6 tabanli PDT nin MIA PaCa-2 pankreas
epitelyal karsinoma hiicreleri {izerindeki sitotoksik etkisinin
MRC-5 akciger epitelyal hiicrelerinden daha fazla oldugu
gbzlemlenmigtir. Buradan yola ¢ikarak in vivo olarak
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uygulanacak PDT’nin tiimér doku {izerinde olusturdugu
sitotoksik etkinin tiimér c¢evresindeki saglikli bolgedeki
hiicrelere kiyasla daha fazla olacagi sdylenebilir. Boylece PDT
sayesinde gelencksel kanser tedavilerinin en 6nemli dezavantaji
olan saglikli doku harabiyetinin de dniine gegilebilir.

Bu caligmanin devami niteliginde PDT’nin timdr
hiicreleri  lizerinde meydana getirdigi sitotoksik etkinin
kaynagmin belirlenmesi i¢in Annexin-V ve Kaspaz/BCA protein
aktivitesinin incelenmesi gerektigi sonucuna varilmistir.
Ozellikle caspase 3, 9 ve BCA protein seviyeleri ile apoptoz ve/
veya nekroz tayini ile PDT’nin sebep oldugu hiicresel oliim
tipinin arastirilmasi gereklidir.
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