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OZET

PROSTAT KANSERiI HUCRE DiZiNINDE FOTODINAMIK VE SONODINAMIK
TEDAVILERIN ETKIiSi

Aksel M. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Biyofizik
Programm Doktora Tezi, Aydin, 2019.

Bu c¢alismanin amaci, prostat kanseri tedavisinde metilen mavisi veya fiyorbid a-aracili
sonodinamik, fotodinamik ve sonofotodinamik tedavilerin olasi antitiimdr etkilerinin ve etki
mekanizmalarinin in vitro incelenmesidir. Sonodinamik ve sonofotodinamik tedaviler yeni tiir
noninvaziv yontemler olup kanser tedavisinde 6nemli bir yere sahip olacagi diisliniilmektedir.
Bu baglamda, tedavilerin hiicre canliligi lizerine etkileri MTT testi ile apoptotik morfolojik
degisimler hoechst/propidiyum iyodid boyamayla, apoptotik yolakta ve wnt sinyal yolaginda
bulunan proteinlerin miktarlari western blot yontemiyle ve bu yolaklardaki proteinlerin gen
diizeyindeki ekspresyonlarina etkileri RT-PCR analizi ile incelenmistir. Ayrica, tedavi sonrasi
hiicrelerdeki reaktif oksijen tiirlerinin miktar1 ile antioksidan sistemlerdeki degisimler
biyokimyasal yontemlerle incelenmistir. Sonuclara gore tek basmna 151k veya ultrases
uygulamasinin kontrole nazaran hiicre canliligina etkisi yokken, uygulanan tedavilerin hiicre
canliligm azalttig1 belirlenmistir. Ayrica, kontrol hiicrelerine nazaran tedavi gruplarinda
apoptotik hiicrelerin sayisinin 6nemli oranlarda arttigi gézlenmistir. Uygulanan tedavilerin
hiicrelerde kaspaz-8, kaspaz-3, Parp ve Bax proteinlerinin seviyelerinde artisa, kaspaz-9 ve
bcl2 protein seviyelerinde azalmalara yol agtigi gézlenmistir. RT-PCR sonuglarina gére wnt
sinyal yolagindaki proteinlerin gen diizeyinde ekspresyonlarinin uygulanan tedavilerle
degistigi gozlenmistir. Ayrica, uygulanan tedavilerin prostat kanser hiicrelerinde ROS ve
MDA seviyelerinde artis, GSH, CAT ve SOD seviyelerinde azalmaya neden oldugu tespit
edilmistir. Sonu¢ olarak prostat kanseri tedavisinde sonodinamik, fotodinamik ve
sonofotodinamik tedavilerin umut verici etkilere sahip oldugu ve bu etkilerin hiicre ici ROS

miktart ile indiiklenen apoptoz ve wnt yolag ile iligkili olabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Fotodinamik Tedavi, Fiyorbid a, Metilen Mavisi, Prostat Kanseri,

Sonodinamik Tedavi.



ABSTRACT

THE EFFICIENCY OF PHOTODYNAMIC AND SONODYNAMIC THERAPIES ON
PROSTATE CANCER CELL LINES

Aksel M. Aydin Adnan Menderes University Health Sciences Institute of Biophysics
Program, Doctorate Thesis, Aydin, 2019.

This study aims to investigate the antitumor effects and possible mechanisms of methylene
blue and pheophorbide a-mediated photodynamic, sonodynamic and sonophotodynamic
therapies on prostate cancer cell lines in vitro. Sonodynamic and sonophotodynamic therapies
are new noninvasiv methods and may occupy an important area in cancer therapy. Regarding
this aim, cell viability was examined by MTT test, apoptotic morphological changes by
hoechst/propidium iodide staining, the amount of the proteins in the apoptotic and Wnt
signalling pathway by western blotting method and Wnt protein expression levels by RT-PCR
method. Furthermore, reactive oxygen species levels and antioxidant changes after treatments

in cells were investigated by using biochemical methods.

According to the results, light or ultrasound application had no effect on cell viability
compared to control, while treatments were found to reduce cell viability. Besides, there was a
significant increase in the apoptotic cell populations in treatment groups compared with the
control group. After photodynamic, sonodynamic and sonophotodynamic treatments, caspase-
8, caspase-3, Parp and Bax protein levels were increased however caspase-9, and Bcl2 levels
were decreased. Wnt protein gen expression levels also changed in treatment groups.
Moreover, treatments led to an increase in ROS and MDA levels, but a decrease in GSH,
CAT and SOD levels. In conclusion, it has been shown that sonodynamic, photodynamic and
sonophotodynamic treatments have promising effects in the treatment of prostate cancer and
these effects are associated with intracellular ROS induced apoptosis and could be releated
with Wnt pathway.

Keywords: Methylene Blue, Pheophorbide-a, Photodynamic Therapy, Prostate Cancer,
Sonodynamic Therapy.
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1. GIRIS

Kanser; bir hiicre veya hiicre grubunun i¢ ve dig etmenler vasitasiyla meydana gelen
mutasyonlar sonucunda hiicrelerin kontrolsiiz biiyiiylip ¢ogalmasi ve damar veya lenf sistemi
araciligiyla ¢cevre organlara veya viicuda yayilmasiyla karakterize edilen karmasik bir hastalik
tirtidiir. Kanser hiicreleri normal hiicrelerle kiyaslandiginda farkli kimyasal, yapisal,
metabolik ve biyofiziksel farkliliklar gosterirler. Normal hiicrelerin kanser hiicrelerine
dontismesi de bu biyokimyasal, biyofiziksel, molekiiler ve hiicresel diizeyde degisimlerin
gerceklesmesi sonucu meydana gelir (Alves, 2016). Bu olaylarin ger¢eklesmesinde hem
cevresel (sigara, kimyasallar, radyasyon maruziyeti ve enfekte organizmalar) hem de hiicre
icindeki faktorler (kaltimsal mutasyonlar, hormonlar, immiin sistem) 6nemli rol oynar. S6z
konusu faktorler tek ya da birlikte etki ettiginde anormal hiicre davranislarina ve yiiksek
seviyelerde proliferasyonlara neden olmaktadir. Bu olaylar neticesinde kanser hiicreleri
biliylimeyi inhibe edici sinyallerden ve apoptozdan kagarak, sinirsiz replikasyon potansiyeli ve
metastaz yetenegi kazanirlar. Bagka bir ifadeyle normal hiicreler boliiniip boliinmemesinin
gerekliligi, diger hiicrelere farklilagsmasi ya da O6lmesi gerektigini bildiren sinyallere yanit
verirken, kanser hiicreleri ise gelen bu sinyallere otonom cevaplar gelistirerek kontrolsiiz
cogalir veya biiylirler. Eger bu ¢ogalma devam eder ve yayilma gozlenirse o zaman kanser
daha oliimciil hale gelmektedir (Rianna ve ark, 2017).

Kanser, Diinyada en ciddi ve en onemli saglik problemleri arasindadir ve 6lim
nedenleri arasinda ikinci siradadir. Diinya Saglik Orgiitii’niin 2015 verileri dikkate alindiginda
Diinya’da 9,6 milyon insanin kanser nedeniyle oldiigii bildirilmistir. Bu tabloda prostat
kanseri %7.1 oranu ile iigiincii sirada yer almaktadir (Bray ve ark, 2018). Ulkemizde de benzer
oranlar s6z konusudur. Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi tarafindan (2019) internet
sayfasinda yaymlanan kanser verilerine gore lilkemizdeki kanser insidanslart degerleri goz

oniine alindiginda prostat kanserinin erkeklerde ikinci sirada oldugu gosterilmistir (Sekil 1).
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Sekil 1. Tiirkiye’de 2014 yilina ait erkeklerde en sik gézlenen 10 kanser tiiriiniin insidans hizlar1.
(https://hsgm.saglik.gov.tr/tr/kanser-istatistikleri/yillar/495-2014-y%C4%B11%C4%B1-t%C3%BCrkiye-kanser-
istatistikleri.html_17.05.2019).

Erkeklerde prostat kanseri insidansinin yiiksek oranda olmasina ragmen prostat
kanserinin metastaz1 ve patogenezi tam olarak anlasilabilmis degildir (Benedettini ve ark,
2008). Prostatta kanser gelisiminin altinda yatan mekanizmalar halen yiiriitiilen ¢alismalarda
arastirilmaktadir. Prostat kanseri tedavisinde farkli yontemler kullanilmaktadir ancak, mevcut
yan etkiler sebebiyle alternatif yontemlerin arayis1 devam etmektedir.

Gortiniir 151k ve fotosensitif ajanin birlikte kullanildig1 fotodinamik tedavi ile ultrases
ve sonosensitif ajanin birlikte kullanildig1 sonodinamik tedavi ve bu iki tedavinin birlikte
kullanildig1 sonofotodinamik tedavi uygulamalari prostat kanserinde alternatif olarak klinikte
kullanilma potansiyelleri bulunmaktadir (Wang ve ark, 2019; Wu ve ark, 2018; Kenyon ve
Fuller, 2011).

Bu calismada prostat kanser hiicre hatlar1 olan hizli metastatik 6zellikli PC3 hiicre
hatt1 ile daha yavas ¢ogalan androjene bagimli 6zellikli LNCaP hiicre hatt1 kullanilmistir. In
vitro deney modelinde, hem fotosensitif hem de sonosensitif 6zellik gosteren fiyorbidler
grubunda yer alan fiyorbid a ile fenotiazin boyalar grubunda yer alan metilen mavisinin
fotodinamik, sonodinamik ve sonofotodinamik tedavilerin etkisi ile molekiiler ve

biyokimyasal etki mekanizmalarinin incelenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Prostat Kanseri

Heterojen bir karaktere sahip olan prostat kanseri, prostat bezindeki hiicrelerdeki
sinyalizasyonun bozulmasi neticesinde hiicrelerin kontrolsiiz olarak ¢ogalmasiyla meydana
gelmektedir. Prostat kanseri, Diinya genelinde erkeklerde kansere bagli Glimlerde ikinci
sirada yer almakla birlikte yas ilerledikge de goriilme sikligi artan bir kanser tiirtidiir. Prostat
kanserinin hemen hemen tiim tiirleri adenokarsinomadir ve prostat bezindeki prostat sivisini

ureten hiicrelerden tiiremektedir.

2.1.1. Prostat Anatomisi

Erkek genital sistemin en biiyiik aksesuar bezi olan prostat, derin pelviste yerlesik
kapsiille koni sekilli, kirmiz1 renkli, siki dokulu, sert kivamli kestaneye benzer bir organdir.
Pelvis boslugunda yer almakla birlikte prostatin anatomik yeri rektum’un oniinde, tiregenital
diyaframin yukarisinda, symphysis pubica’nin arkasinda ve mesanenin asagisinda
bulunmaktadir. Bununla birlikte prostat bezi eriskin bir erkekte yaklasik 4 cm genisliginde, 3
cm uzunlugunda, 2 cm kalinliginda ve yaklasik 20 gram agirhgindadir (Lee ve ark, 2011).
Prostat, embriyolojik olarak iiretranin mukoza ve kas tabakasindan kdken aldigindan dolay1
biiyiik boliimiinii bez dokusu, daha kii¢lik boliimlerini ise kas ve bag dokusu olusturmaktadir.
(Kaplan ve Elhan, 2014). Prostat facies posterior, facies anterior ve facies inferolateralis
olmak iizere li¢ yiize sahiptir (Yildirim, 2005). Prostat ayn1 zamanda transizyonel zon, santral
zon, perifer zon olmak lizere li¢ kisma ayrilmaktadir. Bu bolgeler histolojik, fizyolojik ve
biyolojik fonksiyonlarinin farkli olmasi nedeniyle farkli embriyolojik orijinlere sahiptir.
Prostat kanserinin gelisimi de yiiksek oranda periferal zonda gergeklesmektedir (Lee ve ark,
2011). Prostatin histolojik olarak en dnemli 6zelligi elastik fiber ve diiz kaslarin kariggmindan
olusan fibromuskuler stroma yapisidir. Bu yapr igerisinde 30 ile 50 tane arasinda
tiibuloalveolar bezden meydana gelmektedir ve bu bezler de mukozal, submukozal ve

periferik olmak {izere {i¢ tabakadan ibarettir. Mukozal tabaka bezleri direkt olarak iiretraya
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salgilama yaparken, esas prostatik bezleri i¢eren periferik tabaka ve submukozal tabaka ise
iiretranin posteriyor duvarindaki krista iiretralisin her iki yaninda yer alan prostatik siniislere
acilan kanallara sahiptir (Ross ve Pawlina, 2014). Prostatin baslica gérevi semen igerisindeki
sperm hiicrelerini koruyan ve hiicrelerin beslenmesini saglayan bir sivi liretmektir. Boylece
olusan spermin kadin iireme sistemi igerisinde kolaylikla ilerlemesini ve fertilizasyonun

kolaylastirilmasina olanak saglar (Gervasi ve Visconti, 2017).

2.1.2. Prostat Kanseri Epidemiyolojisi ve Etiyolojisi

Prostat kanseri tim Diinya’da erkeklerde tanist en sik konulan ve kanserin neden
oldugu oliimlerde ikinci sirada yer alan bir kanser tiirli olup goriilme siklig1 da ileri yaslarda
artti@1 bilinen bir gergektir (Humphrey ve ark, 2016). Prostat kanserinin klinik heterojenligi
nedeniyle hastaligin epidemiyolojisi olduk¢a karmasiktir (Lee ve ark, 2017). Son yillarda
yapilan caligsmalar prostat kanserinin 6neminin tim Diinyada arttigin1 gostermistir (Haas ve
ark, 2008). Prostat kanseri goriilme insidans1 yasa bagl artmakla birlikte kanserin insidansinin
ve mortalitesinin farkli cografi bolgelere ve iilkelere gore farkliliklar gosterdigi, buna gore en
diisiik insidansm Cin ve Japonya, en yiiksek insidansin ise Iskandinav iilkeleri ve Amerika’da
oldugu bilinmektedir (Quinn ve Babb, 2002). 1900’li yillarin ikinci yarisinda uygulanmaya
baglanan prostat spesifik antijen (PSA) testi sayesinde hastaligin teshisi kolaylagmis bu sayede
hastaligin insidansinda énemli derece artis oldugu gériilmistiir (Kvale ve ark, 2007). Bu tani
yontemleri sonucunda Amerikan Kanser Toplulugunun 2018 yili i¢in Birlesik Devletlerde
1,735,350 yeni vakanin goriilecegini, yaklagik 609,640 kisinin de bu hastaliktan 6lecegini
tahmin edilmektedir (Siegel ve ark, 2018) (Sekil 2). Tiirkiye igin de benzer durum soz
konusudur. Ulkedeki erkeklerde en sik tani alan kanser tiirleri arasinda prostat kanseri ikinci

sirada yer almaktadir (Y1lmaz ve Sarikaya, 2017).
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Sekil 2. 2018 yili Amerikada cinsiyete gore tahmin edilen kansere bagli 6liim oranlar1 ve kanser goriilme
sikliklar1 (Siegel ve ark, 2018).

Prostat kanserinin etyolojisi ile ilgili birgok calisma yapilmasina ragmen hastaligin
kesin nedeni hakkinda net bir bilgi bulunamamistir. Bununla birlikte hastaligin goriilmesinde
hem cevresel faktorlerin hem de genetik faktorlerin etkili oldugu diislintilmektedir. En 6nemli
risk faktorleri arasinda yas, irk, genetik yatkinlik, diyet, sigara ve alkol kullanimi yer
almaktadir (Gann, 2002).

Prostat kanserinin goriilme sikligi yasla birlikte artis gostermektedir. Ozellikle 50
yasin Ustlindeki erkeklerde hem goriilme sikligi hem de hastaliga bagli 6liim oraninin daha
yiiksek oranlarda oldugu belirlenmistir (Bostwick ve ark, 2004). Hastaligin en sik tan1 aldigi
yas aralig1 55-70 dir. Bununla birlikte yapilan ¢aligmalar 40 yasin altindaki bireylerde prostat
kanseri tanis1 oran1 1/10.000 iken bu oran yas ilerledik¢e hizla diismektedir. Ornegin 40-59
yas araliginda bu oran 1/38, 60-69 yas araliginda ise 1/15°e kadar artig gostermektedir
(Rentsch ve ark, 2009).



Prostat kanserinin etyolojisinde bir diger 6nemli etken de etnik 6zellikler ve gevresel
faktorlerdir. Literatlir taramast sonucunda Uzakdogulu erkeklerde prostat kanseri goériilme
siklig1 en diistik diizeyde oldugu belirtilmis, 6zellikle Afrika kokenli Amerikali kisilerde ise
bu oranin en yiiksek diizeylerde oldugu ifade edilmistir (Verma ve ark, 2011). Baska bir
deyisle Amerika’daki erkeklerin PCa’ne yakalanma riski %17 iken Cin’de yasayan erkekler
icin ise bu oranin %2 oldugu ifade edilmistir. Ancak bir Cinli erkegin bat1 yemek kiiltiiriiniin
On planda oldugu bir yerde yasadiginda, prostat kanserine yakalanma riski de artmaktadir (Ito,
2014). Bu durum prostat kanseri insidansinda diyetinde 6nemli oldugunun gostergesidir. Zira
yapilan ¢alismalar yiiksek oranda yag i¢eren besin tiiketiminin prostat kanserinin gelismesine
katk1 sagladigina isaret etmesine karsin, (Sebastiano ve Mourtzakis, 2014), bu goriisii kabul
etmeyen yaklasimlar da mevcuttur (Park ve ark, 2007).

Prostat kanserinin goriilme sikliginda ailesel Oykiiniin ve genetik faktorlerin oldukca
etkili oldugu bilinen bir gercektir. Elde edilen kaynakca verilerinde, aile dykiisii olan ya da
genetik yatkinli§i bulunan bireylerde prostat kanseri goriilme sikliginin daha fazla oldugu
ifade edilmistir. Prostat kanserinin olusumunda genetik faktorlerin roliiniin %40 civarlarinda
oldugu belirtilmektedir (Bratt, 2002). Ayrica yapilan caligmalarda prostat kanseri tanisi
konulan hastalarin yaklasik %18’inde aile Oykiisiiniin etkin oldugu gozlenmistir (Roemeling
ve ark, 2006). Ailesel kanser hikdyesi olan bireylerde yapilan calismalarda 1.kromozom,
17.kromozom ve X kromozomunda gensel etkenler saptanmistir. Bu baglamda Rubin ve
arkadaglar1 kromozal bozukluklarin da hastaligin gériilmesinde etkili oldugunu, 6zellikle 7p,
70, 89, Xq, 8p, 109, 13q ve 16g kromozom bolgeleri ile baglantili olabilecegini rapor
etmislerdir (Rubin ve De Marzo, 2004).

Tiim bu etkenlerin yaninda beslenme tarzinin hastaligin goriilmesinde iligkili oldugunu
gdsteren calismalara rastlamak miimkiindiir. Ozellikle yag oram yiiksek besinler ve kirmizi et

tiiketiminin, prostat kanseri gelisimiyle iligkili oldugu diisiiniilmektedir (Story ve ark, 1993).

2.1.3. Prostat Kanserinde Tan1

Prostat kanserinin tanisinda kullanilan baglica yontemler arasinda prostat spesifik
antijen(PSA), parmakla rektal muayene (PRM) ve transrektal ultrasonografi TRUS metotlar1
sayllmaktadir.

PSA, insan kallikrein gene ailesine ait bir timor belirtecidir ve prostat kanserinin

tanisinda en sik kullanilan belirtectir (Ayyildiz ve Ayyildiz, 2014). Prostat bezi normal
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kosullarda PSA salgilarken hastalik durumunda PSA salgilama seviyesi 10 kat artabilmektedir
(Duffy, 2011). ilk olarak 1979’lu yillarda Wag ve arkadaslari prostat dokusunda PSA’dan
bahsetmisler ve bu yillardan sonra PSA etkin olarak tanida kullanilmaya baglanmistir (Wang
ve ark, 1979). Bununla birlikte PSA degerlerinin yasa bagl olarak degistigi bilinmektedir
(Tablo 1) ve bu durum go6z oniine alinarak tan1 konmaya ¢alisilmakta ve gereksiz tedavilerin

uygulanmasinin 6nlenmesi amaglanmaktadir (Nogueira ve ark, 2009).

Tablo 1. Yag gére Normal PSA degerleri.

Yas Normal (ng/ml)
40-49 0-2,5

50-59 35

60-69 4,5

70< 6,5

Prostat kanseri tedavisinde kullanilan bir diger yontem ise parmakla rektal muayene
yontemidir. Bu yontemde rektal bdlgenin hemen Oniinde yer alan prostat bezinin biiytlikligii
ve sertlik durumunun incelenmesi s6z konusudur. Bu yontem tek basina prostat kanserinin
tanisinda kullanilmakla birlikte giivenilirligi tartisilir durumdadir (Ng ve ark, 2005).

Prostat kanserinin tanisinda kullanilan TRUS yontemi onemli bir goriintilleme
yontemidir. Bu yontemin en oOnemli 6zelligi PRM ile belirlenemeyen bir¢ok tiimoriin
belirlenmesidir. Bu yontem, hastalardan biyopsi alinarak inceleme yapilmasina olanak saglar
ve kanserin tanisinda 6nemli bir yer tutar (Fei ve ark, 2017).

Prostat kanserinin evrelenmesinde Gleason skoru, rektal muayene sonucu ve PSA’nin
serumdaki konsantrasyonu dikkate alinarak, birincil timorin durumu (T), lenf nodlarina
yayilip yayilmadigr (N) ve metastaz durumu (M) esas almarak belirlenen TNM denilen

smiflama sistemi kullanilarak yapilmaktadir (Pienta ve Bradley, 2006).



2.1.4. Prostat Kanserinin Gelisimi ve Prostat Kanserinde Sinyal Yolaklari

Prostat kanserinin heterojenik karakterli olmasi, hastaligin goriilmesinde rol oynayan
sinyal yolaklarinin karmasikligr ile iligkili oldugunu disiindiirmektedir (Sekil 3). Bu
yolaklarin arasinda androjen (AR) sinyali (Lonergan ve Tindall, 2011), NF-xp yolag:
(Gasparian ve ark, 2002), PI3K-Akt (Toren ve Zoubeidi, 2014), EGFR sinyal yolagi (Chen ve
ark, 2012) ve Wnt yolagi (Yamamoto ve ark, 2010) baslica yolaklar arasindadir.
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Sekil 3. Prostat kanserinde rol oynayan sinyal yolaklari (Hacibey, 2019)

Androjen reseptorii (AR) farkli dokularda eksprese olan ligand bagimli transkripsiyon
faktoriidiir ve hem prostat hiicrelerinin hem de prostat kanserinin gelisiminde oldukca
onemlidir. AR niin baglica goérevleri arasinda hiicrelerin biiyiime ¢ogalmasinin ve fizyolojik
olarak islevini yerine getirmesi yani sira cinseyete bagli hiicresel farklilasmasina katkisi
sayilabilir (Pienta KJ ve Bradley, 2006). AR’iiniin baslica ligandlari, androjenler, Sa-
dihidrotestosteron (DHT) ve testosterondur. Bu ligandlarin baglanmasi ile erkeklerde seksual

gelisim ve spermatogenez, kemik mineral yogunlugunun gelisimi gibi olaylar gerceklesir



(Gaove ark, 2005). AR hedef genleri arasinda PSA, FGF8, Cdkl1, Cdk2, PMEPA1, TMPRSS2
bulunur ve prostat kanseri tanisinda kullanilan PSA’nin serumda yiiksek diizeylerde
goriilmesi yine AR’nin aktivitesinin fazla olmasiyla iliskilidir (Lonergan PE ve Tindall DJ,
2011). AR aktivasyonu ii¢ mekanizma tizerinden gergeklesir. Bunlardan birincisi klasik AR
olarak bilinir ve androjen ligand baglayici domainine baglandiktan sonra aktive olur. Bu
aktivasyon sonrasinda AR c¢ekirdek icine girer ve DNA bagli domaine baglanarak AR’iine
ozgiin genlerin transkripsiyonuna neden olur (Eder ve ark,2001). Ikinci olarak AR, sitozolde
ikinci mesajc1 yolagimi tetikleyerek MAPK/ERK ve AKT yolaklar ile birlikte diger yolaklari
aktive edebilir (Zarif ve Miranti, 2016). Son olarak da biiyiime faktorleri (interlokin-6)
iizerinden AR’niin liganddan bagimsiz aktivasyonu sonucunda protein kinaz ve MAPK
yolaginin aktive edebilir (Kim ve Lee, 2009).

Onemli bir transkripsiyonel diizenleyici smifi iginde yer alan NF-xf proteini; immiin
yanit, enflamasyon, hiicre cogalmasi, hiicre adezyonu, farklilagmasi, hiicre 6liimii, oksidatif
stres cevaplart ve apoptozun inhibisyonu gibi pek ¢ok biyolojik olayda rol oynarken ayni
zamanda kanser ve diyabet gelisimiyle de iligkilidir (Karin ve Greten, 2005; Vallabhapurapu
ve Karin, 2009). NF-«kf’nin ¢ekirdek seviyesinin artmasi sonucu prostat kanserinin olusumuna
onemli etkileri oldugu diistiniilmektedir (Suh ve ark, 2002). Bu etkilerin gériilmesinde ise NF-
kB’nin AR ekspresyonunu diizenlemesi olduk¢a 6nemlidir (Zhang ve ark, 2009). Yapilan
diger calismalarda bu yolagmn prostat kanserinin ilerlemesi, kemoresistans ve metastatik
yayilim gibi durumlarda da rol oynadigini gostermistir (Lessard ve ark, 2005; Ismail ve ark,
2004).

