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ÖZET 

 

KOLON VE MİDE KANSERİNDE 5-AMİNOLÜVONİLİK ASİT 

ARACILI FOTODİNAMİK TANI 
 

ÜNAY S. Adnan Menderes Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Biyofizik Programı 

Yüksek Lisans Tezi, Aydın, 2018 

 

Günümüzde kolon ve mide kanserleri tüm kanser türleri içerisinde sık rastlanan 

kanserlerdendir. Bu kanserlerin erken tanısı için kullanılan yöntemler gerektiği kadar yeterli 

bilgi vermemektedir. Bu amaçla son zamanlarda fotodinamik tanı yöntemi kullanılmaya 

başlanmıştır. Bu çalışmada; in-vitro olarak kolon kanseri (HCT116) ve mide kanseri (AGS ve 

HCT116) hücre hatlarında 5-ALA ile uyarılmış PpIX’ın oluşturduğu flüoresansın teşhisi ile 

gerçekleştirilen fotodinamik tanının en etkin şekilde yapılması için gerektiği koşulların 

belirlenmesi amaçlanmıştır.  

Bu tezde farklı dozlarda 5-ALA (0, 100, 200, 300 μg/ml) uygulanmış HCT116, AGS ve 

MKN28 hücre hatlarında 0, 1, 2, 3 ve 5 saat inkübasyon süresini takiben hücre canlılığı, 

flüoresans yoğunluk analizi, hücre göçü ve hareketliliği analizi, kaspaz 3/7 ile erken hücre 

ölümü analizi, mikroskop ile elde edilen flüoresans görüntülerde görüntü işleme 

gerçekleştirilmiştir.  

200 μg/ml 5-ALA ile uyarılan ve 3 saat inkübe edilen hücrelerde uyarılmadan 3 saat sonra 

hücre canlılığı açısından karşılaştırıldığında AGS hücre hattının MKN28 ve HCT116 hücre 

hattına nazaran daha fazla hücre canlılığında azalma olduğu gözlenmiştir. MKN28, HCT116 

ve AGS hücre hatlarının farklı inkübe sürelerinde ve 5-ALA konsantrasyonlarında hücreler de 

farklı flüoresans yoğunlukları gösterilmiştir. En belirgin flüoresans yoğunluğu MKN28 hücre 

hattında gözlenmiştir. En yüksek hücre hareketinin MKN-28 hücre hattında, en düşük hücre 

hareketinin ise HCT116 hücre hattında olduğu belirlenmiştir. 300 μg/ml 5-ALA ile uyarılmış 

HCT116 hücre hattında erken apoptoz bulguları diğer hücre hatları ile karşılaştırıldığında 

daha belirgin olarak gözlenmiştir. 

Sonuç olarak, 200 μg/ml 5-ALA ile uyarılan hücrelerde 3 saat sonra gözlenen flüoresansın 

mide ve kolon kanserlerinin fotodinamik tanı amacıyla kullanılabilecek en uygun tanı dozu 

olduğu saptanmıştır. İleride yapılacak insan çalışmalarında etkinliği ve duyarlılığı 

gösterilecek olan fotodinamik tanı, klinikte mide ve kolon kanserleri erken tanısında umut 

vaat eden bir yöntem olarak uygulanabilecektir. 

Anahtar Kelimeler: 5-Aminolevünelik Asit, Fotodinamik Tanı, Kolon kanseri, Mide kanseri 
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ABSTRACT 

 

 

5-AMINOLEVULINIC ACID-MEDIATED PHOTODYNAMIC 

DIAGNOSIS IN COLON AND GASTRIC CANCER CELL LINES 

 
UNAY S. Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Biophysics Program 

M.Sc. Thesis, Aydın, 2018 

 

Today, colon and gastric cancers are common cancers in all types of cancer. The methods 

used for early detection of these cancers do not provide enough information as necessary. For 

this purpose, photodynamic diagnosis has started to be used recently. In this study; it was 

aimed to determine the conditions required for the most effective photodynamic recognition 

of the fluorescence produced by 5-ALA stimulated PpIX in colon cancer (HCT116) and 

gastric cancer (AGS and HCT116) in vitro. 

In this thesis, HCT116, AGS and MKN28 cell lines which were administered different 5-

ALA (0, 100, 200, 300 300 μg / ml) concentrations and incubations time (0, 1, 2, 3, 5 hours), 

were performed on fluorescence images obtained by cell viability, fluorescence intensity 

analysis, cell migration and mobility analysis by imaging processing, early cell apoptosis 

analysis with caspase3/7. 

When the cells were stimulated by 200 μg / ml 5-ALA on 3 hours, the cell viability of AGS 

cell lines decreased more than the cell viability of MKN28 and HCT116 cell lines. Different 

fluorescence intensities of cancer cells were determined at various incubation times and 5-

ALA concentrations of MKN28, HCT116 and AGS cell lines. The most pronounced 

fluorescence intensity was observed on the MKN 28 cell line. It was determined that the 

highest cell movement was in the MKN-28 cell line and the lowest cell movement was in the 

HCT116 cell line. Early detection of apoptosis in the HCT116 cell line stimulated with 300 

μg / ml 5-ALA was more pronounced when compared to other cell lines. 

As a result, fluorescence observed after 3 hours in cells stimulated with 200 μg / ml 5-ALA 

was found to be the most suitable diagnosis for photodynamic diagnosis of gastric and colon 

cancers. Photodynamic diagnosis, which will show efficacy and sensitivity in future human 

studies, can be applied as a promising method in the early diagnosis of gastric and colon 

cancers clinically. 

Key word: 5-Aminolevulinic acid, photodynamic diagnosis, colon cancer, gastric cancer 
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1.GİRİŞ 

 

 

Kanser, vücutta bulunan hücrelerinin kontrolsüz bir şekilde çoğalması sonucuyla 

meydana gelen patolojik bir hastalıktır. Günümüzde kolon ve mide kanserleri, kansere bağlı 

ölümlerin önde gelen nedenlerindendir ve bu kanserler dünya genelinde sırasıyla üçüncü ve 

beşinci sıklıkta görülen en yaygın kanser türlerindendir (Campbell ve ark, 2017).  

Kanser tanısı için yıllardır çalışmalar yapılmaktadır fakat etkin bir erken tanı yöntemi 

tespit edilememiştir. Günümüzde kullanılan yöntemle çoğu kanser dokusu ile sağlıklı doku 

arasındaki sınır kesin bir şekilde gösterememektedir. Kanser dokusunun vücutta net olarak 

yerleşimini tespit edebilmek amacıyla birçok yöntemler geliştirilmektedir. Bu tanı yöntemleri 

hasta ömrünü uzatmış fakat her kanser türü için gerektiği kadar erken tanı sağlayamamıştır. 

Günümüzde kanser hücrelerinin tanısında histopatolojik tanının yanında bilgisayarlı 

tomografi, manyetik rezonans görüntüleme, pozitron emisyon tomografi gibi gelişmiş 

görüntüleme teknikleri de kullanılmaktadır. Ancak bu teknikler erken safhada kanser 

hücrelerinin tanısında yeterli olamamaktadır (Kitada ve ark, 2015). Bu nedenle kanser tanı 

yöntemleri geliştirilmeye yönelik çalışmalar artmaktadır. Bu çalışmaların temel amaçları 

kanser hücre yerleşimini kesin olarak göstermektir. Kanser tanısında klinikte kullanılan 

yöntemlerden biri de flüoresans tanı yöntemidir. Flüoresans tanı yöntemi, invaziv olmayan ve 

diğer görüntüleme teknikleri ile karşılaştırıldığında hızlı ve ucuz olan bir yöntemdir.  

Flüoresans tanı yöntemleri gözlemlenen flüoresansa göre otoflüoresans ve fotodinamik tanı 

(FDT) olmak üzere ikiye ayrılmaktadır. Bu flüoresans tanı yöntemler; onkoloji, dermatoloji, 

göğüs hastalıkları, jinekoloji, gastroenteroloji gibi geniş alanlarda kullanılmaya başlanmıştır 

(Koizumi ve ark,2016). Bu yöntemler hücrelerin kanserli olup olmadığını ve kanserli 

hücrelerin bulunduğu yerleşimleri belirlemek için kullanılmaktadır. Fotodinamik tanıda 

özellikle kanser dokusunda birikme özelliği bulunan ve özel bir dalga boyuna maruz 

bırkıldığında flüoresans ışık yayan fotosensitif ajanlar deneklere uygulanmaktadır. Takiben 

şüpheli kanser dokuları fotosensitif ajanın özelliklerine bağlı olarak mavi ışığa maruz 

bırakılmaktadır. Sonuçta kanserli dokuda sınırları belirgin kırmızı flüoresans emisyonu 

oluşturmaktadır. Böylece kanserin normal dokudan net bir biçimde ayırt edilmesini 

sağlanmaktadır. (Jichlinski ve Jacqmin, 2008).  



2 
 

Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi (FDA) tarafından onay almış fotodinamik tanı ajanları 

5-aminolüvonelik asit (5-ALA) ve 5-aminolüvonelik asit ’in ester türevi olan 

hexaaminolüvenilik asit (HAL) başta ürolojik kanserler olmak üzere birçok kanser tanısında 

kullanılmaya başlanmıştır. Bu ajanların dışında da birçok fotosensitif ajan deneysel olarak 

fotodinamik tanıda kullanılmaktadır (Yagi ve ark, 2017; Demay ve ark, 2018).  

Bu çalışmanın amacı; in vitro olarak kolon (HCT116) ve mide (AGS ve MKN28) 

kanser hücre hatlarını 5-ALA ile uyarmak, hücrelerde birikmiş olan protoporfirin IX’un 

oluşturduğu flüoresansı teşhis ederek kolon ve mide kanseri hücre hatlarındaki ayrıt edici 

flüoresansı göstermektir. Bununla birlikte flüoresansın belirlenen kanser hücre hatlarında 

flüoresans yoğunluk analizi, hücre göçü ve hareketliliği analizi ve erken hücre ölümü analizi 

yapılması da amaçlanmıştır.  
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2.GENEL BİLGİLER 

 

 
2.1.Kanser 

 
Kanser, kontrolsüz hücre büyümesi ve anormal hücre yapılarının kontrolsüz olarak 

organizmaya yayılması ile kendini gösteren bir hastalıktır. Genetik faktörler ve/veya çevresel 

faktörler kanseri tetiklemekte ve kanser her yaş aralığında görülmektedir (Boyle ve Langman, 

2000).   

Kanser ülkemizde ve dünyada sebebi bilinen ölümler sıralamasında kardiyovasküler 

hastalıklardan sonra en sık gözlenen ikinci ölüm nedenidir. Dünyada 2008 yılındaki kanser 

raporlarına göre toplam 7,6 milyon insan kanser nedeniyle hayatı kaybetmiştir (Jemal ve ark, 

2011). Kanser seyri günümüzdeki gibi devam ederse 2030 yılına gelindiğinde, yıllık 22 

milyon yeni kanser vakasının ortaya çıkması beklenmektedir. Günümüzde dünya genelinde 

her yıl yaklaşık 7,6 milyon kişi kanserden kaybedilmektedir.  

