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OZET

Tetraetilen glikol yan zincir tasiyan o6zgiin Zn (II) ftalosiyanin
molekiiliiniin ratlarda deneysel tiimor modelinde fototoksisitesinin
incelenmesi

Dr.Muhammed Rasid Aykota
Giliniimlizde kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan ii¢ ana yontem
ameliyat, kemoterapi ve radyoterapidir. Bu ii¢ ana kanser tedavi yontemine alternatif
olabilecek olan fotodinamik terapi [photodynamic therapy (PDT)(FDT)] Amerika,
Almanya, Japonya, Ingiltere, Fransa, Hollanda, Kanada gibi iilkelerde saglik

kurumlarn tarafindan ¢esitli kanser tedavi yontemleri i¢in onaylanmaistir.

FDT, 1s1gaduyarlt ilacin (photosensitizer) hastaya damar yoluyla verilmesini
(veya topikal olarak uygulanmasini) takiben bu ilacin tiimérlii dokuda birikmesinin
ardindan, belli dalga boyundaki isik ile uyarilarak tiimorii yok etme prensibine
dayanir. Yiiksek dalga boyunda (yaklasik 700 nm civarinda) absorpsiyon yapmalari,
yiiksek triplethal kuantum verimleri (quantum yield), triplet halde kalma siirelerinin
uzun olmasi (life time) ve etkili bir sekilde singlet oksijen olusturabilme kapasiteleri
nedeniyle ftalosiyanin bilesikleri fotodinamik terapi ile kanser tedavisinde

kullanilabilecek hedef molekillerdir.

Bu ¢aligsma ile 6zgiin bir ftalosiyanin molekiiliiniin(TEG-Pc) ratlarda deneysel
timor modelindeki fototoksisitesi incelendi. Bu amagla, Walker 256 karsinoma hiicre
hattt 4 Wistar cinsi ratin sirtina enjekte edildi. Dort hafta sonunda olusan timor
deney ve kontrol gruplarinda kullanilmak icin eksize edildi. Deney ve kontrol
gruplarindaki hayvanlara 1 mm?® hacminde parcalara ayrilarak implante edildi. Deney
gruplarindaki 48 rat tiimor biiyikligi 1 em® e ulasincaya kadar standart laboratuar
sartlarinda tutuldu. Fotodinamik tedavi uygulanacak 12 rata tedavi oncesi 2,5 mg/kg
dozunda intraperitoneal(i.p) fotosensitizor madde enjeksiyonu yapildi. Fototoksik
etki olusturmak i¢in 650 nm dalga boyunda, 50 J/cm? giiciinde lazer 151k kaynagi, 15
dk siire ile tiimor iizerine uygulandi. Oksidatif hasarin belirlenmesi igin, lipit
peroksidasyonu, antioksidan enzim aktiviteleri ve serbest radikal olusumu analizleri

yapild.



FDT ile 6. Saatte tiimor dokusunda kontrol gruplarina gore Siiperoksit
Dismutaz(SOD) ve Glutatyon Peroksidaz(GSHPx) aktivitesinde anlaml1 artis oldugu
bulundu. Glutatyon(GSH)  diizeylerinin ise 6. saatte baskilandigi gorildi.
Katalaz(CAT) diizeylerinde kontrol gruplarmna gore anlamli degisiklik gozlenmedi.
Hiicresel oksidatif stresin gostergesi olan Myeloperoksidaz(MPO) diizeyleri FDT ile
6. saatte anlamli artig gosterdi. Lipid peroksidasyonunun gostergesi olan

Malondealdehit(MDA) diizeylerinde ise gruplar arasinda degisiklik bulunmadi.

TEG-Pc’nin in vivo etkin bir fotosensitizer oldugu gorilmiistiir. TEG-Pc ile
uygulanan FDT tiimoral biyomolekiillerde ve antioksidatif sistemlerde degisikliklere
neden olmustur. Bu degisiklikler sonucu tiimor hasar1 olabilece8i Ongoriilmiistiir.
Umut veren bir yontem olan FDT ile kanser tedavisi alaninda daha ileri ¢aligmalar

yapilmalidir.
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ABSTRACT

Phototoxic effects of novel tetraethyleneglycol-substituted Zn (I1) phtalocyanine

derivatives in tumor bearing rats
Dr.Muhammed Ragid Aykota

Photodynamic therapy (PDT) is an alternative cancer treatment, which is
based on the administration of a type ll-photosensitizer and the local generation of
singlet oxgen at the tumor site by irradiation with light of appropriate wavelenghts.
The oxidative effects of a novel tetraethyleneglycol-substituted Zn(1l) phtalocyanine
derivative (TEG-Pc) with laser irradiation were evaluated in Wistar rats with Walker

256 carcinoma.

Walker 256 carcinoma cells (ATCC, CCL-18) were implanted to the dorsum of
four rats (1x 10° cells per rat). After 4 weeks of growth, tumor bearing rats were used
for in vivo tumor propagation. Small fragments of Walker 256 tumors were
subcutaneously transplanted to recipient experimental rats in the right thigh under
anesthesia for in vivo tumor propagation. Tumor bearing rats were used for PDT

studies when the mean tumor volume reached 1 cm®.

The animals were laser-irradiated (A=650 nm, D = 50 J/cm?; 15 min) 2 h after
intraperitonal administration of 2,5 mg/kg body weight of Pc. Animals were killed
after 2 and 6h. Tumor samples were obtained for the presence of free radicals, to
study activities of antioxidant enzymes and lipid peroxides after photodynamic
therapy with TEG-Pc. Control and sham groups were prepared according to

experimental setup.

In tumors PDT produced strong induction of Superoxide dismutase (SOD) and
Glutathione peroxidase (GSHPXx) 6h after the treatment (p<0,05).

The tissue activity of Catalase (CAT) was roughly unchanged after PDT
(p>0,05). Glutathione (GSH) function in the cellular detoxification of potentially
oxygen-related toxic products. GSH significantly depleted 6h after PDT (p<0,05).

Oxidative stress as reflected by Myeloperoxidase (MPO) levels after PDT was
significantly increased (p<0,05) 2 and 6h after the treatment. Malondealdehyde

Xii



(MDA), which is an indicator of lipid peroxidation, was unchanged between the

groups (p>0,05)

This novel chemical is an efficient photosensitizer in vivo. PDT with TEG-Pc
caused ROS (Reactive oxygen spesies) production in a tumor model. TEG-Pc
induced oxidative changes of biomolecules and alteration of anti-oxidative systems.

Tumor cell destruction could be a consequence of these alterations.
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1.GIRIS

Teknolojik tirlinler sinifina giren metalsiz ve metalli ftalosiyaninler glinlimiizde
cok Onem kazanmistir. Ftalosiyaninler periferal ve non-periferal pozisyondaki
substitiie gruplar sayesinde gaz ve kimyasal sensor, sivi kristal, non-lineeroptik ve
fotodinamik terapi (PDT,FDT) alanlarinda genis bir sekilde arastirilmaya
baslanmistir. Son yillarda {izerine ¢ok calisilan uygulama alanlarindan birisi de
ftalosiyanin ~ bilesiklerinin =~ fotodinamik  terapide  fotosensitizer = olarak
kullanilmalaridir. Bu bilesiklerin yiliksek dalga boyundaki 15181 absorplayabilmeleri
(yaklasik 700nm civarinda), yliksek triplet hal kuantum verimlerine (yield) ve triplet
halde uzun Omiirlere (life time) sahip olmalari, 151k kullanilmadigi zaman herhangi
bir toksik etkilerinin olmamasi bu maddelerin fotodinamik terapide etkin olarak
kullanabilirligini arttirmaktadir. Ozellikle viicut sivis1 igerisine direkt olarak
verilebildigi i¢in suda ¢dziinebilen ftalosiyaninlerin sentezlenmesi fotodinamik terapi
uygulamalar1 agisindan ¢ok 6nemlidir. Ancak, fotosensitizer molekiillerinin hiicre
duvarindan gegebilmeleri i¢in ayni zamanda organik c¢oziiciiler (genellikle oktanol)
icerisinde de ¢oziiniir olmas1 gerekmektedir. Suda ¢ozlinebilme 6zelligi gosteren
smnirli sayida ftalosiyanin bilesigi literatiirde mevcuttur. Ancak bu bilesikler

genellikle su igerisinde ¢oziildiiklerinde agregasyon yapmaktadirlar.