PI3K/Akt sinyal yolagi eski zamanlardan bu yana insanlarda korunmus en eski
yolaklardan biridir. Bu yolak, hiicresel metabolik olaylari, timor gelisimini, timoriin
biiylimesi ve ¢ogalmasi ile metastazin1 diizenler. Bu yolak prostat kanseri hiicrelerinin sag
kalimi1 ve proliferasyonu i¢in de olduk¢a onemlidir (Toren ve Zoubeidi, 2014). Yine bazi
caligmalar bu yolagin AR yolag ile etkilesimli olarak prostat kanseri hiicrelerinde androjen
duyarsizligiyla iligkili oldugunu géstermektedir (Carver ve ark, 2011).

Epidermal biiylime faktorii, transmembran protein tirozin kinaz ailesinin bir iiyesi olup
biiyiime faktorii ve onun reseptorii, androjenler birlikte prostatin biiyiimesinde ve fonksiyonel
islevinde 6nemli bir role sahiptir (Shah ve ark, 2006). Ligandin reseptoriine baglanmasiyla
birlikte tirozin kinazlar fosforillenir ve PI3BK/Akt/mTOR ve MAPK yolaklarini aktive eder.
Bu durum hiicrenin gociine, ¢cogalmasina ve farklilagsmasina neden olmaktadir (Jorissen ve
ark, 2003). Yapilan ¢alismalar, EGFR’in asir1 ekspresyonu ya da EGFR ile iliskili yolagin
bozuklugu prostat kanseriyle iligkili oldugunu gostermektedir (Baek ve ark, 2012).



Prostat kanserinde onemli bir role sahip diger bir yolak da Wnt sinyal yolagidir. Wnt
proteinleri; sisteince zengin bir glikoprotein olup, hiicre adezyonu, hiicre doéngiisiiniin
diizenlenmesi, hiicrenin ¢ogalmasi, farklilagmasi, gocii gibi bir¢ok hiicresel siirecin yaninda
timor olusumunda, apoptozis, sinaps olusumu, adipogenezin inhibisyonu ve anjiyogenezin
uyarilmasi gibi énemli biyolojik olaylarda da anahtar rol oynayan evrim siiresince yiiksek
diizeyde korunmus bir proteindir. Bu sinyal yolagi, wnt proteininin hiicre zarindaki
reseptorlerine baglanmasi ile aktiflestiginden dolayr bu isimle anilmaktadir. Organizmalarda
tanimlanmig ii¢ wnt sinyal yolagr bulunmaktadir. Bunlardan ilki hiicre ¢ogalmasi,
farklilagsmasi, adipogenez ve apoptozun diizenlenmesi gibi bir¢cok biyolojik siirecte rol
oynayan [-katenine yolagidir. Tanimlanan diger iki yolak ise hiicre kutuplagmasinin
saglanmasinda gorev alan PCP (diizlemsel hiicre polaritesi) Wnt sinyal yolag: ile
Whnt/Kalsiyum sinyal yolagidir. Bu iki yolak birlikte standart olmayan (non-canonical) olarak
isimlendirilmektedir.

B-katenin sinyal yolagi, hiicre zarinda bulunan reseptoriine baglanmasiyla baslar. Bu

mekanizmanimn sinyal molekiili wnt proteinidir. Uretildigi embriyonik ve erigkin kok
hiicrelerden salgilanan bu protein hedef hiicre zarinda bulunan reseptdrlerine baglanir.
Bu baslangic¢ sinyali hiicre i¢inde 6nemli fosforilasyonlara neden olur ve ekstraseliiler bir
sinyal, intraseliiler hale gelerek bu sekilde sinyal hiicre zarindan sitozole aktarilir. Sitozolde
bu sinyali karsilayan B-katenin, sinyal yolaginda anahtar rol oynayan bir sitozol proteinidir.
Sinyalin sitozole aktarilmasiyla, bu mekanizmada goérev alan bir¢ok molekiilde g¢esitli
degisiklikler (transkripsiyon faktorleri aktiflesir, c-myc, cyclin-D1, VEGF, c-jun, follistatin
gibi bir¢ok gen exprese olur) meydana gelir ve sonugta da f-katenin proteini sitozolde birikir.
Sitozolde biriken [-katenin, ¢ekirdege gecer ve buradaki transkripsiyon faktorlerini
aktiflestirerek sinyal yolunun hedef genlerinin ifadesinin aktivasyonuna neden olur. Eger bu
sinyal yolu kontrollii bir sekilde devam ederse, organizma icin gerekli olan ¢ogalma,
farklilagsma, hiicre gocii gibi olaylar gergeklesir.

Whnt proteinleri, hiicre yiizeyinde bulunan Frizzled (FZD) reseptor ailesi ve LRP5/6
reseptor proteinlere baglanirlar (Tamai ve ark, 2000). Bu proteinlerin Frizzled reseptorlerine
ya da FZD/ LRP5-6 reseptorlerine baglanmalar1 sonucunda ti¢ farkli sinyal kaskadindan birini
aktiflestirir (Li ve ark, 2006). Bu kaskadlar; kanonikal Wnt sinyal yolag:i (Rattner ve ark,
1997), kanonikal olmayan Wnt/PCP yolag (Nusse, 1999) veya kanonikal olmayan Wnt/Ca?*
(Katoh, 2002) yolagi olarak adlandirilmaktadir.

10



Kanonik Wnt yolaginin en 6nemli gorevleri arasinda programli hiicre ¢ogalmasi, hiicre
oliim olaylari, hiicre farklilasmasi, hiicrenin akibetinin belirlenmesi, gelisim ve neoplazinin
baslamasi ile devamindaki programlanmamis olaylar1 diizenlemesinin yani sira (Lin ve ark,
2010; Nusse, 2005) B-kateninin sitoplazmik stabilitesini de kontrol ettigi bilinmektedir. Wnt
proteinleri reseptorlerine baglanmadigi durumda, B-katenin; Axin, APC, kazein kinaz 1 ve
glikojen sentez kinaz 3 proteinlerinden olusan bir komplekse bagli durumda kalir. Kazein
kinaz 1 ve GSK3p sirastyla B-katenini N-terminal ucundan fosforiller. Fosforillenen -
katenin, E3 ubikitin ligaz B-Trcp tarafindan taninir ve proteozomal yikima ugrar. Bu
durumda, TCF/LEF transkripsiyon faktorii, Groucho proteine baglanir. Boylece TCF, Wnt
sinyali yoklugunda B-kateninin hedef genlerinin aktif transkripsiyonel represorii olarak gorev
alir (Sekil 4) (MacDonald ve ark, 2009). Wnt ligandinin yoklugunda f-katenin sitoplazmada
birikir ve c¢ekirdek i¢ine girer. Burada DNA baglayici bir protein ailesi {iyesi olan lenfoit
arttirict faktorl'e (T hiicresi faktdrii) baglanir. Ikisi birlikte ¢c-MYC, siklin D1 gibi hedef
genlerin transkripsiyon programini aktive eder. Bu durum wnt yolaginin kanser olusumundaki
etkisini agiklamaktadir.

Wnt ligandi, FZD ve LRP5/6 reseptoriine baglaninca, Dvl proteini plazma
membraninda tutularak (Sugimura ve Li, 2010) Kazein kinaz 1 ve PKCa, Dishevelled
proteinlerinin fosforilasyonuna neden olur. Fosforillenen Dishevelled; Axinin, Axin-APC-
GSK3p kompleksinden ayrilir ve GSK3B'nin [-katenini fosforillenmesini engeller.
Fosforillenmeyen B-kateninde yikim gergeklesmez ve sitoplazmada birikmeye baslar. Biriken
B-katenin hiicre niikleusuna gegerek, burada TCF/LEF ailesi transkripsiyon faktorleri ile
baglanarak, aralarinda c-myc ve siklin D, VEGF’nin de bulundugu bircok hedef genin
transkripsiyonunu degistirir (Sekil 4) (Badiglian ve ark, 2009).
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Sekil 4. Wnt/B-katenin sinyal yolagi A) Wnt yoklugunda B) Wnt aktif iken meydana gelen olaylar (Peifer ve
Polakis, 2000).

2.1.5. Wnt Sinyal Iletisinde Rol Oynayan Bashica Proteinler

2.1.5.1. Wnt proteinleri

Whnt proteinleri, doku biitiinliigiinii, kok hiicre tiretimini, hiicresel ¢ogalmay1 ve timor
baskilamay1 igeren bir¢ok biyolojik siireci kontrol eden salgilanmig proteinlerdir (Chien ve
ark, 2009). Wnt proteinleri genellikle, Afrika penceli kurbagas1 embriyosunda ikincil viicut
ekseni olusumunu saglama ve belirli sinyal kaskatlarini aktive edebilme 6zelliklerine sahiptir.
Bu proteinler, FZD membran resoptorii ve LRP5/6 yardimei reseptoriiniin aktivasyonunu
kolaylastirir. Sonugta bu aktivasyon kanonikal Wnt/B-katenin yolagini etkinlestirir. Wnt5a
smifinda yer alan proteinler (Wnt4, Wnt5a, Wntbb, Wnt6, Wnt7a ve Wnt11) FZD membran
reseptoriine baglanarak kanonikal olmayan sinyal yolaklarini aktiflestirirler. Wnt proteinleri
iizerine yapilan ¢aligmalar bu proteinlerin ¢ok ¢esitli hiicre i¢i yolaklar tetikleyerek fizyolojik

degisikliklere sebep oldugunu gostermektedir (Heisenberg ve ark, 2000).
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2.1.5.2. Frizzled proteinleri

FZD proteinleri, G-protein aracili reseptor proteini ailesinin bir iyesidir. FZD, wnt
sinyalinde ve diger sinyal yolaklarinda reseptor gorevi yapmaktadir. Hiicre polarizasyonunun
diizenlenmesinde 6nemli bir role sahiptirler. Ayrica embriyonik gelisim, doku ve hiicre
polarizasyonu, ndronal sinapslarin olusumu, hiicre ¢ogalmasinin diizenlenmesi i¢in gereklidir.

Bu proteinler siingerden insana kadar birgok canlida tanimlanmigtir (Wang ve ark, 1996).

2.1.5.3. Lipoprotein-iliskili reseptor proteinleri

LRP5/6 ve onlarin homologu membrani tek seferde gecen Wnt/B-katenin sinyal iletimi
icin gerekli proteinlerdir (Pinson ve ark, 2000). LRP reseptoriiniin uzantisi, wnt sinyal
yolaginin uyarilmasi ile fosforillenerek Wnt/B-katenin sinyal iletimini baglatir (Tamai ve ark,
2004). LRP’nin bu fosforilasyonu, Axinin baglanmasimi saglar (Mao ve ark, 2001) ve bu
durum GSK3 ve CK1 gamma olmak iizere iki protein kinaz tarafindan diizenlenmektedir
(Nusse, 2005).

2.1.5.4. Axin

Axin; APC, B-catenin ve GSK-3B’ya dogrudan baglanarak, pB-kateninin down-
regiilasyonunda merkezi bir rol oynamaktadir. Axin, N-terminal bdlgesinde G protein sinyal
iletim diizenleyici birimi i¢cermekte olup, bu birim, APC proteini i¢in baglanma bolgesidir.
Ayrica axin, GSK-3p, B-katenin, Dvl ve protein fosfataz 2A igin baglanma bdlgelerine
sahiptir (Peifer ve Polakis, 2000).

Sekil 5. Axinin yapisi ve axine baglanan proteinler (Pecina-Slaus, 2010).
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Sekil 5’de gosterildigi gibi axin, GSK-3p tarafindan B-kateninin fosforilasyonunu
arttirmaktadir. Axin, p-katenini GSK-3B c¢evresine yerlestirerek ve etrafinda tutarak f-
kateninin fosforilasyonunu kolaylastirir.  Axin ayrica APC’nin GSK-3B tarafindan

fosforilasyonunu da kolaylastirmaktadir (Pecina-Slaus, 2010).

2.1.5.5. p- katenin

B-katenin, adheran baglantilar1 olusturan kadherin kompleksinin bir alt birimidir ve
wnt sinyal yolaginin en temel bilesenlerinden biridir. Bu baglantilar, hiicrenin gelisimini ve
hiicreler arasi baglantilar1 diizenleyerek epitel hiicre tabakalarinin olusturulmasint ve
stirekliligini saglar (Yochum ve ark, 2008). Wnt proteininin yoklugunda GSK3p, B-katenin
proteinini fosforiller ve GSK33 ve APC ile kompleks olan axine bagli durumda kalir. Bilesik
durumunda GSK3p’in etkisini kolaylastirarak B-kateninin fosforilasyonunun arttirir. -
katenin fosforillendiginde hiicre i¢inde yikima ugrar ve sitoplazmada birikmesi engellenir.
Wnt ligandinin FZD reseptoriine baglanmasiyla B-katenin, Axin-APC-GSK3p kompleksinden
ayrilir GSK3p tarafindan fosforillenmesi inhibe olur. Boylece sitoplazmadaki p-katenin
seviyesindeki artmanin neticesinde B-katenin ¢ekirdege geger. Bu gegis ile TCF/LEF
transkripsiyon faktorleriyle etkileserek c-myc, siklin D gibi belirli hedef genleri aktive etmek
icin TCF ve LEF ile etkilesir. B-kateninin onkogen olarak etki gosterebildigi diistiniilmektedir
(Wang ve ark, 2008).

2.1.5.6. APC
APC geni, farkli fonksiyonel domainleri ile gesitli fetal ve yetiskin insan dokusunda
ekprese edilirler. (Pecina-Slaus, 2010). APC proteini, ilk basta insan kolon kanserinde bir

timor baskilayici olarak kesfedilmistir. Bunun ardindan proteinin, Wnt sinyalinde f-

katenin’in kararliligini artirdig1 kesfedilmistir (Polakis, 2000).
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2.1.5.7. TCF/LEF

TCF/LEF, B-katenin aracili gen regiilasyonunun Onemli bir bileseni olup DNA
baglayan transkripsiyon faktor ailesinin bir tiyesidir. Caenorhabditis elegans ve Drosphila’da
tek TCF geni bulunurken memelilerde Tcf-1, Tcf-3, Tcf-4 ve Lef-1 olmak iizere dort iiyesi
bulunmaktadir (Panhuysen ve ark, 2004). Wnt sinyali yoklugunda, Tcf proteinleri, hedef
genlerin promotor ve kuvvetlendirici dizileriyle etkileserek, DNA’nin egilerek katlanmasina
neden olur. B-katenin yoklugunda TCF, histon deasetilasyonunu ve kromatin yogunlagmasini
tesvik eden represor protein Groucho ile etkileserek gen ekspresyonunu baskilar (Niemann ve
ark, 2002). B-katenin nukleusa hiicre i¢ine girdikten sonra, TCF’nin N-terminal ucuna
baglanir ve TCF’yi transkripsiyonel aktivator olarak uyarir (Zechner ve ark, 2003). -katenin,
Groucho es-baskilayicisint Tcf’den ayirarak ve wnt hedef genlerinde bdolgesel kromatin
yapisinda degisiklikler yapabilecek cesitli proteinleri bir araya getirerek saglar (Junghans ve
ark, 2005).

2.1.5.8. Glikojen sentaz kinaz 3

GSK3 proteinleri glukoz metabolizmasinda gorev alan serin/treonin kinazlardir.
Memelilerde, GSK3a ve GSK3p olmak fiizere iki izoform eksprese etmektedirler. (Wada,
2009). GSK3’lerin, aralarinda wnt sinyal yolagmnimn da bulundugu cesitli sinyal yolaklarinda,
onemli rolleri oldugu bildirilmistir (Ali ve ark, 2001). Bir ¢ok c¢alismada GSK3 diizen
bozuklugunun basta obezite olmak iizere diyabet, enflamasyon, noérolojik bozukluklar ve
timor olusumu gibi birgok patalojik durumlara neden olmaktadir (Wada ve ark, 2009). Son
yillarda yapilan ¢aligmalarda GSK3’iin nérogenez, ndronal migrasyon, ndronal polarizasyon
ve akson bilylimesi gibi siireclerlerde de anahtar diizenleyici enzim oldugu gosterilmistir (Hur
ve Zhou, 2010). GSK3’iin alt iriinleri; cyclic AMP response element, Nucleer Factor
activated T cells protein ailesi, neurogenin 2, SMAD1, c-Jun ve B-katenin gibi birgok
transkripsiyon faktoriidiir. GSK3, bu transkripsiyon faktorlerini, onlarin protein seviyelerini,
DNA baglama aktivitelerini ve niikleer lokalizasyonlarin1 degistirerek kontrol eder. Bu
faktorlerden birgogu [-kateninde oldugu gibi, GSK3 ile fosforile edildikten sonra

proteozomal yikima ugrar (Grimes ve Jope, 2001).
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2.1.5.9. Dishevelled

Whnt sinyal iletiminde anahtar gorev oynayan Dishevelled (Dvl) proteini, wnt sinyalini,
reseptorlerden efektorlerine aktarir. Dvl proteini, wnt sinyal iletimi ve embriyogenezdeki
Oonemi bildirilmistir. Kanonikal Wnt yolaginda, dishevelled proteinleri, FZD reseptor

tarafindan alinir ve sitozolik B-katenin yikilimini 6nler (Wallingford ve Habas, 2005).

2.1.5.10. Wnt sinyali ile apoptozun iliskisi

Wnht sinyal yolaginin wnt-BMP sinyalizasyonu, SFRP2 (secreted FZD-related protein-
2) gen ckspresyonu, B-catenin, GSK3B-NF-«kBeta, c-Jun N-terminal kinaz sinyali veya gen
Dickkopf-1, NEMO, tau, sox 10'un ekspresyonu gibi farkli mekanizmalar {izerinden apoptozu
diizenledigi bildirilmistir (Li ve ark, 2006; Crowder ve Freeman, 2000; Ellies ve ark, 2000).
Hiicrelerin biliylimesinde, wnt sinyal iletimi var olan ¢evresel uyaranlara bagl olarak apoptozu
kolaylastirir veya engeller (Ellies ve ark, 2000). Bu baglamda en ¢ok arastirilan wntl, apoptoz
stirecinin kontrolii ile iligkilendirilmektedir (Chen ve ark, 2001). Wntl ekspresyonundaki artis
B-katenin, siklooksigenaz ve ‘Wntl induced secreted protein’ (WISP-1) sinyalinin
tetiklenmesine neden olur. Bu durum hiicrelerin c-myc ile tetiklenen apoptozdan korunmasina
neden olur (You ve ark, 2002). Wntl, kaspaz-9 aktivitesini inhibe ederek apoptozu
baskilayabilmektedir (Chen ve ark, 2001). APC geni de apoptozu diizenleyen baska bir
faktordiir. APC, B-katenin seviyesini diisiirerek, Tcf/Lef transkripsiyon faktorlerinin down
regiilasyonuna neden olur. Tcf/Lef aktivasyonu olmadan, APC, kaspaz-3, kaspaz-7 ve kaspaz-
9 aktivasyonuna neden olarak, bu proteinler arciligiyla poli ADP-Riboz polimeraz (PARP) ile
apoptoza neden olur (Chen ve ark, 2003). Wnt antagonistleri de ayrica Wnt-FZD sinyal
yolaginin baskilanmasi araciliiyla apoptozu tetiklemektedir (Mirkovic ve ark, 2002). Dkk-
I’in  digaridan  etkisiyle Wnt-FZD sinyalinin  engellenmesinin  apoptozu tetikledigi
gosterilmistir (Glinka ve ark, 1998). Diger benzer ¢aligmalar, wnt sinyal yolaginin, NF-«kf3
sinyalini aktiflestirip GSK3f proteinini inhibe ederek apoptoz siirecini kisitladigini ve sag

kalimi artirdigini gostermektedir (Bournat ve ark, 2000).
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2.1.6. Prostat Kanserinde Tedavi Yontemleri

Prostat kanseri tedavisinde siklikla kullanilan yontemler arasinda gozlem altinda

tutma, cerrahi uygulama, radyasyon tedavisi, hormon tedavisi, kriyocerrahi ve HIFU (yiiksek
siddette odaklanmis ultrases) tedaviler yer almaktadir. Bu tedavilerin uygulanmasinda
hastaligin evresi ya da tiimoriin durumu, hastanin yasi, diger 6nemli saglik durumlar
belirleyici olmaktadir.
Gozlem altinda tutma yontemi, yapilan tetkik ve incelemeler dogrultusunda diisiik riskli
hastalar i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu uygulama ile belli periyotlarda PSA ve PRM
yapilarak hastaligin ilerlemesini ve erken bulgularin saptanmasi amaglanmaktadir ancak hizli
gelisen tiimorler igin bu yontem yetersiz kalmaktadir (Cooperberg ve ark, 2011).

Prostat kanserinde kullanilan bir diger tedavi yontemi radikal prostatektomi
yontemidir ve hastaligin tedavisinde kullanilan ilk ve standart yontemlerden biridir. Radikal
prostatektomi iiretra ve mesane arasindaki tiim prostat dokusunun ve seminal vezikiilleri
iceren ¢evre dokunun alinmasidir. Bu yontem, laparoskopik, robotik, retropubik ve perineal
olarak uygulanabilmektedir. Radikal prostatektomi cerrahi bir yontem oldugundan hastalarin
iyilesme siiresi diger alternatif tedavi yontemlere gore daha uzundur. Ayrica hastalarin
yaklasik %70’inde erektil fonksiyonlarda azalma olmasi da tedavinin bir diger dezavantajidur.
Ancak laparoskopik radikal prostatektomide bagirsak yaralanmalari, bazi organlarin hasar
gormesi ve uzun siireli tikanmalarla karsi karsiya kalinabilmektedir. Ayrica cerrahi
miidahaleler sonucunda hastalarda ciddi kanama sorunlari, rektum yaralanmasi, derin ven
trombozu gibi sorunlar ile karsilasmak da olasidir (Stolzenburg ve ark, 2009; Rassweiler ve
ark, 2001; Srinualnad ve Udompunturak, 2007).

Prostat kanseri tedavisinde kullanilan radyasyon terapisi lokalize prostat kanseri
hastalar1 igin kullanilmakta ve bu tedavi ile timdr hiicrelerinin 6lmesi ya da tiimoriin
kii¢iilmesi amaglanmaktadir (Cooperberg ve ark, 2010). Prostat kanseri tedavisinde kullanilan
iki tlir radyasyon tedavisi bulunmaktadir. Eksternal 151 tedavisinde hastaya dis kaynakli
radyasyon verilir. Brakiterapi yonteminde ise tohum olarak isimlendirilen kii¢iik radyoaktif
cekirdeklerin prostat dokusuna yerlestirilmesiyle diisiik dozda ve siirekli kullanilmasiyla
miimkiin olur. Ancak bu tedavi sirasinda mesane ve rektum da yiiksek doz etkisi nedeniyle
bazi komplikasyonlara neden olabilmektedir (Rios ve ark, 2017).

Prostat kanserinin baslangi¢c evrelerinde kanser hiicrelerinin gelisiminde androjen
onemli bir rol oynamasindan dolay: ileri derece prostat kanseri hastalarinda hormon tedavisi

onemli bir secenek haline gelmistir. Bu tedavi ile prostat hiicrelerinin androjene bagimli
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bliylimelerini saglamaktadir. Androjen yoksunluk olarak isimlendirilen bu yontemde
androjene bagimli hiicrelerde apoptotik yolaklarin baslatilmasi ile sonuglanir. Ancak ¢ogu
hastada bu tedavi sonrasinda kanser hiicrelerinde androjene direng kazanir ve bu agresif
duruma gegis hastanin 6liimiine neden olmaktadir (Senthilmurugan ve ark, 2017).

Kriyocerrahi ya da kriyoterapi olarak adlandirilan bu yontem ilk olarak 1940’h
yillarda kullanilmaya baglanmis bir yontem olmakla birlikte bu yontem ile kanser hiicrelerinin
stv1 nitrojen yardimiyla ileri derecede sogutma ile kanserdz hiicrelerin destruksiyonu ve
tiimorlii dokularin hiicresel 6liimii hiicre membrani veya organellerin hasari ile direk yoldan
veya vaskiiler sikisma ile indirek yoldan 6limii saglanmaktadir (Rees ve ark, 2004; Baust ve
Gage, 2005; Hoffmann ve Bischof, 2002). Kryocerrahi sonrasi hastalarda erektil ve iriner
problemler ortaya c¢ikabilmekte, hatta bu yontem sonrasi impotans goriilme egiliminin ¢ok
yiiksek oldugu belirtilmistir (Ranjan ve ark, 2008).

Prostat kanseri tedavisinde 6zellikle T1-T2 evrede bulunan ve yaslari, genel durumlari
g6z Online alindiginda prostatektomi ve cerrahi girisim i¢in uygun olmayan hastalar i¢in
yiiksek siddette odaklanmis ultrasesin kullanildigi HIFU yontemi siklikla kullanilir. Bu
yontemde ultrases enerjisi endorektal bir prob vasitasiyla iletilmektedir. Ultrases dalgalar
rektal duvari asarak prostat dokusu tizerine odaklanirlar. Bu odaklanma islemi ile hedef
bolgede dokuda tahribati olusturulmaktadir. Ancak bu yontem de impotans ve inkontinans
potansiyeline sahiptir (Crouzet ve ark, 2014). Tim bu yan etkiler gz Oniine alindiginda
prostat kanseri tedavisi i¢in kullanilacak yan etkisi minimize edilmis alternatif ya da yeni
tedavi yoOntemlerine ihtiyag duyulmasi su gotiirmez bir gergektir. Fotodinamik ve
sonodinamik tedaviler bu baglamda kanser tedavisinde heyecan uyandiracak imit vaat eden

yontemler arasinda oldugu diistintilmektedir.