 

 

 

 

Şekil 1. Türkiye’de 2010 yılında en sık görülen ilk 10 kanserin yaşa standardize edilmiş 

hızlarının dağılımı (A) Erkeklerde (B) Kadınlarda  (Dünya standart Nüfusu, 100000 Kişide) 

(T.C. Sağlık Bakanlığı, 2014) 

 



4 
 

Türkiye Cumhuriyeti Sağlık Bakanlığı (2014) tarafından yayınlanan kanser verilerine 

göre ülkemizdeki kanser insidansları değerleri göz önüne alındığında her iki cinsiyette 

kolorektal kanserleri üçüncü ve mide kanserleri ise beşinci sırada yer almaktadır (Şekil 1). 

 

 

2.2.Kanser Hücrelerinin Özellikleri 

 

Kanser hücreleri ortamda büyüme faktörüne gerek duymadan büyümeyi ve bölünmeyi 

devam ettirmektedirler. Kanser hücreleri gerekli olan büyüme faktörlerini kendileri 

yapmaktadır veya bu hücrelerde hücre döngüsü kontrol sisteminde anormalliklere 

görülmektedir. Kanser hücreleri yıprandıkları veya hasara uğradıklarında kendilerini yok 

etmemektedir. Bir kanser hücresinin normal hücreden farkı daha az sitoplazmasının olması, 

birden çok çekirdek içermesi, çoklu ve büyük çekirdekçiğinin bulunması ve kaba taneli 

kromatin içermesi olarak belirtilmektedir (Campbell ve ark, 2017). Bir kanser hücresinin 

zamanla çoğalarak bir toplu iğne başının büyüklüğüne ulaşması için geçen süre yaklaşık 10 

yıldır (Şekil 2) (Friberg ve Mattson, 1997). Kanser hücresi genetik bir mutasyonla normal 

hücreden farklılaştıktan sonra hiperplaziye uğramaktadır. Hiperplazi aşamasında kanser ile 

normal hücre benzer fenotipte olmasına karşın kanser hücresi daha hızlı çoğalmaktadır. Takip 

eden displazi evresinde kanser hücrelerinin şeklinde ve oryantasyonunda anormallikler 

oluşmaktadır. Daha sonraki in situ kanser evresinde hücreleri lokal olarak yerleşmişken 

invaziv kanser evresinde kan damarları ile yayılmaya başlamaktadır ve yakın ile uzak 

metastazlar oluşmaktadır. (Campbell ve ark, 2017). 

 

 
 

Şekil 2.Kanser hücresinin boyutundaki değişimler (Friberg ve Mattson, 1997 
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2.3.Kanserin Moleküler Biyolojisi 

 

Bir kanser hücresinde, hücre döngüsünü etkileyen genetik değişiklikler meydana 

gelmektedir. Hücre çekirdeğindeki DNA’da bulunan bazı genler hücrenin büyümesini, 

bölünebilmesini yani hücre döngüsünü düzenlemektedir. Eğer bu genlerde mutasyon meydana 

gelirse ise hücre döngüsünde aksaklıklar ya da anormallikler meydana çıkmaktadır. 

Mutasyonlar genetik ve/veya çevresel faktörler sebebiyle meydana gelebilmektedir (Campbell 

ve ark, 2017). Proto-onkogenlerin ve tümör baskılayıcı genler normal hücrelerde hücre 

bölünmesini ve büyümesini kontrol etmektedirler. Fakat bazı durumlarda proto-onkogenler 

aşırı derecede hücre çoğalmasını tetikleyerek normal hücreyi kanser hücresine 

dönüştürebilmektedir. Aynı şekilde tümör baskılayıcı gen normal hücrede anormal hücre 

büyümesini engelleyen bir protein sağlamaktadır. Eğer bu proteinin mutasyona uğraması 

meydana gelir ise normal hücre tümörlü hücreye dönüşebilmektedir Bu mutasyonlardan 

bazıları kalıtsal olabilir ve bu nedenle bazı kanser tiplerinin gelişmesinde yatkınlıklar 

meydana gelebilir (Campbell ve ark, 2017). Tümör hücreleri bu proto-onkogenleri ve tümör 

baskılayıcı genleri etkileyen değişmeleri saklar ve savunma hücrelerinin bu anormalliklerini 

fark ederek kendilerini yok etmelerini önler. 

 
 

 2.4.Mide kanseri 
 

Mide kaburgaların altında karnın üst bölgesinde yer alan içi boş büyük bir organdır. Mide 

kanserinde sadece kontrol edilemeyen hücre büyümesi değil aynı zamanda kontrolsüz hücre 

göçü yani metastazlar da sıklıkla görülmektedir (Boyle ve Langman 2000; Clark ve 

Vignjevic,2015). Mide kanseri çok hızlı bir şekilde yayılan bir kanser türü olup çevredeki 

organlara ve lenf bezlerine hızlı bir şekilde yayılır. Mide kanseri dünya üzerinde en sık 

görülen ve ölüm oranı en yüksek olan kanser türleri arasında bulunmaktadır (Herszényi, 

2010). Mide kanseri ölüm oranı bakımından dünya üzerinde üçüncü ve görülme sıklığı 

bakımından beşinci. sırada yer almaktadır (Jemal ve ark, 2011). Mide kanseri genellikle geç 

evrede teşhis edilmektedir (Boyle ve Langman, 2000).  
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2.4.1. Mide Kanserinin Patolojisi 

 

Mide kanserinde yaklaşık olarak %90-95 oranında adenokarsinom (kötü huylu tümör) 

tipi rastlanmaktadır. Ayrıca %4 oranında lenfoma ve %2 mezankimal tümörleri görülmektedir 

(Robbins, 2018). Mide kanserinin tedavisi ve tanı açısından sınıflandırması, invazyon 

derinliğine göre yapılmaktadır. Erken mide kanseri sadece mide duvarında mukoza ve 

submukozada sınırlı kaldığı durumdur. Şekil 3’de erken ve geç evredeki mide kanseri 

görülebilmektedir. 

 

Şekil 3. Erken ve ileri seviye mide kanseri (Kapan, 2001). 

 

 

2.5.Kolon Kanseri 

 

Kolon kanseri dünyada görülme sıklığı bakımından üçüncü. ve ölüm sıklığı tarafından 

ise dördüncü sırada bulunmaktadır (Zora, 2012). Kolorektal kanserin yaklaşık %70’i kolon 

kanseri ve yaklaşık %30’nu ise rektum kanseri oluşturur. Klinikte proksimal ve distal 

kolorektal kanserin etkileri diğer tiplere göre daha fazladır (Wu,2006). Kolon kanseri her yaş 

aralığında görülebilmesine rağmen en sık 50 yaşından sonra gözlenmektedir ve kadın ile 

erkek arasında görüme sıklığı açısından pek bir fark bulunmamaktadır. Kolon kanser hücreleri 

öncelikle en yakınındaki lenf bezlerine yayılmaktadır ve takiben vücuttaki diğer bezlere ve 

organlara da yayılma gösterebilmektedirler (Campbell ve ark, 2017). 
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2.5.1.Kolon kanserinin Patolojisi 

 

Kolon ve rektum kanserlerinin yaklaşık %95’i adenokarsinom (kötü huylu tümör) 

şeklindedir. Mikroskobik incelemede tümörden tümöre değişebilen oranlarda olmak üzere bez 

yapıları oluşturdukları ve müsin salgısı oluşturabilmektedirler. Yassı epitel hücreleri kanserler 

kolonda nadiren oluşmaktadırlar. Kolon kanserleri kolon duvarı içinde büyüyerek bağırsak 

duvarını geçmektedirler. Duvarı geçen kanser hücreleri lenf bezlerine, bağırsak 

komşuluğunda bulunan organlara ve dolaşımla uzak organlara yayılabilirler (Campbell ve ark, 

2017). 

 

 

2.6 Elektromanyetik Dalgalar 

 

Elektromanyetik (EM) dalgalar elektrik yüklü parçacıkların titreşimi ile oluşurlar. Bu 

titreşim sonucu oluşan dalganın hem elektrik alan hem de manyetik alan bileşeni 

bulunmaktadır. EM dalga yönü ve hız vektörü hem manyetik alan hem de elektrik alan 

bileşenine diktir. EM dalga hem elektrik hem de manyetik alan özellikleri taşımaktadır. 

Yayılması için herhangi bir destek ortama ihtiyaç duymayan EM dalgalar, uzayda (boşlukta) 

ışık hızı (c= 3x10
8
 m/s) ile seyahat ederler. Oluşan EM dalga enerjisi bir madde ile etkileşime 

geçene kadar ışık hızı ile seyahat eder. Sonuçta enine dalga olan EM dalgalar bir yerden bir 

yere enerji taşırlar (Şekil 4) (Bilgin ve Bozkurt-Girit, 2017). 

Bir fotonun enerjisi Planck sabiti (h= 6.626x10
-34

 Js) ile frekansın  (f, saniyedeki 

titreşim sayısı, 1/s) çarpımıyla hesaplanmaktadır. Burada EM dalganın yayılma hızının 

(c=3x10
8
 m/s)  dalga boyuna (, m) bölünmesiyle EM dalganın frekansı hesaplanmaktadır. 

E= h f = h c/   (J) 
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Şekil. 4 EM dalganın şekli, (Grossweiner, 2005) 

 

EM doku içinde ya soğurucu bir ajan tarafından soğurulur, ya da saçılıma uğrar. 

Birçok saçılım sonucu ortamdan geçebilmektedir (transmisyon) ya da geriye doğru saçılım 

sonucu difüz yansımaya uğramaktadır. Dokuya ışık geldiğinde, gelme açısına eşit oranda 

doku yüzeyinden yansımaya uğramaktadır (Şekil 5) (Grossweiner, 2005). 

 

 

 

Şekil 5. (A) Işığın doku içindeki kaderi. 1) Spekular yansımayı takiben doku içine giren ışığın 

iki saçılmadan sonra soğrulması, 2) Birçok saçılmadan sonra ışığın dokudan geçmesi 

(transmisyon), 3) Işığın ön yüzeyden içeri doğru yansıması, 4) Birçok saçılımdan sonra oluşan 

difüz yansıma.  (Grossweiner, 2005). 
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2.7. Jablonski diyagramı 

 

Elektromanyetik dalgaların etki mekanizmaları, frekanslarına göre farklılık 

göstermektedir. EM dalganın frekansı ne kadar büyük ise enerjisi de o kadar fazladır. EM 

dalgalar maddenin atomlarına çarptığında, EM dalganın enerjisi soğrulur.  Görünür ışık ve 

ultraviyole ışınının soğrulma soğurma yeteneği onun yapısındaki atomik çekirdek etrafında 

elektronların yerleşimine bağlıdır. Böylece molekül tarafından bir foton soğurulduğunda bir 

elektron daha yüksek enerji seviyeli yükselmektedir. Bir foton soğurmuş molekül uyarılmış 

durumdadır ve artık kararlı değildir. Uyarılmış molekülde daha yüksek enerjili seviyelere 

taşınmış olan elektronlar, tekrar kararlı olan temel seviyeye dönmeye çalışmaktadır. Bunun 

için titreşimsel hareket yaparak ortama enerjilerini vermektedirler (Şekil 6).  

 

 

 

Şekil 6. Jablonski diyagramı (Grossweiner, 2005) 
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Flüoresans emisyonu uyarılmış atom/molekülün birinci singlet enerji düzeyinin en 

düşük titreşimsel seviyesinden temel enerji düzeyine dönerken ortama salınan ışımaya 

oluşmaktadır (Şekil 6). Flüoresans ışıma daima soğurulan dalga boyundan daha uzun dalga 

boyunda gerçekleşir ve bu nedenle de daha düşük enerjilidir.  Yani Jablonski diyagramında 

bir fotonun soğurulmasını takiben oluşan foto-fiziksel işlemler görülmektedir yani uyarılmış 

durumda bulunan atom/molekülün soğurulan enerjisinin kaderini tanımlanmaktadır (Şekil 6). 