Bu proje icin klik reaksiyonlar1 kullanilarak hem suda hem de organik
¢oziiciiler igerisinde ¢oziilebilen ayn1 zamanda agregasyon yapmayan ftalosiyanin
fotosensitizerleri sentezlenmistir. Sentezlenen bu molekiillerin in vitro fotofiziksel ve
fotokimyasal 6zellikleri belirlenmistir. Kanser tedavisinde potansiyel uygulama alani
olabilecegini diisiindiigiimiiz bu molekiillerin in vivo anti kanser o6zelliklerini bu

calisma ile arastirmay1 planladik.

Bu ¢aligma i¢in temel aldigimiz yayin, projenin arastirmacilarindan Dog. Dr
Fabienne Dumoulin ve ekibinin ¢alismasidir[1]. Bu ¢alismada Tetraetilen glikol yan
zincir tasiyan Ozgln ftalosiyanin molekiilii sentezlenmistir. Bu molekiiliin
fotokimyasal ve fotofiziksel ozellikleri aragtirllmistir. Kullanilacak olan molekiil
goriinlir kirmizi 151k spektrumunda maksimum absorbans gostermektedir (677-720

nm) ve bu aralikta singlet oksijen olusturmaktadir. Bu degerler fotodinamik tedavi
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caligmalar1 i¢in olduk¢a uygun ve potansiyel klinik uygulamalarin olabilecegi

degerlerdir.

Bu molekiiliin sulu c¢ozeltilerde agregasyon olusturmadiklart ve plazma
proteinlerine zayif olarak baglandigi gosterilmistir. Bu 6zellikler nedeniyle in vitro
fotositotoksisite ¢caligmalar1 yapilmis ve bu ¢alisma i¢in kullanilacak olan molekiiliin
belirgin fotositotoksisite gosterdigi belirlenmistir. Yayinda da onerildigi gibi bu
sonuglar in vivo bir ¢alismay1 hak etmektedir. Bu nedenle de sunmus oldugumuz

calisma hazirlanmistir.
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2.GENEL BIiLGILER

Ftalosiyaninler yetmis yili askin siiredir bilinmektedirler. Bu bilesikler
tizerine foto biyoloji ve medikal ¢alismalar dahil ¢ok ¢esitli uygulamalarda ileri
malzeme iiriinii olarak arastirmalar yapilmistir [2,3]. Ftalosiyaninlerin karakteristik
absorpsiyon spektrumlar1 350nm’lerde goriilen Soret bandi ve 675nm’lerde goriilen
kuvvetli Q bandidir. Porfirinlere gore kirmiziya kayan ftalosiyaninlerin Q bandi
absorbsiyonlar1 porfirinlerinkine kiyasla yaklasik iki kat biiytikliiktedir. Bu spektral
karakteristikleri ftalosiyaninlerin ikinci nesil fotosensitizer olarak diisiiniilmelerini
saglamistir ve giiniimiizde Fotodinamik Terapi (FDT) uygulamalarinda genis sekilde
kullanilmaktadir. Ftalosiyaninlerin fotofiziksel 6zellikleri merkez metalinin varligina
ve tiiriine ¢ok bagldir. Kabuklari dolu diyamanyetik iyonlar ( Zn®*, AI**, Ga*")
ftalosiyanin komplekslerinin singlet oksijen verimleri yiiksektir. Siyah toksisiteleri

diisiik olmasi fotosensitizer olarak kullanilmalarinin diger bir nedenidir.

Ftalosiyanin komplekslerinin genel fotosensitizer siibstitlientlerin tiiriine ve

metal se¢imine baghdir [4-6].

Periferal konumdaki N-donor gruplar igeren ve bunlarin kuaternerlestirilmesi
ile katyonik yapilara donlisen porfirin, porfirazin ve ftalosiyanin yapisindaki
molekiiller, medikal biyoloji, ileri teknolojik malzemeler ve kanser terapisi gibi
giincel alanlarda ¢ok yonlii ¢alisilan malzemelerdir. Ozellikle medikal ve biyolojik
uygulamalarinin yan sira endiistriyel alanda ve tekstil boyalarinin olusturdugu ¢evre
kirliliginin yok edilmesi konusunda da {izerinde calisgilan Onemli malzemeler
olmuslardir. Ayrica periferal konumda bulunan tetra ve okta N dondr grup igeren
molekiillerin gerek molekiil ici gerekse molekiiller arasi yaptigi koordinasyonlar

neticesinde de ilging 6zelliklere sahip metallo-oligomer yapilarina ulagilmistir.

Ozellikle okta katyonik yapida sentezlenen bu biiyiik molekiiller biyoloji ve
tip alanindaki kayda deger uygulamalar ile de dikkatleri iizerlerine ¢ekmislerdir.
Gerek DNA’ya baglanabilme ve gerekse singlet oksijen iiretimi sayesinde tipta

alternatif tedavi edici malzemeler olarak kullanilmaktadir.

Substitiie olmamis ftalosiyaninler ¢ok kararhidirlar; organik solventlerde

¢Oziinmezler. Dolayisiyla halkaya ilave edilen fonksiyonel gruplar bu bilesiklerin



Ozelliklerini degistirmektedir. Benzen halkalarindaki hacimli, polar, bazik gruplarin
bulunmasi molekiile ¢oziiniirlik getirir. Buna ilave olarak pek ¢ok metale
baglanabilmesi de bu tiir yapilarin gesitliligini arttirmaktadir. Eklenen fonksiyonel
gruplar, ftalosiyaninlerle porfirazinlerin kimyasal ve fiziksel 06zelliklerini de
etkilemektedir. Yiikseltgen maddelere karsi stabilitesi arttirilarak, bazi pratik
kullanimlara biiyiik O6nem kazandirmaktadir. Suda c¢oziiniirlik ve organik
solventlerlerdeki ¢oOziintirliikk, fotodinamik ozelliklerinin incelenmesine imkan
saglamistir.  Literatiirde  simetrik, asimetrik  ftalosiyaninlerin  sentezi ve
karakterizasyonuyla ilgili ¢ok sayida yaym bulunmaktadir. Suda ¢oziiniir
ftalosiyaninlerin ve porfirazinlerin biyolojik alanda gosterdigi 6zellikler giiniimiizde

onem kazanmustir [7-13].
2.1 Membran Lipitlerinin Peroksidasyonu

Serbest radikaller hiicrenin membranina saldirdiklarinda gergeklesir. Serbest
radikaller, hiicre membraninin stabilizasyonunu ortadan kaldirarak hizli hiicre ve
doku bozulmalarina neden olurlar. Polidoymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi
lipid peroksidasyonu olarak bilinir. Lipid peroksidasyonu kendi kendini devam
ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve oldukea zararlidir. Hiicre membranlarinda
lipid serbest radikalleri ve lipid peroksit radikallerinin olusmasi, reaktif oksijen

tiirlerinin neden oldugu hiicre hasarinin 6nemli bir 6zelligi olarak kabul edilir [22].
2.2 Ftalosiyaninlerin Katalaz-benzeri Oksidasyon Reaksiyonlari