2.2. Fotodinamik ve Sonodinamik Tedaviler

2.2.1. Fotodinamik Tedavi

Fotodinamik terapi (FDT), tiimor dokusuna Segici olarak lokalize olan ve hedeflenen
doku tarafindan alinan 1518a duyarli ajanin ortamda bulunan molekiiler oksijen varliginda,
uygun dalga boyunda goriiniir 151k ile uyarilmasi sonucu hiicrelerde baslica singlet oksijen

olusturarak hiicrelerin 6lmesi prensibine dayanan bir fotokemoterapi yontemidir (Bilgin 1999;
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Grossweiner, 2005; Caliskan ve Bilgin, 2018). FDT, yalnizca kanser tedavisinde degil, bunun
yant sira farkli alanlarda da kullanilmaktadir (Caliskan ve ark, 2017). FDT uygulamalarinda
kullanilan 15181in dalga boyu genellikle 600-1000 nm arasinda degismektedir. FDT, ajanin
hastaya damar yoluyla verilmesinin (veya topikal olarak uygulanmasinin) ardindan bu ilacin
tiimorlii dokuda birikmesini ve belli dalga boyundaki 1sik ile uyarilarak tiimorii yok etmesi
ilkesine dayanir. Fotosensitif ajan veya 151k tek basina kanser hiicrelerini tedavi etmemektedir.
Ikisinin birbirini takip eden bigimde kullanilmasiyla fotodinamik etki olusmaktadir (Bilgin
1999).

FDT; 1518a duyarli ajan, ajan1 uygun dalga boyunda uyaracak 1s1k kaynagi ve oksijen
olmak iizere ii¢ bilesenden olugsmaktadir. Bu tii¢ bilesen tek baslarina toksik bir etkiye sahip
olmamasina ragmen birlikte fotokimyasal olaylar1 baglatarak FDT’ye neden olurlar. FDT
mekanizmasinin gergeklesebilmesi i¢in gerekli ilk adim 1s18a duyarli ajanin uygun dalga
boyunda (kirmiz1 veya yakin kizil 6tesi) bir fotonu absorblamasi ve bunun sonucunda ajanin
So temel durumundan S, kararsiz, uyarilmis duruma gegmesidir. Molekiil kisa bir zaman
diliminde i¢ doniisiim siireci ile S; uyarilmis singlet durumuna gegebilirken ayn1 zamanda
farkli mekanizmalar (151ma yaparak ya da 1s1masiz) ile temel seviyeye geri donebilir (Sekil 6).
Bu mekanizmalara ek olarak, ajan ilk uyarilmig singlet durumdan (S;, 1P*) sistemler arasi
gegisler ile daha uzun omiirlii triplet uyarilmis (Ty, 3P*) hale gecebilir. Bu durumun kararl
olmasi kullanilan ajan ile diger komsu molekiiller arasinda meydana gelen reaksiyonlari

kolaylastirir (Grossweiner, 2005).
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Sekil 6. Fotosensitif bir ajanin 151k ile uyarilmasi sonucu meydana gelen olaylar. (Lakshmanan 2014,
makalesinden uyarlanmistir) ve Fotosensitizasyon yollart.
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Fotodinamik tedavide Tip I ve Tip II olmak tizere iki tip fotosensitizasyon
reaksiyonundan bahsetmek gerekir (Sekil 6). Tip | fotosensitizasyon reaksiyonunda, uyarilmig
triplet enerji durumundaki fotosensitif ajan bir elektronu (veya esdeger sekilde hidrojen
atomunu) reaktant molekiile bagislar veya molekiilden geri alir. Bu olay oksijensiz ortamda
gerceklesir. Sonra reaktant oksijenle ya direk olarak veya genisletilmis bir yol yardimiyla
reaksiyona girer ve sitotoksik peroksitler, siiperoksit iyonlar ve hidroksil radikalleri
olusturabilirler. Tip Il fotosensitizasyon reaksiyonunda, molekiiller oksijen, triplet temel
seviyedeki c¢iftlesmemis elektronu ile en kararli durumdadir. Aymi molekiiller oksijen
yoriingesinde bulunan diisiik enerjili ¢iftlesmemis elektronlar, c¢iftlesmemis elektronu
bulunmayan singlet oksijen durumunu uyarilabilirler. Tip II reaksiyonda uyarilmis 1s18a
duyarlastiran ajanlar énce oksijenle etkileserek singlet oksijen (*Oy) olustururlar (Fernandez
ve ark, 1997; Grossweiner ve ark, 1999). FDT’de hedef hiicrelerde baslica singlet oksijen
(ve/veya serbest oksijen radikalleri) meydana gelmektedir. Ortamda olusan singlet oksijen ise
direk ve dolayli mekanizmalarla hedef hiicrelerde Sliime (apoptoz ve nekroz) kadar giden
reaksiyonlar1 baglatmaktadir (Allison ve Moghissi, 2013). FDT’deki hiicre oliimlerinden
baglica oksijene bagimli tip Il fotosensitizasyon reaksiyonlari sorumlu tutulmaktadir. Bu
reaksiyonlar sonucu ag¢iga c¢ikan asir1 reaktif ve son derece toksik olan singlet oksijen
(dokudaki yar1t omrii yaklasik 40 nanosaniye ve dokudaki yayilim yaricap: yaklasik 20
nanometre) sadece hedef hiicrelerde 6liime neden olmaktadir. Boylelikle ¢cevre dokuya zarar
vermeden tiimorlii bolgedeki hiicrelerin 6lmesi saglanir. FDT etki mekanizmasinda hiicresel
olaylar (hem apoptoza hem de nekroza yol acan yolaklar), vaskiiler olaylar (mikrovaskiiler
yikim) ve sistemik immunolojik cevabin uyarilmasini igermektedir (Bilgin ve ark, 2000). FDT
hedef bolgesinde birgcok tiimor/hedef hiicre dokiintiisiine neden olmaktadir ve ayrica bu
bolgede gesitli sitokin ve kemokinlerin olusumuna neden olmaktadir (Allison ve Moghissi,
2013; Garg ve ark, 2010; Bilgin ve ark, 2005).

2.2.2. Fotodinamik Tedavinin Tarihgesi

Fotodinamik tedavinin gecmisi antik misir zamaninda deri hastaliklar1 igin bitki
Ozlerinden elde ettikleri malzemeyi deri istline siirerek direk glin 1518ina tutmalarina
dayanmaktadir. Buna ragmen 1900’lii yillarin basina kadar kimse fotodinamik tedaviden

bahsetmemistir. Oscar Raab, okridin sarisin1 1s1kla kombine ederek paramesyumlar:
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Oldiirmeyi basarmis ve fotodinamik tedavinin temellerini atmistir. 1907 yilinda Von
Tappeiner bazal hiicreli kanserlerde e6zini kullanmis ve fotodinamik tedaviden bahseden ilk
kisi olmustur. 1979 yilinda fotofrin FDA tarafindan onaylanmis ilk fotosensitif ajan olarak
kayitlara gecmis ve bu yildan sonra FDT’ye iliskin bircok ajan ve 1s1k kaynag ile ilgili
caligmalar yapilmis ve yapilmaya devam etmektedir. FDT nin tarihsel gelisimi Sekil 7°de

gosterilmistir.
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Sekil 7. FDT nin tarihsel gelisimi (Pye ve ark, 2013’den uyarlanmustir).
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2.2.3. FDT’de Kullanilan Isik Kaynaklari

FDT’de ajanlar1 uyaracak 151k kaynagi, kullanilan ajanin tiimorlii dokuya gitmesinin
ardindan ajanin uygun dalga boyunda uyarilmasi agisindan oldukc¢a onemlidir. Timorli
dokunun yerine baglh olarak FDT’de kullanilan 151k kaynaklar1 lambalar ve lazerler olmak
iizere ikiye ayrilmaktadir. Son zamanlarda LED’lerin de kullanilmasiyla bu siniflandirma
farklh sekilde yapilabilmekedir. Fotodinamik tedavide kullanilan lazerler ve 1sik kaynaklari

Tablo 2’de 6zetlenmistir.

Tablo 2. FDT’de kullanilan 151k kaynaklar1 (Brancaleon ve Moseley, 2002).

Isik Kaynagi Dalgaboyu Isima Giict

Argon lazer 488 ve 514.5 nm 0.5-1 W/cm?

Argon pompali boya lazeri 500-750 nm (boyaya bagli) 10-200 mW/cm?
Metal buhar lazeri UV veya goriiniir bolge (metale bagl)) | 10 W/ecm? ye kadar
Metal buhar lazer pompali boya lazer 500-750 nm (boyaya bagli) 10-500 mW/cm?

Kati hal lazerler: Nd:Yag lazer 1054, 532, 355, 206 nm 10 W/cm? ye kadar
Yariiletken diyot lazer 600-950 nm 700 mW/cm? ye kadar
Tungsten Lamba 400-1100 nm 250 mW/cm? ye kadar
Ksenon ark lamba 300-1200 nm 300 mwW/cm? ye kadar
Metal halojeniir lamba 250-730 nm (metale bagl) 250 mW/cm? ye kadar
Sodyum (fosfor kapli) lamba 590-670 nm 100 mW/cm? ye kadar
Floresan lamba 400-450 nm 10 mW/cm? ye kadar
LED lambalar Goriiniir ve kizilotesi 150 mW/cm? ye kadar
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2.2.4. Sonodinamik Tedavi

FDT’de kullanilan 1s18in hedef dokulara ulastirilmasi gerekmektedir. Bu derin
dokularda yer alan tiimoriin konumu nedeniyle her zaman miimkiin olmayabilir. Bu sebeple
ulasilmasi zor olan derin dokulara 1s1gin daha iyi niifuz edebilmesi icin alternatif yollar
aranmis Ve Umemura ve arkadaslar tarafindan fotosensitif bir ajanin ultrases ile aktive
edilebildigi gosterilmistir. Bu ajanin diisiik siddetli ultrases ile uyarildiktan sonra benzer
etkilerin gozlendigi ifade edilmis ve bu alternatif tedavi yontemine “Sonodinamik Tedavi”
ismini vermislerdir (Yumita ve ark, 1990; 1996; Umemura K ve ark, 1996; Umemura S ve
ark, 1990, 1999). Baska bir ifadeyle, fotodinamik tedaviden tiiretilen sonodinamik tedavinin
en 6nemli 6zelligi biyolojik dokulara fotondan daha iyi niifuz eden diisiik frekansli ultrasesin
kullanilmasidir. SDT’nin apoptotik etkisi FDT ye benzer sekilde uygulamadan sonra olusan
ROS radikalleriyle iliskili oldugu diisiiniilmektedir. FDT ye benzer sekilde ultrasese de
duyarli ajanlar uygun siddette ve frekansta ultrases ile uyarildiklarinda temel durumdan
uyartlmis duruma gegmektedirler. Uyarilmis durumdan tekrar temel duruma donerlerken
enerjilerini ortamdaki oksijene verirler ve singlet oksijen veya serbest radikaller gibi ROS
radikallerini olustururlar. Bu olaya sonokimyasal etki denmektedir. Olusan ROS ise apoptotik
yolaklar1 indiikleyerek hiicrelerin apoptoza gitmelerini saglarlar (Sekil-8) (Pang ve ark, 2016;
Trendowski, 2014; Shibaguchi ve ark, 2011).

Apoptoz

Sekil 8. SDT Mekanizmasi (Pang ve ark, 2016)
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Bilindigi tizere terapotik ultrasesin dokuyla etkilesimi termal ve termal olmayan olmak
tizere ikiye ayrilmaktadir. Buna gore, SDT nin birincil mekanizmasi termal olmayan etkiyle
aciklanmaktadir ki bu etki kavitasyon etkisi olarak nitelendirilmektedir. Bu etki, ultrases ile
uyarilmis bir ortamda mikro baloncuklarin tiretilmesi, genisletilmesi ve ¢okmesi ile meydana
gelmektedir. Diger bir deyisle, s1vi ortamda bazi mikro kabarciklar ultrasonik 1s1ma altinda
biiyiir ve daralir (Baker ve ark, 2001). Kavitasyon etkisi biyofiziksel bir etki olup ultrases
etkisiyle dokularda mikrobaloncuklarin olusmasini neden olmaktadir. Kavitasyon etkisi de iki
kisimda incelenmektedir. Dengeli kavitasyon; birka¢ mikronluk kiigiik baloncuklarin
ultrasonik basing dalgalarinin etkisiyle ileri geri hareketidir. Ultrason tedavisi esnasinda
ortaya ¢ikar. Bu sirada hiicre zarmin gecirgenligi artar ve potansiyeli degisir. Dinamik
kavitasyon ise, terapotik ultrases dozlarindan daha yiiksek dozlarda ortaya g¢ikar. Diger bir
deyisle sivi igindeki mikrobaloncuklarin rezonans boyutlarina kadar biiyiir ve bu sayede
maksimum oranda genisler ve son olarak siddetli bir sekilde bir ¢okiis meydana gelir. Bu
sekilde hizla biiyiiyen baloncuklar geliserek hizli hiicre harabiyeti meydana getirir (Sekil 9).
Dinamik kavitasyon ile hiicre membranimin gecirgenligi arttirilarak hiicre icine ilag vb
malzemelerin daha kolay ge¢mesine neden olur. Bu olaya da sonoporasyon denilmektedir
(Tachibana ve ark, 2008; Didenko ve Suslick, 2002; Rosenthal ve ark, 2004).
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Sekil 9. Ultrasesin termal olmayan etkileri (Liu ve ark, 2014)
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Bazi ilaglarin ultrases 1sitma maruziyetiyle birlikte aktif siiperoksit radikalleri ve
singlet oksijen gibi oksijen tiirlerinin olustugu ve olusan bu tiirlerin kanserli dokulara hasar
verdigi Dbelirlenmistir (Miyoshi ve ark, 1997). Yapilan ¢alismalarda hematoporfirinin
sonoliiminesans ile foto-uyarilmasi sonucu sitotoksik singlet oksijen olustugu gosterilmistir
(Yumita ve ark, 1990, 1996; Umemura K ve ark, 1996; Umemura S ve ark, 1999; Liu ve ark,
2007). Diger bir ¢aligma ile sonodinamik etki i¢in 1g1maya maruz birakilmis ortamda oksijenin
olmasmin 6nemli oldugu ifade edilmistir. Baz1 hematoporfirinlerin kimyasal aktivasyonu
kavitasyon etkisi ile indiiklenir (Misik ve Riez, 2000). Literatiir bilgilerine gore ultrasonik
kavitasyon etkisinin meydana getirdigi enerji ile porfirin gibi bazi fotosensitif ajanlarin aktive
edildigi ve bu aktivasyon sonucunda Onemli hiicre hasarlarinin gozlendigi gosterilmistir
(Tachibana ve ark, 1993; Yumita ve ark, 1989; Tata ve ark, 1996; Umemura S ve ark, 1997).
Bu aktivasyon, hematoporfirin tlirevlerinin pirolizi veya c¢oken kabarciklarin cevresindeki
hidrojen atomlar1 ve OH radikalleri ile reaksiyonu ile gerceklesir ve sitotoksik serbest
radikallerin olusumuna neden olur. Esasen, floresans emisyonu, temel durumdan uyarilmis
duruma geri donen 151k ile ajanin uyarilmasi sonucu olusur. Bu bilgilere ek olarak, Nomura ve
arkadaglar1 porfirinin ultrases ile uyarilmasiyla ortamda NOs- ve H,O, konsantrasyonlarinin
arttigini belirtmiglerdir (Nomura ve ark, 1996). Bu nedenle, fotosensitif bir ajan, ultrases ile
kombine edildiginde sonosensitif ajan olarak etki etmektedir ve bu etkinin uygulanabilirligi
oldukga yiiksektir. Bu sonosensitif ajanlar, tiimor dokusu etrafinda segici olarak birikirler ve
ultrasonik 1s1ma ile aktiflestirilebilirler.

Yapilan caligmalar kullanilan ajanlarin tek basina anti tiimor aktivitesi olmamasina
ragmen, ultrases yayilimi ile bu aktivitenin arttigin1 géstermistir (Tachibana ve ark, 2008).
SDT’in baglica calisma alanlari, kemoterapinin gelistirilmesi, gen terapisi ve apoptoz
terapilerdir (Yu ve ark, 2004). Ultrases yayilimin uygulanan enerjisi, dokulara daha az zarar
vermesi ve biyolojik dokulara daha fazla niifuz etmesi sebebiyle radyoterapi ve 151k kullanilan
tedavilere gore daha iistiin oldugu belirtilmistir (Tachibana ve ark, 2008).

SDT’nin sitotoksisite mekanizmast FDT ile benzer 6zellikler gostermektedir (Bilgin
ve ark, 2017). SDT’de kullanilan ajanin ultrases ile uyarilmasiyla elde edilen akustik
kavitasyon aktif oksijen iiretimini saglamaktadir (Didenko ve ark, 2000; Rosenthal ve ark,
2004). Beyaz ses, sonokimyasal reaksiyonlar ile elde edilen ultrases yayilim tiimor hiicresi
etrafinda kavitasyon olusumunu saglamaktadir. Timor hiicresinin yilizeyine tutunan bir
sonosensitif ajan, sonoliiminesans 1s1k ile uyarildiginda, temel seviyeden uyarilmis seviyeye
aktive olur ve aktiflesmis ajan temel seviyeye geri donerken enerji salarak hiicresel toksisiteye

sebep olan singlet oksijen, serbest radikaller gibi reaktif oksijen tiirler olustururlar (Sekil 10).

25



Deri Yiizeyi Uyarlmis durum

-
o**

""" 30, Triplet Oksijen

''''''''' Enerji
Sonosensitif — Sonoliiminesans

ajanm taban 1sik

CUltrases 1sima durumu

Akustik kavitasyon Sonosensitizer
ile mikro-kabarcik
olusumu

Sekil 10. SDT’de olasi sitotoksisite mekanizmasi (Kuroki ve ark, 2007).

2.2.5. Sonodinamik Tedavinin Tarihgesi

Sonodinamik tedavinin tarihsel gelisimi Sekil 11°de 6zetlenmistir. Sonodinamik tedavi
etkisi ilk olarak 1989 yilinda Yumita ve Umemura tarafindan, hematoprfirinin akustik alanda
sitotoksik etkilerini gozledikleri ¢alismayla gézlenmistir. (Yumita ve ark, 1989). Yine ayni
grup 1990 yilinda SDT’nin etkisini in vivo olarak incelemislerdir (Yumita ve ark, 1990).
Umemura ve arkadaslar1 ise 1992 yilinda porfirinin ultrases etkisinde toksik etkisini
gostermisler ve sonodinamik tedavi terimini ilk kez kullanmiglardir (Umemura ve ark, 1992).
Bir sene sonra yine Umemura ve arkadaslar1 SDT’nin olasi mekanizmasin incelemisler ve
singlet oksijenin SDT’nin mekanismasinda 6nemli oldugunu bildirmislerdir (Umemura ve
ark, 1993). SDT’nin bu temel ve 6nemli ¢aligmalarindan sonra SDT’ nin olas1 mekanizmalari,

SDT’de kullanilan yeni ajanlara yonelik ¢aligmalar devam etmis ve hala etmektedir (Huang

ve ark, 2010; Wang ve ark, 2009; Inui ve ark, 2014).
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Sekil 11. SDT’ye tarihsel bakis (Pan ve ark, 2017).

2.2.6. Fotodinamik ve Sonodinamik Tedavide Kullanilan Ajanlar

FDT ve SDT’de kullanilan ajanlar sirasiyla 1s18a duyarli (fotosensitif) ve ultrasese
duyarli (sonosensitif) ajanlar olarak isimlendirilmektedir. Kullanilan ajanin tek basina anti
timor etkisi olmamasina ragmen, 1s1k veya ultrases 1sima ile birlikte kullanildiginda anti
tlimor bir aktivite ortaya ¢ikmakta ve dolayisiyla hiicreler iizerinde bir etki olusmaktadir. Isiga
duyarli bir ajanin, ultrases ile kombine edildiginde sonosensitif etki gostermektedir ve bu
etkinin uygulanabilirligi oldukca yliksektir. Bu ajanlar, tiimor dokusu etrafinda secici olarak
birikirler ve 151k veya ultrasonik 1s1ma ile aktiflestirilebilirler. FDT veya SDT’de
gerceklesecek reaksiyonlarda kullanilan ajanin 6zellikleri olduk¢a 6nemlidir. Bu o6zellikler
arasinda diisilk maliyet, diisiik toksik etki, viicuttak cabuk atilim, yiiksek absorpsiyon etkisi
sayilabilir. FDT ve SDT’de kullanilan ajanlar porfirin sinifi ve porfirin olmayan ajanlar olmak

iizere ikiye ayrilmaktadir (Sekil 12).

27



Porfirin Sinifi Fotosensitif Ajanlar

[ |
AR T N T S T

[ Hematoporfirin ][ Metalloporfirinler ][ Klorinler ][ Porphycenes ][ Pheophorbides ][ Purpurinler ][ Protoporfirin ][ Fitalosivaninler ]

L\ | | |

Lustrin NPeb Foscan Tookad Purbytin Levulan

Hematoporfirin
Turewvi

Sl |

Metvix
| Photofrin J
L Kusek 2. Kugak

l

Porfirin Olmayan Fotosensitif Ajanlar

Lol 1 Lol

[ Psoreleans ][ ADPM'ler ][ Anthracyclines ][ Siyaninler ] [Chalcosenopwﬂu'n] [Phenﬂlhiain'uMJ

BOYyas BOYas!
»\?\DPM ‘ Merocyanine Katyonik Metilen Toludin Nil
Tarevier! 240 \ Styanin Mavisi Mavisi Mavisi |
Metilen Mawisi | Toludin Mavisi NIl Mavisi
Analogu | Analogu Analogu

Sekil 12. Porfirin sinifi ve porfirin digt ajanlar (O’Connor ve ark, 2009).

FDT ve SDT’de kullanilan ajanlar porfirin ve tiirevleri olarak bilinen klorinler,
bakteriyoklorinler, fitalosiyaninler ve porfirin dis1 bilesikler olarak kabul edilen
antraquinonlar, fenotiazinler, ksantenler, siyaninler, curcuminoidler ve benzer bilesiklerdir
(Sekil 13).
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Sekil 13. Porfirinoid bilesiklerin temel yapilar1 (Lucky ve ark, 2015).

28



2.2.6.1. Porfirin ve tiirevleri

FDT’de kullanilan ilk 1518a duyarli maddeler hematoporfirin tiirevleri ve fotofrinindir.
Porfirinler biitiin yasayan organizmalarin biyolojik aktivitelerinde rol oynayan bir maddedir.
Bu molekiiller yiiksek oranda bilesik yapiya sahip, heterosiklik molekiillerdir ve merkezinde
genelde metalik atom bulundururlar. Cesitli porfirin tiirevleri bulunmaktadir ve bunlar
yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlarinin kontroliinde gérev alirlar. Bunlardan birisi olan
protoporfirin IX, hemoglobin, sitokrom ¢ ve diger biyolojik olarak iliskili molekiillerde dogal
olarak bulunan porfirin bilesenidir. Bir diger porfirin tiirevi ise ALA (aminolevulinik asit)
olarak bilinir ve dokuda protoporfirin IX olusumunu tetiklemektedir (Uehlinger ve ark 2000).
Hematoporfirin tiirevi ajanlar onkolojide FDT ilaci olarak basarili bir sekilde kullanilmaktadir
(O’Conner ve ark 2009; Basoglu ve ark, 2016). Ancak, bu maddelerin 151k emiliminin zayif
olmasi, segici olarak tiimorde birikme egilimlerinin diisiik olmasi, 4-6 hafta siireyle viicuttan
uzaklagsmamasi nedeni ile bu zaman i¢inde fototoksik etki olusturmasi ikinci nesil ajanlarin
sentezlenmesine neden olmustur.

Ikinci nesil ajanlar kimyasal olarak birinci nesile gére daha saf, daha uzun dalga
boylarinda 15181 sogurmakta ve tedavi sonrasi deride daha az 11k hassasiyeti olusturmaktadir
(OConnor ve ark, 2009). ikinci nesil ajanlar arasinda metaloporfirinler (Magda ve Miller,
2006.), fiyoorbidler (Taneja ve ark, 2016), fitalosiyaninler (Muehlmann ve ark, 2015),
klorinler (Biel, 2010), protoporfirin IX onciileri (Ormond ve Freeman, 2013), fenotiyazinler
(metilen mavisi ve toludin mavisi) (Tardivo ve ark, 2005; Graciano ve ark, 2015), siyaninler
(Delaey ve ark, 2000) ve ksantenler (Rose Bengal) sayilabilirler (Chen ve ark, 2018). Tablo

3’de klinik olarak fotodinamik tedavide kullanilan ajanlar yer almaktadir.
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Tablo 3. Klinik olarak uygulanan fotosensitif ajanlar.