Uyarılmış durumdaki atom/moleküller enerjilerini ortama ısı enerjisi olarak vermek suretiyle, 

flüoresans veya fosforesans emisyonu ile ya da biyokimyasal reaksiyona katılmak suretiyle 

temel enerji durumuna dönebilmektedirler (Bilgin ve Bozkurt-Girit, 2017). 

 

2.8 Flüoresans 

 

Bir cismin foton soğurmasını takiben daha uzun bir dalga boyunda diğer bir foton 

yayılmasını tetiklemesiyle gerçekleşen ışıma olayına flüoresans denir (Şekil 7). 

  

Şekil 7. Flüoresans görüntülemenin geometrik ve temel prensipleri 

 

Ortama flüoresans emisyonu yapan ajanlara flüorofor denilmektedir. Bir flüoroforun 

yaşam süresi, uyarılma ve temel duruma dönme arasındaki ortalama zamandır (yaklaşık 10 ns 

dir). Salınan enerjinin dalga boyu ve miktarı flüorofora ve onun kimyasal çevresine bağlıdır. 

Flüoresans moleküllerin uyarılma bölgesinde büyük moleküler soğrulma sabiti, yüksek 



11 
 

quantum toplamı, en uygun uyarılma dalga boyu, foto kararlılık, uyarılma-durum ömrünü 

içerir. Flüoresans görüntüleme; eksitasyon ve emisyon ışığı saçılıma bağlı olarak rastgele 

ortamda hareket etmektedir.  

Dokudaki flüoroforaya  sadece küçük bir uyarılma ışığı ulaşır ve kamerada salınan 

ışığın küçük bir kısmını yakalayarak flüoresans görüntüden meydana gelmektedir (Şekil 8, 

A). Burada kullanılacak filtreler ile flüoroforu istenilen dalga boyundaki ışınla uyarılması 

sağlanır ve salınan flüoresans da kamera ile kayıt edilir (Şekil 8, B). 

 

 

                                A                                                                     B  

 

Şekil 8. Flüoresans görüntüleme tekniği A) flüoresans görüntünün oluşumu B) Kullanılan 

filtreler (Bilgin ve Bozkurt-Girit, 2017). 

 

Flüoresans görüntünün şiddetini etkileyen faktörler sırasıyla; uyarma ve emisyon 

dalga boyu, uyarma ışığının şiddeti, flüoroforun kuantum etkinliği (= salınan foton 

sayısı/soğrulan foton sayısı), flüoroforun satürasyonu, rezonans enerji transfer ortağı 
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(flüoresan=FRET; soğrulma=Sönümleme), ortamdaki oksitleyici ajanların indirgeyici ajanlara 

oranı olarak belirtilmektedir (Bilgin ve Bozkurt-Girit, 2017). 

 

 

2.8.1.Flüoresans Tanı 

 

Flüoresans tanı, kanser öncesi ve kanser dokuların görüntüleme için hızlı ve invaziv 

olmayan bir yöntemdir. Bu yöntem onkoloji, dermatoloji, göğüs hastalıkları, jinekoloji, 

üroloji, genel cerrahi, beyin cerrahisi, dâhiliye gibi birçok klinik alanda kullanılmaktadır. Bu 

yöntemde öncelikle beyaz ışık altında şüpheli dokular incelenmektedir ve takiben verilen 

fotosensitif ajanı soğuran dokular veya dokuların doğal flüoresansı incelenmektedir. 

Flüoresans tanı çok hassas ve özgün bir yöntemdir. 

Flüoresans tanı gözlemlenen flüoresansa göre ikiye ayrılmaktadır; otoflüoresans tanı 

yöntemi ve fotodinamik tanı. Bu yöntemler normal ve patolojik dokuların farklı flüoresans 

yansıtma esasına dayanmaktadır. Porfirinler ve 5-ALA gibi fotosensitif ajanların eksojen 

kullanması sonucu dokular ve/veya hücreleri görünür ışığa duyarlı hale getirmektedir. Doku 

yüzeyi fotosensitif ajana uygun dalga boyunda bir ışına maruz bırakıldığı zaman, yoğunluğu 

çok düşük olan ve çıplak gözle görülemeyen doku flüoresansı oluşur ve uygun teknikler 

kullanılarak görülür hale getirilebilir (Bozzini ve ark, 2013). 

 

 

2.8.1.1.Otoflüoresans Tanı Yöntemi 

 

Otoflüoresans aromatik aminoasitler, nükleotitler veya porfirinler gibi endojen 

molekülleri ile oluşturulur. Çok hassas ve özgün olan bu yöntemde beyaz ışık altında 

dokulardaki küçük değişiklikler görülebilmektedir. Beyaz ışık endoskopik işlemlerinde 

tanımlanamayan prekanseröz veya kanser dokuları genellikle normalde yeşil flüoresans veren 

normal dokulara göre kuvvetli kırmızı flüoresans verirler. Bu şekilde kanserli doku ile sağlıklı 

dokular ayırt edilebilmektedir (Laranjo ve ark, 2013).  

Otoflüoresans veren ajanlar vitamin C, NAD(P)H, vitamin D, lignin, klorofil, vitamin 

A, Kollajen ve elastin, flavinler, FMN ve FAD, lipofüskin, riboflavin ve protoporfirin IX 

olarak belirtilmiştir.  Hücre içi otoflüoresans sıklıkla her ikisi de hücresel metabolik indikatör 
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olan indirgenmiş piridin nükleotitleri (NAD(P)H) ve oksitlenmiş flavinlere (FMN, FAD) 

bağlıdır. Mitokondriyal NADH otoflüoresans klinikte hücresel solunum belirteci olarak da 

kullanılmaktadır. Ayrıca NADH/NAD oranının artmasına neden olan hipoksi artmış 

mitokondriyal otoflüoresans tanınabilmektedir (Kolenc ve Quinn, 2018). 

Otoflüoresans da incelenecek doku uygun dalga boyunda uyarılmaktadır; örneğin 

FAD için 450 nm dalga boyunda uyarılmaktadır ve 530 nm dalga boyunda oluşan flüoresans 

emisyonu incelenmektedir. Akciğer dokusunda mavi ışıkla uyardığımızda normal akciğer 

dokusu yeşil otoflüoresans gösterirken, kanserli dokularda azalmış kırmızı otoflüoresans 

gözlenmektedir (Şekil 9). Nümerik analiz sonucunda sayısal renk kodlarından otoflüoresans 

görüntüsü analiz edilmektedir (Kitada ve ark, 2015).  

 

 

Şekil 9. Otoflüoresans görüntüleme prensibi (Kitada ve ark, 2015) 

 

 

2.8.1.2.Fotodinamik Tanı  

 

Işık ile uyarıldıklarında flüoresans ışıması yapan kimyasal bileşiklere flüorofor 

denilmektedir. Porfirinler, klorinler, fitalosiyaninler gibi fotosensitif ajanlar veya 5-ALA gibi 

protoporfirin IX ön maddesi tümörlerde seçici olarak biriken flüoroforlardır ve eksojen 

flüoresans tanıda kullanılmaktadırlar. Bu yöntemin en önemli avantajı otoflüoresans 

yöntemine göre kanserli dokulardan daha kuvvetli flüoresans sinyali alınmasıdır. Bir diğer 

önemli avantajı ise kullanılacak eksojen flüoroforun uyarılma ve emisyon spektrumları çok iyi 

bilinmektedir. Bu nedenlerden dolayı fotodinamik tanıda çözülmesi gereken problemler 
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sadece hastalarda uygulanan flüorofora bağlı görülebilecek bazı yan etkiler, flüoroforun 

uygulama yöntemi ve ilgilenen dokuda seçici olarak flüoroforun yerleşimine ait olmaktadır 

(Sieron ve ark, 2013).  Ntziachristos ve ark (2005) fotodinamik tanıda tek bir noktadan gelen 

flüoresans verilerinden yapılan nokta ölçümleri yerine lezyon sınırındaki birçok noktadan 

alınan flüoresans sinyalinin analizi ile elde edilen patolojik lezyonun flüoresans haritası elde 

edilebildiğini belirtmişlerdir.  

Hücre içine alınan bir ışığa duyarlı fotosensitif ajan verildiğinde, hücrenin mitokondri 

organelinde ajanın birikimi 90-120 dakika süre almaktadır. Ajan protoporfirin IX’a dönüşür. 

Bu pigment daha sonra bir tümörlü hücrede mavi uyarılma ışığı altında kırmızı flüoresans 

yayar. Bununla birlikte, bu durumda, mavi arka plana karşı kırmızı floresansın iyi bir kontrast 

elde edilemediğinden bu flüoresansı vurgulamak için, özel olarak PDD için tasarlanmış sarı 

bir filtre kullanılmaktadır (Şekil 10). 

  

Şekil 10. Fotodinamik Tanı Yöntemi 

 

 

2.9. Fotosensitif Ajanlar 

 

Bir kanser tedavi yöntemi olan fotodinamik tanıda birçok fotosensitif ajan 

kullanılmaktadır. Bu fotosensitif ajanlar; porfirin olan fotosensitif ajanlar ile porfirin olmayan 

fotosensitif ajan olmak üzere 2 farklı grupta özetlenebilir (Şekil 11). Bu fotodinamik tedavi 

ajanlarından bazıları günümüzde fotodinamik tanıda da kullanılmaya başlanmıştır. 

Günümüzde en yaygın kullanılan fotodinamik tanı ajanı, FDA onay almış olan protoporfirin 

IX ön maddesi olan 5-ALA ve ALA’nın ester türevi olan hexaaminolüvenilik asittir. Her iki 



15 
 

ajanda hücrelerde metabolize olması sonucu hem sentezi sürecinde protoporfirin IX 

oluşmaktadır. 

 

 

 

 

Şekil 11. Fotosensitif Ajan Grupları (Başoğlu H, 2014)  

 

 

5-ALA ile uyarılmış PpIX’ un birikimi ayrıca Fe
+2

 ‘nın miktarına ve kullanılabilirlik 

durumuna bağlıdır çünkü hücrede protoporfirin hem içinde dönüşümü gerçekleşmektedir. 

Tedavi edilebilir olan hücre içinde, doğru fotosensitif ajan konsantrasyonu hücre 

membrandaki fotosensitif moleküllerin taşınmasına bağlıdır. 

PpIX hemoglobin, sitokromlar ve diğer hemoproteinler ile ilişkili dört pirol halkası ile 

merkezinde demir, magnezyum gibi bir metal iyonu içeren organik bir bileşiktir. Fotodinamik 

tanı ve tedavide ilaç olarak kullanılan bu bileşik fizyolojik ortamlarda da bulunmaktadır. PpIX 

suda çözünürlüğünün az olması ve agregasyon özelliği nedeniyle çalışmalarda doğrudan 

deneklere uygulanamamaktadır (Rossi ve ark, 2008).  
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2.9.1. 5-Aminolevulinik Asit (5-ALA) 

 

5-aminolevulinik asit (5-ALA), çeşitli epitel ve kanserli dokulardaki flüoresans 

porfirinlerin, özellikle protoporfirinin sentezini ve birikimini indükleyen aminoasit glisin ve 

süksinil-CoA'dan sentezlenen hemoglobin‘in doğal bir biyokimyasal öncüsüdür (Regula ve 

ark, 1996). 5-ALA özellikli olarak hücre içine alınır ve hızlı bir şekilde PpIX’ın biyosentezi 

için kullanılır (Şekil 12) ve 5-ALA, uygulamadan 24 saat gibi kısa bir süre sonra etkisini 

kaybetmektedir (Brunner ve ark, 2003).  