Waldmeier ve  Sigel, Hidrojen  peroksit(H,O,’in  bozunmasinda
Fe(Il)tetrasiilfoftalosiyaninin (FePc(SO3Na),) katalitik aktivitesinin mekanizmasi ve
kinetik 6zellikleri ile ilgili ¢calismislardir [23]. Shiari ve calisma arkadaslar1 Fe(III)-,
Co(Il)-polikarboksiftalosiyanin ~ (Fe-,CoPc(COOH),, n=2,4,8) ve bunlarin
polimerlerinin  katalizor olarak H»O’nin  bozunmasin1 sagladiklarmi rapor
etmislerdir. Oktakarboksiftalosiyanatodemir(IIl) bilesigi (n=8, FePc(COOH)g)etkili
bir katalizordiir ve diger metalli ftalosiyaninler (CoPc(COOH)g ve CuPc(COOH)g)ve
hemin ile karsilastirildiginda 26 kat daha hizli katalitik etki goOsterdigi ortaya
konmustur [24-26].



2.3 Ftalosiyaninlerin Peroksidaz-benzeri Oksidasyon Reaksiyonlari

Guaicol’iin peroksidaz benzerioksidasyonu H,O, varliginda FePc(COOH)s ve
FePc(COOH)g-policlektroliti ile galisilmistir [27]. O, veya H,0O, varliginda
FePc(COOH)g ile yapilan oksidasyon ¢alismalarinda H,O, varliginda yapilan
oksidasyonda maksimum oksidasyon hizi, H»O, olmaksizin yapilan oksidasyona

gore yaklasik 1000 kat daha hizli oldugu goriilmiistiir [27].
2.4 Deneysel Tiimor Modelleri

Deneysel kanser arastirmalarinda kimsyasal karsinojenler ile kendiliginden
olusan veya transplante edilebilen tiimoérlerin kullanilmast 6n plana ¢ikmaktadir. Bu
modeller her arastirma biriminde kolaylikla tiretilebilen, 6zellikleri iyi tanimlanmus,
saklanabilen, uygulanmasi da diger modellere gore daha kolay olan yontemlerdir.
Son kirk yil i¢inde ksenograft ¢alismalar1 ve son yillarda ise transgenik hayvan
tiretiminde hizli gelismeler olmasi ile bilimsel amagli hayvan iiretim alan1 bir ticari
sektor halini almistir. Bu nedenle ¢esitli timor modelleri istenilen amaca uygun

olarak segilebilmektedir. [28-30].
2.4.1 Kimyasal veya Fiziksel Karsinojenler ile Olusturulan Modeller

Cesitli  kimyasal ajanlar deney hayvanlarina  degisik  yollarla
verilerek(intraperitoneal, intravendz, subkutan gibi) farkli Gzelliklerde tiimor
modelleri olusturulabilir. 3-Metilkloroantren,7,12-Dimetilbanzantrasen (DMBA),
Dimetilhidrazin, MX furanone ile birlikte N-metil-N-nitro-N-
nitrosoguanidin(MNNG) 16semi, kolon ve mide kanseri olusturmak i¢in kullanilan
kimyasallardandir. Bu modellerde kullanilan karsinojenler uygun sartlarda
saklanmalidir. Hem aragtirmaciya hem de c¢evredeki kisilere potansiyel tehdit

olusturabilir. [29].
2.4.2 Tansplante Edilebilen Tiimér Modelleri

Solid tlimorler hiicre silispansiyonlarinin inokiilasyonu ile elde edilirler.
Inokiile edilen tiimérler kokenlendikleri tiimorlere erken olusum fazlari acisindan
olduk¢a benzerlik gosterirler. lyi karakterize edilmis ve iiretilebilir 6zelliktedirler.

flag caligmalarinda tercih edilmektedirler. Bu ydntemle pek cok tiimdr modeli



kolaylikla olusturulabilmektedir. Bizim ¢aligmamizda spontan rat meme kanserinden
elde edilen Walker 256 hiicre hatti kullanilarak tiimér modeli olusturulmustur.

Benzer sekilde Wilms tiimorii, Akciger tiimorii, Pankreas tiimorii gibi modeller

kolaylikla olusturulabilir. [30].
2.4.3 Tiimor Xenografti Modeli

Immiin sistemi hasara ugratilmis farelere uygulanabilen bir yontemdir.
Timektomi, steroidler ve radyasyon yada genetik yontemlerle bu tiir fareler
tiretilebilmektedir. Genetik olarak timus bezi olmayan bu fareler “nude”(tliysiiz)
olarak adlandirilir. Ik kez 1969 yilinda tesadiifen albino fare iiretimi esnasinda elde
edilmiglerdir. Bu fareler doku nakil ¢aligmalar1 ve insan tiimor xenograft modelleri
icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Tiimor xenogreftleri hayvanlara ortotopik yada
heterotopik olarak nakledilebilir. Subkutan implantasyon, insan tiimériiniin nude
fareye naklinde oncelikle tercih edilmektedir. Hem basit hemde tiimoriin verilis yolu

kolaydur. ilag arastirma gelistirme calismalarinda in vivo testlerde kullanilmaktadir.

Nude farelerle yapilan renal hiicre karsinomu, pankreas kanseri, beyin
tiimorii, kolon ve akciger kanserleri potansiyel ortotopik model kullanim alanlaridir.

Akciger timor modelinde ortotopik uygulamalar 6n plana ¢ikmaktadir. [31].
2.4.4 Transgenik, Knockout veya Kimerik Modeller

Transgenik hayvan bir gen enjekte edilmis fertilize bir yumurtadan elde edilir.
NF-1, c-fos, N-myc gibi onkogenler verilerek transgenik fareler karsinogenez
gelisimi icin takip edilir. Hedefe yonelik ilag gelistirme ¢aligmalarinda kullanilan
modellerdir. Ornegin meme ve lenfoid tiimdrlere neden olan ras olusum
kademelerinde, Farnesil Transferaz inhibitorlerinin arastirilmasinda
kullanilmaktadir. Cesitli laboratuarlarda transgenik ve knockout fareler iiretilmekte

ve bu hayvanlar bir {iriin olarak biitiin diinyaya sunulmaktadir. [31].
2.5 FDT Klinik Uygulamalar:

FDT calismalar1 19.yy basinda Raab ve Finsen ‘in ¢aligmalar1 ile baslamistir.
Eosin boyast ve giines 15181 kullanilarak cilt rahatsizliklar1 1iyilestirilmeye

calisilmig(bazal hiicreli karsinom) ve olumlu sonuglar alinmustir. Bu zamandan



giinimiize fotosensitizerler alaninda ilerlemeler kaydedilmis ve hematoporfirin
tirevleri kullanilmigtir. Bunlar iginde ilk kez Photofrin® adi ile 1970 li yillarda
ticari olarak kullanilmistir.[32] Daha sonra aminolevulinik asit(Levulan®),
etiletiopurpurin(Purlytin®), verteporfin(Visudyn®) gibi tlirevler de sentezlenmistir.
Floresan, lazer ve led sistemlerinin gelismesi ile birlikte FDT uygulamalar1 ve
arastirmalart ¢esitlilik kazanmistir. Fotodinamik tedavide kullanilan sensitizan
ajanlar porfirinler, porfirin prekiirsorleri, klorinler, ftalosiyaninler, porfisinler,
metilen mavisi gibi ¢esitli boya tiirevleridir. Fotodinamik terapi ¢esitli dermatolojik
endikasyonlar, goz hastaliklar1 ve kanser tedavisinde uygulama alan1 bulmustur. En
etkili oldugu endikasyonlar Aktinik keratoz, Bowen hastaligi, Skuamoz hiicreli
karsinom ve Bazal hiicreli karsinomlardir. Son yillarda ALA’nin kil folikiillerine
affinite gostermesinin tespitinden sonra Hirsutizm, Alopesi Areata ve Akne Vulgaris
gibi dermatozlarda da kullanimi baslamistir. Cilt hastaliklar1 diginda mesane,
Ozefagus, akciger, bas boyun kanserleri alaninda da basarili ¢aligmalar bildirilmistir.
GOz hastaliklar alaninda ise makuler dejenarasyonun tedavisinde kullanim alani
bulmustur. Gelecekte koroner arter hastaliklari, enfeksiyon hastaliklar ve

hematolojik kanserlerin tedavisinde potansiyel kullanim alan1 vardir. [32-35].