Kimyasal Grup  Fotosensitizer Dalga Boyu Kullamlan Kanser Tiirii Referans
Porfirin ve Tiirevleri Fotofrin 630 nm Akciger, Ozofagus, mesane, Panjehpour ve Overholt, 2006
beyin, over
ALA 635 nm Deri, mesane, beyin, 6zofagus De Haas ve ark, 2006
Klorin ve Tiirevleri Temoporfin (Foscan) 652 nm Bas ve boyun, akciger, beyin, Betz ve ark, 2008
deri
verteporfirin 690 nm Pankreas, deri Sato ve ark, 2010
HPPH! 665 nm Bas ve boyun, oOzofagus, Loewen veark, 2006
akciger
Purlitin 660 nm Deri, meme Bellnier ve ark, 2003
Talaporfin 660 nm Karaciger, kolon, beyin Kujundzic ve ark, 2007
Ce6-PVP (Fotolon), Ce6 660 nm Nazofaringeal, sarkoma, beyin Thong ve ark, 2008
tiirevleri
(Radachlorin,
Photodithazine)
Fitalosiyaninler Silikon fitalosiyanin (Pc4) 675 nm Kutanoz T-cell lenfoma Lee ve ark, 2008
Bakteriyoklorin Tookad 762 nm Prostat Woodhams ve ark, 2006
Teksafirin Moteksafin lutesyum 732 nm Meme Patel ve ark, 2008
(Lutex)

HPPH?; 2-[1-Hexyloxyethyl]-2 Devinyl Pyropheophorbide-a

Ikinci nesil ajanlardan olan klorinler, genis heterosiklik aromatik molekiiller olup, ii¢

pirol halkasi ile bir indirgenmis pirol halkasina dort metin baginin baglanmasiyla olusurlar.

Magnezyum igeren klorinler klorofil olarak bilinmektedir. Klorinler ilk olarak 1980°1i yillarda

fotosensitif ajan olarak kullanilmaya baslanmistir. Bu zamana kadar birka¢ klorin tiirevi

gelistirildigi bilinmektedir ve klorin e6 (Foscan®), verteporfirin, talaporfin, mono-L-aspartil

klorin e6, diaspartil klorin e6, monoseril klorin e6 gibi tiirevleri sentezlenmistir. Bu bilesikler

ikinci nesil ajanlar arasinda yer alir ve bu ajanlarin etkisi arttirllmis, yan etkileri azaltilmig
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durumdadir. Bununla birlikte tiimorlii dokularda daha etkili sekilde biriktigi, viicuttan hizla
atildig1 ve 650-670 nm dalga boyu araliginda kuvvetli absorpsiyon gosterdigi bilinmektedir
(Nyman ve Hynninen, 2004).

Fitalosiyaninler, bir diger ikinci nesil ajanlardandir ve dogada bulunan porfirin halka
yapisinin analogu olan, sentetik makrosiklik yapili organik bir molekiildir ve FDT’de
kullanilan ve calisilan en sik ajanlardan biridir. Bununla birlikte fitalosiyaninlerin yapisi, yesil
yaprakli bitkilerin pigmenti olan klorofil ve kana renk veren hemin ile yakin benzerlige
sahiptir (Cook, 2002). Fitalosiyaninlerin hidrofobik ve hidrofilik 6zellikleri arasinda 6nemli
bir uyum vardir ve bu sebeple diger metaller ve makromolekiiller Kullanilarak istenilen
ozellikte ve yapida Ozel irilinlerin tasarlanip sentezlenmesine olanak saglamaktadir. Bu
ozelliginden dolay1 fitalosiyaninler katalizorler, kanser tedavisinde foto dinamik eleman, optik
bilgi depolama sistemleri, kimyasal sensorler, sivi kristal malzemeler, non-lineer optik
malzemeler, Langmuir-Blodgett filmleri gibi uygulamalarda kullanilmaktadir. Bu
uygulamalarin ¢esitliligi fitalosiyaninlerin merkezinde bulunan metal iyonunun degistirilme
kabiliyetinden kaynaklanmaktadir (Maree ve ark, 2002). Bu durum fitalosiyaninlerin
fotofiziksel 6zelliklerini etkilemekte ve yiiksek absorbsiyon bandina sahip olmalarina neden
olmaktadir. Bu ozelliklerinden dolayr FDT de siklikla kullanilmaktadir. Suda ¢6ziinebilen
stlfo yapili fitalosiyaninler arasinda aliiminyum fitalosiyanin ve ¢inkofitalosiyanin en ¢ok
kullanilan  fotosensitif —ajanlar olarak bilinmektedir (Lukyanets, 1999). Ancak
fitalosiyaninlerin metalli bilesikleri sulu ¢ozeltilerde agregasyona neden olmakta bu da
fotokimyasal reaksiyonlarin Ozelliklerinde azalmaya neden olmaktadir. Bu sebeple
fitalosiyaninlerle ilgili ¢aligmalar giincelligini hala korumaktadir (Gorman ve ark, 2004,
Tedesco ve ark, 2003). Tim bu oOzellikler fotosensitif ajanin fotodinamik tedavinin
etkinliginde nasil bir role sahip oldugunu ortaya koymaktadir.

Fiyorbidler, klorofil yitkminda ortaya ¢ikan bir iirlindiir ve ikinci nesil ajanlar arasinda
yer almaktadir. Bu ajanlar bir¢ok bitki ekstratinda aktif bilegsen olarak rol oynamakla birlikte,
fotofrin gibi birinci nesil ajanlara gore 15181 daha uzun dalga boylarinda (666 nm) absorplama
ozelligine sahiptir (Gheewala ve ark, 2018; Choi ve ark, 2014). Fiyorbidlerin FDT de en sik
kullanilan tiirevleri arasinda fiyorbid a ve Tookad® gelmektedir. Fiyorbid a’lar, kirmizi
bolgede uyarilma 6zelligine sahiptir ve hiicrede mitokondri, ¢ekirdek ve lizozomlarda lokalize
olabilirler (Sekil 14). Bu o6zellikleri sayesinde hiicrede 1sik ile uyarildiktan sonra singlet
oksijen olusturarak 6liimciil hasarlarlara neden olabilirler (Tanielian ve ark, 2001). Tookad®,
paladyum bakteriyofiyorbid olarak bilinir ve ikinci nesil ajanlardan biridir. Bu ajan 6zellikle

damar hedefli FDT’ de kullanilan ajanlardandir. Tookad uzun dalga boylarinda (762 nm)
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niifus edilebilen 151k ile uyarilan bir ajandir. Tookad uyarildiktan sonra siiperoksid ve
hidroksil radikalleri olusturarak kanserli hiicrelerde 6liime neden olmaktadir. Bu ajanlarin
tiimor hiicrelerinde secici birikimi, diisiik toksisitesi ve hematoporfirin tiirevlerinden 20 kat
daha fazla fototoksik etkiye sahip olmas1 FDT ve SDT ye uygun ajanlar arasinda yer almasina

neden olmaktadir (Segelman ve ark, 1987;Baskaran ve ark, 2018).

Sekil 14. Fiyorbid a’nin molekiiler yapist.

2.2.6.2. Porfirin olmayan ajanlar

FDT ve SDT’de kullanilan porfirin olmayan ajanlar arasinda psoralenler,
antrasiklinler, siyaninler ve metilen mavisinin de ig¢inde yer aldigi fenotiyazin boyalar yer
almaktadir. Bu ajanlarin kullanilmasindaki en biiyiik etken ucuz olmalaridir. Bu boyalardan
biri olan metilen mavisi 550-700 nm dalga boyu araliginda (maksimum tepe degeri 664 nm)
kuvvetli bir sogrulma tepe degeri bulunan, gii¢lii bir fotodinamik etkinligi olan ucuz bir
boyadir. Bazik bir boya olan metilen mavisi suda, etanolde ve kloroformda kolay ¢6ziinen
koyu mavi renkte bir boyar maddedir. Metilen mavisi fotokimyasal 6zellikleri iyi bilinen bir
molekiildiir (Sekil 15). Antifungal, antibakteriyel ve antimalaryal aktiviteye sahip olan
metilen mavisi, yaygin olarak canli organizmalar1 boyamada ve methemoglobinemiyi tedavi
etmede kullanilmaktadir. Metilen mavisi son zamanlarda yapilan klinik arastirmalarda

fotosensitizer olarak bazal hiicreli karsinom, Kaposi sarkomu, metastatik melanom gibi
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kanserlerin ve psoriyazis, HPV-bagli lezyonlar, Herpes simpleks 1 ve 2’ye bagl deri
lezyonlari, Kondiloma akuminata, onikomikoz gibi kanser dig1 hastaliklarin tedavisinde

kullanilmaktadir (Tardivo ve ark, 2005).

M _
~ Cl
H,C\ a+,/CH,
N S N
| |
CH, CH

Sekil 15. Metilen mavisinin molekiiler yapisi.

Porfirin olmayan ajanlar arasinda yer alan Rose Bengal, 6zellikle oftalmoloji alaninda
kullanilan ikinci nesil ajanlardan biridir. Bu ajan 450-500 nm dalga boyu araliginda uyarilir.
Rose Bengal, fotodinamik tedavide viriislerin, protozoalarin, gram pozitif bakterilerin
oldiiriilmesinde kullanildig1 gibi, kardiyomiyositler, retinal pigment epitel hiicrelerde de
kullanilmaktadir (Panzarini ve ark, 2011).

Diger bir ajan olan indosiyanin yesili, FDA tarafindan onaylanmis, suda ¢oziilebilen,
anyonik ikinci nesil boyalardandir. Bu ajanda digerleri gibi diisiik toksisitiye sahiptir ve 700-
800 nm dalga boyu arahiginda giiclii absorbsiyon ozelligine sahiptir. Indosiyanin yesili
anjiyografide kullanildig1 gibi fotodinamik tedavide ozellikle melanoma kanserlerinde

kullanilan uygun ajanlardan biri olarak da kullanilabilmektedir (Urbanska ve ark, 2002)

2.2.7. Fotodinamik Terapinin Kanser Tedavisinde Kullanimi

Fotodinamik tedavi (FDT) prostat kanseri tedavisinde yakin bir gelecekte (uygun
fotosensitif ajan ve uygun 151n dozu gibi sorunlar ¢oziildiikten sonra) alternatif bir yontem
olarak kabul gorecegi diislinlilmektedir. Minimal derecede invaziv bir yontem olan FDT,
kanser prognozu tizerine iyi sonuglar vermekte ve hastanin yasam kalitesini iyilestirmektedir.

Ayrica gerektiginde farkli dozlarda (birden fazla) ve baska tedavi protokolleriyle birlikte
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uygulanabilirlige sahiptir (Brown ve ark, 2004). Fotodinamik tedavinin Barrett’s dzefagus,
yasa bagli makular dejenerasyon, psoriyazis, romatoid artritis, benign prostatik hiperplazi,
servikal displazi ve aktinik kerat6z gibi pre-kanseroz hastaliklarin yani sira bazal hiicreli
karsinoma, endobronsiyal kanser, 6zefagus kanseri, gastrik kanser, serviks kanseri, bas-boyun
kanserleri, papillar mesane kanserleri gibi hastaliklarda kullanimlar1 gesitli tilkelerin saglik
kuruluslart (FDA-ABD, Avrupa Birligi, Ingiltere, Almanya, Fransa, Kanada ve Japonya
Saglik Bakanliklari, vb) tarafindan onaylanmistir (Dolmans ve ark, 2003; Fayter ve ark,
2010). Giiniimiizde prostat, meme, beyin, serviks, deri ve peritoneal bosluk (bagirsak,
karaciger, safra yollari, pankreas, vb) kanserleri i¢in klinik FDT arastirmalar
stirdiirilmektedir. Fotodinamik tedavinin diger kanserlerin ve hastaliklarin tedavisinde
gelecekte kullanilabilecegi belirtilmektedir.

Chakrabarti ve arkadaslar1 in vitro bir calismada ii¢ farkli prostat kanseri hiicre
dizisinde (PC-3 ve LNCaP ve benign TP-2), endojen olarak protoprofirin IX’a doniiserek etki
eden Aminolevulinik asit (ALA) ile goriiniir 1518 etkilesimini incelemisler ve PC-3
hiicrelerinde protoporfirin IX’un (PPIX) arttigini1 belirlemislerdir. Ayrica hedef hiicrelerin
mitokondrilerinin fonksiyonel ve yapisal 6zelliklerine ile PPIX’un konsantrasyonuna bagli
olarak FDT’nin etkisinin degisebilecegini de ifade etmislerdir. ALA’nin alimi, PPIX {iretimi,
oksidatif hasar i¢cin mitokondri hassasiyeti ve mitokondri hasarma bagl olarak hiicrelerin
onarabilme kabiliyeti ALA ve FDT sinerjik etkisine bagli oldugunu ancak bu degiskenlerin
FDT ve ALA’nin sinerjik etkisini etkileyen mekanizmalarin hala agiklanabilmis olmadigini
ifade etmislerdir (Chakrabarti ve ark, 1998). MPPa (Pirofiyorbid-a methil ester)’nin
fotosensitif ajan olarak kullanildigi diger bir ¢alismada ise, PC-3 prostat hiicrelerine 151k ve
ajan etkisinde hiicre 6liimleri in vivo ve in vitro incelenmis, elde edilen sonuglara gore prostat
kanseri hiicrelerinin ajan ve 151k etkisiyle GO0/G1 fazinda hiicre donglisiiniin durdugu
gozlenmis ve asil olarak mitokondriyal kaspaz-9 ve kaspaz-3 yolaklart {izerinden apoptotik
yollarla hiicre 6liimii siirecine girdigi belirlenmistir (Tian ve ark, 2006). Fateye ve arkadaslari
fosfatidilinozitol 3-kinaz (PI3K) yolaginin hiicre sag kalimi ve biiyiimesinde etkin rol
oynadiklarini ve bu sebeple PI3K inhibitorii olan BEZ235’e verteporfirin ve FDT uygulayarak
PC-3 prostat kanseri ve SVEC endotel hiicrelerinin hiicre biiyiimesini inhibe ettiklerini
gostermiglerdir (Fateye ve ark, 2012). FDT ile fitalosiyaninin birlikte kullanildig1 bir
calismada fitalosiyaninin mitokondrideki sitozolden Bax proteinlerinin translokasyonuna
sebep oldugu bildirilmistir. Mitokondriden sitokrom c¢’nin salimimi MCF-7 meme kanseri
hiicrelerindeki apoptozun intrensek yolagi ic¢in erken sinyalizasyona sebep oldugu

gosterilmistir. Ayrica DU-145 prostat kanseri hiicreleri i¢in Bax negatif oldugunu
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belirtilmistir. Mitokondriden sitokrom c¢ salinimi, mitokondriyal membran potansiyelinin
kaybi, kaspaz aktivasyonu, kromatin yogunlasmast ve kirilmasin1 igeren apoptoz
belirteglerinin bu hiicrelerde tamamen bloke oldugu ifade edilmistir (Chiu ve ark, 2003).
Prostat kanserinin FDT ile incelendigi baska bir ¢alismada ise FDT'nin nitrik oksit ile iliskili
oldugunu bildirmislerdir (Bhowmick ve Girotti, 2014). Bir fotosensitif ajan olan Fiyorbid a ile
yapilan fotodinamik tedavi 6liimsiiz insan oral keratinosit ve oral skuamoz hiicre karsinomu
hiicre dizinlerinde apoptoz yolaklarini aktive ettigi belirtilmistir. Bu apoptotik yolaklarla
olusan etki yaninda wnt sinyal yolagimi etkileyen (TCF4/Beta-katenin kompleksi ile
birleserek) RUNX3’tin FDT’in etkisini belirlemede kullanilabilecegini ifade etmislerdir
(Moon ve ark, 2015). Ayrica fotodinamik tedavide kullanilan bazi ajanlarin wnt sinyal yolag
iizerinde etkili olabilecegi bildirilmistir. Ornegin ¢inko-protoporfirinin hemoksijenaz-1’den
bagimsiz olarak kanser hiicre canliligin1 wnt/beta katenin sinyal yolag: {izerinden baskiladigi
gosterilmis ve DU145 prostat kanseri hiicre dizininde Wnt/beta-katenin sinyal yolagiin ¢inko

protoporfirinin anti kanser etkinliginde rol aldig1 belirtilmistir (Wang ve ark, 2013).

2.2.8. Sonodinamik Terapinin Kanser Tedavisinde Kullanim

Sonodinamik tedavinin kanser tedavisinde kullanimi heniiz sinirli olmakla birlikte
bununla ilgili ¢alismalar tiim hiziyla devam etmektedir. Bu ¢alismalardan birinde Suzuki ve
ark. akridin saris1 ile SDT'nin sinerjik etkisinin sarkoma 180 hiicrelerinde etkisini
incelemiglerdir. Bu caligmanin sonunda 1.0 pg/ml akridin sarisi ile 2.0 W ultrases uygulamasi
sonras1 hiicrelerin sag kalim oranin1 %35 olarak belirtmisler, sag kalan hiicrelerin ti¢te birinin
apoptoza hazirladigini bildirmisler ve sonu¢ olarak bu terapinin timor hiicrelerinde hem
apoptoza hem de nekroza neden oldugunu ifade etmislerdir (Suzuki ve ark, 2007). Metilen
mavisinin sonosensitif ajan olarak kullanildig1 baska bir SDT ¢alismada Xiang ve ark. SDT
uygulamasinin over kanseri HO-8910 hiicreleri {izerinde ROS artisina bagli olarak hiicrelerde
apoptozu tetikledigini bildirmislerdir (Xiang ve ark, 2011). Baska bir ¢alismada protoporfirin
IX (PpIX) ve SDTmin L1210 16semi hiicreleri iizerinde otofajik ve apoptotik etkisi oldugu
ortaya konmustur (Zhao ve ark, 2011). Sarkoma 180 hiicrelerinde PpIX ajani ile SDT'nin
etkisinin incelendigi in vivo bir ¢aligmada ultrases ve ilacin birlikte kullanildig1 grupta
timoriin inhibisyonunun gozle goriliir sekilde arttigi belirtilmistir (Wang ve ark, 2008).
Insan akciger adenokarsinoma SPAC-1 hiicrelerinde klorin e6 ve SDT uygulamasimin in vivo
incelendigi bir ¢aligmada klorin e6'nin konsantrasyonunun normal hiicrelere kiyasla timor

hiicrelerinde daha fazla oldugunu belirtmistir ve hem ajanin hem de ultrasesin tek basina
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herhangi bir sitotoksik etkisinin olmadigini1 ancak ikisinin birlikte kullanildiginda ortaya ¢ikan
etkinin tiimor hiicrelerinin biiyiimesini 6nemli 6l¢iide inhibe ettigini bildirmislerdir (Chen ve
ark, 2013). Hepatoma-22 hiicrelerinde PpIX ve SDT'nin antitiimdr etkisinin incelendigi diger
bir in vivo ¢alismada SDT uygulamasindan sonra dokulardaki MDA konsantrasyonu, GSH,
CAT ve SOD aktiviteleri incelenmistir. Sonug¢ olarak PpIX'un tiimorlii dokularda segici
biriktigi ve SDT etkisiyle lipid peroksidasyon diizeyini arttirarak ve anti-oksidatif enzimlerin
aktivitesini azaltarak tiimor hiicrelerinin biiylimesini engelledigi belirtilmistir (Wang ve ark,
2010).

Siu ve arkadaslar1 piezo elektrik transdiiser (ultrases kaynagi) ve doksorubisinin birlikte
kullanilmastyla PC-3 hiicreleri {izerinde hiicre lizisi ve sitotoksisitenin arttigina dikkat
¢cekmislerdir (Siu ve ark, 2007, 2008). Bu iki ¢alisma da prostat kanserinde SDT’nin etki
mekanizmas1 hakkinda bilgi icermemektedir. Yapilan literatiir taramasinda sonodinamik

tedavinin prostat kanseri lizerine etkisiyle ilgili bagka bir calismaya rastlanmamastir.

2.2.9. Fotodinamik ve Sonodinamik Terapide Hiicre Oliimii Mekanizmalari

Foto- ve sono-sensitizasyondan sonra, hiicreler iki farkli tipte hiicre 6liimiine gidebilir.
Apoptoz ve nekroz olarak tanimlanan bu O6liim tipleri farkli morfolojik, biyokimyasal ve
molekiiler degisimler ile karakterize edilirler.

Apoptoz, hiicrenin morfolojik olarak hiicre kromatininin yogunlagsmasi1 ve bu
kromatinlerin endoniikleaz enzimi ile 180-200 baz ¢iftine boliinmesi ile tanimlanan
programlanmis hiicre Olimiidiir. Apoptoz aktif bir siirectir. Bu siiregten sonra, cekirdek
yogunlasir, plazmik membranda ¢ikinti olusur ve sitoplazma tomurcuklanir, apoptotik
hiicreler olusur. DNA’nin parcalanmasi ile birlikte, hiicre membrani fosfotidilserinin dista
kalmasi ile fosfotidik simetrisini kaybeder. Hiicrede pro-apoptotik uyariya bagli olarak farkl
apoptotik yollar gozlenir. Biitiin apoptotik yollarda mitokondri merkezi bir role sahiptir.
Mitokondriye miidahale dogrudan mitokondri veya DNA hasari ile olusabildigi gibi Bid ve
Bax proteinleri 1ile diger pro-apoptotik faktorler iizerinden de gerceklesmektedir.
Mitokondrinin hasar1 Apaf-1 ile etkilesen sitokrom c’nin salinmasina ve kaspaz sinyal
yolaginin aktivatorli olan apoptozomun olusumuna neden olmaktadir. Efektdr kaspazlarin
aktivasyonu, endoniikleazlarin aktifleserek DNA’nin bozulmasina ve PARP bdliinmesiyle
DNA onariminin engellenmesine neden olur (Sekil 16). Eger DNA dogrudan hasar goriirse,
p53 proteinleri aktive olur. Bu durum, Bax gibi pro-apoptotik proteinlerin aktive olmasi ile

apoptozun baslamasina neden olur. Diger yandan, p53 proteini, hiicre dongiisiinii baslatan ve

36



hiicre sag kalimi icin DNA’nin onarilmasimi saglayan p21 proteinlerinin aktivasyonunu
saglayarak apoptozun Onlenmesinde Onemli bir role sahiptir. Apoptozu baglatan FDT,
mitokondrideki sitokrom c’nin sitozol igerisine salinmasi ve bunun sonucunda apoptozom ve
prokaspaz 3’iin aktivasyonu ile devam eden olaylar zinciri ile karakterize edilir. Sitokrom
¢’nin salinmasi ile baslayan hiicre 6liimii sinyal yolagi Bcl-2 protein ailesi (pro-apoptotik-
Bax, Bak, anti-apoptotik-Bcl-2 vb) ile diizenlenir (Bentley ve Pepper, 2000) (Sekil 16).
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Sekil 16. Apoptotik yolaklarin sematik gosterimi (Bentley ve Pepper, 2000).

Nekrotik hiicre 6liimii hiicrenin sitoplazmik olarak sismesi, hiicre organellerinin
parcalanmasi, piknotik nukleus, hiicre membrani ve hiicre biitiinliigliniin bozulmas1 gibi
fiziksel olaylarla tanimli programlanmamis hiicre 6liimiidiir (Danial ve Korsmeyer, 2004;
Kitsis ve Molkentin, 2010). Nekroz; pasif ve dejeneratif bir siiregtir. Nekroz olusumu
sitotoksik bir ajanin biiyiik oranlarda hiicre i¢ine alinimi ile meydana gelir. Nekrotik ayrisma
temelde proteolitik bir aktivitedir ve hiicrede yapisal ve fonksiyonel proteinlerin yikilmasina
neden olur. FDT uygulamadan sonra hiicrelerde nekroza neden olan parametrelerin ¢alisilmasi
apoptoz ¢aligsmalarindan daha zordur.

FDT’den sonra hiicre dliimiinde gdzlenen apoptoz ve nekrozun belirlenmesinde en
onemli faktorler; hiicre tipi, sensitif ajanin hiicre i¢indeki lokalizasyonu, uygulanan 15181

siddeti ve dozu ve oksijenin kismi basincidir (Buytaert ve ark, 2007). Yiiksek dozda FDT
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(yiiksek ajan konsantrasyonu, yiiksek 151k siddeti veya her ikisi) uygulanmasi sonucu hiicreler
nekroza giderken, diisilk doz uygulanmasinda ise hiicrelerde apoptoz goriilmektedir. Nagata
ve ark. yaptiklart bir ¢aligmada ATX-10 sensitif ajant kullanarak malign melanom
kanserindeki etkilerini incelemisler, sonugta 15181n siddetine bagli olarak hiicrelerin apoptoza
ve nekroza gittigini ifade etmislerdir (Nagata ve ark, 2003). FDT nin neden oldugu apoptozun
genel 6zelligi apoptozom ve prokaspaz 3’iin aktivasyonu sonrasinda sitozolden mitokondriyal
sitokrom c’nin hizla salinmasidir. Fotosensitif ajanin plazma membranina lokalize olmasiyla
birlikte fotosensitizasyon siireci, hizli bir sekilde plazma membran biitiinliigiiniin
kaybolmasina ve hiicre i¢i ATP’nin hizla tiikenmesine bagli olarak nekrotik hiicre liimiine
neden olabilmektedir (Kessel ve Poretz, 2000). Ayrica, 151k siddetinin yiikksek olmasi sonucu
diger apoptotik kaspaz bilesenleri ve gerekli enzimler fotokimyasal olarak etkisiz hale
gelebilirler. Fitalosiyaninin 1s1k etkisinde Mcf7 meme kanseri hiicrelerinin kaspaz 3
aktiviteleri incelenmis ve sonucta apoptotik indikatorlerin sadece kaspaz eksprese eden
hiicrelerde olmasina ragmen klonogenik degerlendirmeler neticesinde —sitotoksisite

degerlerinin biitiin hiicrelerde esit oldugu ileri stirtilmiistiir (Xue ve ark, 2001).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii Yontemi

Prostat kanseri hiicre hatlar1 olan PC3 ve LNCaP kullanilarak olusturulan kanser
modelinde kullanilan malzemeler ve cihazlar sirastyla Tablo 4 ve 5’te 6zetlenmistir.