  

 

Şekil 12. 5-ALA’nın hücre içi mekanizması (Yang ve ark, 2015)  
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Şekil 13. 5-ALA’nın stratejisi (Yang ve ark, 2015) 

 

5-ALA’yı uygulamanın stratejisi, PpIX sentezini arttırmak, PpIX dönüşümünü 

azaltmak ve PpIX çıkışını inhibe etmektir. Bu olayları sonucunda ise ortamda PpIX miktarını 

arttırılmış olur (Şekil 13). Hücre içinde çok fazla ve çok özel bir protoporfirin birikimi 

meydana gelmektedir. Şekil 8’de görüleceği üzere 5-aminolevulinik asit (5-ALA) hücrede 

mitokondri organelinin içine girer ve hücre sitoplazmasında 5-ALA porfobilinojene dönüşür. 

Porfobilinojen, porfobilinojen enzimi aracılığı ile üroporfobilinojene dönüşür ve 

üroporfobilinojen, ko-porfobilinojene dönüşerek hücrede mitokondri organeline girer ve 

burada PpIX’e dönüşür. Demir katalizi ile protoporfirin heme dönüşerek hemoglobine katılır. 

Protoporfirin mavi ışık ile uyarıldığında kırmızı flüoresans yaymaktadır (Sadako ve ark, 

2016). Hücreye 5-aminolevulinik asit uygulamasından 3 saat sonra protoporfirin hücrenin 

mitokondri organelinde birikmeye başlamaktadır (Stummer ve ark,1998). Protoporfirin 

uyarımı ve meydana gelen flüoresansı görebilmek için 375-440 nm arasında bir ışık kaynağı 

ve yayılan ışık için 440 nm uzun geçişli filtreler içeren flüoresans-ışık mikroskobu 

kullanılmaktadır. Bunu takiben PpIX ait flüoresans tepe değerleri 635 nm ve 705 nm olarak 

gözlenmektedir (Valentine ve ark, 2013) (Şekil 14). 
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Şekil 14. PpIX’ın absorbans ve flüoresans yoğunlukları (Valentine ve ark, 2013) 

 

Protoporfirin ile gerçekleştirilen fotodinamik tanı ve tedavi, birçok kanser çeşidi için 

alternatif bir tedavi yöntemidir (Stylli ve ark,2005).  Günümüzde bu yöntem; meme kanseri, 

ovariyum kanseri, akciğer kanseri, mide kanseri, kolon kanseri, prostat kanseri gibi kanser 

çeşitlerinin tanısında ve tedavisinde kullanılmaya başlanmıştır (Jichlinski ve Jacqmin, 2008).  

 

 

2.9.2. Hexaaminolüvenilik asit (HAL) 

 

HAL’ın lokal biyo-uyumluluk, daha iyi stabilize olma, flüoresans yoğunluğunu 

arttırabilme ve daha homojen PpIX tutulumu ve dağılımı sağlama gibi özelliklerinin 5-

ALA’den daha iyi olduğu bildirilmektedir. 
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2.10.Fotodinamik Tanıda Işık Kaynakları 

 

Kullanılacak olan ışık kaynağının seçiminde 2 önemli faktör bulunmaktadır. İlki 

seçilen ışık kaynağı tedavi edilecek olan tabakaya ulaşmalıdır. İkincisi ise dalga boyunun 

PpIX’ın maksimum emilim spektrumuna göre seçilmelidir. Genel olarak bilinen, ışığın cilde 

nüfuz etmesi dalga boyuyla doğru orantılıdır. Örneğin, mavi ışık emilimi en yüzeysel, kırmızı 

ve kızılötesi derinliklerine nüfuz eder. PpIX’ın emilim eğrisinde maksimum değeri 405 

nm’dir ve bu dalga boyunun ışık kaynağındaki karşılığı mavi ışık kaynağıdır (şekil 15). Bu 

dalga boyu PpIX’ı uyarmasına rağmen cilt içinde sadece minimal olarak nüfuz etmesi bunun 

en büyük dezavantajlarından biri olmaktadır. Diğer emilim pikleri olarak 510, 545, 580, 630 

nm olarak bulunabilmektedir (Taub, 2004).  

 

 

Şekil 15.Mavi ışık kaynağının spektrumu (Taub, 2004). 

 

 

2.11.Fotodinamik Tanı Klinikte Kullanımı 

 

Klinikte fotodinamik tanı 5 farklı amaçla kullanılmaktadır (Sieron ve ark, 2013): (1) 

Prekanseröz değişimleri erken dönemde tanıyarak kansere dönüşmesini önlemek; (2) Kanserli 

dokuları cerrahi olarak uzaklaştırmak için erken dönemde tanımak; (3) Nükseden kanserli 

dokuları tanımak ve kanser yayılmasını kontrol etmek; (4) Uygulanan kanser tedavisinin 

etkinliğini izlemek; (5) Kanser olasılığını dışlamak  

y
o

ğ
u

n
lu

k
 %

 

Dalga boyu 
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Fotodinamik tanı klinikte birçok kanser tanısında kullanılmaktadır. Bunlar arasında 

bazal hücreli kanser, mesane kanseri, beyin kanserleri, servikal kanserler ve diğer kadın 

kanserleri, ve özefagus kanseri sayılabilir. 

Bazal hücreli kanser: Yüzeysel bazal hücre kanserlerinin tanısında ve takibinde 

kullanılmaktadır. Fotodinamik tedavi öncesi bazal hücreli kanserler fotodinamik tanı yöntemi 

kullanarak işaretlenmektedir ve takiben tedavi edilmektedirler. Özellikle bazal hücre nevus 

sendromu tanısı almış olan hastaların derilerinde çok sayıdaki bazal hücreli kanserler 

bulunmaktadır. Prekanseröz bir hastalık olan aktinik keratöz ile bazal hücre kanserlerinin 

tanısında yüzeysel flüoresansın belirlenmesi tanıda prekanseröz ve kanserli hücrelerin 

belirlenmesinde kullanılmaktadır (Angell-Petersen ve ark, 2006).  

Mesane Kanseri: Ürolojide en sık görülen kanser mesane kanseridir. Tanıda altın standart 

beyaz ışık sistoskopisi olmasına karşın son yıllarda mavi ışık altında kanser hücrelerinin 

kırmızı flüoresans verdikleri fotodinamik tanı yöntemi de yaygın olarak kullanılmaya 

başlanmıştır. Özellikle hem beyaz hem de mavi ışık altında inceleme yapabilen sistoskopi 

sistemlerinin geliştirilmesiyle halen bazı teknik problemlere karşın giderek artan şekilde 

mesane kanserinde fotodinamik tanı kullanılmaktadır (Kutwin ve ark, 2017)  

Beyin Kanseri: Fotodinamik tanı beyin operasyonları sırasında sağlıklı doku ile patolojik 

dokunun ayırımının yapılmasına katkı sağlamaktadır. Ayrıca metastaz yapan beyin 

tümörlerinin tanısında operasyon sırasında 5-ALA ile uyarılmış fotodinamik tedavi umut 

verici olduğu bildirilmiştir (Yagi ve ark, 2017) 

Serviks kanseri ve kadın kanserleri: Servikal intraepitelyal kanserlerde, vulvar epitelyal 

kanserlerde, endometriosis hastalığında, meme ve over kanserlerinde fotodinamik tanının 

kullanılması araştırılmaktadır. Serviks kanserinde fotodinamik tanı yöntemiyle servikal 

yaymanın incelenmesi umut verici sonuçlar vermektedir. (Vaitkuviene ve ark, 2012).   

Özefagus kanseri: Barrett’s özefagus hastalığının özefagus kanseri oluşturma riskine 

bulunmaktadır. Bu nedenle özellikle non-displastik Barrett’s özefagusu low grade displazi 

içeren Barrett’s özefagust hastalığının ayırmada fotodinamik tanı yüksek etkinliği sahiptir. 

Endlicher ve ark (2001) 5-ALA aracılı fotodinamik tanı ile Barrett’s özefagusa ait düşük ve 

yüksek dereceli displazileri ayırt edebilmişlerdir.  
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2.12. İmage J 

 

İmage J, Java tabanlı bir yazılımı olan bir programdır. Bu program ile 3 boyutlu canlı 

hücre veya doku görüntülenebilmektedir. Elde edilen görüntülen üzerinden görüntüler analiz 

edilebilir veya işlenebilmektedir. İmage J’nin 4 farklı özelliği bulunmaktadır. Bunlar,  

görüntülerdeki araştırılmak istenen 2 farklı noktaların arasındaki mesafelerin ölçülmesi, elde 

edilen görüntüler üzere ölçeklendirme yapılabilmekte, görüntü analizi-işleme-kaydetme veya 

yazdırma gibi fonksiyonlar kullanabilmekte, aynı anda birçok görüntüde işlem yapma olanağı 

sağlamaktadır (McCloy ve ark, 2014).   

Elde edilen flüoresans görüntü üzerinde seçimler yapılarak hücrelerdeki veya 

dokulardaki flüoresans yoğunlukları analiz yapılabilmektedir (Şekil 16). Program 

görüntülerden seçilen alanların piksel değerleri üzerinden integrali alınmış yoğunluğu, seçilen 

alanın ortalama gri alan değerini ve seçilen bölgenin alanın sonucunu vermektedir (Şekil 17). 

Elde edilen verilerden CTCF değerleri excel programından hesaplanabilir (Şekil 18). CTCF 

değerleri bize seçilen bölgenin flüoresans yoğunluğunu vermektedir. CTCF değer 

hesaplaması: 

CTCF = integrali alınmış yoğunluk – (Seçilen hücrenin ortalama alanı  x Hücre olmayan 

bölgenin alanı) 

 

 

Şekil 16. İmage J de seçilen bölgeler (İmage J, 2011) 
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Şekil 17. İmage j sonuç kutucuğu  (İmage J, 2011) 

 

 

 

Şekil 18. CTCF değerlerinin hesaplanması (İmage J, 2011) 

 

 

2.13. Matlab 

 

MATLAB programı, matematiksel hesaplamaların çözümü ve analizi için geliştirilmiş 

bir C tabanlı yazılım aracıdır. Birçok alanda kullanılabilmektedir. Özellikle mühendislik 

alanındaki sistemlerin analizinde kullanılan program ile veri elde etme, veri analizi inceleme, 

görsellik ve görüntü işleme, algoritma prototipi oluşturma ve geliştirme, modelleme ve 

simülasyon, programlama ve uygulama geliştirme gibi işlemler yapılabilmektedir. MATLAB 
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GUI geliştirme aracını kullanarak formlar veya butonlar gibi nesnelerden oluşan bir arayüz, 

görsel yazılımlar oluşturulabilmektedir. MATLAB görüntü işleme yapmak için sobel, hole 

filling, dilatation, imfill, imopen, imclose, imerode gibi birçok matematiksel fonksiyonlar 

içermektedir. Tüm matematiksel fonksiyonlara matlabworks’ün internet adresinden 

ulaşılabilir.  
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3.GEREÇ ve YÖNTEM 

 

 

3.1. Gereç 

 

Çalışmamızda fotosensitif ajan olarak kullanılan 5-Aminolevünelik Asit (5-ALA) ve 

5-ALA ile fotodinamik tanı uygulanan hücrelerin canlılığı tespit etmek için kullanılan, 3- 

[4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difenil tetrazolyum bromid (MTT) ticari yollardan Sigma-Aldrich 

firmasından temin edilmiştir. CellEvent caspase-3/7 yeşil ReadyProbes reaktifi, erken apoptoz 

analizinde kullanılmış ve Thermo Fisher Scientific firması tarafından tahsis edilmiştir  

 

 Kolon kanseri 

hücre hattı 

Mide kanseri hücre  

Hatları 

 HCT-116
*
 AGS

*
 MKN28

** 

Hastanın yaşı 48 54 70 

Hastanın cinsiyeti Erkek Kadın Erkek 

Hastanın ırkı Kafkasyalı Kafkasyalı Asyalı 

İkiye katlanma 

Süresi (saat)  

21  20 21 

Morfoloji Epitel Epitel Epitel 

Kültür Özelliği Yapışkan Yapışkan Yapışkan 

Organ Kolon Mide Mide 

Hastalık Kolon kanseri Mide kanseri Mide kanseri 

Evre Dukes’D - - 

Elde edilmesi Primer tümor Primer tümor Lenf nodülleri 

Farklılaşması Zayıf Güçlü Güçlü 

*
 – bilgiler ATCC’den alındı. 