3. GEREC VE YONTEM

Aragtirma Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik
Kurulu Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonunun 10.01.2012 tarih ve 01 sayili
2012TPF004 numarali onay1 alinarak 52 adet Wistar cinsi ratlar(Resim 1.) {izerinde
yapilmigtir. Hayvanlarm bakimi ve izlemi Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlari
Biriminde yapilmig ve deney protokolii siiresince su ve yiyecege erisimleri

kisitlanmamustir.

Calismada kullanilacak olan fotosensitizor molekiil TEG-Pc(Resim 1.) Gebze
Yiiksek Teknoloji Enstitlisii Kimya Bolimi 6gretim iiyesi Dog. Dr. Fabienne

Doumolin tarafindan sentezlenmis ve saflastirilmistir. Molekiiliin in vitro fototoksik

Ozellikleri daha onceden belirlenmistir.

Resim 1. TEG-Pc 0,12 mg/ml gozeltisi ve rat sirtinda Walker 256 hiicre hatti

ekimi ile olusturulan tiimor
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Resim.2 Tetraetilen glikol yan zincir tasiyan 6zgiin Zn (II) ftalosiyanin
molekiilii (TEG-Pc)

3.1 Anestezi

Xlazine (10mg/kg-Rompun®) ve ketamin(90mg/kg-Ketalar®) karigimi tek

ciltalt1 enjeksiyonla uygulanmistir.



Resim 3. Implantasyon i¢in diseke edilen tiimbral doku, sag iist kosede

malign tiimor dokusunun mikroskobik goriintiisi(H&E, x200)



Resim 4. Dort hafta sonra implante edilen tiimériin gelisimi

3.2 Tiimor Modeli

Walker 256 meme kanser hiicre hatt1 (ATCC, CCL-38) dort erkek Wistar rata
subkutan olarak ekildi ve timér bityiikliigii 1 cm® olana kadar rat standart laboratuar
sartlarinda tutuldu (Resim 1.). Yeterli tiimor hacmine ulasildiktan sonra bu tiimor
eksize edilerek 1 mm?® hacminde parcalara ayrilarak deney grubunu olusturacak 48
rata subkutan (s.c) implante edildi (Resim 2.). Timor implante edilen ratlar, timor

hacmi 1cm® olana kadar 4-6 hafta siire ile standart laboratuar sartlarinda tutuldu.



3.3 Deney Gruplari

Calisma i¢in ratlar 4 gruba ayrildi. Timor implante edilen birinci
gruptaki(sham) 12 adet rata yalnizca intraperitoneal 2 ml. serum fizyolojik
enjeksiyonu yapildi. Ikinci gruptaki 12 adet rata TEG-Pc 2,5 mg/kg dozunda
intraperitoneal enjekte edildi. Ugiincii gruptaki 12 adet rata tiimér {izerindeki cilt tiras
edilerek 15 dk. siire ile 151k tedavisi uygulandi (A=650 nm, Doz= 50 J/cm? siire=15
dk). Dordiincii gruptaki (tedavi grubu) 12 adet rata kontrol gruplarindaki gibi TEG-
Pc enjeksiyonu ve 151k uygulamasi yapildi.

Resim 5. TEG-Pc enjeksiyonu sonrasi tiimore 151k uygulanmasi,

2=650 nm, Doz= 50 J/em?
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3.4 Analizler

Tim gruplardaki tiimor dokulart 2. ve 6. Saatlerde eksize edildi. Timor
dokular1  Malondealdehit(MDA), myeloperoksidaz(MPQO) antioksidan enzim
aktiviteleri (siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon, glutation peroksidaz) élgiimleri

i¢in s1v1 azot i¢ginde dondurularak saklandi.
3.5 Istatistiksel degerlendirme

Bulgular ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Istatistiksel analizler
SPSS Statistics for Windows 17,0 (Chicago, IL, USA) yazilimi ile yapilmistir.
Gruplar arasi karsilastirmalar Kruskal-Wallis ve Mann-Whitney U testleri ile analiz
edilmistir. Sonuglar %95°lik giiven araliginda, anlamlilik p<0,05 diizeyinde

degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

FDT tiimorlerde 6. saatte kuvvetli Siiperoksit Dismutaz (SOD) indiiksiyonuna
neden olmustur. Sham grubunda enzim aktivitesi 726,35+196 ng/gr yas doku iken
tedavi grubunda 6. saatte 1367,90 +389 ng/gr yas doku olarak bulunmustur

(p=0,0001). Tedavi sonras1 2. saatte ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel anlamli

fark bulunmamustir (Sekil 1).
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Sekil 1. Tiimoér dokusunda SOD aktivitesinin gruplara gore dagilim
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FDT tiimorlerde 6. saatte Glutatyon (GSH) tiikenmesine neden olmustur.
Sham grubunda GSH seviyesi 8,67+4,2 mg/gr yas doku iken tedavi grubunda 6.
saatte 3,48+0,24 mg/gr yas doku olarak bulunmustur (p=0,006). Tedavi sonras1 2.

saatte ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel anlamli fark bulunmamstir (Sekil 2).
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Sekil 2. Tiimor dokusunda GSH diizeylerinin gruplara gore dagilim
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FDT tiimorlerde 6. saatte Glutatyon Peroksidaz (GSHPX) indiiksiyonuna
neden olmustur. Sham grubunda GSHPX seviyesi 93,62+75,57 mU/gr yas doku iken
tedavi grubunda 6. saatte 349,19+243,05 mU/gr yas doku olarak bulunmustur

(p=0,001). Tedavi sonrasi 2. saatte ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel anlamli

fark bulunmamustir (Sekil 3).
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Sekil 3. Tiimor dokusunda GSHPX diizeylerinin gruplara gore dagilimi
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FDT tiimorlerde Katalaz (CAT) aktivitesine etki etmemistir. Sham grubunda
CAT aktivitesi 5,20+2,54 U/gr yas doku iken tedavi grubunda 6. saatte 4,48+2,55
U/gr yas doku olarak bulunmustur (p=1,0). (Sekil 4).
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Sekil 4. Tiimor dokusunda CAT aktivitesinin gruplara gore dagilimi
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Oksidatif strese bagli lipit peroksidasyonun bir gostergesi olan
Malondealdehit (MDA) diizeyleri FDT ile degisiklik gdstermemistir (p=0,14).
Sham grubunda MDA diizeyi 0,21+0,1 mikromol/gr yas doku iken tedavi grubunda
6. saatte 0,7+0,02 mikromol/gr yas doku olarak bulunmustur (p=0,79). (Sekil 5).
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Sekil 5. Tiimor dokusunda MDA diizeyinin gruplara gore dagilim
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Miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi oksidatif stresin bir gostergesidir. FDT
timorlerde 6. saatte MPO aktivitesinde artisa neden olmustur. Sham grubunda MPO
seviyesi 188,90+55,05 U/gr yas doku iken tedavi grubunda 6. saatte 701,08+164,90
U/gr yas doku olarak bulunmustur.(p=0,025) Tedavi sonras1 2. saatte ve kontrol

gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark bulunmamustir (Sekil 6).
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Sekil 6. Tiimor dokusunda MPO diizeyinin gruplara gore dagilim
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5. TARTISMA

