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Öz 

Amaç: Pankreas kanseri, güncel tedavi yöntemlerine karşın halen yüksek mortalitesi olan önemli bir 

sağlık sorunudur. Bu yüzden yeni tedavi metotlarının geliştirilmesine ihtiyaç duyulmaktadır. 

Fotodinamik terapi (PDT), ışığa duyarlı (PS) bir ajanın önceden verilmesi ve lokal olarak tümör 

dokusunda birikmesi sonrasında ajanın absorpsiyon yapacağı dalga boyunda bir ışık kaynağı ile 

uyarılması esasına dayanır. Bu çalışmanın amacı MIAPaCa-2 pankreas epitelyal kanser hücreleri ile 

MRC-5 normal akciğer (kanserli olmayan) epitelyal hücreler üzerinde chlorine e-6 tabanlı 

fotodinamik terapinin sitotoksik etkisini belirlemektedir. 

Yöntemler: MIAPaCa-2 pankreas epitelyal kanser hücreleri ile MRC-5 normal epitelyal hücreleri 

10μM Ce6 ile 60 dakika boyunca inkübe edildikten sonra 670 nm dalgaboyuna sahip bir diyot lazer 

ile 5 J/cm2 ile uyarılmıştır. Tedaviden 4 – 24- 48 ve 72 saat sonra WST-1 ile hücre proliferasyonu 

testi yapılmıştır.  

Bulgular: Ce6 tabanlı fotodinamik terapinin MIAPaCa-2 grubunda diğer tedavi gruplarına kıyasla 

hücre canlılığını anlamlı bir oranda azalttığı bulunmuştur (p<0.05). Diğer yandan Ce6 tabanlı 

PDT’nin MRC-5 hücreleri üzerinde %33 sitotoksik olduğu belirlenmiştir.  

Sonuç: Işığa duyarlı ajan Ce6 konsantrasyonu, inkübasyon süresi ve lazer parametresi her hücre hattı 

için ayrı ayrı belirlenmelidir. Ce6 tabanlı fotodinamik tedavi pankreas kanserinde tümörü küçültmede 

ve/veya palyatif bir tedavi seçeneği 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 μM Ce6 during 60 min and followed by irradiated with a diode laser (λ =670nm) at 

5 J/cm2. 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 

Giriş 

Pankreas kanseri, hastalığa yakalananların %7’sinden azında 5 yıllık 

sağ kalım oranına sahiptir. Özelikle pankreas başı yerleşimli tümörlerde 

uygulanan pankreatikoduodenektomi (whipple prosedürü) etkili olan tek tedavi 

yaklaşımı olarak görülmektedir [1). Bununla birlikte rezeksiyon sonrası ortalama 

sağ kalım oranı sadece 10- 20 ay arasındadır. Cerrahi tedavi uygulanan hastaların 

sadece %12-35’inde 5 yıllık sağ kalım oranı görülmüştür [2). Fakat hastaların 

büyük bir çoğunluğuna, cerrahi tedavi yapma imkanı bulunmamaktadır. 

Pankreasın retroperitoneal yerleşimli olması, pankreas kanserinde erken tanı 

belirtilerinin olmaması ve erken dönemde teşhisinde etkili olacak bir 

görüntüleme yönteminin olmaması nedeniyle hastalık ancak ileri evrelerinde 

teşhis edilebilmektedir.  Palyatif tedavi seçenekleri cerrahi, kemoterapi ve 

radyasyon tedavisidir fakat başarı oranı düşüktür ve yaşam süresini arttırmada 

yeterince etkili değildirler [3].  
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Bu durum göstermektedir ki, minimal 

girişimsel bir tedavi yöntemi ile tümör 

dokusunun lokal olarak yok edilmesi ve/veya 

küçültülmesi tedavi edilemez olarak görülen 

pankreas kanserinde uygulanabilir bir yöntem 

olacaktır. 