      

Şekil 19. Kolon ve mide kanser hücre hatlarının karakteristik özellikleri 

 

Yapılan çalışma da, kolon kanser hattı (HCT116), mide kanser hattı (MKN-28, AGS) 

kullanılmıştır. Kullanılan kanser hücre hatları Litvanya Sağlık Bilimleri Üniversitesi Sinir 

Bilimleri Enstitüsü Biyofizik ve Biyoinformatik Laboratuvarından temin edilmiştir. 

Hücrelerin karakteristik özellikleri Şekil 19 da gösterilmiştir. Kanser hücre hatlarının beyaz 

ışık altındaki mikroskop görüntüleri Resim 1’de görülebilmektedir 
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AGS hücre hattı        HCT116 hücre hattı         MKN28 hücre hattı 

 

Resim 1. Mide ve Kolon hücre hatlarının beyaz ışık altındaki görüntüleri (x10) 

 

 

3.2. Yöntem 

 

 

3.2.1. Hücre Hatlarının Ekimi ve Çoğaltılması 

 

Hücreler RPMI 1640 da çoğaltılmıştır. Bu ortam +4
0
C’de saklanmıştır. Ortam 

kullanılmadan yarım saat önce 37’
0
C’deki su banyosuna alınmış ve daha sonra üzerine %10 

oranına karşılık gelecek miktarda yani 50 ml Fetal Bovine Serum (FBS) eklenerek, toplam hacim 

550 ml’ye tamamlanmıştır. Ortam içerisine %1 Glutamin (5,5 ml) ve kontaminasyonu önlemek 

amacıyla %1 Streptomisin-Penisilin (5,5 ml) antibiyotik karışımı eklenmiştir. Dondurulmuş olarak 

-80
0
C’de bulunan kanser hücre hatları (MKN-28, AGS, HCT-116), çalışmada kullanılmak üzere 

37
0
C’lik su banyosunda 1-2 dakikada yavaşça çalkalanarak hücrelerin çözünmesi sağlanmıştır. 

Tüp içeriği 15 ml’lik bir falkon tüpüne aktarılıp üzerine 4 ml ılık su banyosunda ısıtılmış kültür 

ortamı ilave edilmiştir ve 800 rpm’de oda sıcaklığında 5 dk santrifüjlenmiştir. Süpernatant 

uzaklaştırılıp pellet yeni ılık kültür ortamında resüspanse edilip hücreler kültür 25 ve/veya 75 

cm2’lik kültür kabına aktarılmıştır. Bu hücreler 37
0
C’de %5 CO2 ve %96 nem içeren atmosferde 

çoğaltılmıştır. Kültür kabına hücreler 2. Pasajlamadan sonra hücre dizini 1 ml’de 200.000 (1 x 

10
5
) hücre olacak şekilde 5 farklı 6 kuyucuklu kültür kabına aktarılıp çoğaltılmıştır (Şekil 20). 
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Şekil 20.Hücrelerin kültür kabına ekilmesi 

 

 

3.2.2. Hücre sayımı 

 

Platelerde bulunan hücrelerin üzerindeki besi yerleri ortamdan uzaklaştırılmıştır. Her bir 

plate 2 ml tripsin-EDTA solüsyonu eklenerek hücreler 4 dakika 37˚C’de bekletildi. Daha sonra, 

platelerin içindeki içerikler 15 ml’lik falkon tüplerine aktarılmıştır. Üzerlerine 1 ml %10’luk PBS 

eklenerek tripsinin etkisi nötralize edilmiştir. Hücre süspansiyonları 800 rpm’de, 4 dakika 

santrifüjlenerek süpernatant atılarak her bir falkon tüpüne 1 ml besi yeri eklenmiştir. Hücreler 

tekrar süspanse edilmiştir. Her bir uygulama grubunda sayımlar 24, 48 ve 72 saatlik sürelerde 

Thoma lamı ile gerçekleştirmiştir. 

 

 

3.2.3. 5-ALA stok solüsyonun hazırlanışı 

 

Öncelikle ajandan 2 ml’lik bir ependorfa 100 mM’lık stok çözelti hazırlanmıştır. 

Hazırlanan stok çözelti -20 derecede saklanmıştır. Stok solüsyon 5 gün içinde kullanılmıştır. 

 

 

3.2.4. İn vitro Fotodinamik Tanı deneyi 

 

Hazırlanmış olan 5-ALA stok solüsyonundan konsantrasyonu 0-300 μM (0,100; 200; 

300 μM) olacak şekilde seyreltmeler yapılarak 3 farklı solüsyon karanlık bir ortamda 50 

ml’lik falkonlara hazırlanmıştır. Hazırlanan solüsyon falkonları ışık ile doğrudan temas 

etmemesi için alüminyum folyo ile kaplanmıştır. Kolon (HCT-116) ve mide (MKN-28 ve 

AGS) kanser hücre hatları çoğaltıldıktan sonra 5-ALA hücre kültürüne eklenmiştir. Daha 

sonra kültür kapları alüminyum folyo ile sarılıp 0, 1, 2, 3 ve 5 saat olmak üzere 37
o
C’de 



27 
 

karanlıkta inkübe edilmiştir (Şekil 21). İnkübe edilen hücre grupları flüoresans 

mikroskobunda incelenmiştir. 

 

  

Şekil 21. 5-ALA ile 0-1-2-3-5 saat inkübe edilen kültür kaplarının deney düzeneği 

 

 

3.2.5.Hücre Görüntüleme 

Hücrelerin faz kontrastlı görüntüleri 1392x1040 piksel çözünürlükte Q IMAGING 

EXI aqua kamerasıyla donatılmış ve OLYMPUS IX71 ışık mikroskopu kullanılarak alınmıştır 

(Resim 2).  

 

 

Resim 2: OLYMPUS IX71 ışık mikroskobu 
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Görüntüler DAPI filtresi kullanılarak elde edilmiştir. Her pikselin 0,6 μm x 0,6 μm 

gerçek alanı temsil ettiği için x10 büyütme oranı kullanılmıştır. 5-ALA ile indüklenen hücre 

flüoresanının değerlendirilmesi için görüntüler rasgele seçilen alanlardan iki kez alındı. İlk 

görüntü, hücrelerin kapladığı alanı tespit etmek için parlak alan görüntüsü için ikinci görüntü 

ise uyarı lambası için 352-402 nm dalga boyu bant geçiren filtre kullanan flüoresans 

görüntüsü ve hücre görüntüleri için 410 nm ‘den daha fazla dalga boyu için düşük geçiş 

görüntüsü içindir. Hücrelerin flüoresan yoğunluğu hücrelerin bulunduğu alanın ortalama 

piksel değerleri ile hücrelerin olmadığı alanın ortalama piksel değerleri arasındaki fark olarak 

hesaplanmıştır. İki alan MATLAB yazılım programı tarafından tespit edilmiştir. 

 

 

3.2.6. Hücre canlılığının Değerlendirilmesi 

 

5-ALA ile fotodinamik tanı uygulamasından 24 saat sonra hücre canlılığı analiz 

edilmiştir. Çözeltiye (5 mg / ml) 20 μl MTT ilave edildikten sonra hücreler, 37 ° C'de 4 saat 

daha inkübe edilmiştir. İnkübe edilmesinin akabinde süpernatantlar ortamdan uzaklaştırılmış 

ve 100 μl olacak şekilde DMSO, formazan kristallerinin ekstraksiyonu için eklenmiştir. 15 

dakika daha hücreler inkübe edildikten sonra hücre canlılığı ölçümleri yapılmıştır. Hücre 

canlılığı oranı, aşağıdaki formüle göre hesaplanmıştır:  

Hücre canlılığı oranı (%) = muamele edilmiş hücrelerin değerleri x100 / kontrol hücrelerinin 

değerleri. 

 

 

3.2.7.Erken Apoptoz analizi  

 

Kaspaz 3/7, efektör kaspaz olarak rol oynamaktadır. Hücrelerdeki erken apoptoz 

sinyal yolağında ekspresi olmaktadırlar. Hücrelerdeki erken apoptoz, 5-ALA uygulamasında 5 

saat inkübe edilen gruba uygulanarak mikroskopta analiz edilmiştir. Kaspaz 3/7 aktivitesi, 

üreticinin talimatlarına göre flüoresans mikroskobu (absorbsiyon / emisyon - 502/530 nm) ile 

belirlenmiştir. 

 

 

3.2.8. Hücre göçü 

 

Hücre göçünün değerlendirilmesi için 50 µl olacak şekilde hücre ve medyum karışımına 

tripsin/EDTA solüsyonu eklenerek 75 cm2 kültür kaplarına aktarılmıştır. 24 ve 48 saat sonra 
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hücreler görüntülenmiştir. Time-lapse mikroskobunda incelenmeden önce örneklerden ölü 

hücreleri ayırmak için medyum ile yıkanmıştır. Kanser hücrelerin hareketleri 2-3 ve 13-14 

pasajlamadan sonra incelenmiştir. 

 

 

3.2.9. Hücrelerin bulunduğu alanları saptamak 

 

Hücrelerin bulunduğu alanları, MathWork tarafından önerilen “modified image 

segmentation” algoritması kullanılarak tespit edilmiştir. Alanları belirlemek, gri tonlamalı 

görüntünün 2-yönlü türevinin hesaplanma fonksiyonu olan "Sobel" ile başlamıştır. Akabinde 

maske olarak kullanılan ikili görüntüyü sağlayan matematiksel morfoloji işlemleri "dilation", 

"hole filling" ve "eroding" fonksiyon işlemleri yapıldı (Şekil 22). 

 

 

                    A                                 B                         C                     D 

 

Şekil 22. Hücrelerin bulunduğu alan tespiti: "Sobel" operatörü kullanılarak hesaplanan, parlak 

alan görüntüsünün (A) iki yönlü türevi (B), "dilation" (C), "hole filling" ve "eroding" 

matematiksel morfoloji işlemleri kullanılarak işlenir. İşlem binary bir görüntü verir (D). Bu 

resimdeki beyaz alanlar hücreler tarafından kapsanan alanı ve siyah alanlar hücrelerin 

bulunmadığı alanları temsil eder. 