Cagimizin vebasi olarak goriilen kanser, en ¢ok dliime sebep olan hastaliklarin
basinda gelmektedir. Bu hastaligin tan1 ve tedavisinde teknolojinin getirdigi
yenilikler dogrultusunda, her gecen giin umut verici gelismeler yasanmaktadir.
Kanser tanimi1 kisaca hiicrelerin istem dis1 ve gereginden fazla kontrolsiiz bir sekilde
¢ogalmasidir. Genel olarak siiflarsak iyi ve kotli huylu olmak tizere iki tiir kanser

vardir. Insan viicudunun hemen hemen tiim organlarinda goriilebilmektedir.

Giiniimiizde kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan ana yontemler cerrahi
tedavi, kemoterapi, radyoterapi ve alternatif tip yontemleridir. Baslica kullanilan bu
tedavi yontemlerinin bazi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Ancak yinede erken teshis
edilen kotii huylu kanser hastalarinda, bu yontemlerin bircogu iyi sonuglar
vermektedir. Kanserli dokunun tiimii ya da bir kism1 ameliyatla alinabilir. Biiyiik bir
ameliyat geciren kisilerin iyilesmeleri haftalar ya da aylar siirebildigi gibi ameliyat
sonrasi olast komplikasyonlar olabilir. Cerrahi miidahale sonras1 hastaya gerekli

goriiliirse kemoterapi ve/veya radyoterapi uygulanabilir.

Kemoterapi, normal hiicrelere olasi en az zarari vererek, kanserli hiicreleri
oldiirebilen bir ilag tedavisi yontemidir. [14] Mide bulantisi, kusma, sa¢ dokiilmesi,
halsizlik gibi bir¢ok yan etkileri vardir. Radyoterapi 1sinla (x-151n1) tedavi
yontemidir. Viicudun i¢inden ve disindan 1sinlama olarak ikiye ayrilir. Distan
tedavide, x 1sinlart bir makineden dogrudan kanserli organa ve ¢evresindeki dokuya
yonlendirilir. Igten tedavide ise, icine radyoaktif madde konulan kapsiiller kisinin
viicut bosluguna, tiimoriin iizerine ya da g¢evresine yerlestirilir. Bazi1 hastalarda
radyoterapiden sonra yorgunluk, deride kizariklik ya da yanma hissi, mide bulantisi,

kusma, ishal gibi yan etkiler goriilebilir.

Bizim ¢aliyjmamizda bahsedilen Fotodinamik Tedavi yontemi ise giiniimiiz
teknolojisinin iirettiZi cok yeni bir yontemdir ve heniiz gelisimini

tamamlamamstir.
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Bu ii¢ ana kanser tedavi yontemine alternatif olabilecek olan fotodinamik terapi
[photodynamic therapy(PDT)] Amerika, Almanya, Japonya, Ingiltere, Fransa,
Hollanda, Kanada iilkelerde saglik kurumu tarafindan bir¢ok kanser tedavi
uygulamalar1 i¢in onaylanmistir [15]. FDT 1960’larin basinda sekillenmeye
baslamis, 1980’lerin basinda Amerikan Yiyecek ve Ilag Kurulu’nun [Food and Drug
Administration (FDA)] hematoporphyrin (HyD) tiirevi olan Photofrin isimli ilacin
klinik uygulamalarina onay vermesiyle bircok kanserin tedavisinde uygulanmaya

baslanmistir [16,17]

FDT, 1s18a duyarh ilacin (photosensitizer) hastaya damar yoluyla verilmesini
(veya topikal olarak uygulanmasini) takiben bu ilacin tiimorlii dokuda birikmesinin
ardindan, belli dalga boyundaki 151k ile uyarilarak tiimorii yok etmesi prensibine
dayanir. Basitge fotosensitizer (fotoduyarlastirict) bir bilesik, belirli bir 151k giictinden
etkilenen ve ¢cogunlukla organik olan bilesiklerdir. Bu bilesikler, 1sikla etkilestiginde
uyarilir ve uyarildiktan sonra eski haline doniiste aciga ¢ikan enerji, singlet oksijen
dedigimiz bir oksijen tiiriinii aktive eder. Iste fotodinamik terapi icin gerekli olan bu
singlet oksijendir. Bununla ilgili kanser tedavisinde bir¢ok klinik ¢aligma mevcuttur.
Bizim ¢cahismamizda da kanser hiicrelerine secicilik saglanarak biyolojik etkinin

arttig gosterilmistir.

FDT suanda gelisimini tamamlamis bir yontem degildir. Ozellikle deri ve
yiizeysel kanser tedavilerinde kullanilmaktadir. i¢ organlardaki kanser tedavileri igin
onciil fotosensitizer bilesiklerin tasarimina ve sentezine ihtiyag duyulmaktadir. Bu
tedavi yonteminde 15181 fiberoptik kablolarla mide, akciger ve kalin bagirsak gibi
organlara gondermek miimkiin olsa da fotodinamik tedavi en c¢ok 1s18in rahatlikla
yonlendirilebildigi cilt kanserlerinde siklikla kullanilabilmektedir. Su asamada en
cok amaglanan ve istenilen sey fotosensitizer bilesigin kanserli hiicreye direkt olarak
ulagmasi ve diger onemli organ kanserlerinde kullanilabilmesi i¢in daha uzun stireli
uyarilma ve daha uzun siireli singlet oksijen konsantrasyonuna sahip bilesikler elde

edilmesidir.

Belki suan icin degil; ama gelecekte kanser tedavisinde en cok kullanilan

tedavi yontemlerinden biride fotodinamik terapi (FDT) olacaktir. Kaposi
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sarkomu, bazal hiicreli karsinom, deri metastazlari, akciger squamoz hiicreli
karsinomu, meme ve deri kanseri metastazlari, malign melanoma, Paget hastaligi,
gibi malign siireclerde klinik uygulamalar1 mevcuttur. Kanser disinda aktinik
keratoz, mukozis fungoides, epilasyon, macula dejenerasyonu gibi alanlarda klinik

uygulamalar1 mevcuttur.

Kaposi sarkomu tedavisinde radyoterapi bilinen etkin bir tedavi seklidir.
FDT’nin mukokutanoz kaposi sarkomunda palyatif ya da kiiratif etki gosterecegi
diisiiniilmiis; Schweitzer ve arkadaslar1 tarafindan AIDS’e sekonder gelisen oral
Kaposi sarkomunda fotodinamik tedavi etkinligi arastirilmistir. 7 hastanin 4’iinde
tam iyilesme goriiliirken; 3 hastada kismi iyilesme saptanmugtir. Ozellikle
immunsupresif hastalarda daha fazla immunsupresyona neden olmadigindan
FDT tercih edilebilecek bir tedavi sekli olarak kabul edilmektedir. [38]

Rhodes ve arkadaslari, Nodiiler Bazal Hiicreli Karsinom’u olan hastalarda
FDT’nin 5 yillik etkinligini arastirmislardir. 50 hastada bulunan 53 BHK lezyonuna
yerel metil aminolevulinatla yapilan FDT, arkasindan 570-670 nm dalga boylarinda
kirmiz1 151k uygulamislar. Sonugta 5 yillik niiks orant %14 olarak saptanmistir. FDT
medikal nedenlerden dolayr cerrahi uygulanamayan veya dnceden radyasyon

tedavisi almis hastalara uygulanabilecek alternatif bir yontemdir. [39]

Deri metastazlarinda FDT nin rolii genelde palyatiftir. Ozellikle meme kanseri
metastazlarinda sistemik fotosensitizorler kullanilmistir. Ancak 151k ile metastatik

tiimor penetrasyonu tam olamadigindan basari az niiks sik bulunmustur.