 

Chlorine e6 tabanlı Fotodinamik Terapinin MiaPaCa-2 ve MRC-5 

hücreleri üzerindeki etkisi 
 

Effects of Chlorine e6 mediated Photodynamic Therapy on MiaPaCa-2 and MRC-5 cells 
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Fotodinamik terapi (PDT), bir ışığa duyarlı (PS) ajanın 

önceden verilmesi ve lokal olarak tümör dokusunda birikmesi 

sonrasında ajanın absorpsiyon yapacağı dalga boyunda bir ışık 

kaynağı ile uyarılması esasına dayanır. Serbest oksijenin 

varlığında dokuda hücre ölümü meydana gelir. PDT ile 

gerçekleştirilen etki fotokimyasaldır [4]. Başarılı klinik 

uygulamalar için PS’in taşıması gereken belirli özellikler vardır. 

Bunlar, PS’in dokuya daha derin nüfuz etmesi için görünür ve 

yakın kızılötesi spektrumda absorpsiyon yapması ve serbest 

oksijen oluşturma kapasitesinin yüksek olması, düşük 

sitotoksititesi olması, seçici olarak tümör dokuda birikmesi ve 

vücuttan hızlı temizlenmesidir [5]. 

BPD, NPe6, Ce6, SnET2 ve CASPc gibi 2. kuşak PS’lar 

660-690nm arasında ışık aktivasyonu, porfimer sodyuma göre 

daha fazla kırmızı ışık absorbsiyonu, tedavi sonrası 

fotosensitivitesinin sıklıkla bir haftadan az sürmesi gibi 

özelliklere sahiptirler. Bu çalışmada MIA PaCa-2 pankreas 

epitelyal kanser hücreler ile MRC-5 normal akciğer epitelyal 

hücreleri üzerinde chlorine e6 tabanlı PDT uygulamasının 

sitotoksik etkileri araştırılmıştır. 

Gereç ve Yöntemler 

Hücre Kültürü 

 Çalışmada kullanılan MIA PaCa-2 pankreas epitelyal 

tümör ve MRC-5 normal akciğer epitelyal hücre hattı Amerikan 

Tür Kültür Koleksiyonundan (ATCC) temin edilmiştir. MIA 

PaCa-2 tümör hücreleri %10 fetal bovin serum (FCS), 100 u/ml 

penisilin ve 100 µg/ml streptomisin içeren NaHCO3 solüsyonu, 2 

µM L-glutamin ile desteklenmiş Roswell Park Memorial Institute 

1640 (RPMI) besiyerinde, %5 CO2’li inkübatörde 37°C’de 

çoğaltılmıştır.  

 MRC-5 sağlıklı epitelyal hücreler %10 FCS, 100 u/ml 

penisilin ve 100 µg/ml streptomisin içeren NaHCO
3
 solüsyonu, 2 

µM L-glutamin ile desteklenmiş Dulbecco tarafından modifiye 

edilen MEM (DMEM) besiyerinde, %5 CO2’li inkübatörde 

37°C’de çoğaltılmıştır. Hücrelerin 2 gün ara ile besi ortamı 

yenilenmiştir. Yeterli hücre yoğunluğuna ulaşan kültürler tripsin 

ile kaldırılarak 96’lık hücre plakalarına (10.000 hücre/kuyu) 

ekilip 24 saat inkübe edilmiştir 

Fotodinamik Terapi Uygulaması  

Öncelikle sadece Ce6 nın MIA PaCa-2 tümör hücreleri 

üzerinde farklı dozlardaki etkisi araştırılmıştır. Hücre 

plakalarındaki tümör hücrelerine 9 farklı konsantrasyonda Ce6 

uygulanmıştır. Uygulanan konsantrasyonlar; 100µM, 50µM, 

25µM, 20µM, 12,5µM, 10µM, 6,25µM, 5µM ve 2,5 

mikromolardır.  

96’lık hücre kültür plakalarındaki hücreler 4 gruba 

ayırılmıştır (Tablo 1). 2 ve 4 no’lu gruplardaki hücreler 10µM 

konsantrasyonda Ce6 ile, 1 ve 3 no’lu gruplar ise sadece besiyer 

ile 60 dakika inkübe edilmiştir.  

İnkübasyon süresinin bitimini takiben tüm kuyulardaki 

besiyer çekilip, taze besiyer verilmiştir. 3 ve 4 no’lu gruplar 5 

j/cm
2
 ile 670 nm dalgaboyunda sürekli (cw) modda diyot

 
lazer 

kaynağı ile
 
uyarılmıştır.1 ve 2 no’lu gruplar ışıma süresince 

karanlıkta bekletilmiştir. 