 

 

3.2.10. Hücrelerin flüoresans yoğunlukları 

 

Hücrelerin flüoresans yoğunlukları İmage J programında analiz edilmiştir. İmage j 

programından integrali alınmış yoğunluk, seçilen hücrenin ortalama alanı ve hücre olmayan 

bölgenin alan değerleri elde edilmiştir (Şekil 23). Sonrasında CTCF değerleri hesaplanmıştır 
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(Gavet ve Pines, 2010). Tüm hücre hatları için elde edilen CTCF değerleri excel de 

karşılaştırma yapılmıştır  

 

 

Şekil 23. İmage j programında analiz 

 

Aynı zamanda Matlab programda yazılan kod sayesinde hücrelerden elde edilen 

görüntülerin hücre olmayan ve hücre bulunan bölgelerdeki piksel hesaplamaları yapılarak 

karşılaştırılma yapılmıştır. Binary görüntüler, görüntüleri hücrelerin bulunduğu alanlar ve 

olmayan alanlar olmak üzere 2’ye ayırmak için kullanılmıştır. Hücreler tarafından kaplanan 

alanı ve hücrelerin olmayan alanlara ait piksel değerleri Şekil 24'de gösterilmektedir.  

 

 

 

Şekil 24. Sol: Hücrelerin bulunduğu alanlara (gri alan) ve hücrelerin bulunmadığı alanlara ait 

piksel değerlerinin histogramları (açık renkli). Sağ: Görüntü ayırma ilkesi. Flüoresans 

görüntüsünün pikselleri (altta), matematiksel morfoloji işlemleri vasıtasıyla parlak alan 
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görüntüsünden (üstte) elde edilen binary görüntüye (orta) göre hücreler tarafından kaplanan 

alana ve arka plana göre sınıflandırılır. 

 

 

3.2.11. Hücre hareketlerinin değerlendirilmesi 

 

Çalışılan hücrelerin time-lapse hareketlerin görsel olarak incelenmesi ne amoeboide 

benzer göçler ile ne de toplum hücre hareketleriyle saptanabilir. Bu yüzden tekli hücre 

hareketlerini saptamak için MATLAB
 
‘da yazılan bir kod yazılmıştır. Bir dizi gibi 3 saat 

boyunca her 30 saniyede 1 görüntüler alındı. Hücre hareketlerini farklı zamanlar içerisinde 2 

farklı görüntü arasındaki mutlak değerler tarafından tespit edildi. Görüntülere filtre, threshold 

ve matematiksel morfoloji fonksiyonları olan ‘’imopen’’ ve görüntüyü binary yapan ve 

sonucunda hücrenin olduğu yerleri 1, olmayan yerleri 0 yapan ‘’ imerode’’ kullanıldı. Şekil 

25’de yapılan görüntü işlemeler görülmektedir. 

 

 

Şekil 25. Hücre hareketlerinin tespiti: Görüntü A’dan 4 dakika sonra elde edilen Görüntü B. 

A+B olan görüntü 2 ayrı görüntü arasındaki farkları ortaya koyar. 2 ayrı görüntü arasındaki 

mutlak fark olan |A-B|, filtreler ve matematiksel morfoloji fonksiyonları ile hücrelerinin 

hareketi görüldü. 

Bir hücrenin hareketini tespit etmek için 3 saat boyunca görüntüler kaydedilerek 

saklanmıştır. Hücre hareketlerinin tahmini, tüm hücrelerin en az 3 saat boyunca ve aksi yönde 

hareket etmesi halinde bu durum 1’e yakın, eğer bu süre boyunca hiçbir hücre hareket etmez 

ise bu durumda sıfır olabileceği tahmin edilmiştir. Bu tahmin ise bize hücrelerin 
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hareketlerinin sayısını değil en az 1 kez hareket eden hücrelerin yüzdesini hakkında fikir 

vermiştir.  

 

 

3.2.12. İstatistiksel Analiz 

 

Bu yapılan çalışmanın sonucunda elde edilen verilerin değerleri ± standart hata olarak 

ifade edilmiştir. Tüm bulunan bulgulardaki değişimler karşılaştırılmıştır. Karşılaştırılan bu 

değişimlerin anlamlı olup olmadığını açıklayabilmek için istatiksel olarak test edilmiştir. Bu 

değişimler SPSS versiyon 22 ile analiz edilmiştir. Bu kullanılan programda ANOVA 2 yönlü 

analiz (p<0.01) ile tespit edildi. Kanser hücre hatlarının canlılık analizi karşılaştırmalarında 

istatistiksel analiz kullanılmıştır.  
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4.BULGULAR 

 

 

Kolon ve mide kanser hücre hatlarına 3 farklı konsantrasyona 5-ALA ve 5 farklı 

inkübasyona maruz bırakıldı. Bu çalışma için hücreler 4 gruba ayrıldı. Bunlar; hiçbir işlem 

uygulanmayan kontrol grubu, 100 μg/ml 5-ALA uygulanan grup, 200 μg/ml 5-ALA 

uygulanan grup ve 300 μg/ml 5-ALA uygulanan grup. Hazırlanan her hücre kültür kabı 

inkübasyon sürelerine göre 5 farklı gruba ayrıldı. Bunlar; hiç inkübasyona maruz kalmayan 

kontrol grubu, 1 saat inkübe edilen hücre grubu, 2 saat inkübe edilen hücre grubu, 3 saat 

inkübe edilen hücre grubu ve 5 saat inkübe edilen hücre grubudur. 

 

 

4.1.Mikroskop Görüntüleri 

 

Hücre görüntüleri 1392x1040 piksel çözünürlükte Q IMAGING EXI aqua kamerasıyla 

donatılmış OLYMPUS IX71 ışık mikroskopunda DAPI filtresi kullanılarak elde edilmiştir. 

Her hücre hattının görüntüleri elde edilmiş ve saklanmıştır. Resim 3’de AGS hücre hattına 

200 μg/ml 5-ALA uygulamasında 0, 1, 2, 3, 5 saat inkübe edildikten sonraki görüntüleri, 

Resim 4’de HCT116 hücre hattına 200 μg/ml 5-ALA uygulamasında 0, 1, 2, 3, 5 saat inkübe 

edildikten sonraki görüntüleri ve Resim 5’de MKN28 hücre hattına 200 μg/ml 5-ALA 

uygulamasında 0, 1, 2, 3, 5 saat inkübe edildikten sonraki görüntüleri görülmektedir. Hiç 5-

ALA uygulanmayan grupta hiçbir flüoresans yoğunluğu bulunamamıştır. 100 μg/ml 5-ALA 

uygulamasında gözle görülür bir şekilde flüoresans yoğunluğu görülemememiştir.300 μg/ml 

5-ALA uygulamasında ise hücrelerde gereğinden fazla flüoresans yoğunluğu görülmüştür. 5-

ALA uygulamasından 5 saat sonra AGS,MKN28 ve HCT116 hücre hatlarında flüoresans 

yoğunluğu saptanmamıştır. 
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200 μg/ml 5-ALA uygulanmış inkübe 

edilmemiş görüntü 

200 μg/ml 5-ALA uygulanmış  1 saat 

inkübe edilmiş görüntü 

200 μg/ml 5-ALA uygulanmış  2 saat 

inkübe edilmiş görüntü 

 
 

200μg/ml 5-ALA uygulanmış 3 saat 

inkübe edilmiş görüntü 

200 μg/ml 5-ALA uygulanmış  5 saat 

inkübe edilmiş görüntü 

               

  Resim 3. 5-ALA uygulanmış ve mavi ışık altında bakılmış AGS hücre hattının mikroskobik görüntüleri (x10) 
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200 μg/ml  5-ALA uygulanmış inkübe 

edilmemiş görüntü   

200 μg/ml  5-ALA uygulanmış 1 saat 

inkübe edilmiş görüntü 

200μg/ml 5-ALA uygulanmış 2 saat 

inkübe edilmiş görüntü 

  

200 μg/ml  5-ALA uygulanmış 3 saat 

inkübe edilmiş görüntü 

200 μg/ml  5-ALA uygulanmış 5 saat 

inkübe edilmiş görüntü 

Resim 4. 5-ALA uygulanmış ve mavi ışık altında bakılmış HCT116 hücre hattının mikroskobik görüntüleri(x10) 
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200 μg/ml 5-ALA uygulanmış inkübe 

edilmemiş    

200 μg/ml 5-ALA uygulanmış 1 saat 

inkübe edilmiş    

200 μg/ml 5-ALA uygulanmış 2 saat 

inkübe edilmiş    

  

200 μg/ml 5-ALA uygulanmış 3 saat 

inkübe edilmiş    

200 μg/ml 5-ALA uygulanmış 5 saat 

inkübe edilmiş    

Resim 5. 5-ALA uygulanmış ve mavi ışık altında bakılmış MKN28 hücre hattının mikroskobik görüntüleri (x10) 
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4.2. Hücre Hatlarının Hareketlerinin Analizi 

 

Hücre hareketlerinin analizi için MATLAB R2016a yazılım programı kullanılmıştır. 

Çalışılan her hücre hatları farklı yoğunluk ve farklı dağılımlar göstermiştir. Hücrelerin tipik 

dağılımları şekil 26’de görülmektedir. 

  

               AGS                              MKN28                         HCT116 

 

Şekil 26. Farklı pasajlardaki hücre hareketleri: (AGS-sol, MKN-28 orta, HCT-116 sağ) üst 

satırdakiler 3.pasajlanma, alt satırdakiler 13.pasajlanma. Pembe renkliler hareketleri tespit 

edilmiş hücrelerdir. 

 

MKN-28 hücre hattı diğer hücrelere nazaran daha yüksek bir hücre hareketliliği 

göstermiştir. İlginç bir şekilde en çok hücre hareketleri gevşek bir şekilde dağılım göstermiş 

olan hücrelerde görülmüştür (Şekil 13 orta hat). Benzer bir durum aynı zamanda AGS hücre 

hatlarında da gözlemlenmiştir. Sadece HCT-116 hücre hatlarında çok seyrek bir hücre 

hareketi gözlemlenmiştir. 2. veya 3. Pasajlamalarda genel olarak hücrelerin hareket ettiği 

alanlarla hücrelerin bulunduğu alanların oranı MKN-28 hücre hattı için  0.35 (0.005 illa 0.80 

arasında değişebilir.) AGS hücre hatları için 0.29 (0.07 illa 1.26 arasında değişebilir.) HCT-

116 hücre hatları için ise 0.10 (0.008 illa 0.31 arasında değişir.) olduğu görülmüştür. 13. Veya 

14. Pasajlamalarda genel olarak ise hücre hareketlerinde daha az bir azalma görülmüştür. 

MKN-28 hücre hattı için 0.32  (0.01 illa 1.19 arasında değişir). AGS hücre hatları için 0.14 

(0.01 illa 0.78 arasında değişir) ve HCT-116 hücre hattı için ise 0.01 (0.01 illa 0.05 arasında 

değişir) olduğu tespit edilmiştir (Tablo 1). 
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Tablo 1. Kanser hücrelerin hareket ettiği alanlarla hücrelerin bulunduğu alanların oranları 

 

Hücre Pasajlama sayısı/ Hücre 

hatları 

AGS MKN28 HCT116 

3. Pasajlama 0.29 0.35 0.10 

13.pasajlama 0.14 0.32 0.01 

 

 

4.3.Hücre Canlılığı Analizleri 

 

5-ALA uygulaması, kanser hücre hatlarında farklı şekilde hücre canlılığına etki 

etmiştir. HCT-116 ve MKN-28 hücre hatları karşılaştırıldığı zaman AGS hücre hattında 

canlılığın büyük ölçüde düştüğünü gözlemlenmiştir. Elde edilen değerler Şekil 27’de 

görülmektedir. Farklı 5-ALA konsantrasyonunda farklı hücre hatlarındaki canlılığı ANOVA 2 

yönlü analiz (p<0.01) ile tespit edildi. Post-hoc Tukey HSD testi AGS ve MKN-28 hücre 

hatlarının hücre canlılığı arasındaki farkın (p=0.003) ve AGS ve HCT-116 hücre hatlarının 

hücre canlılığı arasındaki farkın (p=0.014) önemli olduğunu göstermiştir. Ancak MKN-28 ve 

HCT-116 hücre hatlarının hücre canlılığı arasındaki farkın (p=0.952) önemli olmadığını da 

göstermiştir  

 

   

 

*; Farklı harfi taşıyan 5-ALA konsantrasyonları arasında istatiksel anlamda fark vardır. Aynı 

harfi taşıyanlar arasında önemli bir farkın (p=0.952) olmadığı, farklı harfi taşıyanlar arasında 

ise önemli bir fark olduğunu göstermiştir. 