Lowdell ve arkadaslari, Hematoporfirin tiirevleri’nin kilo basina 1,5-2 mg ve
bakir buhar boya lazerle akcigerin skuamoz hiicreli karsinomu ve memenin
adenokarsinomuna sekonder 50 kutantz ve subkutandz tiimoriin tedavisinde %81
tam cevap elde edildigi bildirilmistir. [42] FDT, giiniimiizde sikhkla deri ve

yiizeysel kanser tedavilerinde kullanilmaktadir.

Malign melanoma (MM) lezyonlar1 boyunca 151gin penetrasyonu onlarin

melanin igerikleri nedeniyle belirgin dl¢iide azalmistir. Hafif pigmente melanoma
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timorleri porfirin igerikli FDT’de daha iyi sonuglar gostermektedir. Malign
melanoma lezyonlarinda porfimer sodyum veya Hematoporfirin tiirevleri
kullanilarak uygulanan sistemik FDT’de 6nemli sonuglar elde edilmistir, fakat kisa
siireli cevaplardir. Mevcut bilgiler 1s1¢inda FDT’nin, MM’un alternatif tedavi
yontemleri kadar etkili olmadigi sdylenebilir. FDT amelanotik metastatik lezyonlarin
tedavisinde faydali olabilmesine ragmen, primer deri melanomu i¢in uygun bir tedavi

sekli degildir. [42]

Petrelli ve arkadaslari, geleneksel tedaviye direngli perianal meme dis1 Paget
hastalig1 i¢in HPD ve 630 nm argon pompali boya lazer kullanarak uyguladiklari
FDT sonucunda basarili sonuglar bildirmislerdir. Stender ve Wulf, aktinik keilitli 3
hastaya uyguladiklar yerel %20 ALA ve slayt projector tedavisinde %100 tam cevap
elde etmislerdir. Aktinik keilit tedavisinde FDT, kriyoterapi, CO2 lazer, 5-flurourasil
ve retinoidler gibi tedavi yontemlerine gore (hepsi etkisizdi) belirgin istiinliik
gostermistir.  Benzer sonuglar ALA aracili FDT’nin  keratoakontomlarda
uygulanmasiyla 24-36 aylik takip boyunca hi¢ niiks goriilmemesiyle elde edilmistir.
[42]

Hem in vivo hem in vitro ¢alismalarda diisiik oksijen konsantrasyonlarinda
FDT etkilerinin azaldigi veya kayboldugu gosterilmistir. Vaskiilarizasyonun az
oldugu hipoksik tiimérlerin FDT direnci gostermesi, hem bu etkiye hem de sistemik
uygulamalarda azalmis vaskiilarizasyon nedeniyle fotosensitizorlerin timor sahasina
tasinma gligliigline dayanmaktadir. Ayrica FDT sonras1 IL-1B, IL-2, TNF-a gibi
sitokinlerin  iretildigi gosterilmis ve klinitk cevapta katkilar1 olabilecegi
diistiniilmiistiir. Yine bir c¢esit programlanmis hiicre 6liimii olan apopitozun da

FDT’yi takiben olusabilecegi bildirilmistir. [44]

Litaratiire baktigimizda Bezmialem Vakif Universitesinde ileri evre pankreas
tiimorlerinde yapilan deneysel bir ¢alismada, 2 yeni 1518a duyarli madde olan Fotolon
ve ICG kullanilarak FDT’nin pankreas tiimdriinde etkin oldugunu ve hiicre 6lim
seklinin apoptoz oldugunu gostermislerdir. Ozellikle tiimor boyutunu cerrahi
sinirlara indirgemede veya yok etmede oncii bir tedavi secenegi olarak pankreas

tiimorii tedavisinde iimit vaat etmektedir. Bizim ¢alismamizda TEG-Pc ile
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ratlara yapilan FDT’de tiimor boyutunun azaldigl, takipte ise tiimoriin
kayboldugu gozlenmis ve bununla ilgili ikinci bir proje c¢alismasi

yiriitiilmektedir.

FDT, sikhikla dermatolojik hastaliklarda da uygulanmakta ve bununla
ilgili bir¢ok klinik ¢calisma mevcuttur. Aktinik Keratoz dermatolojik FDT igin en
iyi endikasyonlardan biridir. Calismalarin ¢ogunda yerel % 20 ALA kullanilmis ve

yiiz ve bas yerlesiminde %71-100 oranlarinda tam cevap alinmustir.

Wolf ve arkadaslari, histopatolojik olarak %20’lik ALA’nin ve 40 J/cm2’lik
1sikla 4-5 seans FDT’nin Mukozis Fungoides plaklarini tam iyilestirdigini rapor
etmislerdir. Recio ve arkadaslari, yaptiklart ¢alismada, FDT nin yama, plak evre ve
tek lezyonlu Mukozis Fungoides tedavisinde basariyla kullanilabilecegini
bildirmistir. Bu cesaret verici sonug¢lar1 dogrulamak i¢in daha ileri ¢cahsmalara
ihtiyac vardir. [40]

Endotel hiicre hasarina neden olmasi nedeni ile Lin-Xiao ve arkadaslari
tarafindan sarap lekesi tedavisinde kullanilmistir. FDT uygulanan 130 hasta tedavi
sonrasinda etkinlik acisindan degerlendirildiginde; %98.3 oraninda tedaviye yanit
gbzlenmistir. FDT lazerden tamamen farkh etki mekanizmasi ve tatmin edici

sonug elde edilmesi nedeni ile umut vaad etmektedir. [43].

Epilasyon amacli fotodinamik tedavinin temeli yerel uygulama ile pilosebase
iinitelerde yogunlasma egiliminde olan 5-ALA’nin kil folikiillerinde selektif
fotokimyasal destriiksiyon olusturucu etkisine dayanmaktadir.Han ve arkadaslari,
fotodinamik tedavi uygulanan si¢anlarda, epidermisde destriiksiyon nedeniyle

depilasyon sonrasi kil indiiksiyonunun inhibe oldugu sonucuna varmislardir. [44]

Fotodinamik epilasyon konusunda Grosmman ve arkadaslari, 1995 yilinda,
fotodinamik epilasyon uygulanan 11 olgu bildirilmislerdir. FDT sonrasi alinan
biyopsilerde epidermis ve kil folikiillerine lokalize olan bir destriiksiyon saptanmis
ancak dermisin korundugu dikkati ¢ekmistir. Bu c¢aligmalarin verileri 1s1ginda

FDT’ nin epidermis ve kil folikiillerinde segici hasar olusturdugu, bu etkinin diisiik
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dozlarda (100 J/cm2) kil uzamasinda gecikme, yiiksek dozlarda (200 J/cm?2) ise

kalic1 kil kaybina neden oldugu sonucuna varilmaistir. [46]

Fotodinamik epilasyon konusunda heniiz yeterli veri olmamasina ragmen
tiim deri tiplerinde ve tiim kil renklerinde etkin olabilmesi ve uygun
protokollerde uygulandiginda kalici epilasyon saglayabilmesi nedeniyle

avantajh bir yontem olarak goriilmektedir. [47]

FDT uygulamas: sonrasinda ortaya ¢ikan yan etkilerle ilgili literatiirde klinik
caligmalar mevcuttur. Bu yontemin bir takim kisitlamalar1 ve ayn1 zamanda biiyiik
potansiyel avantajlari da vardir. Ornegin kemoterapide karsilasilan yan tesirlerin
ortaya ¢ikmadigi goézlenmistir. Diger tedavi yontemlerinde bagisikhik sistemi
baskilanirken bu yontemde tam tersine bagisikhik sistemi giiclenmektedir. Bu

acidan FTD’ nin kanser tedavisinde avantajh oldugu diisiiniilmiistiir.