Tablo 1: Çalışmadaki deney grupları. 

Grup Numarası Grup Adı Açıklama 

1 Kontrol Sadece Hücre 

2 Ce6 Hücre + Ce6 

3 Lazer Hücre + Lazer 

4 PDT Hücre + Ce6 + Lazer 

Hücre Canlılık Analizi 
Ce6’nın yalnız başına farklı konsantrasyonlardaki etkisi 

(doz optimizasyonu) WST-1 testi ile değerlendirilmiştir.  

Tedavi gruplarının uygulanması sonrası 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 üzere dört farklı 

sürede yapılmıştır.  İlgili tedavilerin uygulanmasının ardından 

her kuyucuğa 10 μl WST-1 çözeltisi ilave edilmiştir. 37ºC’de 4 

saat inkübasyondan sonra hücre canlılığının tespiti için 96 

kuyucuklu platelerin absorbans yoğunluk değerleri ELİSA plate 

okuyucuda 440 nm’de okunmuştur. Canlı hücreler sarı renk 

oluştururken, ölü hücrelerde renk oluşumu gözlenmemiştir. 

Kontrol grubu baz alınarak yüzde canlılık hesaplanmıştır.   

İstatistik Analizi 
Veriler ortalama± standart sapma şeklinde sunulmuştur. 

Gruplar arasındaki istatistik farklılık ANOVA ve Student’s t test 

ile SPSS programında değerlendirilmiştir. Tüm deneyler 3 kez 

tekrarlanmıştır (n = 3). P değeri <0.05 istatistiksel olarak anlamlı 

kabul edilmiştir. 

Bulgular 

 Ce6’nın yüksek dozda uygulandığında (100- 50µM) 

hücreler üzerinde toksik etkiye sahip olduğu ölçülmüştür. 

Dozdaki azalmayı takiben canlılık üzerine etkisinin azaldığı 

grafikten (Şekil 1) anlaşılmaktadır. Çok düşük dozlarda 

uygulandığında (2,5µM) ise hücrede proliferasyona neden 

olduğu ölçülmüştür. 

 

Şekil 1: 100µM, 50µM, 25µM, 20µM, 12,5µM, 10µM, 6,25µM, 5µM 

ve 2,5µM olmak üzere 9 farklı konsantrasyonda Ce6’nın tümör 

hücrelerine verildikten  24 saat sonra yapılan WST-1 analizi grafikte 

verilmiştir. 

MIA PaCa-2 pankreas epitelyal karsinoma hücre hattına 

ait tedaviden 4 saat sonra yapılan WST-1 testi sonuçları Şekil-2 

de gösterilmiştir.  

MIA PaCa-2 pankreas epitelyal karsinoma hücrelerinin 

sadece 10µM konsantrasyonda Ce6 ile 60 dakika boyunca 

inkübasyonu sonucunda hücre canlılığı %158 olarak 

ölçülmüştür. Uygulanan Ce6 dozunun hücreler üzerinde toksik 

etki oluşturmadığı aksine proliferatif bir etkiye sebep olduğu 

görülmüştür. Sadece lazer uygulanan grupta canlılığın %102 

olduğu ve fototoksik bir etki oluşturmadığı gözlemlenmiştir 

(Şekil 2). PDT grubunda ise tedavi sonrası canlılığın %48,5’a 

düştüğü görülmüştür. 
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Şekil 2: Tedaviden 4 saat sonra MIA PaCa-2 tümör hücrelerinin canlılık 

analizi. Kontrol; Sadece Hücre, Ce6; Hücre+Chlorine e6, Lazer; 

Hücre+Lazer, PDT; Hücre+Ce6+Lazer. PDT tedavi grubu ile diğer 

gruplar arasında istatistiksel anlamlı fark bulunmuştur (*P<0.05). 

MRC-5 normal akciğer epitelyal hücre hattına ait 

tedaviden 4 saat sonra yapılan WST-1 testi sonuçları Şekil-3 de 

gösterilmiştir.  

 

Şekil 3: Tedaviden 4 saat sonra MRC-5 epitelyel hücrelerinin canlılık 

analizi. Kontrol; Sadece Hücre, Ce6; Hücre+Ce6, Lazer; Hücre+Lazer, 

PDT; Hücre+Ce6+Lazer. PDT tedavi grubu ile diğer gruplar arasında 

istatistiksel anlamlı fark bulunmuştur (*P<0.05). 