 

Şekil 27. 5-ALA uygulanmış hücrelerde canlılık testi 
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4.4.Erken Apoptoz analizi 

 

Mide ve kolon kanser hücre hatlarında, 300 μg/ml 5-ALA uygulanmasına takiben 

hücrelerin erken apoptoza gittiği belirlenmiştir (Şekil 28). Kanser hücre hatları 

karşılaştırıldığında 300 μg/ml 5-ALA uygulanan HCT116 kanser hücre hattının AGS ve 

MKN28 kanser hücre hatlarına göre erken apoptoza gittiği görülmüştür. Diğer 5-ALA 

konsantrasyonları olan 0, 100, 200 μg/ml dozlarının kanser hücre hatlarında belirgin erken 

apoptoz görülmediği saptanmıştır. 

 

     
 
Şekil 28. 5-ALA uygulanmış hücrelerde erken apoptoz analizi (x10) 
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4.5. 5-ALA ile indüklenmiş hücre flüoresanları 

 

Farklı konsantrasyonlarda 5-ALA ile indüklenmiş hücrelerin flüoresanları uygulama 

zamanı ve süresi göz önüne alınarak değerlendirilmiştir. Tüm inkübasyon gruplarında bulunan 

kontrol grupları yani 5-ALA uygulanmayan gruplar 0 (sıfır) olarak kabul edilmiştir. 1 saat 5-

ALA ile inkübe edilen kanser hücre hatları karşılaştırıldığında MKN28 (mide kanser hücre 

hattı) hücre hattında en fazla flüoresans yoğunluğu olduğu görülmüştür. En az flüoresans 

yoğunluğunun ise AGS (mide kanser hücre hattı) de olduğu saptanmıştır (Şekil 29).  2 saat 5-

ALA inkübe edilen gruptaki hücre hatları ise en fazla flüoresans yoğunluğunun HCT116 

(kolon kanseri hücre hattı) hücre dizini ve en az flüoresans yoğunluğunun AGS (mide kanser 

hücre hattı) olduğu tespit edilmiştir (Şekil 30). 3 saat 5-ALA ile inkübe edilen hücreler de en 

fazla flüoresans yoğunluğunun MKN28 (mide kanser hücre hattı), en az flüoresans 

yoğunluğunun ise AGS (mide kanser hücre hattı) olduğu görülmüştür (Şekil 31). 5 saat 5-

ALA ile inkübe edilen hücrelerin flüoresansları karşılaştırıldığında en fazla yoğunluk MKN28 

(mide kanser hücre hattı) ve en az yoğunluk ise AGS (mide kanseri hücre hattı) olduğu 

belirlenmiştir (Şekil 32). Fakat tüm hücre hatlarında artan 5-ALA flüoresans yoğunlukları göz 

önüne alındığında 2 ve 3 saatlik inkübasyonlardaki hücrelerin flüoresanslarında daha fazla bir 

artış olduğu saptanmıştır. Farklı hücre tiplerinin flüoresansının mutlak değerleri ile arasındaki 

fark, 5-ALA uygulaması ile artmaktadır ve 5 saat sonra daha belirgin bir hale gelmiştir. Tüm 

hücre hatları arasında AGS hücre hattının flüoresansı 1 saat inkübeden sonra artma 

görülmüştür ancak 5 saat inkübeden sonra ise flüoresans da azalma görülmüştür. HCT116 

hücre hattının flüoresansı 1 saat inkübeden sonra hızlı bir şekilde arttığını ancak 5 saat 

inkübeden sonra ise daha yoğun bir flüoresans yoğunluğu olduğu tespit edildi.   
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.  

Şekil 29. 1 saat 100, 200 ve 300 μM 5-ALA ile inkübe edilen hücrelerin flüoresans 

yoğunlukları 

 

 

 

Şekil 30. 2 saat 100, 200 ve 300 μM 5-ALA ile inkübe edilen hücrelerin flüoresans 

yoğunlukları 
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Şekil 31. 3 saat 100, 200 ve 300 μM 5-ALA ile inkübe edilen hücrelerin flüoresans 

yoğunlukları 

 

 

 

Şekil 32. 5 saat 100, 200 ve 300 μM 5-ALA ile inkübe edilen hücrelerin flüoresans 

yoğunlukları 
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5.TARTIŞMA 

 
 

Fotodinamik tanı neoplastik dokuları teşhis etmek amacıyla kullanılan çok duyarlı bir 

yöntemdir. 5-ALA ile uyarılmasıyla oluşan PPIX kanserli dokuda yoğun olarak 

depolanmaktadır. Fakat PpIX aynı zamanda hücre bölünmesinin fazla olduğu benign 

durumlarda da örneğin skar dokusu, inflamatuvar dokular, vb. birikmektedir. Bunun sonucu 

olarak yanlış pozitif görülme sıklığı artmaktadır. Bununla birlikte lezyon çevresindeki normal 

dokularda çok zayıf flüoresans bulunmaktadır. Bu bazal flüoresans ile kanserli dokularda 

oluşan patolojik flüoresans fotodinamik tanı ile kesin flüoresans hatları ile ayrılabilmektedir.  

Bu çalışmada; 5-ALA ile uyarılmış PpIX’un oluşturduğu flüoresans teşhisiyle mide ve kolon 

kanser hücrelerinin lokalizasyonu belirlenmiştir. Ayrıca FDT ile hücre göçü ve hücre 

hareketlerindeki değişiklikler gösterilmiştir. 

Mide ve kanser çalışmalarında kullanılan kolon kanser hücre hatları sırasıyla HT29, 

HCT116, CCD18, SW948, SW620, SW480, SW1116, SW403, SW48, Caco2, iken mide 

kanser hücre hatları ise AGS,  KATO3, MCIN87, SNU16, MKN28, SNU1 ve SNU5 olarak 

belirtilmiştir. Kanser hücre hatlarının listesi ATCC’nin internet sitesinden bulunabilmektedir.  

Nemes ve ark (2016) çalışmasında hipofiz adenom hücre hatlarına 0, 25, 50, 75, 100, 

125, 150, 175 ve 200 µg/ml dozlarında 5-ALA uygulamışlar ve 6 saat sonra 200 µg/ml 5-

ALA dozunun kanser hücrelerinde maksimum flüoresans gösterdiğini bildirmişlerdir.  Hagiya 

ve ark (2013) 5-ALA’ya bağlı fotositotoksisitenin insan mide kanser hücre hatlarında hücre 

canlılığına etkisini araştırıldığı çalışmada, MKN28 hücre hattında ALA için %50 inhibe edici 

konsantrasyonun (IC50) 400 µM olduğunu belirlemişlerdir.  Bu çalışmada kanser hücre 

hatlarında fotositotoksisite göstermeyen fakat ayırt edici flüoresans gösteren 200µM 5-ALA 

dozu kullanılmıştır.  

Bu tez çalışmasında elde edilen veriler de 5-ALA uygulanan ve ışık mikroskobunun 

mavi ışığına maruz kalan hücre hatları arasında en yüksek flüoresans yoğunluğunun 200 μM 

olan 5-ALA konsantrasyonunda 3 saat inkübasyon süresi olduğu belirlenmiştir. Brunner ve 

ark.(2003) çalışmalarında, SW480, HT29, CaCo2 ve CCD18 hücre hatlarında fotodinamik 

tanı ve tedavi için düşük 5-ALA konsantrasyonu ve kısa inkübasyon süresinin (3 saat) yeterli 

olduğunu belirtmişlerdir ve ayrıca yüksek 5-ALA konsantrasyonunda hücreler için toksik etki 

gösterebileceğini bildirmişlerdir. Literatürdeki birçok çalışmalarda 3 saat 5-ALA inkübasyon 

süresinin optimum PpIX flüoresansı oluşması için uygun olduğu belirtilmiştir (Kushibiki, 
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2017; Hamad, 2010;) Bununla birlikte Nishimura ve ark (2016) insan ve fare çalışmalarında 

ağız yoluyla 5-ALA alımından 4 saat sonra, hepatosellüler kanser hücrelerinde PpIX’e ait 

kırmızı flüoresansı mikroskobik olarak gözlemişlerdir. Sonuçta farklı yollardan 5-ALA 

uygulaması 5-ALA’nın PpIX dönüşmesi için geçerli olan süreyi etkilemektedir. Bununla 

birlikte topikal ya da sistemik 5-ALA uygulaması sonucu kanserli hücrelerde çevresindeki 

normal hücrelere göre çok belirgin ve büyük PpIX flüoresansı gözlenmektedir (Regula, 1996). 

Bu tezde HCT116, MKN28, AGS kanser hücre hatlarına farklı konsantrasyonlarda 5-

ALA uygulanmasından 24 saat sonra hücre canlılığı testleri yapılmıştır. Hücre canlılığı 

testlerine göre 5-ALA uygulamasından AGS hücre hattının hücre canlılığı HCT116 ve 

MKN28 hücre hatlarına göre daha fazla düştüğü görülmüştür.  Kawczyk-Krupka ve ark. 

(2016) SW480 ve SW620 olan kolon kanser hücre hatlarına 5-ALA uygulamasından sonra, 

flüoresans mikroskobundaki FITC, TRITC ve DAPI filtrelerini kullanarak hücrelerdeki 

flüoresans yoğunluklarını karşılaştırmışlardır; 5-ALA konsantrasyonu arttıkça hücre 

canlılığının azaldığını göstermişlerdir. Ayrıca 5-ALA uygulamasına ek olarak hücrelere 

uygulanan artan ışık dozu yani uygulanan fotodinamik tedavi sonucu SW620 hücre hattının 

canlılığının SW480 hücre hattının canlılığına nazaran daha çok etkilendiğini belirtmişlerdir 

(Kawczyk-Krupka, 2016). Kontrol gruplarında (0 µM ALA) hücre canlılığında değişiklik 

olmamıştır. Tezde de benzer sonuçlar elde edilmiştir. 

Bu çalışmada 300 µM 5-ALA konsantrasyonu uygulamasını 5 saat inkübasyon 

süresine takiben HCT116 hücre hattında erken apoptoz bulguları saptanırken, MKN28 hücre 

hattında daha az belirgin olarak erken apoptoza bulgular gözlenmiştir. Buna karşılık AGS 

hücre hattında erken apoptoz bulguları saptanmamıştır. 