Isik maruziyeti esnasinda hasta, 1sinlanan alanda agri, batma, yanma ve kasinti
hissedebilir. Bu sikayetler uygulamanin ilk birka¢ dakikasi i¢inde goriilebilir ve
birka¢ saat kadar devam edebilir. Tedavi alaninda eritem ve hafif 6dem yaygin yan
etkilerdir. Asirt doz 151k tedavisi biil olusumu, iilserasyon ve nekroz gibi siddetli
reaksiyonlara neden olabilir. Selektif deri nekrozu etkin bir kanser tedavisi i¢in
gerekliyse de, psoriasis gibi benign inflamatuvar dermatozlarda istenmeyen bir
etkidir. Yine tedavi sahasinda hipo-hiperpigmentasyon veya skatris gibi yan etkiler
goriilebilir. [48]

Goriintir 151k herhangi bir kutandz karsinogenez riski tasimadigi halde FDT nin
uyardig1 serbest oksijen radikallerinin potansiyel genotoksisitesine dikkat ¢ekilmistir.
Yerel ALA-FDT ile sagli deride, ¢iplak alanda mevcut olan 28 Aktinik Keratoz ve 3
stiperfisyel Squamoz Hucreli Karsinom igin 7 seans tedavi géren bir hastada, 6 ay
sonraki kontrollerde Aktinik Keratoz’lara komsu bir alanda (4 kez FDT seansi
uygulanan kisimda) malign melanom (eksizyon sonucu Clark II, Breslow 0.4mm)
izlenmistir. FDT nin DNA’y1 direkt olarak hasarlamadigi, dolayisiyla mutajenik
olmadig1 bilinmekle beraber, immunosupresif etkileriyle karsinogeneze katkisi

olabilecegi diislinlilmiistiir. Ayrica tekrarlanan FDT uygulamalarinin bariz
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inflamasyona neden oldugu, israrli inflamasyonun timor uyarict etkisine dikkat
cekilmistir. Ozet olarak FDT’nin direkt tiimdr baslatict olmasa da klinik olarak
goriilmeyen, fakat onceden mevcut olan malign melanositik hiicreleri uyararak hizlh

timor formasyonuna neden oldugu sonucuna varilmistir.[46]

Hipertermi FDT’nin etkisini artiracak onemli bir faktordiir. Tek basina FDT

uygulanan hastalara gore daha basarili sonuglar alinmistir. [46]

Tiimoriin makroskopik olarak radikal c¢ikarilmasindan sonra timdr yataginda
kalabilecek ve kanserin niiksiine yol agabilecek rezidiiel neoplastik hiicreler icin FDT
uygulanmas1 kanser hiicrelerinin eradikasyonu i¢in onemli bir yontemdir. Bas ve
boyun bolgesinin ileri infiltratif karsinomlarinin iyilesme oranlarinin timor

rezeksiyonundan sonra uygulanan FDT ile arttig1 bildirilmistir.

Boyunda Skuaméz Hiicreli Karsinom’un sik niiksii intraoperatif FDT
uygulanan 10 hastaya, 40 aylik takipte sadece birinde niiks goriildigii ve yiiksek
oranda cevap alindigi bildirilmistir.[49-50]

Meme karsinomundan gelisen metastazlara fotofrin ve mitomisin-C’nin birlikte
uygulanmasi niiks oranlarin1 azaltti@i bildirilmistir. Fitalosiyaninli FDT ve
metaklopramid hidroklorid, benzamid tiirevlerinin birlikte uygulanimi, radyoterapi
ve kemoterapi esnasinda timor ablasyonunu arttirdigi, %100 basar1 saglandig ve
150 giinliik takipte tiimoriin niiks etmedigi, buna karsin sadece FDT uygulanan
hastalarda %80-%90 basar1 ve 20 giin sonra niiks gozlendigi bildirilmistir. Bu
acidan literatiir bilgilerine bakildiginda tiimor niiksii ve metastatik hastahk
tedavisinde FDT’nin kemoterapi ve radyoterapi ile birlikte kullanmildiginda

etkinliginin arttig: diisiiniilmiistiir.

Timorli  hiicrenin  yayilmadan yok edilmesi kanser tedavilerinin temel
amaclarindan biridir. Fakat giiniimiizde uygulanan yontemlerde saglikli hiicrelere de
zarar gelmektedir. Bu noktada ftalosiyanin ve porfirazin bilesiklerinin ikinci kusak
foto algilayicilar olarak 600-800 nm bdlgesinde siddetli absorpsiyon yapmalari,

singlet ve radikal oksijen tiretme(reaktif oksijen tiirevleri=ROS) potansiyeline sahip
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olmalart bu maddelerin fotodinamik tedavide foto algilayicilar olarak

kullanilmalarini saglamistir [18-21].

Fotodinamik tedavi temel ve klinik tip bilimleri ile biyoteknik sirketlerin
birlikte caligmalarim1 gerektirir. Biyoteknoloji endiistrisi, ALA-FDT’nin FDA
onayindan beri fotodinamik tedavi caligmalarina daha fazla 6nem vermektedir. Daha
etkili fotosensitizan maddelerin ve 1sik kaynaklarmin gelismesi FDT’nin etkinligi

icin ¢ok 6nemlidir. Klinik ¢calismalar yeni endikasyonlarda FDA onay1 saglayacaktir.

Son yillarda artan ¢alismalar FDT nin molekiiler, hiicresel ve doku diizeyinde
anlagilmasina yoneliktir. Ana P. Castano ve arkadaglarinin yaptiklari aragtirmada
FDT nin bir¢ok hiicresel sinyal olaylarma aracilik ederek hiicre oliimiine neden
oldugunu gostermislerdir. [36] Bizim ¢alismamizda da hiicresel enzimatik

degisiklikler gosterilmistir.