Tablo 4. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan malzemeler

Hiicre Kiiltiiriinde Malzemenin Adi Firma
Kullanilan Malzemeler
RPMI-1640 Besiyeri (Sigma)
L-Glutamin (Sigma)
Penisilin-Streptomisin (Sigma)
Tripsin-EDTA (Sigma)
Fotal Dana Serumu (Sigma)
Dimetil siilfoksid DMSO (Sigma)
Propidyum Iyodiir (Sigma)

Hoechst Boya-33342

Muse® Oksidatif Stress Kit

Lipid peroksidasyon kit
Glutatyon kit
Superoksid dismutaz kit

Katalaz kiti

ReliaPrep™ RNA Cell Miniprep Sistemi

EasyScriptTM cDNA Sentez kiti

Hiicre kiiltiir pleyti

Santrifiij tiipleri (15 ve 50 ml)

(ThermoFisher)

(Merck
Millipore)

(Sigma)
(Sigma)
(Sigma)
(Sigma)
(ABM Inc.)
(ABM Inc.)
(Falcon)

(Sigma)
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Hiicre dondurma tiipleri

(Sigma)

6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kab1 (Sigma)
24 kuyucuklu hiicre kiiltiir kab1 (Sigma)
48 kuyucuklu hiicre kiiltiir kab1 (Sigma)
Steril serological pipet (Sigma)
Steril mikropipet uglar1 (10, 100, 200, 1000 ul) (Sigma)
Otomatik mikropipetler (Sigma)
Thoma Lamu (Sigma)
Eppendorf Tiip (Sigma)
Tablo 5. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan cihazlar
Cihazin Ad1 Markasi
Santrifiij (Eppendorf)
Mikro santrifiij (Eppendorf)
Class Il LaminAir (Labcon)
Isik mikroskobu (Olympos)
CO, inkiibatorii (Nuaire)
S1v1 azot tanki (Thermo)
Buzdolab1 (Beko)
Laboratuar tipi derin dondurucu (Termo)
Vortex (Merck)
Su banyosu (Memmert)
Derin dondurucu(-20) (Beko)
Western Blot Seti (Biorad)

Step one Real-Time PCR Sistemi

(Applied Biosystems)
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3.1.1. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Hiicre Hatlar:

Bu c¢alismada androjenden bagimsiz PC3 prostat kanseri hiicre hatti ile androjene
duyarli LNCaP prostat kanseri hiicre hatlar1 kullanilmistir. Her iki hiicre hatti da insandan

elde edilmis hatlar olup her ikisi de yapisarak iireyen hiicre hatlaridir.

3.1.2. Besiyerinin Hazirlanmasi ve Hiicrelerin Cogaltilmasi

Bu calismada kullanilan PC3 ve LNCaP hiicrelerinin canliliklarini siirdiirebilmesi i¢in
RPMI-1640 besiyeri kullanilmistir. Kullanilan besiyerinin igeriginde %10 FCS, %1 Penisilin-
streptomisin ve %1 L-glutamin bulunmaktadir. Hazirlanan besiyeri filtreden gegirilerek 50
ml’lik falkon tiiplere alinmig ve +4°C’de saklanmistir. Besiyeri hazirlandiktan sonra
dondurulmus olarak temin edilen hiicre dizinleri, 37°C’lik su banyosunda 1-2 dakikada
yavas¢a calkalanarak hiicrelerin ¢oziinmesi saglanmistir. Ardindan hiicre siispansiyonu tiip
icerigi 15 ml’lik santrifiij tlipline aktarilip iizerine 3-4 ml 1lik taze besiyeri ilave edilmis ve
800 rpm’de 5 dk santrifiijlenmistir. Siipernatant uzaklastirilip pellet taze besi yerinde
resispanse edilip hiicreler kiiltiir sigelerine aktarilmistir. Hiicrelerin proliferasyonu,
pasajlanmalar1 ve takip islemleri inverted mikroskop ile izlenmis ve hiicreler kendileri i¢in
uygun kiiltiir ortami1 olan 37°C’de %95 nem ve %5 CO;’li inkiibatorde inkiibe edilmislerdir.
Inkiibasyona birakilan hiicreler her giin kontrol edilmis ve konfluent duruma gelen hiicreler
icin pasajlama iglemi gergeklestirilmistir. Kullanilan hiicre hatlar1 yapisarak iireyen hiicreler
olduklart i¢in pasajlama Oncesinde 0,75 ml tripsin-EDTA ilave edilerek 5 dakika inkiibe
edilmis bu sayede hiicrelerin kalkmasi saglanmistir. Inkiibasyondan sonra hiicre
siispansiyonuna Sml taze besi yeri eklenerek hiicreler mikropipet yardimiyla resiispanse
edilmis ve ardindan 5 dk 800 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiijiin ardindan silipernatant

atilmis ve pellet 5 ml taze besi yeri ile nazikge pipetlenerek flasklara alinmistir.
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3.1.3. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Cozdiiriilmesi

Hiicreler pasajlama islemi sirasinda tripsin ile kaldirilip 15 ml’ lik falkon igerine
alinmistir ve 800 rpm’ de, 4°C’ de 5 dk. santrifiij edilmistir. Siipernatan kisim atildiktan sonra
falkon igerisine taze besiyeri, DMSO ve FBS eklenip pelet homojen hale getirilmis ve hiicre
icerigi dondurma tiiplerine alinmustir. Tiipler -80°C” de bir gece muhafaza edildikten sonra
likit nitrojen tankinda -196 °C’ de saklanmustir.

Hiicreler —196°C’ den alinip su banyosunda (37 °C) ¢o6ziildiikten sonra hiicre siispansiyonu 15
ml’ lik falkon igerisine alinmistir. Hiicre siispansiyonu iizerine besiyeri ilave edilerek hiicreler
seyreltilmistir ve 800 rpm’ de 5 dk. santrifiij edilerek yikanmasi saglanmigtir. Santrifiij
sonrasinda siipernatan kisim atilip elde edilen pelet iizerine tazebesi yeri eklenerek pelet

homojen hale getirilmis ve flasklara alinip kiiltiiriin devami saglanmaistir.

3.1.4. Hiicre Sayim ve Deney Diizeneginin Kurulmasi

Deney diizenegi icin yeterli sayiya ulastigi diisiiniilen hiicreler yine tripsin-EDTA ile
muamele edilip santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirilmis, pellet {izerine taze besi
yeri eklenerek hiicreler mikropipet yardimiyla nazikge pipetlenmistir. Ardindan hiicreler
hiicre canlilig1 testleri icin ml’de 100.000 hiicre olacak sekilde 48 kuyucuklu hiicre kiiltiirii
kabina, diger testler icin ml’de 1.000.000 hiicre olacak sekilde 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii
kaplarina aktarilmistir. Kuyucuklu hiicre kiiltiirii kab1 hazirlanirken oncelikle kullanilacak
olan hiicre hattinin hiicre yogunlugu Thoma lami ile sayim yapilarak belirlenmistir.
Hazirlanacak olan kiiltiiriin miktar1 da goz oniinde bulundurularak son konsantrasyon ml’de
100.000 veya 1.000.000 hiicre olacak sekilde ayarlanip bu hesaplamalara gore stok siseden
gerekli miktar alinip kuyucuklu hiicre kiiltiirii kabi icerisine eklenmistir. Yapilan hiicre ekimi

sirasinda alinan bir fotograf Sekil 17°de goriilmektedir.
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Sekil 17. Deney diizenegi i¢in hiicrelerin 48 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kabina ekilmesi.

3.1.5. Fotosensitif/Sonosensitif Ajanlarin Uygulanmasi

Bu ¢alismada kullanilan ikinci nesil ajanlardan biri olan fiyorbid a (PHa), klorofil

yikminda ortaya ¢ikan bir iiriindiir. Fiyorbid a, 666 nm’de absorbsiyon veren bir ajandir ve

aseton ya da DMSO’da ¢oziilmektedir.

Metilen mavisi ise 550-700 nm (maksimum tepe noktasi 664) dalgaboyu araliginda

kuvvetli bir sogrulma tepe degeri bulunan, giiglii bir fotodinamik etkinligi olan ucuz bir

boyadir. Fiyorbid a ve metilen mavisinin etonolde ¢ozililmiis spektrumlart Sekil 18’de

gosterilmistir.
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Sekil 18. Etonolde ¢ozlilmiiy A) PHa nin spektrumu B) MB’nin molekiiler yapisi
(https://en.wikipedia.org/wiki/Pheophorbide_A; Elmorsi, 2011).
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Kullanilan ajanlarin stok soliisyonlart 1000 uM konsantrasyonda hazirlanmistir. Daha
sonra kullanilacak ajanlarin son konsantrasyonu metilen mavisi i¢in 1-100 uM (1; 5; 10;
25; 50 ve 100 puM), PHa i¢in 0.1-100 uM olacak sekilde seyreltmeler yapilarak kuyucuklu
hiicre kiiltiirii kab1 i¢erisine alinan hiicrelerin tizerine eklenmistir. Hazirlanan stok soliisyonlar
hiicrelere eklenene kadar -20°C’de karanlik bir ortamda bekletilmistir. Stok soliisyonlar her

ay yeniden hazirlanmistir.

3.1.6. Is1ik ve Ultrases Uygulamalari

Deney diizenegi icin 48 veya 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kabina ekilen hiicreler 24
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan hazirlanan ajanlar  belirlenen
konsantrasyonlarda kuyucuklara ekilmis ve 4 saat inkiibe edilmistir. Ajanlarin
inkiibasyonundan 2 saat sonra da 1s1k ve/veya ultrases uygulamalar1 yapilmistir. Fotodinamik
uygulamalar i¢in ABET marka solar simiilatér kullanilmis ve midOpt SP785-105 model
kizil6tesi dikroik blok filtre ile LP590-105 model kirmizi longpass filtreler kullanilmistir.
Kullanilan filtreler ile uygulanan 15181 dalgaboyu 600-800 nm araliginda olmasi saglanmistir.
Isik uygulamasinda 1s181in gilicii Newport marka gii¢ Olger ile Olcililmiistiir. Sonodinamik
uygulamalar i¢in ise Sonidel marka SP100 sonoporatdr kullanilmistir. Fotodinamik ve

sonodinamik uygulamalar i¢in 151k ve ultrasesin nasil kullanildigi ve 1sik Olgiimlerinde

kullanilan cihaz Sekil 19’da gosterilmistir.

Sekil 19. Fotodinamik ve sonodinamik uygulamalar ve 1s1k 6lgtimlerinde kullanilan arag.
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Bunun i¢in ilk olarak deney diizeneg8i olusturulmus, ardindan ila¢ uygulamasina
gecilmis ve son olarak 1s1k veya ultrases uygulamasit yapilmigtir. Uygulanan 151k ve ultrasesin
optimizasyonu i¢in farkli siddetlerde (0, 0.05, 0.1, 0.20, 0.3, 0.50 W/cmz) ve siirelerde (0, 10,
15, 30, 60 sn) ultrases uygulanarak sonodinamik tedavi i¢in uygun siire ve dozlar
belirlenmeye calisilmistir. Optimizasyon c¢aligmalarinin ardindan uygulanan ultrases siddet ve
siresi 1 MHz, 0.5 W/ecm? ve 60 s olarak belirlenmistir. Benzer sekilde fotodinamik
uygulamalar i¢in kullanilan 1s1k kaynagi i¢in uygun siireler dolasiyla 1s18in etkin dozzu
belirlenmeye calisiimis ve 0,5 md/cm? 1 dakika olarak belirlenmistir. Bu asamada deney
diizenekleri olusturulmus ardindan degisik konsantrasyonlarda (0.5, 1, 5, 10, 25, 50 ve 100
uM) ilaglarm ekimi yapilmistir. ilag ekiminden iki saat sonra degisik siirelerde 151k
uygulamasi yapilmis ve hiicrelerin canlilik degerleri karsilastirilmistir. Ayn1 zamanda 1s181n
dozu Newport powermetre ile belirlenmeye calisilmistir. Fotodinamik tedavi igin 151k
uygulamasi siddeti 10mJ/cm? ve siiresi 5 dk olarak belirlenmistir. Caligmada kullanilan deney

gruplar1 ise Tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 6. Caligmada kullanilan deney gruplari.

GRUPLAR UYGULANAN TEDAVILER
PC-3 timorlii uygulama yok LNCaP tiimérlii uygulama yapilmayacak olan grup
PC-3 i¢in sadece metilen mavisi (MB) LNCaP i¢in sadece metilen mavisi (MB) uygulanan grup
KONTROL PC-3 i¢in Sadece Fiyoorbid a LNCaP icin Sadece fiyoorbid a (PHa)
GRUPLARI PC-3 icin sadece SDT uygulanacak olan grup LNCaP igin sadece SDT uygulanacak olan grup
PC-3 icin sadece FDT uygulanacak olan grup LNCaP i¢in sadece FDT uygulanacak olan grup
PC-3 i¢in SDT + FDT uygulanacak olan grup LNCaP i¢in SDT + FDT uygulanacak olan grup
GRUP I PC-3 i¢in MB ve SDT uygulanacak GRUP VII LNCaP i¢in MB ve SDT
GRUP 11 PC-3 igin MB + FDT uygulanacak GRUP VIII LNCaP igin MB + FDT uygulanacak olan grup
GRUP 111 PC-3 i¢in MB + SDT + FDT GRUP IX LNCaP i¢in MB + SDT + FDT uygulanacak olan grup
GRUP IV PC-3 i¢cin PHa + SDT GRUP X LNCaP i¢in PHa + SDT uygulanacak olan grup
GRUP V PC-3 i¢in PHa + FDT GRUP XI LNCaP i¢in PHa + FDT grup
GRUP VI PC-3 i¢in PHa + SDT + FDT GRUP XII LNCaP igin PHa + SDT + FDT grup
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3.2. Ol¢iim ve Degerlendirmeler

3.2.1. Hiicre Canlihig: Testleri

Hiicre canliligina iligkin testler tedavi uygulamasindan 24 saat sonra MTT (3-[4 5-
dimethylthiazol-2-yl]-2-5-diphenyltetrazolium bromide) boyasi ile gergeklestirilmistir. Buna
gore, ilk olarak Smg/ml MTT boyasi tartilmis ve PBS’de ¢6ziinmesi saglanmistir. Ardindan
hiicrelerin bulundugu 48 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kab1 inkiibatorden c¢ikartilmis ve her bir
kuyucuga 40 pl MTT boyasi eklenerek 4 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan
mikropipet yardimiyla hiicre siispansiyonu alinmis, kuyucuklara 100 ul DMSO eklenmis ve
spektrofotometrede 560 ve 620 nm’de 6l¢iim alinmistir. Elde edilen sonuglardan asagidaki

formiil kullanilarak uygulamalardan sonraki hiicre canliliklar1 hesaplanmastir.

Hiicre canlilig1 = ( tedavi gurubu i¢in OD degeri / kontrol gurubu i¢in OD degeri) X 100.

3.2.2. Apoptoz ve Nekroz Tayini

Sonodinamik ve/veya fotodinamik tedavilerin etki mekanizmasina yonelik bu
calismada tedavilerden sonra apoptoz veya nekrozun gerceklesip gerceklesmedigi HOPI
boyama teknigi kullanilarak belirlenmistir. Bu baglamda, oncelikle HOPI uygulamalar1 i¢in
kullanilacak boyalar (hoechst ve propidium iyodiir) 1:1 oraninda ependorf tiip iginde
mikropipet yardimiyla karistirilarak hazirlanmistir. Hazirlanan boya +4°C’de buzdolabinda
saklanmistir. Tedaviler uygulandiktan 24 saat sonra kuyucuklarn igindeki hiicrelerin
bulundugu tiim medyum mikropipet ile ¢ekilmistir. Ardindan 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii
kabindaki her bir kuyucuga 150ul tripsin eklenmis ve 5 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan yine steril kabinde kuyucuklu hiicre kiiltiirii kabindaki her bir
kuyucuga 750 pl taze besi yeri ilave edilmis ve mikropipet yardimiyla hiicreler kaldirilarak
ependorf tliplere siras1 bozulmadan aktarilmistir. Ardindan ependorflar i¢indeki hiicreler 800
rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijiin ardindan yine mikropipet yardimiyla
slipernatant ortamdan uzaklastirilmistir. Tiiplerdeki hiicre siispansiyonu 50 pl olacak sekilde
birakilmig iizerlerine 5 pl HOPI boyasi eklenmistir. Tiim tiiplere boya ekildikten sonra
ependorf tiiplerin agz1 kapatilarak ependorf kabina siralanmis ve kap aliiminyum folyo ile

kaplanarak 37°C‘de %5 CO; ve %96 nem iceren ortamda 30 dakika bekletilmistir. Son olarak
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ependorf tiiplerin igindeki hiicreler floresans mikroskop altinda incelenmistir. Elde edilen

goriintiilerden normal hiicreler ile apoptotik/nekrotik hiicrelerin orani belirlenmistir.

3.2.3. Western Blot yontemi
3.2.3.1. Hiicre lizatinin hazirlanmasi ve uygulanmasi

Hiicre lizati hazirlamak igin hiicreler 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kabina ml’de 10°
hiicre olacak sekilde ekilmis ardindan ilag ve tedaviler uygulanmistir. Tedavilerin
uygulanmasindan 24 saat sonra hiicreler 150 pl tripsin-EDTA kullanilarak kaldirilmis ve 5
dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra 750 pl taze besi yeri ile pipetlenmis ve
ependorf tiiplere alinmistir. Tiiplerin i¢indeki hiicre soliisyonu 800 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmis ardindan siipernatant atilmistir. Daha sonra pellet icine 1 ml hazirlanan lizis tampon

sollisyonu eklenmistir. Lizis tampon ise su sekilde hazirlanmaistir:

Lizis Tamponu: (Triton-X-100 lizis tamponu): 150 mM NacCl (58,44 g/l molekiiler agirlik)+
50 mM Tris, pH=8.0 (121,1 g/l molekiiler agirlik)+%]1 Triton-X-100+ 0,2-1 mM PMSF+ PIC
(Protease Inhibitor Cocktail)

Daha sonra hazirlanan lizat soliisyonundan her 50 pl i¢in 1,25 ul PMSF ve 1,25 ul PIC
ilave edilmis 10.000 rpm’de 20 dakika santriflij edilerek SDS-PAGE elektroforez i¢in buz
icinde bekletilmistir.

Hiicre lizatlar1 olusturulduktan sonra Bradford yontemiyle jelde yiiriitiillecek hiicre
lizat1 konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Ardindan 6rnekler SDS poliakrilamid jel elektroforezi

ile drnekler kuyucuklara yiiklenmis ve yiiriitiilmiistiir.
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3.2.3.2. SDS-PAGE elektroforez

SDS-PAGE elektroforez i¢in hazirlanan soliisyonlar asagida verilmistir.

Stok Cozeltiler 100 ml icin 250 ml icin
100 ml 4X stracking buffer (Ust jel tamponu): TRIS BASE 18,7 gr 46.75gr
ddH,0 80 ml 200 ml
%20 Sodium dodecylsulfate (SDS) 2 mi 5mil

Tampon ¢ozelti dH,O ile 100 ml’ye tamamlandiktan sonra pH 8.8’¢ HCI ile
ayarlanmistir. Ardindan manyetik karistiricida iyice ¢oziilmiistiir. Cozelti hazirlanirken en son

SDS eklenmistir.

100 ml icin 250 ml icin
100 ml 4X resolving buffer (Alt jel tamponu): TRISBASE 6 gr 15 gr
ddH,0 65 ml 162.5 ml
%20 Sodiumdodecylsulfate (SDS) 2 ml 5ml

Tampon ¢ozelti ddH,0 ile 100 ml’ye tamamlandiktan sonra pH 6.8’e HCl ile ayarlanmistir.
5X Running buffer 1t : TRIS BASE 15 gr GLYCINE 94 gr

50 ml % 10 SDS c¢ozeltisi (filtrelendi), 1 litreye dH2O ile tamamlanmistir. 1X yapilarak
kullanilmistir. Bunun i¢in, 1X running buffer 1 It : 200 ml 5X running buffer 1000 ml’ ye

kadar dH,0 ile tamamlanmustir.

6X SDS loading dye (yiikleme boyas1) : 100 ml ddH-O igerisine, 3 ml 1 M Tris HCI, pH 6.8,
1 mg bromofenol mavisi, 1.5 ml gliserol, 0.6 g SDS eklenmistir. Filtreden gecirilerek tiiplere

boliinmiistiir. - 80°C’ de saklanmustir.
PVDF Membran Transfer buffer : TRIS BASE 7.25gr
GLYCINE 3.75gr

1000 ml’ye kadar dH,0 suyu konmustur. Manyetik karistiricida ¢ézdiiriiliip, 250 ml metanol

eklenmistir. +4°C’ de saklanmustir.
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1X TBS-Tween 20 COZELTISI : 10X TBS 50 ml
tween 20 0.5 ml

500 ml ye ddH,0 ile tamamlanmustir.

% 10 APS (Amonyum Persiilfat): 0,1 gr APS 1 ml dH,0’da ¢6ziilmiistiir.

Cozeltiler hazirlandiktan sonra dnce %10’luk alt jel hazirlanmis ve donmasi beklenmistir.

Ardindan st jel hazirlanmistir. Bu jellerin nasil hazirlandiklar1 Tablo 7°de gosterilmistir.

Tablo 7. Ust ve alt jellerin hazirlanmas icin gereken malzemeler ve oranlari.

Resolving jel (Alt Jel) Stracking ( iist jel)
10 mP’lik
%7 %10 %12 %15
ddH,O 15 ml 11.55 ml 10.5 ml 7.05 ml 6 ml
Tampon 7.5ml 7.5ml 7.5ml 7.5 ml 2.5ml
soliisyonu
Akrilamid 7.05 ml 10.5 ml 12 ml 15 ml 1.25 ml
(29:08)
%10 SDS 0.3ml 0.3ml 0.3ml 0.3 ml 100 ul
%10 APS 0.3ml 0.3ml 0.3ml 0.3ml 100 pl
Temed 30wl 30wl 30wl 30 ul 10 ul

Ust jel donduktan sonra jeller tankin icine konmus ve iistlerine 1x running buffer eklenmistir.
Daha sonra taraklar ¢ikartilmis ve hazirlanan kuyulara hem marker hem de buzda bekletilen
ornekler yiiklenmistir. Ornekler yiiklenmeden 6nce hazirlanan lizattan ayr tiiplere ve sirasi
bozulmadan 20 pl alinmis istiine aym1 miktarda SDS yiikleme boyasi (loading dye)
eklenmistir. Daha sonra hazirlanan bu 6rnekler su banyosunda 100°C’de 3 dakika 1sitilmistir.
Ornekler yiiklendikten sonra elektroforez tankina yeterli miktarda 1x running buffer eklenmis

ve 110 V’da yaklasik bir saat yiiriitiilmesi saglanmistir (Sekil 20).
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Sekil 20. SDS-PAGE jelinin elektroforezde yiiriitiilmesi.

3.2.3.3. Jelin membrana transfer edilmesi

Elektroforez siiresi bitince jeller transfer i¢in hazirlanmistir. Transfer i¢in sandvig
aparat, stinger, filtre kagidi ve membran hazirlanip hepsi transfer tamponu igerisinde
1islatilmistir. Yirtitiilen jel de tampon igerisine alinmistir. Membran dnce saf metanol igerisine
alinmis ve kullanilacagi zaman transfer tamponunda 1slatilip sandvigin igerisine konmustur.
Sandvicin beyaz kismi alta gelecek sekilde konulup iizerine dnce siinger sonra kagit sonra da
membran konmus ve arada hava kabarcig1 kalmayacak sekilde iizerine jel yerlestirilmistir.
Jelin lizerine tekrar kagit ve siinger konulup hazirlanan sandvig transfer kutusuna alinmistir.
Kutu igerisine siingerlerin seviyesine kadar transfer tamponu ilave edilmistir. Ardindan 110

V’da 3 saat transfer islemi gergeklestirilmistir (Sekil 21).
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Sekil 21. Membranin transfer edilmesi.

Jel running buffer’dan alindiktan sonra bir kaba konmus {izerine oOrtecek kadar
commasive-blue eklenmis ve 30 dk beklenmistir. Islem sonunda boya tekrar kullanilmak
iizere falkona alimmustir. Jel lizerine destain ¢ozeltisi (Metanol 75 ml + Asetik asit 25 ml +
ddH20 150 ml karisimindan olusur) eklenmistir. 10 dk’da bir destain ¢ozeltisi yenilenip (2-3
kez) son olarak sabaha kadar destainde birakilmistir. Ertesi giin bantlara bakilarak jelden
proteinlerin diizglin ylriiyilip yiirimedigi tespit edilmistir (Sekil 22a). Ayrica baska bir
membran da Ponceau S ile boyanarak jelin PVDF membrana transfer olup olmadigi kontrol

edilmistir (Sekil 22b).