MRC-5 akciğer epitelyal hücrelerinin 10µM 

konsantrasyonda Ce6 ile  60 dakika boyunca inkübasyonu 

sonucunda canlılık %94 olarak ölçülmüştür. Sadece lazer 

uygulanan grupta hücre canlılığının %110 olup herhangi bir 

fototoksik bir etki oluşturmadığı gibi proliferatif bir etkisi olduğu 

belirlenmiş olup kontrol grubuyla arasında anlamlı fark olmadığı 

belirlenmiştir. PDT grubunda ise canlılık %67 olarak 

ölçülmüştür (Şekil 3). 

Tartışma 

Bu çalışmada PDT’nin MIA PaCa-2 pankreas epitelyal 

karsinoma ve MRC-5 akciğer epitelyal hücre hattı üzerindeki 

sitotoksik etkisi WST-1 testi kullanılarak araştırılmıştır. 

Çalışmada MRC-5 akciğer epitelyal hücre hattının seçilmesinin 

amacı, reaktif oksijen türleri tarafından oluşturulan hasarın 

normal hücreler üzerindeki etkisinin gösterilmesidir. MRC-5 

akciğer epitelyal hücre hattı kültür çalışmalarında diğer normal 

hücrelere kıyasla iyi üreme yeteneğine sahip olması sayesinde 

tedaviden sonra proliferasyon kapasitesi ölçülebilmektedir [6].  

Öncelikle Ce6’nın MIA PaCa-2 pankreas epitelyal 

karsinoma hücreleri üzerindeki yalnız uygulanmasının etkisinin 

tespiti için doz optimizasyonu yapılmıştır. 9 farklı dozda yapılan 

sonuçlara göre Ce6 yalnız başına uygulandığında toksik etki 

göstermediği 10µM PS konsantrasyonu tedavide kullanılacak 

doz olarak seçilmiştir (Şekil 1). MIA PaCa-2 hücre hattına ait 

tedaviden 4 saat sonra yapılan WST-1 testi sonuçları Şekil-2 de 

gösterilmiştir. MIA PaCa-2 pankreas epitelyal karsinoma 

hücrelerinin sadece 10µM konsantrasyonda Ce6 ile 60 dakika 

boyunca inkübasyonu sonucunda canlılığın %158 lere arttığı ve 

hücreler üzerinde toksik etki oluşturmadığı gözlemlenmiş aksine 

proliferatif bir etkiye sebep olduğu görülmüştür.  Üçüncü tedavi 

grubunda uygulanan sadece 5 J/cm
2 

lazer kaynağı ile uyarılması 

sonucunda MIA PaCa-2 pankreas epitelyal karsinoma 

hücrelerinin canlılığının %102 olduğu ve fototoksik bir etki 

oluşturmadığı gözlemlenmiştir (Şekil 2). Ana deney grubu olan 

4. grupta (PDT) ise tedavi sonrası canlılığın %48,5’a düştüğü 

görülmüştür. PDT’nin hücre canlılığını büyük oranda azalttığı 

tespit edilmiştir ve tüm gruplarla arasında istatistiksel anlamlı 

fark olduğu belirlenmiştir (P<0.05).  

MRC-5 hücre hattına ait tedaviden 4 saat sonra yapılan 

WST-1 testi sonuçları Şekil-3 de gösterilmiştir. Elde edilen 

sonuçlara göre; MRC-5 akciğer epitelyal hücrelerinin 10µM 

konsantrasyonda Ce6 ile  60 dakika boyunca inkübasyonu 

sonucunda canlılığın %94 olduğu ve hücreler üzerinde toksik 

etki oluşturmadığı gözlemlenmiştir. Bununla birlikte üçüncü 

tedavi grubunda uygulanan 5 J/cm
2 

lazer ışınlaması sonucunda 

MRC-5 akciğer epitelyal hücre canlılığının % 110 lara çıktığı ve 

herhangi bir fototoksik bir etki oluşturmadığı, aksine proliferatif 

bir etkisi olduğu belirlenmiş olup kontrol grubuyla arasında 

anlamlı fark olmadığı belirlenmiştir. Ana tedavi gurubu olan 

PDT (4. Grup)’nin MRC-5 akciğer epitelyal hücre hattı 

üzerindeki etkisi tüm gruplarla karşılaştırıldığında canlılığın %67 

olduğu ve tüm gruplarla arasında istatistiksel anlamlı fark olduğu 

belirlenmiştir (P<0.05).  