Reaktif oksijen metabolitleri, siiperoksit radikalinin ortamdan temizlenmesini
saglayan siiperoksit dismutaz (SOD) enziminin taninmasi ile yetmisli yillardan
itibaren yogun ilgi ¢ekmeye baslamistir. Oksijen molekiiliine bir fazla elektronun
eklenmesi sonucu olusan bir reaktif oksijen metaboliti yani siiperoksit radikalinin
(O2) ortadan kaldirilmas1 SOD enziminin katalize ettigi bir reaksiyon ile gergeklesir.
Bu reaksiyon esnasinda da ortama hidrojen peroksit agiga c¢ikar. Reaktif oksijen
metabolitlerinin toksik etkilerine engel olmak igin ¢esitli antioksidan mekanizmalar
devreye girer. Bunlardan en 6nemlisi de siiperoksit radikalini ortadan kaldiran SOD
enzimidir. Ayrica noétrofillerde bulunan myeloperoksidaz(MPQO) enzimi klor
iyonu(CI') varliginda hidrojen peroksiti giiglii bir oksidan ajan olan hipoklorik asite
dontistiirtir. Hidrojen peroksitin biiyiik bir kismi Katalaz(CAT) tarafindan su ve
oksijene parcalanir bir kismi1 da Glutatyon Peroksidaz (GSHPX) etkisiyle yikilir.
Hidrojen peroksit tek basina hiicreler tizerine toksik etkilere sahiptir. Ciinkii hidrojen
peroksit hiicrede deoksiriboniikleik asit (DNA) harabiyeti, membran yikimi ve
kalsiyuma bagimli Proteaz ve Niikleazlarin aktivasyonuna yol acan kalsiyum iyon
salmimina neden olur. Bu harabiyetin bir kismi hidrojen peroksit ile siiperoksit
radikali arasinda demir yada bakir iyonlar1 varhiginda gelisen bir reaksiyon sonucu

aciga ¢ikan oldukca yiiksek reaktiviteye sahip hidroksil (OH") radikalidir. Hidrojen
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peroksitin ortadan kaldirilmasinda ve hidroksil radikalinin olusumunun indirekt
onlenmesinde Katalaz(CAT) ve Glutatyon Peroksidaz(GSHPx) enzimleri rol oynar.
Bu yiizden SOD, CAT ve GSHPXx ile birlikte hiicre icinde olusan reaktif oksijen
metabolitlerinin degisime ugramasina neden olarak antioksidan savunmanin ilk
basamagini olusturur. GSHPX, rediikte glutatyonun okside glutatyona doniistiigii
reaksiyonda hidrojen peroksiti kullanir ve hiicre i¢inde hidrojen peroksit birikimine

sebep olur [36].

Reaktif oksijen metabolitlerinin asir1 miktarda tiretimi hiicre harabiyeti ile
sonuglanir. Bunlardan hidrojen peroksit adenozintrifosfat (ATP) sentezinin
inhibisyonuna neden olarak DNA harabiyeti gelisir. Nitekim, bu metabolitlerin hiicre
membraninda baglattiklari lipid peroksidasyonunun iiriinleri (Malondealdehit, MDA)
de yine DNA harabiyetine yol agmaktadir. Agiga ¢ikan lipid peroksitler de reaktif
oksijen metabolitlerine benzer sekilde hiicresel komponentlerde toksik etkiler

gosterir. [37].

Antioksidan enzimler hiicrelerin oksidatif stresten korunmasinda Onemlidir.
SOD ve GSHPx, hiicre canliliginin korunmasinda &nemlidir. SOD seviyeleri
timorlerde genellikle diigiiktiir. Bizim ¢alismamizda FDT ile kontrol gruplarina
gore oldukca artmus SOD aktivitesi tespit edilmistir. SOD esas olarak siiperoksit
radikallerini hidrojen perokside donistiiriir. Bu olusan hidrojen peroksit katalaz yada
GSHPx ile ortamdan wuzaklastirilir. Hidrojen peroksit seviyeleri diisiik
konsantrasyonlarda iken etkili olan enzim GSHPx dir. Bizim ¢alismamizda FDT ile
6. Saatte artmms SOD ve GSHPx aktivitesi bulunmustur. Bu da bize hiicresel
diizeyde diisik ancak sabit bir seviyede hidrojen peroksit olustugunu

diistindiirmektedir.

Hiicresel oksidatif stres cesitli yontemlerle tespit edilebilir. Antioksidan enzim
diizeyleri, MPO aktivitesi ve MDA diizeyi Olgiimleri bu amagla kullanilan
yontemlerdendir. Bizim c¢alismamizda bu 6lciimler kullanilarak hiicresel

oksidatif stres olciilmiistiir.
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Reaktif oksijen tiirevleri proteinlerde oksidatif degisikliklere neden olur. Hiicre
icinde olusan oksidatif stress tiol gruplarinin oksidasyonuna neden olur. FDT nin
proteinler {izerindeki etkisi ile enzimatik fonksiyonlarda degisiklikler ortaya ¢ikar.
Proteinlerin sistein tiol gruplar1 enzim fonksiyonlar1 agisindan ¢ok onemlidir. Bu
gruplar oksidasyona ugradiginda enzimlerde yapisal, katalitik ve diizenleyici
fonksiyonlarda degisiklikler olur. Bizim ¢ahismamizda FDT ile olusan oksidatif
stres Glutatyon diizeylerinde azalmaya neden olmustur. Glutatyon(GSH)
diizeylerindeki azalma protein yapisindaki enzimlerdeki tiol gruplarinin
oksidasyonuna bagli olarak ortaya c¢ikmig olabilir. Enzim aktivitesindeki
bozulmalarin neden oldugu hiicresel hasar antiinflamatuar mekanizmalar
etkilemektedir. Bunun en onemli gostergesi hiicresel notrofil infiltrasyonu ve
MPO aktivitesindeki artistir. Bizim ¢alismamizda da artmus MPO aktivitesi

saptanmstir.

FDT, timorde akut inflamasyon, sitokin ve stres yanit proteinlerinin salinimini
artirip l0kosit isgaline neden olur.Bu da immiin sistemin uyarilarak timor hasarina

yol agmasina neden olur.

Artmis serbest oksijen radikalleri lipit peroksidasyonuna neden olur. Bunun
gostergesi artmis MDA diizeyleridir. Bizim ¢alismamizda MDA diizeylerinde bir
degisiklik tespit edilmemistir. D.Daicoviciu ve ark. calismasinda FDT ile artmis
lipit Peroksidasyonu tespit edilmistir. Bunu singlet oksijen olusumuna
baglamiglardir. Singlet oksijen olusumu FDT de tip 2 mekanizma olarak
bilinmektedir. Artmis hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksit seviyeleri ise tipl
mekanizma olarak bilinir. Bizim ¢alismamizda Tipl mekanizmanin hiicresel

hasara neden oldugu diisiiniilmektedir.

Sonug olarak bizim ¢alismamizda TEG-Pc nin in vivo etkin bir fotosensitizer
oldugu gosterilmistir. TEG-Pc ile FDT, Walker 256 Kkarsinom hiicre hatti
kullanilarak olusturulan tiimoér dokusunda serbest oksijen radikalleri

olusumuna sebep olmustur.
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Bu ajanlar oksidatif sistemi uyarirlar ve antioksidatif sistemde degisikliklere
sebep olurlar. Tiimor hiicre harabiyeti bu degisiklikler sonucu olabilir. Bu deneysel
modelde TEG-Pc¢ kullanilarak fotodinamik ¢alisma yapilmistir. FDT uygulanan
ratlarda; plazmada oksidatif degisiklikler, eritrositlerde ise antioksidan enzimler

aktiflesmistir.
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6. SONUC

Bu proje i¢in kullanilmis olan ftalosiyanin molekiiliiniin tasarimi1 &zgiindiir. In
vitro antikanser Ozellikleri bu ¢alisma ile gosterilmistir ve ilag hammaddesi olarak

kullanim1 s6z konusu olacaktir.

Molekiiliin, sentez yonteminin ve hedeflenen uygulama alaninin 6zgiinligi
nedeniyle elde edilen sonuglar yiiksek etki faktorlii bir dergide yayinlanmasini

saglayacaktir.

Ulkemizde uygulamaya yonelik galismalar ¢ok azdir. Bu proje bu alandaki

boslugun doldurulmasina katki saglamistir.

Sunulmus olan ¢aligma daha da gelistirilecek ve iilkemizde kanser tedavisi

alaninda yapilan 6ncii ¢aligmalar arasinda olacaktir.
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