Sekil 22. Membranlarin A) Commasive-blue ve B) Ponceau S ile boyanmasi.
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Hazirlanan membranlarin hem jelde iyi yiiriidiigii hem de diizgiin transfer olduklari
belirlendikten sonra tekrar bir diizenek kurulmus ve yukaridaki islemler tekrarlanmistir. Elde
edilen membranlar goriintiilenmek iizere transfer tamponundan ¢ikartilmis ve ilk olarak
%5’lik siit tozunda (100 ml 1X TBS-Tween’e - 5 gr siit tozu) posetlenerek 1 saat oda
sicakliginda c¢alkalanarak blotlanmigtir. Daha sonra membran % 5 lik siit tozu ile 1:1000
konsantrasyonda hazirlanan primer antikorlarla 2 saat oda sicakliginda c¢alkalanarak
isaretleme yapilmistir. Daha sonra 10 dk siireyle 3 defa 1X TBS tamponu ile yikanmis ve
membran anti-rabbit seconder antikorla 2 saat oda sicakliginda ¢alkalanmistir. Daha sonra 10

dk siireyle 3 defa yikanarak goriintiileme asamasina gecilmistir.

3.2.3.4. Goriintiileme

Son yikama isleminden sonra membranlar eski bir film {lizerine yerlestirilmistir (Sekil
23). Uzerine 500 ul ECL (Electrochemiluminescence) damlatilmis ve membran film kasetine
yerlestirilmistir. Karanlik odada 151k kontaminasyonundan kaginarak membran {izerine yeni

film yerlestirilmistir. 1 dk sonra film makineye koyulmus ve bantlar gozlenmistir.

Sekil 23. Mebranin ECL sonrasi filmde goriintiilenmesi asamasi.
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3.2.4. RNA izolasyonu ve RT-PCR

Prostat kanser hiicrelerinin kontrol ve tedavi gruplarinda Wnt yolag: ile ilgili genlerin
ekspresyonlart Applied Biosystems StepOnePlus kullanilarak gercek zamanli PZR ile

kantitasyon analizleri gerceklestirilmistir.

3.2.4.1. Hiicre hatlarindan total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu, Promega marka ReliaPrep™ RNA Miniprep Systems kiti
kullanilarak {iretici firmanin 6nerdigi prosediir uygulanarak gergeklestirilmistir. Buna gore 6
kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina hiicreler 10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildikten sonra
24 saat yapigmalari i¢in bekletilmistir. Hiicreler yapistiktan sonra tedaviler uygulanmis ve 24
saat hiicreler inkiibe edilmistir. 24 saat sonra her bir kuyucuga kit icinde bulunan BL ve TG
cozeltilerinden 250 pl konulup kuyucuklar (kaziyici) scraper ile kazmmmistir ve her bir
kuyucuk ayr1 ependorflara aktarilmistir. Daha sonra iizerlerine 85 pl %100 izopropanol
eklenmis ve 5 sn vorteks ile karistirtlmistir. Ardindan her bir 6rnek minikolon i¢ine alinmis ve
30 sn oda sicakliginda 15.000 rpm de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda minikolon
atilmig ve tiipteki sivi toplama tiipline alinmistir. Daha sonra tiipe 500 pl yikama soliisyonu
eklenmis ve 15.000 rpm’de 5 sn santrifiij edilmistir. Ardindan DNAse I inkiibasyon karigimi
(24 pl Yellow core Buffer, 3 ul MnCI2, 3 pl DNase 1 karisimi) minikolondaki membrana
eklenmis ve 15 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Daha sonra 200 pl etanol eklenmis
kolon yikama soliisyonu eklenmis ve 15.000 rpm’de 15 sn santrifiij edilmistir. Ardindan 500
ul RNA yikama soliisyonu eklenmis ve 15.000 rpm’de 30 sn santrifiij edilmis ve yikama
sollisyonuyla toplama tiipii atilmistir. Ardindan yeni toplama tiipiine minikolon yerlestirilmis
ve 300 pul RNA yikama soliisyonu eklenerek yiiksek rpm’de 2 dk santrifiij edilmistir. Toplama
tiiptindeki mini kolon buradan eliisyon tiipiine transfer edilerek iizerine 15 pl Nuclease-free
water eklenmis ve 15.000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir. Son olarak mini kolon atilmis ve
eliisyon tliptindeki saf RNA -20°C’de saklanmistir. Elde edilen RNA’larin konsantrasyonlari
nanodrop cihazinda Olgiilmiistiir. Nanodrop cithazina 1 pl RNA 6rneginden konulup ng/upl
cinsinden RNA konsantrasyonu 6l¢iilmiistiir. cDNA sentezi sirasinda 2 pg RNA kullanilmast

saglanmistir.
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3.2.4.2. cDNA sentezi
Elde edilen total RNA’lardan abm EasyScript plus cDNA Synthesis Kit kullanilarak
cDNA sentezleri gerceklestirilmistir.

cDNA sentezi igin RNA, primer ve dNTP Tablo 8’de verildigi miktarda karistirilmistir.

Tablo 8. cDNA sentezinin ilk agamasi i¢in hazirlanan karigimin igerigi ve hacimleri

Bilesenler Hacim Son Miktar
Su 1wl

Total RNA Degisken 2 ug
“Anchored-oligo” primeri 1wl 0,5 uM

(50 pmol/pl)

dNTP mix (10 mM) 1 ul 500 pM

Hazirlanan karisim 65°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon asamasi sonrasinda
cDNA sentezinin ikinci asamasi igin gerekli malzemeler Tablo 9’da gosterildigi gibi

eklenmistir.

Tablo 9. cDNA sentezinin ikinci asamasi i¢in eklenen soliisyonlar ve hacimleri

Ajan Hacim Son Miktar
SX RT Tamponu 4 ul 1X

RNAZz inhibitorii (40U/ul) 0,5 ul 20U
OneScript Plus 1 ul 200U
RTase(200U/pul)

Elde edilen reaksiyon karisimi 55°C’de 30 dakika inkiibe edildikten sonra reaksiyonu
durdurmak i¢in sicaklik 85°C’ye cikarilmis ve 5 dakika bu sicaklikta inkiibe edilmistir.
Boylece istenilen cDNA’lar elde edilmis ve RT-PCR asamasina gecilmistir.
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3.2.4.3. RT-PCR protokolii

RT-PCR uygulamas: i¢in Applied Biosystems StepOnePlus cihazi ve 96 kuyucuklu
plakalar kullanilmigtir. Ekspresyon analizi igin Tablo 10°daki karigim hazirlanmistir.

Tablo 10. Ekspresyon analizi i¢in gerekli karisimin hazirlanmasi

Etken Hacim
abm Brightgreen 2X gPCR Master Mix 10 ul
Forward Primer (10 pM) 0,6 ul
Reverse Primer (10 uM) 0,6 ul
Hazirlanan cDNA Degisken
Nuclease-free water 20 ul

Tablo 10’da belirtildigi gibi hazirlanan karisim PCR kuyucuklarina 20 ul olacak
sekilde dagitilmistir ve gercek zamanli PCR cihazina konulmustur. Gergek zamanli PCR
95°C’de 10 dakika enzim aktivasyonu (1 dongili), 95°C’de 15 sn standart 3 sn hizli
denatlirasyon (40 dongii), 60°C’de 60 sn standart 30 sn hizli amplifikasyon (40 dongii)
kosullarinda gergeklestirilmistir. RT-PCR prosediirii i¢in kullanilan primerler Tablo 11’de

verilmektedir.
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Tablo 11. RT-PCR analizi i¢in kullanilan gen dizileri

Gen Forward Primer Reverse Primer

Whnt3a CCACACCGTCAGGTACTCCT TGTAGCTGGATGGAGTGCAG
Whnt5a GGGAGGTTGGCTTGAACATA AGGGCTCAGTGTGAAGAGGA
Whnt7a CCCACCTTCCTGAAGATCAA  ACAGCACATGAGGTCACAGC

Beta-Catenin CCATTACAACTCTCCACAACC ACCACTAGCCAGTATGATGAG
GSK3B GCTACCATCCTTATTCCTCCT ATTCTTTCCAAACGTGACCA

GADPH GAAGGTGAAGGTCGGAGT GAAGATGGTGATGGGATTTC

3.2.5. Biyokimyasal Ol¢iimler
3.2.5.1. Reaktif oksijen tiirleri miktarmin 6l¢iimii

Reaktif oksijen tiirlerini 6lgmek icin tiim ¢alisma gruplar1 daha once belirtildigi gibi
hazirlanmistir. Tedaviler uygulandiktan sonra ROS 6l¢timleri i¢in Muse ™™ Oksidatif Stres Kiti
ile Muse Analyser cihazi kullamlmustir. ilk olarak Muse® oksidatif stres reagent stok
solusyonu hazirlamak i¢in kit Assay Buffer ile 1:100 oraninda diliie edilerek ara soliisyon
kullannmdan hemen Once taze olarak hazirlanmistir ve oda sicakliginda bekletilmistir.
Hazirlanan ara soliisyon ile Assay Buffer 1:80 oraninda diliie edilerek ¢aligmada kullanilacak
ana soliisyon hazirlanmistir. Ardindan hiicreler kuyucuklu hiicre kiiltlirii kaplarma ekilip
uygun tedavi protokolleri uygulandiktan sonra kuyucuktaki hiicreler steril kabin iginde sirasi
bozulmadan her tiipte 10 pl hiicre siispansiyonu ve 190 pl ROS kiti olacak sekilde ependorf
tiplere alinmistir. Tiiplerdeki karigim mikropipet yardimiyla 3-5 kere pipetlenerek karismasi
saglanmis ve 30 dakika boyunca 37 C'de inkiibe edilmistir. Son olarak inkiibatdrden cikartilan

tiipler muse analyser cihazi ile analiz edilmistir.
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3.2.5.2. Siiperoksit dismutaz aktivitesinin belirlenmesi

Ik olarak hiicreler patlatildiktan sonra 800 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Tablo
12’de verilen hacimlerde belirtilen soliisyonlarin eklenmesiyle 6l¢iim karigimi hazirlanmistir.
Kuyucuklara oncelikle 20 pl 6rnek soliisyonu, blank 2, 20 ul distile su (blank 1 ve 3 i¢in)
eklenmistir. Ardindan 200 pl Wst working soliisyonu kuyulara ekilmis ve karistirilmistir.
Daha sonra 20 ul diliisyon buffer blank 2 ve 3’e eklenmistir. Ardindan 20 ul enzim working

sollisyonu her bir kuyucuga eklenmis ve karistirilmistir.

Tablo 12. Siiperoksit dismutaz kitine uygun olarak hazirlanan 6rnekler

Ornek Blank 1 Blank 2 Blank 3
Ornek soliisyon 20pul 20ul
dH,0O 20ul 20ul
Wst working sol. 200ul 200ul 200ul 200ul
Enzim working sol.  20ul 20ul
Diliisyon tamponu 20ul 20ul

Daha sonra kuyucuklu kaptaki hiicreler 20 dk 37°C’de inkiibe edilmistir. Son olarak
kuyucuklu kaptan mikroplate okuyucuda 450 nm’de 6l¢iim alinmis ve asagidaki formiil
kullanilarak hesaplamalar yapilmistir.

SOD aktivitesi (|nh|b|t|on rate%):[(Amankl-Ab|ank3)-(Asamp|e-Ab|ank2)]/[Ab|ank1-Ab|ank3)]x100.

Orneklerin kuyucuklara ekimi ise kitte verilen sekle gore yapilmistir (Sekil 24).
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Sekil 24. SOD kit ekim prosediirii.

3.2.5.3. Indirgenmis glutatyon él¢iimii

Tiim gruplar olusturulup tedaviler uygulandiktan sonra hiicreler kit i¢inde yer alan
lizis buffer ile patlatilmis ardindan 800 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Daha sonra hiicreler
PBS ile yikanmis ve yine 800 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Ardindan siipernatant atilmis
pellete 1ml PBS eklenmis ve ependorf tiiplere alinmistir. Ardindan tiiplere lizis soliisyon
eklenmis, vorteks ile karistirilmis ve 15 dk buz iistiinde inkiibe edilmistir. inkiibasyondan
sonra 10 dk 15.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiijiin ardindan tiiplere assay buffer ve
GSH solusyonlart eklenmistir (Tablo 13).
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Tablo 13. GSH aktivitesi 6l¢limii i¢in kullanilan reaksiyon/standart egri semasi

1 mM indirgenmis Bilinmeyen Cahsma GST Substrat
Ornek Glutatyon standart o6rnek (ul) tamponu (ul) enzimi soliisyonu
cozeltisi (pl) (nb) (nb)
Blank - - 92.5 5 2.5
GSH standardi
1.3 - 91.0 5 2.5
1.3 nmol
GSH standardi
2.5 - 90.0 5 2.5
2.5 nmol
GSH standardi
5 - 87.5 5 2.5
5 nmol
GSH standardi
10 - 82.5 5 2.5
10 nmol
Test drnegi 92.5-
- 1-30 5 2.5

Ornek hacmi

Daha sonra reaksiyonu baglatmak i¢in 2,5 pl substrat soliisyonu eklenmis ve 37°C’de 60 dk
inkiibe edilmistir. Son olarak plate okuyucuda 390-480 nm’de Sl¢iim alinmustir.

3.2.5.4. Malondialdehit él¢iimii

Malondialdehit (MDA) o6l¢iim kiti i¢inde 25 ml MDA lizis buffer, 12,5 ml
Phosphotungstic Acid Solution, 1ml BHT, 4 sise TBA ve 0,1 ml MDA standart soliisyonu
bulunmaktadir. Ilk olarak hiicreler 3ul BHT igeren 300 pl MDA lizis buffer ile homojenize
edilmis ve 15.000 rpm’de 10dk santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatant her tiipte 200 pl
olacak sekilde ependorf tiiplere alinmistir. Ardindan her tiipe 600 pl TBA eklenmis ve
95°C’de 60 dk inkiibe edilmistir. Ardindan sogumasi i¢in buz iizerinde 10 dk bekletilmistir.
Son olarak oOrnekler 96’lik kuyucuklu kaplara alinmis ve MDA miktar1 532 nm’de

Olclilmiistiir.
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3.2.5.5. Katalaz aktivitesi ol¢iimii

Tedaviler uygulandiktan sonra hiicreler kit i¢cinde yer alan lizis buffer ile patlatilmis
ardindan 800 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Daha sonra hiicreler PBS ile yikanmis ve yine
800 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Ardindan siipernatant atilmis pellete 1ml PBS eklenmis
ve ependorf tiiplere alinmistir. Ardindan tiiplere lizis soliisyon eklenmis ve vorteks ile
karigtirilmistir. Daha sonra diliisyonlart bilinen standartlar ile birlikte her tiipte 200 ul olacak
sekilde hiicre siispansiyonlar1 hazirlanmis ve 37°C’de 1 saat bekletilmistir. Inkiibasyondan
sonra hiicreler yikama soliisyonu ile yikanmig ve ardindan ikincil antikorlar eklenmistir ve 30
dakika oda sicakliginda beklemeye alinmis ve son olarak elisa okuyucu ile 405 nm de 6l¢iim

alinmistir. Kullanilan standart egri ile de CAT ekspresyon diizeyi hesaplamasi yapilmistir.

3.2.6. istatistiksel Analiz

Gruplar arasinda tiim parametrelerin karsilastirilmasinda, Graphpad Prism programi
kullanilarak, en az iki grup arasinda herhangi bir farkliligin olup olmadigini test etmek icin
“tek yonll varyans analizi” (one-way ANOVA) yontemi ve Dunnet’s testi uygulanmigtir ve
tiim veriler kontrol grubu ile karsilastirilmistir. Degerlendirmelerde p<0,05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmigstir. Sayisal degerlerin tiimii aritmetik ortalama + standart hata olarak

ifade edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. PC3 ve LNCaP Hiicre Dizinlerinde Sonosensitif/Fotosensitif Ajanlarin Tek Basina
Etkinligi

Sono-fotosensitif 6zellik gosteren fiyorbid a ve metilen mavisi’nin tek basina ve farkl
konsantrasyonlarda PC3 ve LNCaP hiicre dizinleri canlilig1 {izerine olan etkileri Sekil 25 ve
26°da gosterilmistir. Bunun i¢in 48’lik kuyucuklara her kuyucukta 100.000 hiicre olacak
sekilde prostat kanseri hiicreleri ekilerek, farkli konsantrasyonlarda sadece ilag uygulamasi
yapilmis ve kontrol gruplariyla kiyaslama yapilmigtir. Uygulamadan 24 saat sonra MTT testi
protokolleri uygulanmistir. Yapilan testler 3 kez tekrarlanmis ve her bir grubun absorbans

degerleri kontrol grubu degerleri ile normalize edilerek grafiklestirilmistir.
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Sekil 25. Sadece PHa’nin prostat kanseri hiicrelerine etkisi (+++p<0.001; ++++p<0.0001; **p<0.01;
+++p<0.001).
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Sekil 26. Sadece MB’sinin hiicrelere etkisi (+p<0.05; *p<0.05).

Kullanilan ajanlardan PHa’nin farkli konsantrasyonlarda tek basina prostat kanseri
hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri incelenmis ve literatiir verileri de (Xodo ve ark, 2012)
g6z Oniine alinarak 0.1-5 pM aralikta bir uygulama yapilmistir. Bu baglamda PHa i¢in etkin
doz miktar1 0,25 uM olarak secilmistir. MB-aracili tedavilerde kullanilan konsantrasyon
miktar1 elde edilen canlilik testlerine gére degerlendirilmis ve s6z konusu doz degeri 10 uM

olarak belirlenmistir.

4.2. PC3 ve LNCaP Hiicre Dizinlerinde Isik ve Ultrasesin Tek Basina Etkinligi

Hiicre kiiltiirii ortaminda g¢ogaltilan prostat kanser hiicre dizinleri PC3 ve LNCaP
hiicre dizinlerine farkli siirelerde sadece 1s18in, farkli siire ve siddetlerde sadece ultrasesin
etkileri MTT testi ile incelenmistir. Bununla birlikte 11k uygulamalart igin Abet Solar
simiilator kullanilmistir. Kullanilan cihazin ¢ikis giicii sabit oldugundan sadece farkl stireler
kullanilarak uygulama yapilmistir. Farkli siirelerde (1, 2, 3, 4 ve 5 dk) uygulanan 1s181in tek
bagina hem prostat hem de LNCaP hiicrelerine etkisinin istatistiksel olarak anlamli olmadig:

gozlenmistir (Sekil 27).
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Sekil 27. Isigin tek basina prostat kanseri hiicrelerine etkisi.

Benzer sekilde PC3 ve LNCaP hiicre dizinleri {izerine Sonidel SP100 cihazi ile farkli
siire (10, 15, 30, 60s) ve siddetlerde (0.01, 0.05, 0.1, 0.2 ve 0.5 W/cm?) uygulanan ultrasesin
prostat kanseri hiicre dizinleri hiicre canliligina tek basina etkileri Sekil 28°de gosterilmistir.
Sekilden de goriilecegi tizere Sonidel SP 100 cihazi kullanilarak PC3 hiicre dizinine ve
LNCaP hiicre dizinine direk ultrases uygulamasinin hiicrelerin canliliginda 6nemli bir etkiye
sebep olmadig1 belirlenmistir. Benzer etkilerin LNCaP hiicre dizinlerinde de gozlendigi
belirlenmistir. Elde edilen veriler sonucunda 1sik uygulamalarinda PHa ve MB igin segilen
stireler sirastyla 15 s ve 1 dk; ultrases uygulamalarinda her iki ajan icin siire 1dk, gii¢c 0.5
W/cm? olarak belirlenmistir. PHa icin 15s ‘nin istiindeki 151k uygulamalarinda FDT ve
SFDT’nin etkisi maksimum diizeylerde olmasi bu durumun belirlenmesinde baslica

etkenlerden biridir.
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Sekil 28. PC3 ve LNCaP hiicrelerine farkli siire ve siddetlerde tek bagina ultrases uygulamasi.

4.3. PC3 ve LNCaP Hiicre Dizinlerine Sonosensitif Ajan ve Ultrasesin (SDT) Birlikte

Uygulanmasi

Sekil 29°da PC3 ve LNCaP hiicre dizinlerine uygulanan ultrasesin siddeti (0.5 W/cm?)
ve siiresi (1 dk) sabit kalmak kosuluyla PHa’nin farkli konsantrasyonlardaki PHa’nin SDT
etkisi gosterilmistir. Buna gore, her iki hiicrenin canliliginda konsantrasyona bagli olarak
azalmalar oldugu gozlenmistir. Her iki hiicre hattinda 1 uM PHa konsantrasyonundan itibaren

hiicrelerin canliliginda %50’nin istiinde azalma oldugu belirlenmistir.
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Sekil 29. US siddeti (0.5 W/ecm?, 1 dk) sabit tutulmak kaydiyla farkli konsanstrasyonlardaki PHa-aracili SDT nin
hiicrelere etkisi (+p<0.05; +++p0.001; ++++p<0.0001; ***p<0.001; ****p<0.0001).

Benzer sekilde MB’sinin prostat kanseri hiicre dizinlerindeki SDT etkisi Sekil 30’da
gosterilmistir. Buna gore LNCaP hiicrelerine MB-aracili SDT uygulandiktan sonra ilacin
konsantrasyona bagli olarak hiicre canliliginda azalmalar oldugu gbézlenmistir. Benzer durum
PC3 hiicrelerinde de gozlenmektedir ancak, 25 uM konsantrasyon uygulanan gruplarda
Olciimden kaynaklanan sapmalardan dolayr 10 uM ila¢ uygulamasina oranla ufak bir artig

oldugu goriilmektedir.
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Sekil 30. US siddeti (0.5 W/ecm?, 1 dk) sabit tutulmak kaydiyla farkli konsanstrasyonlardaki MB-aracili SDT nin
hiicrelere etkisi (+p<0.05; ++p<0.01;**p<0.01;***p<0.001).
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4.4. PC3 ve LNCaP Hiicre Dizinlerine Fotosensitif Ajan ve (600-800nm) Goriiniir Isigin
Birlikte Uygulanmasi (FDT)

Prostat kanseri hiicre dizilerinde MB ve PHa-aracili fotodinamik tedavinin etkilerine
yonelik denemeler yapilmis ve sonuglar Sekil 31 ve 32°da gosterilmistir. Fotodinamik tedavi
caligmalarinda 11k kaynagi olarak solar simulator cihazi kullanilmastir.

Prostat kanseri hiicrelerine PHa ve MB'nin farkli stirelerdeki 1sik ile sinerjik (fotodinamik
etki) etkileri gosterilmektedir. Buna gore sekil 31’de gosterildigi tlizere prostat kanseri
hiicrelerine PHa verilmesinden 4 saat sonra farkli siirelerde 1s1ga maruz birakilmasinin
ardindan hiicrelerin canliliginin siireyle iliskili olarak azaldigi gosterilmistir. Sekil 32’de ise
1518a maruz kalma siiresi sabit tutularak farkli konsantrasyonlarda uygulanan MB sonrasinda
konsantrasyona bagli olarak canlilikta yine azalmalar oldugu belirtilmistir. Elde edilen
bulgulardan, 6zellikle PHa-aracili FDT nin etkisinin PC3 hiicrelerinde daha etkili oldugu
goriilmiigken, MB-aracili FDT’nin etkinligi ise LNCaP hiicrelerinde daha iyi oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 31. Farkli siirelerde uygulanan 0.25 pM PHa-aracili FDT nin prostat hiicrelerine etkisi (++p<0.01;
+++p<0.001; ****p<0.0001).
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Sekil 32. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan MB-aracili FDT nin prostat kanseri hiicrelerine etkisi
(++++p<0.0001; *p<0.05; ***p<0.001).

4.5. PC3 ve LNCaP Hiicrelerine Sono-fotodinamik Tedavilerin Etkisi

Prostat kanseri hiicre dizinlerinde sonodinamik ve fotodinamik tedavilerin etkilerine
ayr1 ayr1 bakildigi gibi her ikisinin birlikte uygulandiktan sonra sono-fotodinamik tedavi
(SFDT) etkisi de incelenmistir. Bu uygulamada oOnce ultases, sonrasinda 1sik uygulamasi
yapilmistir. Benzer sekilde once 151k sonra ses uygulamasi yapildiginda ise SFDT nin etkisi
FDT’nin etkisine benzer oldugu gdzlenmistir ancak veri eklenmemistir. Sekil 33’de prostat
kanseri hiicrelerine PHa-aracil1 tedaviler uygulandiktan sonraki hiicre canliligindaki azalmalar
gosterilmistir. Sekil 34 ve 35°de ise prostat kanseri hiicrelerine uygulanan PHa-aracili
tedavilerden 24 saat sonraki morfolojik goriintiiler yer almaktadir. Hem MTT sonuglarindan
hem de morfolojik goriintiiler sonrasinda sadece ilag kullanimindan sonra hiicre sayisinda
onemli bir azalma gozlenmezken, 6zellikle FDT ve SFDT’den sonra hiicre canliliginda
onemli oranda azalmalar oldugu goriilmektedir. Hem morfolojik hem de MTT verileri

birbilerini destekler niteliktedir.
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Sekil 33. Prostat kanseri hiicre dizinlerinde kontrol gruplari ile PHa-aracili tiim tedavilerin hiicre canliligina
etkisi (++++p<0.0001; **p<0.1; ****p<0.0001).
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Sekil 34. PC3 prostat kanseri hiicre dizininde kontrol, sadece PHa ve tedavi gruplarinin morfolojik goriintiileri

Kontrol Pha+SDT Pha+FDT Pha+SFDT

Sekil 35. LNCaP prostat kanseri hiicre dizininde kontrol, sadece PHa ve tedavi gruplarinin morfolojik
goriintiileri
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Bu sonuglara gore, PHa-aracili SDT tedavisinin PC3 gruplarinda %61 oraninda bir
azalmaya neden oldugu goriiliirken, PHa aracili FDT ve SFDT nin etkisi ise sirasiyla %85,
%97 oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde LNCaP hiicreleri i¢in bu oran sirasiyla %60, %88

ve %99 olarak belirlenmistir.
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Sekil 36. Prostat kanseri hiicre dizinlerinde kontrol gruplar ile MB-aracili tiim tedavilerin hiicre canliligina
etkisi (++p<0.01; ++++p<0.0001; ***p<0.001; ****p<0.0001).