Sara Abdel Hamid ve arkadaşlarının glioma hücrelerinde Ce6 

tabanlı PDT uygulaması yaptığı bir çalışmada Ce6’nın LD50 

dozunu 10µM bulmuşlardır. Yine aynı çalışmada 4 saatlik 10µM 

Ce6 inkübasyonunun ardından glioma hücrelerine 665 nm diyot 

lazer uygulaması yaptıklarında glioma hücrelerinde tedavinin 

%100 hücre ölümüne sebeb olduğunu göstermişlerdir [7]. İnsan 

kolon kanseri hücresi olan SW480 üzerinde yapılan bir 

çalışmada Ce6’nın endoplazmik retikulum ve  lizozomda birkimi 

tespit edilmiştir. Yine aynı çalışmada 650 nm dalgaboyunda [6 

J/cm
2) 

 lazer uygulaması ile yapılan Ce6 tabanlı PDT’nin 

uygulanan 1 μg/ml ve üzerindeki konsantrasyonlarda hücre 

canlılığını inhibe ettiği,  reaktif oksijen türlerinin üretimine ve 

apoptoza sebeb olduğu gösterilmiştir. Düşük dozlarda uygulanan 

Ce6’nın (0.125 ve 0.25 μg/ml) koloni oluşumu ve hücre 

proliferasyonunu arttırdığı tespit edilmiştir [8]. Fare kolerektal 

kanser hücresi olan C26 ile yapılan çalışmada 0.5 μg/mL 

konsantrasyonda Ce6 ile 662 nm dalgaboyunda ışık kaynağı ile 

farklı güç  değerleri uygulanarak PDT uygulması yapılmıştır. 

PDT uygulamasının CLIC4 (chloride intracellular channel 4) ve 

MMP9 (matrix metalloproteinase)  ekpresyon seviyelerini 

azaltarak tümör hücrelerinin migrasyonunu baskıladığı 

gösterilmiştir [9]. Fareler üzerinde yapılan bir çalışmada denek 

başına intraperitonel 7,5 mg/kg Ce6 ve 652 nm dalgaboyunda100 

J/cm 
2
 lazer uygulanarak yapılan PDT’nin malign melanomların 

yok edilmesinde etkili olduğu tespit edilmiştir [10].  

Yapılan bu çalışma ve literatür verileri uygun PS konsantrasyonu 

ve inkübasyon süresi ile uygulanan lazer parametrelerinin her 

hücre tipinde farklılık gösterdiği sonucunu desteklemektedir. 

MRC-5 akciğer epitelyal ve MIAPaCa-2  pankreas epitelyal 

karsinoma hücre hatları üzerinde yaptığımız çalışmanın sonuçları 

değerlendirildiğinde Ce6 tabanlı PDT’nin MIA PaCa-2 pankreas 

epitelyal karsinoma hücreleri üzerindeki sitotoksik etkisinin 

MRC-5 akciğer epitelyal hücrelerinden daha fazla olduğu 

gözlemlenmiştir. Buradan yola çıkarak in vivo olarak 
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uygulanacak PDT’nin tümör doku üzerinde oluşturduğu 

sitotoksik etkinin tümör çevresindeki  sağlıklı bölgedeki 

hücrelere kıyasla daha fazla olacağı  söylenebilir. Böylece PDT 

sayesinde geleneksel kanser tedavilerinin en önemli dezavantajı 

olan sağlıklı doku harabiyetinin de önüne geçilebilir.  

Bu çalışmanın devamı niteliğinde PDT’nin tümör 

hücreleri üzerinde meydana getirdiği sitotoksik etkinin 

kaynağının belirlenmesi için Annexin-V ve Kaspaz/BCA protein 

aktivitesinin incelenmesi gerektiği sonucuna varılmıştır. 

Özellikle caspase 3, 9 ve BCA protein seviyeleri ile apoptoz ve/ 

veya nekroz tayini ile PDT’nin sebep olduğu hücresel ölüm 

tipinin araştırılması gereklidir. 
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