Miyata ve ark (2011), yaptıkları çalışmada cilt kanseri hücre hatlarında NEU3 

ekspresyonunu ve kanser fenotiplerindeki rollerinin analiz etmişlerdir. Kantitatif RT-PCR, 

yüksek seviyelerde NEU3 geninin ifade edildiğini ortaya koymuşlardır.  NEU3’ün aşırı 

ekspresyonunun etkilerini incelemek için, NEU3-CDNA transfeksiyon hücreleri, bir 

melonoma hücre hatları olan SK-MEL-28 ve bu hücre hatlarının mutantı olan N1 

kullanmışlardır. Elde ettikleri sonuçlar doğrultusunda NEU3’ün malign melanomalarda 

apoptozu yüksek oranda artırdığını göstermişlerdir. 

HCT116, MKN28 ve AGS hücre hatlarına 5-ALA uygulamasından 1 saat sonra DAPI 

filtresi altında ışık mikroskobunda mavi ışık altında incelenen hücrelerde PpIX’e ait 

flüoresans gözlenmedi. Hücrelere 5-ALA uygulamasından 2 saat sonra mavi ışık altında 
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kırmızı flüoresans gözlenmeye başlandı. Bütün hücre hatlarında en belirgin flüoresans 

hücrelere 5-ALA uygulamasından 3 saat sonra gözlendi. Işık mikroskobunda mavi ışık altında 

5-ALA uygulanmış hücre hatlarında farklı kırmızı flüoresans yoğunlukların olduğu saptandı.  

En fazla PpIX birikiminin MKN28 hücre hattında olduğu görülmüştür. Matsusaka ve ark 

(2014) yaptıkları çalışmalarda farklı kanser hücre hatlarında farklı flüoresans yoğunluklarının 

olduğunu bildirilmektedir ve bunun hücre içi PpIX konsantrasyonu farklılığından 

kaynaklandığını belirtmişlerdir. Hagiya ve ark (2013) mide kanser hücrelerinde ALA-bağlı 

fotositotoksitenin hücre içi PpIX düzeyi ile ilişkili olduğunu bildirmişler ve 1 mM 5-ALA 

uygulanan MKN28 hücre hattında 4 saat sonra orta düzeyde hücre içi PpIX yerleşimi 

olduğunu göstermiştir. Bu gerçekleştirilen çalışmaların sonuçları ile bu tez çalışmasının da 

gözlenen flüoresans düzeyleri arasında paralellik göstermiştir. 

Khalil Ali ve ark (2011) 4 saat süreyle 5-ALA ile inkübe eden akciğer kanser hücre 

hatları (A549, Ma44-3, FT821) ve mezotelyum hücre hatlarının (MSTO-211H, NCI-H290,Y-

MESO-14) flüoresans mikroskobu incelemesi sonucunda;  akciğer kanser hücre hatları 

arasında A549 ve FT821 hücre hatlarının flüoresanslarının Ma44-3 hücre hattının 

flüoresansına nazaran daha güçlü ve yüksek olduğu ile mezotelyum hücre hatları arasında ise 

MSTO-211H ve NCI-H290 hücre hatlarından Y-MESO-14 hücre hattına göre daha yüksek bir 

flüoresansının olduğunu göstermişlerdir. Bu çalışmada hücre hatlarının flüoresanslarının 

ortam koşullarına, hücre boyutuna ve şekline, ferroşelataz aktivitesine bağlı olduklarını iddia 

etmektedirler (Khalil Ali, 2011). Tez çalışması sonuçlarında, Kahalil Ali ve ark çalışma 

sonuçlarına benzerlik gösteren bulgular belirlenmiştir ve farklı hücre hatlarının farklı 

flüoresans yoğunluklarının olduğu görülmüştür. 

Kondo ve ark (2009) insan kolorektal kanser tanısında 5-ALA uygulanan hastalarda 

PpIX birikimini mavi ışık altında kırmızı flüoresans olarak belirlemişlerdir ve beyaz ışık 

uygulamasının kanserli hücrelerde herhangi bir flüoresans vermediğini gözlemişlerdir. Benzer 

şekilde yapılan çalışmada da mavi ışığa maruz bırakılan 5-ALA ile uyarılmış kanser hücre 

hatlarında kırmızı flüoresans gözlenmiştir. Beyaz ışık altında 5-ALA uygulanmış kanser hücre 

hatlarında herhangi bir flüoresans yoğunluğu tespit edilememiştir. 

Nakanishi ve ark (2015) kolon kanser hatları (LS180 ve CACO-2), mesane kanser 

hattı (T24), meme kanser hattı (MCF-7), prostat kanser hatları (DU145 ve LNCaP), 

yumurtalık kanser hattı (A2780), pankreas kanser hattı (AsPC1) ve lösemi hatlarına (K562 ve 

U937) gerçekleştirdikleri çalışmada mavi ışık altında PpIX birikiminin uygulanan 5-ALA 
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konsantrasyonuna ve hücre hattına göre değiştiğini belirtmişlerdir. Bu hücre içi PpIX birikimi 

ALA’nın PpIX’e çevirimi, ferroşelataz aktivitesi ve aktif olarak hücre dışına PpIX sızıntısı 

arasındaki dengeye bağlı olduğunu ileri sürmüşlerdir.  Tez çalışmasında da konsantrasyon ve 

inkübasyon değişimleri ile hücre hattı farklılıklarına bağlı PpIX birikimlerinin farklı olduğu 

gözlenmiştir. 

Hücre göçü, hücrenin fizyolojik fonksiyonları için gerekli bir özelliktir. Bu özellik 

kanser hücrelerinin stromaya yayılımı ve metastazında da rol oynamaktadır (Friedl ve 

Gilmour, 2009). Clark ve Vignjevic (2015) her bir farklı kanser hücre hatlarının farklı hücre 

göçü hızları olduğu bildirmiştir. Tezde AGS, MKN28 ve HCT116 hücre hatlarının her birinin 

pasajlamaya bağlı olarak farklı hücre hareketlerine ve hücre göç hızına sahip oldukları 

görülmüştür. Pasajlama sayılarına göre hücreler karşılaştırıldığında 13. ve 14. 

pasajlamalardaki hücre hareketlilikleri 2. ve 3. pasajlamalardaki hücre hareketliliklerine 

nazaran daha az olduğu belirlenmiştir. Hücre kültürü süresince hücrelerin hareketliliklerinin 

sabit olmadığı gözlenmiştir. MKN28 hücrelerinde en yüksek hareketlilik, AGS hücrelerinde 

orta düzeyde hareketlilik ve HCT116 hücrelerinde ise en düşük hareketlilik gözlenmiştir. 

Clark ve Vignjevic (2015) tümör mikro çevresinin, özellikle stromadaki yerleşiminin, tümör 

göçünün biçimini ve dinamiğini etkilediği belirtmişlerdir ve farklı tümör hücrelerinin farklı 

yollardan ve hızlarda hareket edebileceğini bildirmişlerdir. Kanser hücrelerinin dokulardaki 

göçünde adezyon, proteaz ve sitokin sistemleri rol aldığını ve hücre hatlarına spesifik çeşitli 

onkojenik faktörlerin de hücre göçüne etkili olduğunu göstermişlerdir (Friedl ve Alexander, 

2011).  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

 
5-ALA ile aracılı fotodinamik tanı klinikte birçok kanserin erken teşhisinde giderek 

artan duyarlılıkta kullanılmaya başlanmıştır. Gastrointestinal kanserlerden mide ve kolon 

kanserlerinin mortalitesi günümüzde giderek artmaktadır ve bu kanserlerin erken tanısında 

fotodinamik tanı alternatif bir yöntem olabilecektir.   

Bu çalışma ile, gastrointestinal kanserlerin tanısında kullanılmak üzere yapılması 

planlanan fotodinamik tanı cihazı için optimum 5-ALA konsantrasyonun 200 μg/ml ve ALA 

ile uyarılmış PpIX için gözlenebilir flüoresans için gereken optimum inkübasyon süresinin ise 

3 saat olduğu saptanmıştır. 

Farklı kanser hücre hatlarında 5-ALA ile uyarılmış PpIX birikiminin hücre canlılığını 

aynı etkilemediği gösterilmiştir. Hücrelerde PpIX birikmesi HCT-116 ve MKN-28 kanser 

hücre hatlarında hücre canlılığını fazla etkilemezken;  AGS hücre hattında canlılığın büyük 

ölçüde düştürdüğü gözlemlenmiştir. 

HCT116, MKN28 ve AGS kanser hücre hatlarında, hücre pasajlamasının kanser hücre 

hatlarının hareketliliği üzerinde etki ettiği ilk kez gösterilmiştir. 2. ve 3. pasajlamalardaki 

kanser hücrelerinde daha yüksek bir hücre hareketliliği gözlemlenirken 13. ve 14. 

pasajlamalardaki kanser hücrelerinde daha düşük bir hücre hareketliliği gözlenmiştir. En 

yüksek hücre hareketlerinin MKN-28 hücre hattında, en düşük hücre hareketinin ise HCT116 

hücre hattında olduğu belirlenmiştir.  

5-ALA uygulamasından sonra erken apoptoz analizi yapılan kanser hücre hatları 

karşılaştırıldığında HCT116 kanser hücre hatlarının AGS ve MKN28 kanser hücre hatlarına 

nazaran daha belirgin erken apoptoza gittiği belirlenmiştir.  

HCT116, MKN28 ve AGS kanser hücre hatlarında 0, 100, 200 ve 300 µM 

konsantrasyonlarda 5-ALA uygulamasını takiben 1 saat sonra mavi ışık altında yapılan 

flüoresans mikroskobik incelemede belirgin bir flüoresans gözlenmemiştir. Fakat 2 veya 3 

saatlik 5-ALA inkübasyonunu takiben tüm hücre hatlarında 5-ALA konsantrasyonuna bağlı 

olarak artan flüoresans yoğunlukları saptanmıştır.  Bununla birlikte 5 saatlik 5-ALA 

inkübasyondan sonra, hücrelerinin flüoresanslarında azalma olduğu ve PpIX’in hücrelerdeki 

etkisinin azaldığı saptanmıştır.  
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Çalışmanın sınırlılıklarından biri 5-ALA ile indüklenen flüoresans ve hücre 

hareketliliğini aynı anda kaydetme imkânı bulunamamış olmasıdır. 5-ALA ile uyarılmış 

PpIX’ın hücrelerde mitokondride biriktiği literatürde bildirilmesine karşın, bu çalışmada 

PpIX’ın HCT116, MKN28 ve AGS kanser hücre hatlarında hangi hücre organelinde biriktiği 

gösterilmemiş olması ikinci bir sınırlılıktır.  

Bu çalışma gastrointestinal tümörlerin flüoresans farklılıklarına bağlı olarak 

saptanması için fotosensitif ajan konsantrasyonu ve hücrelerin maruz kalacağı inkübasyon 

süresi gibi bazı temel parametreleri açıklamıştır. Bu parametreler kullanılarak kanser hücresi 

ile çevresindeki normal doku ayırımına gidebilecek flüoresans tanı probları geliştirilmesi 

gelecek çalışmaların konusu olabilecektir. Ayrıca gelecek araştırmalarda in vitro ortamda 

gerçekleşen bu çalışmaların deney hayvanları ve/veya insanlarda uygulanmasıyla klinikte 

hastalara uygulanacak 5-ALA aracılı fotodinamik tanı parametreleri belirlenebilecektir.  
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