Kontrol MB MB+SDT MB+FDT MB+SFDT

Sekil 37. PC3 prostat kanseri hiicre dizininde kontrol, sadece MB ve tedavi gruplarinin morfolojik goriintiileri.

Kontrol AMB MB+SDT MB+FDT MB+SFDT

Sekil 38. LNCaP prostat kanseri hiicre dizininde kontrol, sadece MB ve tedavi gruplarinin morfolojik goriintiileri
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MB’nin kullanildig1 uygulamalarda ise benzer durumlar gézlenmistir. Buna gére MB-
aracili SDT tedavisinin PC3 gruplarinda %61 oraninda bir azalmaya neden oldugu
goriiliirken, PHa aracili FDT ve SFDT’nin etkisi ise sirasiyla %85, %97 oldugu belirlenmistir
(Sekil 36). Benzer sekilde LNCaP hiicreleri igin bu oran sirasiyla %60, %88 ve %99 olarak
belirlenmistir. Bu durum sekil 37 ve 38’de gosterilen hiicrelerin morfolojik goriintiileri ile
uyumludur. Ancak LNCaP hiicreleri igin MB aracili tedavilerde SDT, FDT ve SFDT
tedavileri hiicre canlilifini sirasiyla %45, %93 ve %87 oraninda azalma gozlenirken, PHa
aracili tedavilerde bu oranlarin daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu sonuglara gore her iki
hiicre hattinda FDT ve SFDT sinerjik etkisinin SDT ile kiyaslandiginda daha etkili oldugu

goriilmektedir.

4.6. PC3 ve LNCaP Hiicre Dizinlerinde Apoptoz ve Nekroz Tayini Sonugclari

PC3 ve LNCaP hiicre dizinlerinde uygulanan tedavilerin dozlari belirlenerek
etkinliklerinin incelenmesinden ardindan uygulanan tedavilerin hiicreler iizerindeki etki
mekanizmalar1 incelenmistir.  Bu baglamda ilk olarak wuygulanan tedavilerin etki
mekanizmasinda apoptoz veya nekroz aktivitesinin rol oynayip oynamadigini belirlemek i¢in
hiicre canlilik testlerinden sonra hoechst ve propidiyum iyodid (HOPI) boyama ile 6lgiimler
almmistir. HOPI boyamas: ile mavi renge boyali hiicreler canli hiicreler olarak
degerlendirilirken, mavi ve pargaciklar iceren hiicreler ise erken apoptotik hiicreleri
gostermektedir. Benzer sekilde pembe renk ile boyanan yuvarlak hiicreler nekrotik hiicreleri
isaret ederken, yine pembe renkli ve parcacikli hiicreler ise ge¢ apoptotik hiicreleri

gostermektedir.

4.6.1. PHa-Aracih Tedavilerin Prostat Kanseri Hiicre Dizinlerine Apoptotik Etkileri

PC3 ve LNCaP prostat kanseri hiicre dizinlerine kontrol, sadece ila¢ ve PHa aracili
SDT, FDT ve SFDT uygulamalarindan 24 saat sonra hiicreler HOPI boyama ile boyanmis ve
elde edilen goriintiiler Sekil 39 ve 40'ta gosterilmistir. Bunlara ek olarak, PC3 hiicrelerinde
tim gruplarda uygulanan HOPI boyama sonucu elde edilen mikroskop goriintiileri
kullanilarak canli, apoptotik ve nekrotik hiicreler sayillmistir. Hiicrelerin sayiminda her bir

grup icin elde edilen goriintillerden tgilinliin sayimi kullanilmis ve sonuglar Sekil 41’de
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grafiklestirilmistir. Burada beyaz ok erken apoptotik hiicreleri gosterirken, sar1 ok nekrotik

hiicreleri gostermektedir.

Kontrol PHa+SDT

Sekil 39. PC3 hiicrelerine ait kontrol, sadece ilag ve PHa-aracili tedavi gruplarmin HOPI goriintiileri.
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PHa+SDT

Sekil 40. LNCaP hiicrelerine ait PHa-aracil1 tedavilerin ve kontrol gruplarinin HOPI gériintiileri.

PCS LNCaP
1040 100

%% Kontral
= 2 £ B B
¥
11
11
%% Kontrol
- 8 &5 8 &
1 1
—

Sekil 41. PC3 ve LNCaP hiicrelerine uygulanan PHa-aracili tedaviler sonrasi gdzlenen apoptotik hiicrelerin
kontrol hiicrelerine orani (+p<0.05; ++p<0.01; *p<0.05; **p<0.01)
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Eldeki veriler 1s1g8inda her iki hiicre hatt1 igin de higbir tedavi uygulanmayan; diger bir
ifadeyle sadece ilag uygulanan gruplarda kontrol grubu ile kiyaslandiginda apoptotik hiicre
sayilarinda istatistiksel olarak bir anlamlilik gézlenmektedir. Buna karsin, tedavi gruplarinda
ise apoptotik hiicre sayilarinda énemli oranlarda artis oldugu gozlenmistir. Ozellikle FDT ve
SFDT gruplarindaki apoptotik hiicre sayist oraninin %80’lere yakin oldugu belirlenmistir.
Bununla birlikte kontrol grubuyla kiyaslandiginda; hem negatif kontrol hem de tedavi
gruplarinda nekrotik hiicrelerin sayis1 artmistir ancak bu artis istatistiksel olarak anlaml
olmadigindan veriler teze eklenmemistir. Elde edilen bu veriler, hem morfolojik hem de MTT

sonuglartyla uyumluluk géstermektedir.

4.6.2. MB-Aracili Tedavilerin Prostat Kanseri Hiicre Dizinlerine Apoptotik Etkileri

Benzer sekilde metilen mavisinin PC3 ve LNCaP prostat kanseri hiicre dizinlerine
SDT, FDT ve SFDT etkilerinin apoptotik mekanizmalarimin incelenmesinde yine HOPI
boyama yontemi kullanilmistir. Sekil 42 ve 43’de sirasiyla PC3 ve LNCaP prostat kanseri
hiicrelerine MB aracili SDT, FDT ve SFDT uygulandiktan sonra elde edilen HOPI boyama
goriintiileri goriilmektedir. Yine benzer sekilde elde edilen verilerde, sadece ilag uygulanan
gruplarda gozlenen apoptotik ve nekrotik hiicre sayis1 kontrol hiicrelerine kiyasla istatistiksel
bir anlam tasgimaktadir. Ancak tedavi gruplarindaki apoptotik hiicre sayilarinda 6nemli oranda
bir artis gézlenmekte olup en yiiksek artis yine SDT ve FDT nin sinerjik etkisi olan SFDT
gruplarinda gozlenmektedir (Sekil 44). PHa gruplarinda oldugu gibi yine tedavi gruplarindaki

nekrotik hiicrelerin artis1 istatistiksel olarak anlamli olmadig: belirlenmistir.
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Kontrol MB MB+SDT

MB+FDT MB+SFDT

Sekil 42. PC3 hiicrelerine ait MB aracili SDT ve FDT uygulandiktan sonra elde edilen HOPI boyama
goriintiileri.

Bununla birlikte MB gruplarinda elde edilen HOPI verileri aynt grubun MTT verileri ile

uyumluluk gostermektedir.
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Kontrol MB+SDT

MB+FDT MB+SFDT

Sekil 43. LNCaP hiicrelerine ait MB aracili tedaviler uygulandiktan sonra elde edilen HOPI boyama goriintiileri.
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Sekil 44. PC3 ve LNCaP hiicrelerine uygulanan MB-aracil1 tedaviler sonrast gézlenen apoptotik hiicrelerin
kontrol hiicrelerine orani (****p<0.0001; +++p<0.001; ++++p<0.0001).
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4.7. Prostat Kanseri Hiicre Dizilerinde Tedavi Sonras1 Western Blot Yontemi ile Protein

Miktar1 Tayin Sonuclar:

Uygulanan tedavilerin apoptotik mekanizmalarinin HOPI boyama ile incelenmesinin
ardindan, western blot yontemi ile de tedavilerden sonra gruplardaki apoptotik belirteglerin
protein ekspresyon diizeylerindeki degisim incelenmistir. Bu yontemde house keeping gen
olarak GAPDH gen ifadesi kontrol olarak kullanilmistir. Elde edilen veriler Imagel
programiyla densitometre analizi ile degerlendirilmis ve elde edilen bant yogunluklari

GAPDH ile normalize edilerek % degerler olarak grafiklestirilmistir (Sekil 45-46).
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Sekil 45. PHa-aracili tedavi gruplarinin prostat kanseri hiicrelerindeki apoptotik proteinlerinin ekspresyon
seviyelerindeki degisiminin western blot yontemi ile gosterimi.
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Sekil 46. Prostat kanseri hiicre hatlarinda PHa-aracili tedaviler sonrasi gozlenen apoptotik belirteclerin western
blot yontemiyle elde edilen protein ekspresyon seviyelerinin grafiksel gosterimi (+p<0.05; ++p<0.01;
+++p<0.001; ++++p<0.0001; *p<0.05;**p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001).

Bu sonuglar g6z 6niine alindiginda, her iki hiicre hatt1 icin de PHa’nin kullanildig1
tedavilerden sonra kaspaz-8, kaspaz-3, PARP ve Bax protein ekspresyon seviyelerinde artis
gozlenirken, kaspaz-9 ve Bcl-2 protein ekspresyonlarinda azalma oldugu gézlenmistir. Elde
edilen veriler 1s1¢inda, SFDT’nin ardindan kaspaz-8 protein diizeyindeki artis PC3
hiicrelerinde daha fazla oldugu gozlenirken, kaspaz-3 diizeyindeki artis ise LNCaP
hiicrelerinde daha fazla oldugu bulunmustur. Buna ek olarak, LNCaP hiicre hattinda tiim
tedavilerin ardindan PARP protein ekspresyonundaki artis PC3 hiicrelerine gore daha fazla
iken, tiim tedavilerden sonra Bcl-2 seviyesindeki azalis ise LNCaP hiicrelerinde daha az
oranda gerceklestigi goriilmektedir. Protein ekspresyonlar1 seviyelerindeki bu farkliliklar
kullanilan hiicrelerin androjen bagimliligi veya bagimsizligi ile iliskili oldugunu

diistindiirmektedir.
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Sekil 47. MB-aracili tedavi gruplarinin prostat kanseri hiicrelerindeki apoptotik proteinlerinin ekspresyon
seviyelerindeki degisiminin western blot yontemi ile gdsterimi.

Metilen mavisinin sono-fotosensitif ajan olarak kullanildigi gruplarda da protein
diizeyleri yine western blot yontemiyle incelenmistir (Sekil 47). Yine benzer sekilde house
keeping gen olarak GAPDH gen ifadesi kontrol olarak kullanilmis ve elde edilen veriler
Image] programiyla densitometre analizi ile degerlendirilmis ve elde edilen bant yogunluklari

GAPDH ile normalize edilerek % degerler olarak grafiklestirilmistir (Sekil 48).
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Sekil 48. MB-aracili tedavi gruplarinin prostat kanseri hiicrelerindeki apoptotik proteinlerinin ekspresyon
seviyelerindeki degisiminin western blot yontemi ile grafiksel gosterimi (+p<0.05; ++p<0.01; +++p<0.001;
++++p<0.0001; *p<0.05;**p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001).

Elde edilen veriler 15181nda, her iki hiicre hatt1 i¢in de MB’nin kullanildig: tedavilerden
sonra kaspaz-8, kaspaz-3, PARP ve Bax protein ekspresyon seviyelerinde artis gozlenirken,
kaspaz-9 ve Bcl-2 protein ekspresyonlarinda azalma oldugu gozlenmistir. Elde edilen veriler
1s181inda, SFDT nin ardindan kaspaz-8 protein diizeyindeki artis PC3 hiicrelerinde daha fazla
oldugu gozlenirken, kaspaz-3 diizeyindeki artis ise LNCaP hiicrelerinde daha fazla oldugu
bulunmustur. Buna ek olarak, LNCaP hiicre hattinda tiim tedavilerin ardindan PARP protein
ekspresyonundaki artis PC3 hiicrelerine gore daha fazla iken, tiim tedavilerden sonra Bcl-2
seviyesindeki azalig ise LNCaP hiicrelerinde daha az oranda gergeklestigi goriilmektedir.
Protein ekspresyonlar1 seviyelerindeki bu farkliliklar kullanilan hiicrelerin androjen

bagimlilig veya bagimsizligi ile iligkili oldugunu diistindiirmektedir.
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4.8. Prostat Kanseri Hiicre Dizilerinde Tedavi Sonras1 Wnt Sinyal Yolagi Gen ifade
Seviyeleri

Prostat kanseri tedavisinde PHa ve MB aracili SDT, FDT ve SFDT’nin etkilerinin in
vitro incelendigi bu c¢alismada, kulanilan tedavilerin mekanizmasinin aydinlatilmasinda Wnt
yolagimin rolii de incelenmistir. Bu amagla hiicrelerden RNA izole edilmis, bu RNA’lar
kullanilarak ¢cDNA elde edilmis ve RT-PCR ile c¢ogaltilan gen boélgelerinin ifade miktart
Ol¢iilmiistiir. Elde edilen Glgtimler sonucunda PC3 hiicrelerine PHa aracili FDT ve SFDT
uygulamasindan sonra Wnt3 ve Wnt5 ekspresyonunda artis gozlenirken, tiim tedavi
uygulamalarindan sonra Beta-catenin seviyesinde azalma oldugu goézlenmistir. Bununla
birlikte tiim gruplar i¢in Wnt7 ve GSK3p ekspresyon seviyelerinde artig oldugu belirlenmistir.
Benzer sekilde, LNCaP hiicrelerine PHa aracili tedaviler sonrasinda Wnt yolagindaki bazi gen
ifadeleri incelenmis ve sonuglar Sekil 49°da gdsterilmistir. Buna gore, tedavilerden sonra PC3
hiicrelerinde beta-katenin seviyesi azalirken, GSK3p seviyesinde ise artis gozlenmektedir.
Bununla birlikte Wnt7 ekspresyon seviyesi PHa ve FDT gruplarinda artarken, Wnt5
ekspresyonundaki artis ise FDT ve SFDT gruplarinda gézlenmektedir. Bununla birlikte Wnt3
ekspresyonu FDT ve SFDT gruplarinda artarken, PHa ve SDT gruplarinda gézlenmistir.
LNCaP hiicrelerine uygulanan PHa-aracili tedaviler sonrasinda Wnt3 ve Wnt5
ekspresyonlarinda sirastyla SFDT ve SDT gruplarinda anlamli bir artis oldugu gézlenmistir.
Buna karsin, LNCaP hiicrelerine uygulanan PHa-aracili tedavilerden sonra GSK3p
ekspresyonunda azalmalar oldugu belirlenirken, Beta-katenin seviyelerinde artis gozlenmis

ancak bu artig sadece FDT gruplarinda anlamli oldugu gézlenmistir.
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Sekil 49. (a) PC3 ve (b) LNCaP hiicrelerine PHa aracili tedaviler sonrasinda Wnt yolaginda gorev alan
proteinlerin gen ekspresyon seviyelerindeki degisim (+p<0.05; ++p<0.01; +++p<0.001; ++++p<0.0001;
*p<0.05;**p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001).

81



MB’nin kullanildigit Wnt yolagindaki bazi isaret¢i proteinlerin gen ifadelerine ait elde
edilen goriintii ise Sekil 50°de gosterilmistir. Buna gore, PC3 hiicrelerinde Wnt3 ve Beta-
katenin ekspresyonlarinda MB aracili tedavilerden sonra arttifi gézlenmistir ancak bu artis
Beta-katenin seviyelerinde anlamli olmadigi gézlenmistir. Bununla birlikte Wnt5 ekspresyon
seviyeleri SDT ve FDT gruplarinda, Wnt7 seviyelerinde SDT uygulamasindan sonra ve
GSK3p seviyelerinde ise tiim tedavi uygulamalarindan sonra azaldigi belirlenmistir. Ancak bu
azalma Wnt5 gruplarinda ve GSK3p’nin SFDT gruplarinda anlamli oldugu goézlenmistir.
Benzer sekilde, LNCaP hiicrelerine MB aracili tedaviler sonrasinda tiim gruplar i¢cin Wnt3 ve
Wnt5 ekspresonlarinda azalma gézlemlenirken, Wnt7 ekspresyonun ise arttigr gézlenmistir.
Ancak bu azalmalar Wnt3 gruplari i¢in anlamli olmadigi gézlenmistir. Ek olarak, beta-katenin
seviyesinde sadece SFDT gruplarinda artis gozlenrken, GSK3B seviyesi i¢in SDT

uygulamasindan sonra gen ekspresyonunda azalma gézlenmistir.
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Sekil 50. (a) PC3 ve (b) LNCaP hiicrelerine MB aracili tedaviler sonrasinda Wnt yolaginda gérev alan
proteinlerin gen ekspresyon seviyelerindeki degisim (+p<0.05; ++p<0.01; +++p<0.001; ++++p<0.0001;
*p<0.05;**p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001).
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4.9. Prostat Kanseri Hiicre Dizilerinde Tedavi Sonrasi Biyokimyasal Analizler

PHa ve MB aracil1 tedavilerin prostat kanseri hiicrelerindeki etki mekanizmalar1 i¢in
baz1 biyokimyasal analizler yapilmistir. Incelenen analizler arasinda reaktif oksijen tiirleri
(ROS), MDA, SOD, CAT ve GSH diizeyleri yer almaktadir. Elde edilen veriler sonucunda
kontrol gruplariyla kiyaslandiginda hem PC3 hem de LNCaP hiicreleri i¢in PHa kullanilarak
yapilan tedaviler sonrasinda tedavi gruplarinda ROS ve MDA seviyelerinin 6nemli miktarda
arttig1 gozlenmistir (Tablo-14). PHa-aracili tedaviler sonrast gézlenen ROS artisinin LNCaP
hiicrelerinde daha fazla oldugu belirlenmistir. Ancak LNCaP hiicrelerinde SFDT
uygulamasindan sonra gozlenen MDA seviyesindeki artts PC3 grubuna oranla daha fazla
oldugu belirlenmigtir. MDA miktar1 artan peroksidasyonun bir {irinii olarak hiicrelerde
yiikselmekte ve artmis oksidatif strese isaret etmektedir. Bu sonug, tedavi uygulanan

gruplardaki hiicrelerde oksidatif stresin arttigini gostermektedir. MDA miktarinda en fazla

artim 6zellikle sono-fotodinamik tedavi gruplarinda gézlenmistir.

Tablo 14. PHa aracili tedaviler sonrasi prostat hiicrelerinde meydana gelen biyokimyasal degisimler.

HiicreTipleri Gruplar ROS (%oseviye) MDA(nmol/mg)  GSH(nmol/ml) SOD(% CAT (pg/ml)
inhibisyon)
Kontrol 2.78+0.32 2.04+0.06 0.94:+0.09 76.90+7.66 0.16+0.09
PHa 11.1+£1.88 2.10£1.31 0.83+0.09 50.63+3.92 0.15+0.01
PC3 PHa+SDT 38.29+8.67*** 5.12+1.02%* 0.72+0.11 40.49+2.13* 0.07+0.02%***
PHa+FDT 96.26£2.10%*** 8.17+1.90*** 0.55+0.16* 24.08+7.49%* 0.06£0.04****
PHa+SFDT 97.5742.54%*** 8.55+2.03*** 0.19+0.15%** 5.144+4.04**** 0.03+0.02%%*
Kontrol 8.13+0.73 2.924+0.54 0.51+0.08 78.71+£10.41 0.17+0.3
PHa 17.86+3.51 2.52+2.29 0.34+0.11 68.92+22.29 0.14+0.3**
LNCaP PHa+SDT 56.41+0.96%*** 4.85£1.45% 0.26+0.22 47.87+9.29%* 0.11£0.16%%**
PHa+FDT 97.94+0.63**** 6.88+0.52** 0.22+0.10%* 33.1546.35%** 0.08+0.010%****
PHa+SFDT 99.68+£0.08**** 11.74£0.94**%* 0.09+0.19** 11.79+£5.22%%%* 0.04+£0.18****

(*p<0.05;**p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001).

ROS ve MDA ol¢giimlerinin yani sira, hem PC3 hem de LNCaP hiicrelerinde PHa-
aracili tedaviler sonrasinda siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi, indirgenmis glutatyon
(GSH) miktar1 ve katalaz seviyeleri de olgiilmiistiir. Superoksit dismutaz ve katalaz gibi

antioksidanlar, H,0,, siiperoksid anyonu ve hidroksil radikali gibi toksik iiriinlerin zararli
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etkilerinden canlinin korunmasini saglayan yapilardir. Bir diger antioksidan olan GSH’da
oksidan strese karsi dokularin savunmasinda yer almaktadir. Buna gore; kontrol gruplariyla

kiyaslandiginda tedavi gruplarinda SOD, GSH ve CAT seviyelerinde istatistiksel olarak

anlamli olacak sekilde bir azalma oldugu gozlenmistir.

Tablo 15. MB aracili tedaviler sonrasi prostat hiicrelerinde meydana gelen biyokimyasal degigimler.

HiicreTipleri Gruplar ROS (%oseviye) MDA(nmol/mg)  GSH(nmol/ml) SOD(% CAT(pg/ml)
inhibisyon)

Kontrol 2.78+0.32 2.04+0.06 0.94:+0.09 76.90+7.66 0.16+0.09

MB 4.69+0.46 2.47+0.18 0.83+0.1 52.72+£1.9** 0.15+0.4
PC3 MB+SDT 39.65+3.10%*** 3.98+0.22** 0.92+0.2 36.46+10.19**** 0.11£0.16***
MB+FDT 81.4£3.63**** 8.37£1.01**** 0.46+0.12** 29.67£2.02%*** 0.08+0.03****
MB+SFDT 96.53+£4.59%*** 8.76+0.69**** 0.26+0.02%** 2.90+4,14%**>* 0.05+0.9****

Kontrol 8.13+0.73 2.924+0.54 0.51+0.08 78.71+£10.41 0.17+0.3

MB 16.02+1.8 4.48+0.17 0.42+0.2 68.15+3.37 0.14+0.2*
LNCaP MB+SDT 55.314£6.46%*** 5.37+1.14 0.35+0.07* 48.65+7.48** 0.13+0.07***
MB+FDT 81.64£4 2%*** 7.85+£1.95** 0.29+0.03** 31.91£9.81**** 0.09+0.09****
MB+SFDT 96.21+4.16**** 11.74+0.94**** 0.05+0.03**** 22.8245.18**** 0.07£0.03****

(*p<0.05;**p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001).

Benzer uygulamalar MB-aracili tedaviler sonrasinda da uygulanmis ve sonuglar Tablo-
15’de ozetlenmistir. Yine benzer sekilde uygulanan tedavilerin ardindan MDA ve ROS
seviyelerinde bir artis gézlenmis, SOD, CAT ve GSH seviyelerinde ise bir azalma oldugu

belirlenmistir.
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5. TARTISMA

Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde onde gelen 6liim nedenlerinden biri olarak
gosterilen kanser, hiicrelerde DNA hasari, sinyal yolaklarimin bozulmasi vb nedenlerle
hiicrelerin  kontrolsiiz veya anormal bir sekilde biiylimesi ve ¢ogalmasi olarak
tanimlanmaktadir. Kanser tiirlerinden biri olan prostat kanseri erkeklerde goriilen en sik
kanser tiirlerinden birisi olup, tim kanserlerin %32’sini olusturmaktadir. Prostat kanseri
tedavisinde yaygin olarak cerrahi miidahale, radyoterapi ve hormonal tedavi yontemleri
kullanilmaktadir. Bu tedavilerden radikal prostatektomi ile onkolojik olarak iyi sonuglara
ulasilmasina ragmen, hem intaroperatif hem de postoperatif donemde inkontinans ve erektil
disfonksiyon gibi hayat Kkalitesini bozan sekellere rastlanabilmektedir. Laparoskopik radikal
prostatektominde karsilasilan giigliikler arasinda bagirsak yaralanmalari, bazi organlarin hasar
gormesi ve uzun siireli tikanmalar da sayilabilir. Kanser tedavisinin en az bir doneminde ilag
tedavisi (kemoterapi) kullanilmaktadir. Hormonal tedavi, immunmodiilatérler ve son yillarda
ilag portfoyline giren tirozin kinaz inhibitorleri, antikorlar ve antianjiyogenik ajanlar gibi
hedefe yonelik tedaviler kemoterapi ile birlikte veya ayr1 olarak kanser tedavisinde
kullanilmaktadir (Anderson, 2003; Wang ve ark, 2018). Prostat kanseri tedavisinde kullanilan
kemotoropatik bazi ilaglarin (estramustine, mitoxantrone, vb) plazma membranindan
gecememesinden dolayr hiicrede birikerek sitotoksisiteye neden oldugu bildirilmektedir.
Baska bir ifadeyle, prostat kanserinin tedavisinde son yillarda oldukca etkili caligsmalar
yapilmis olsa da tekrarlanan terapiler ve uygulanan yontemler hastalarda yan etkilerin ortaya
¢ikmasia ve olusan toksik etkilerin hastaya zarar vermesine neden olmaktadir (Qin ve ark,
2016). Ortaya ¢ikan bu durumlar hastanin yasam Xkalitesinin diismesine, hatta sekonder
nedenle Oliimiine neden olabilmektedir. Ayrica tekrarlanan tedaviler sonrasinda, prostat
kanseri hastalarinda hastaliga diren¢ mekanizmalar1 gelisebilmektedir (Szasz, 2007). Bu
nedenle hastaligin tedavisinde kullanilacak alternatif tedavi yoOntemlerine ihtiyag
duyulmaktadir. Bu alternatif yontemler arasinda sayilabilecek olan sonodinamik ve
fotodinamik tedaviler diger yontemlerle kiyaslandiginda hem non-invaziv hem de yan etkileri

daha minimize oldugu diisiiniilmektedir.
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Fotodinamik terapi (FDT); 1s18a duyarhi bir ajanin viicuda verildikten sonra uygun
dalga boylarinda uyarilmasini takiben bir dizi fotokimyasal ve fotofiziksel reaksiyonlarin
baglamasina dayanan bir tedavi tiiriidiir. FDT hedef dokulara 6zgiil kullanabilir, iyi tolere
edilebilir, kiimilatif toksisitesi bulunmamaktadir, birden fazla lezyon igeren tedaviler igin
kullanilabilmektedir. FDT, segici olarak lokalize hedef doku tarafindan alinan 1s18a duyarlh
ajanin ortamda bulunan molekiiler oksijen varliginda, uygun dalga boyunda goriiniir 1518a
maruz birakilmast sonucu hiicrelerde apoptoz, nekroz veya otofajiye neden olan ve baglica
singlet oksijen olusumu prensibine dayanan bir fotokemoterapi yontemidir (Bilgin, 1999).
Fotodinamik tedavi (FDT) ilk kez 1993 yilinda Kanada da resmi olarak uygulanmaya
baslanmig, sonrasinda sirasiyla ABD, Avrupa, Japonya ve Avustralya da uygulanmustir.
Fotodinamik tedavide kullanilan ve hematoporfirin tiirevi olan Photofrin® [Axcan Pharma,
Kanada] adli ilacin klinikte ilk kullanimi1 Kanada’da 1993’te onaylanmis, ardindan FDA
tarafindan 6zafagus kanserinde ve kiiciikk hiicreli olmayan akciger kanserinde kullanilmasi
onaylamistir (Baskaran ve ark, 2018). Ayrica 2003 yilinda FDA kansere neden olabilecek
lezyon olan Barret 6zafaguslu hastalarda Photofrin® kullanimina izin vermistir. 1993 yilindan
bu yana protoporhyrin 1X (PplX) tiirevi olan Levulan® [ABD], benzoporfirin tiirevi olan
Vertofrin® [Kanada], mTHPC tiirevi olan Foscan® [Almanya], lutetium texafirin tiirevi olan
Lutrin® [ABD], Chlorin-e6 tiirevi olan NPe6® [Japonya] isimli fotosensitif ajanlar klinikte
uygulanmaya baslanmistir. Son yillarda FDT nin prostat kanseri tedavisi i¢in uygun bir tedavi
yontemi oldugu ve prostat kanser tedavisinde kullanilmakta olan diger yontemlerle birlikte
kullanabilecegi bildirilmektedir. Birgok fotosensitif ajanin FDT ile sinerjik etkisinin prostat
kanseri tedavisindeki etkinligi arastirilmasina ragmen literatiirde PHa veya MB ile FDT nin
birlikte kullanildigi ¢aligmalar heniiz sinirhidir. SDT ise son 10 yilda FDT ile ilgili
arastirmalar sonucunda gelistirilmis bir yontem olup FDT’ye benzer 6zelliklere sahip bir
tedavi yontemidir. Sonodinamik tedavinin fotodinamik tedaviden iistiinliigii 151k yerine deriye
daha fazla niifuz edebilme 6zelligi bulunan diisiik siddetli ultrasesin kullaniliyor olmasidir.
SDT’nin birincil mekanizmasi ultrasonik kavitasyon etkisi olusturmasidir. Kavitasyon olgusu,
ultrases ile 1smmlanmis bir ortamda baloncuklarin {iretilmesi, genisletilmesi ve ¢dkmesi ile
karakterize edilir. SDT ile hiicrelerin membranlarinda hasar olusturmak miimkiindiir. Ultrases
uygulamasiyla dokularda olusan kavitasyon baloncuklarinin patlamast sonucu hiicre
membranlarinda mekanik hasar olusabilmektedir. Bunun yani sira yine Kkavitasyonun
patlamasiyla olusacak olan radikaller de hiicre membraninda hasara neden olabilmektedir.
Lipit peroksidasyonu ise SDT uygulamasindan sonra olusan radikallerin membran lipitleriyle

etkilesime girmesiyle meydana gelmektedir. Bunula birlikte bazi ajanlarin hiicrelerin
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mitokondrisinde ya da lizozomunda bulunan reseptdrlere baglanma 6zelligine ve bu ajanlarin
ultrases ile uyarilmasina bagl olarak mitokondri ve lizozomlarda da hasara neden oldugu
gosterilmistir (Wang ve ark, 2015). Sonofotodinamik tedavi ise hem sonodinamik hem de
fotodinamik tedavinin birlikte kullanildigi yeni ve gelismekte olan bir tedavi tiirtidiir.
Sonofotodinamik tedavinin en 6nemli 6zelligi SDT ve FDT’ nin sinerjik etkisinden dolayi,
anti kanser tedavisinde hem sonodinamik hem de fotodinamikten daha etkili olmasidir (Jin ve
ark, 2000). Dolayisiyla sonofotodinamik tedavinin etki mekanizmasinda sinerjik etkiden
dolay1 daha diisiik dozlarda kullanilabilen ajanin hem 151k hem de ultrases ile uyarilmasi
sonucu ortaya ¢ikan mekanik, sonokimyasal ve fotokimyasal olaylar yer almaktadir (Sadanala
ve ark, 2014). SFDT’nin yeni bir yaklagim olmasi bu tedaviyle ilgili kaynaklarin da simirl
olmasina neden olmaktadir. Bununla birlikte literatiirde SDT ve SFDT nin prostat kanserinde
etkinligi ile ilgili ¢aligmalar da oldukga sinirhdir.

FDT ve SDT’de en 6nemli etkenlerden birisi kullanilan ajanin toksisitesinin diisiik
olmasi, singlet oksijen liretme seviyesinin yliksek olmasi ve ajanin deride meydana getirdigi
duyarliligin diisiik seviyede olmasi istenen durumlardir. Kullanilan ajanlardan biri olan
metilen mavisinin hidrofobik yapisi, hizli absorbe edilmesi, hedef dokudan hizli bir sekilde
uzaklasmasi (Tardivo ve ark, 2005) bu ¢alismada kullanilma sebeplerinden biridir. Metilen
mavisinin bir diger 6zelligi de FDT i¢in 6nemli olan daha derin dokulara niifuz edebilen genis
bir spektrumda yer almasidir (600-800 nm). Calismada kullanilan diger bir ajan olan PHa’da
diisiik toksisiteye, yiiksek singlet oksijen liretme potansiyeline ve genis bir uyarilma
spektrumuna sahiptir (Xodo ve ark, 2012; Cho ve ark, 2014). Ayrica yapilan bir ¢alismada
PHa’nin; 5-ALA gibi metabolik olarak aktive edilmesine gerek olmadigi, dolayisiyla kullanim
dozunun kolaylikla ayarlanabilecegi belirtilmis olup prostat kanseri tedavisinde faz I1I’de
kullanilan bakteriyopaladyum fiyorbid’e benzer 6zellikte oldugu vurgulanmistir (Azzouzi ve
ark, 2013). Bu baglamda, ¢alismamizda ilk olarak PHa veya MB aracili SDT, FDT ve
SFDT’nin prostat kanseri hiicre dizinleri olan PC3 ve LNCaP hiicrelerinin canliliklarina olan
etkileri incelenmistir. MTT testi ile yapilan bu olgiimlerde SDT, o6zellikle de FDT ve
SFDT’nin kontrol gruplarina kiyasla hiicre canlilifinda belirgin dl¢lide azalmaya yol agtig1
gozlenmistir. Metilen mavisi aracilit SDT uygulamasi PC3 hiicre hattinda canlilik degerlerinde
yaklagik %50 azalmaya yol acarken FDT ve SFDT ise yaklasik %90 azalmaya neden
olmustur. Diger taraftan, PHa aracili SDT uygulamasindan sonra hiicre canliliginda %60
oraninda bir azalma gozlenirken, bu durum FDT ve SFDT’de SDT’ye gore daha yiiksek
oranlarda oldugu belirlenmistir. Caligmada elde ettigimiz sonuglara benzer sekilde, (Lim ve

ark, 2013) metilen mavisi araciligiyla yapilan FDT’nin insan akciger adenokanser
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hiicrelerinde apoptozu arttirarak etkili oldugunu bildirmistir. Komori vd.(Komori ve ark,
2009) sarkoma 180 hiicre hattina metilen mavisi uyguladiktan sonra 0.24 W/cm? dozunda 30
sn ultrases uyguladiginda kontrole gore hiicre canliliginin yaklasik %70 azaldigim
bildirmislerdir. Kaynakg¢aya bakildiginda benzer durumun PHa i¢in de gecgerli oldugu
gorliilmektedir. Cho ve arkadaslariin yaptigi bir ¢alismada 50 pg/ml kullanilan PHa’nin
HUVEC hiicrelerine bir etkisinin olmadigini gostermislerdir (Cho ve ark, 2014). Diger bir
calismada ise 4.8 uM konsantrasyonun istiinde kullanilan PHa’nin tek basina LNCaP
hiicrelerinde toksik etkiye neden oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte PHa-aracili FDT’nin
prostat kanseri hiicrelerinde ROS olusumunu arttirarak hiicrelerin 6liimiine neden oldugu
gosterilmistir (Xu ve ark, 2013). Bir diger ¢alismada ise 0.5-2 uM konsantrasyon araliginda
uygulanan PHa’nin kanserli hiicrelerin biiyiimesini tamamen inhibe ettigini gostermistir
(Chen ve ark, 2018). Yine PC3 hiicrelerinde 0- 4uM araliginda uygulanan PHa-aracili
FDT’nin prostat kanseri hiicrelerinin proliferasyonunda énemli derecede etki ettigi Liu ve ark.
tarafindan gosterilmistir (Liu ve ark, 2017). Hem bu bilgilerden yola ¢ikilarak hem de yapilan
deneysel calismalarin ardindan bu calismada uygulanan PHa konsantrasyon degeri 0.25 uM
olarak belirlenmistir ve elde edilen bulgular literatiir ile uyumlu oldugu goriilmiistiir. Bu
calisgmada hiicre canliliginda gozlenen azalma, MB veya PHa aracii FDT ve SFDT
gruplarinda SDT gruplarina gore daha belirgin olarak gerceklesmistir. Benzer sekilde MB
aracilit FDT ve SFDT gruplarinda hem PC3 hem de LNCaP hiicre hatlarinda kademeli olarak
hiicrelerin biiylik bir ¢ogunlugu canhiliklarini yitirmistir. Calismamizda prostat kanserinde
etkisi oldugu gozlenen s6z konusu tedavilerin etkisi, MCEwan vd. (McEwan ve ark, 2016)’nin
calismalarinda ALA aracili uygulandiklarinda FDT ve SDT‘nin melanom dis1 deri
kanserlerinde etkinlikleri agisindan istatistiksel bir fark olmadigini rapor etmislerdir. Bu
durum, FDT ve SFDT uygulamalarmin farkli kanser tiirlerinde degisik etkinlik
gosterebilecegini igaret etmektedir. Ayrica Umemura ve arkadaslarinin sarkoma hiicrelerinde
PHa-aracilt SDT nin diger bir ajan olan hematoporfirin-aracili SDT’den daha iyi oldugunu
ifade etmislerdir (Umemura ve ark, 1996). Bu sonuglara gore, ve literatiir ile baglantili olarak
ajan aracili FDT ve SFDT uygulamalarinin prostat kanseri tedavisinde umut vaat eden
alternatif tedaviler olabilecegi sonucuna varilmistir.

SDT ve FDT’nin ¢esitli kanserlerde birlikte kullanilmasina yonelik SFDT caligmalari
son yillarda arttig1 gozlenmektedir (Liu ve ark, 2016; Miyoshi ve ark, 2016). Liu ve
arkadaslar1. (Liu ve ark, 2016) meme kanserinde sinoporphyrin sodyum aracili SFDT’in SDT
veya FDT’nin tek basina uygulamasina gore kanser hiicrelerine karst daha sitotoksik

oldugunu ve SFDT’nin ksenograftt fare modelinde tiimor biiyiimesini baskiladigini
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bildirmislerdir. Ayrica sinoporphyrin sodyum aracili SFDT’in tiimor iizerinde tedavi edici
etkiyi arttirirken normal dokularda toksisiteyi de azalttigi gozlenmistir. Miyoshi ise (Miyoshi
ve ark, 2016) TiO, (%2lik) nanopartikiilleri ve 1 mM 5-ALA uygulamasini takiben uygulanan
ultrasonik ve lazer maruziyetinin ¢ok kuvvetli anti-timdr etki olusturdugunu bildirmislerdir
ve sonucta SDT’yi takip eden FDT uygulamasinin tiimor iizerine sinerjik etki olusturdugunu
belirtmislerdir. Bu calismada da benzer sekilde once fotosensitif ajan uygulanmis takiben
sirastyla ultrases ve 1sik uygulanmistir. Elde edilen sonuglara goére PHa-aracili sono-
fotodinamik ve fotodinamik tedavilerin etkisi prostat kanseri hiicre hatlarinda SDT’ye nazaran
daha etkili oldugu belirlenmistir. Ancak metilen mavisi aracili tedaviler sonrasinda FDT nin
etkinligi SFDT nin etkinligine kiyasla daha etkili oldugu bulunmustur. Bu durumun baslica
sebebi sonuglardan kaynaklanan sapmalar oldugu diisiiniilmektedir. Bu ¢alisma ile ilk kez
prostat kanseri tedavisinde hem fotosensitif hem de sonosensitif 6zellikte olan metilen mavisi
ve fiyorbid a ultrases ve 1sikla birlikte uyarilmasi ile ortaya ¢ikan etkiler arastirilmistir. Ayrica
literatiirde prostat kanseri tedavisinde ne metilen mavisi ne de fiyorbid a’nin sonofotodinamik
tedavide kullanildigi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Calismada uygulanan tedavilerin apoptoz/nekroz yolaklarina olan etkilerinin ne dlgiide
gergeklestigi Hoechst ve propidiyum iyodid (HOPI) boyama ile incelenmistir. Sonuglara gére
kontrol grubu hiicrelerinin HOPI boyama sonucu apoptotik 6zellik gostermedikleri, tek basina
ilag, 151k ve ultrasesin uygulandigi gruplara ait hiicrelerde ise apoptotik Ozellik gosteren
hiicrelerin ¢ok az sayida oldugu gozlenmistir. Ancak MB ve PHa aracili SDT, FDT ve
SFDT’nin uygulandig1 gruplarda apoptotik hiicrelerde belirgin bir artis oldugu goézlenmistir.
Bu artig, SDT gruplarinda diger tedavi gruplarina nazaran daha az goriilmiis, 6zellikle FDT ve
SFDT uygulamalar1 sonucu apoptotik hiicrelerin anlamhi bir sekilde arttifi ve nekrotik
hiicrelerde de artim gozlendigi ancak anlamli olmadig1 goriilmiistiir. Sonuglara bakilarak
ozellikle FDT ve SFDT uygulamalarinin apoptotik yolaklar1 aktive ederek hiicre oliimiine
neden oldugu sdylenebilir. Bu bulgunun yani sira 6zellikle FDT ve SFDT tedavileri sonrasi
HOPI goriintiilerinde kanser hiicrelerinin sayisinda da azalmalar oldugu goézlenmis, bu
durumun MTT canlilik testleri ile uyumlu oldugu gériilmiistiir. Ornegin, PC3 hiicrelerinde
hem MB hem PHa aracili SFDT uygulamalarinda hiicrelerin %90’ nina yakini1 6lmiistiir. HOPI
boyamast sonucu bunlarin yaklasgik %70-80’inin apoptotik mekanizma ile oldiikleri
goriilmektedir (Sekil 25 ve 29). Kanser tedavisinde apoptotik yolaklarin aktive edilmesi
onemli bir tedavi yaklasimi olup ajan aracili SFDT uygulamasinin bu tip kanser tedavilerinde
kullanilabilecek potansiyel etkin bir yaklasim oldugu bu sonuglara gore ortaya ¢ikmistir. Bu

projede 2D hiicre kiiltiirlinde yapilan tedavilerin etkinligi incelenmistir, fakat 3D hiicre
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kiiltiirinde MB aracili FDT uygulamasinin meme kanser hiicrelerinde daha etkili oldugu,
FDT uygulamasinin meme kanser hiicre oliimiinii uyarirken malign olmayan hiicreleri
etkilemedigi gosterilmistir (Dos Santos ve ark, 2017).

Uygulanan tedavilerin apoptotik yolaklarda nasil bir etki olusturdugunu daha iyi
gozlemlemek i¢cim western blot ile apoptotik protein seviyelerindeki degisimler incelenmistir.
Bir hiicrenin apoptoza gidip gitmeyeceginin belirlenmesinde proapoptotik ve antiapoptotik
proteinlerin seviyesi dnemlidir. Eger proapoptotik hiicreler daha fazla ise hiicrenin apoptoza
gitme egilimi daha fazla olmaktadir. Proapoptotikler, Bad, Bax, Bid, BclXs, Bak, Bim,
Puma ve Noxa olarak bilinirler. Antiapoptotikler ise Bcl-2, Bcl-xL ve Mcl-1 olarak
isimlendirilmislerdir. ~ Proapoptotikler sitozolde yer alirlar ve sitokrom c¢ ve apoptoz
indiikleyici faktorleri etkileyerek apoptozu indiiklerler. Antiapoptotikler ise mitokondriyon dis
membraninda, endoplazmik retikulum ve ¢ekirdek zarinda yer alirlar ve yine sitokrom ¢ ve
apoptoz indiikleyici faktorleri tersine etkiliyerek apoptozu inhibe ederler (Shamas-Din ve ark,
2013). Apoptozun goriilmesinde rol oynayan bir diger faktor ise sistein proteazlar olan
kaspazlardir ve aspartik asitten sonraki peptid baginin kirilmasinda gorev alirlar. Kaspazlar
genis bir smirlandirmaya tabidir ve apoptoz, snflamasyon gibi olaylarda rol oynarlar.
Apoptotik olaylarda rol oynayan kaspazlar arasinda kaspaz-3, kaspaz-6, kaspaz-7, kaspaz-8 ve
kaspaz-9 yer almaktadir (David R. Mcllwain, Thorsten Berger, Tak W. Mak, Caspase
Functions in Cell Death and Disease, Cold Spring Harb Perspect Biol 2013;5(4):1-28).
Hiicrede apoptozun bagslamasi i¢in gerekli en kritik asama apoptotik proteinlerin aktive
olmasidir (Zheng ve ark, 2014). Kaspaz-3'iin aktive olmasi apoptozun tetiklenmesine neden
olmaktadir (Sheridan ve Martin, 2010). Apoptozun tetiklenmesi daha az yan etkiye neden
olmas1 ve immiin sistem agisindan daha tercih edilen bir hiicre 6liimii seklidir (Albert, 2004).
Bazi ¢aligmalar SDT'nin mitokondri bagimli bir yolagin da dahil oldugu cesitli etkilerle
apoptoza neden oldugu bildirilmistir (Song ve ark, 2011). Dai ve ark. (Dai ve ark, 2009)
HMME aracili SDT uygulamasinin ardindan C6 glioma hiicrelerinde kaspaz-3
ekspresyonunun arttigint bildirmislerdir. Wang ve ark. (Wang ve ark, 2008) S180 hiicre
slispansiyonuna (2x10° hiicre/ml) Hp aracili SDT uygulanmasinin ardindan diger pro-
apoptotik proteinlerle birlikte kaspaz-3'in ekspresyonunun arttigini gostermislerdir. Ayrica
Liu ve ark. (Liu ve ark, 2010) prostat kanseri tedavisinde pheophorbide a aracili FDT’ nin
hiicre canliliginda azalmasinda kaspas 3, kaspaz-8 ve kaspaz-9’u etkilerinden dolay1 apoptotik
yolaklarin etkili oldugunu gostermistir. Benzer sekilde bu c¢alismamizda da uygulanan
tedaviler sonrasinda hem PHa hem de MB aracili tedavilerden sonra kaspaz-8 ve kaspaz-3

protein seviyelerinin kontrol gruplarma gore arttigi kaspaz-9 aktivitesinin ise azaldig
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gozlenmistir. Diger bir deyisle uygulanan tedavilerden sonra prostat kanseri hiicrelerinde
kaspaz 8, kaspaz 3, Parp ve Bax protein seviyelerinin arttigi, bcl-2 ve kaspaz 9 seviyelerinin
azaldig1 gozlenmistir. Elde edilen sonuclar istatistiksel olarak karsilastirildiginda kontrol
gruplarina gore tedavi gruplarinda anlamli farklar oldugu ortaya konulmustur. Dolayisiyla
elde edilen verilerden uygulanan tedavilerin etki mekanizmalarinda apoptotik yolaklarin
onemli rol oynadig diisiiniilmektedir.

Uygulanan tedavilerin hiicrelerde meydana gelen gen ekspresyon diizeylerine olan
etkilerinin belirlenmesi ve tedavilerin etki mekanizmasinda Wnt yolaginin roliiniin
incelenmesi RT-PCR c¢alismalar1 ile belirlenmeye c¢alisilmistir. Son yillarda FDT’nin
mekanizmasina yonelik ¢aligmalarda nitrik oksit ve NF-kB, mTOR ve fosfatidil inozitol 3
kinaz gibi bazi sinyal yolaklari iizerinden etkili oldugu bildirilmistir (Pietra ve ark, 2015;
Piette, 2015; Ayuk ve Abrahamse, 2019; Kraus ve ark, 2017). Bununla birlikte literatiirde
yapilan calismalar Wnt yolaginin prostat kanserinde olduk¢a dnemli bir rolii olduguna dikkat
cekmektedir. Chen ve ark.’nin yaptig1 bir calismada Wnt-1 proteinin up regiilasyonunun
primer prostat tiimorlerinin % 52'si ile metastaz yapan tiimorlerin %80'ni ile iliskili oldugu
bildirilmistir (Chen ve ark, 2004). Yamamoto vd. (Yamamoto ve ark, 2010) Wnt-5a gen
ifadesinin prostat kanserinin sardirganlifini uyardigini bildirmistir. Ayrica, artmis Wnt3a
ekspresyonunun LNCaP prostat kanser hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasini uyardigr da
bilinmektedir (Li ve ark, 2008). Bu ¢alismada elde edilen veriler sonucunda PC3 hiicrelerinde
PHa aracili FDT ve SFDT tedaviler sonrasinda Wnt3 ve Wnt5 ekspresyonunda artis
gozlenirken, tiim tedavi uygulamalarindan sonra Beta-catenin seviyesinde azalma oldugu
gozlenmistir. Bununla birlikte tiim gruplar i¢in Wnt7 ve GSK3f ekspresyon seviyelerinde
artis oldugu belirlenmistir. LNCaP hiicrelerinde ise PHa aracili tedaviler sonrasinda tiim
gruplarda beta-katenin seviyesi artarken, GSK3f seviyesinde ise azalma goézlenmektedir.
Bununla birlikte Wnt7 ekspresyon seviyesi sadece FDT gruplarinda artarken, Wnt5
ekspresyonundaki artis ise sadece SDT gruplarinda gozlenmektedir. Wnt3 ekspresyonu FDT
ve SFDT gruplarinda artigi gozlenmistir. MB-aracili uygulamalardan sonra ise, PC3
hiicrelerinde  Wnt3  ekspresyonu artarken, GSK3p seviyesinin ise tiim tedavi
uygulamalarindan sonra azaldigi belirlenmistir. Wnt5 ekspresyon seviyesinde artis sadece
SFDT grubunda go6zlenirken, Wnt7 ekspresyonundaki azalma da sadece MB-aracili SDT
grubunda gozlenmistir ancak istatistiksel olarak anlamsizdir. LNCaP hiicrelerinde ise MB
aracili tedaviler sonrasinda tiim gruplar icin Wnt3 ve Wnt5 ekspresonlarinda azalma
gozlemlenirken, Wnt7 ekspresyonun ise arttigi gozlenmistir. Ek olarak, beta-katenin

seviyesinde sadece SFDT gruplarinda artis gozlenrken, GSK3p seviyesi icin SDT
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uygulamasindan sonra gen ekspresyonunda azalma gozlenmistir. Sonuglara bakildiginda
ornegin PC3 hiicrelerinde FDT ve SFDT’ den sonra wnt5 ekspresyonunda artis gozlenirken,
LNCaP hiicrelerinde ise bu artig gézlenmemektedir. Bu durumun kullanilan hiicre hatlarinin
farkliligindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. (Zhu ve ark, 2004; Thiele ve ark, 2011;
Schweizer ve ark, 2008). Sonug¢ olarak tedavilerden sonra wnt ile iliskili genlerin
ekspresyonlarinda degismeler gozlenmis ancak, eldeki verilerin sadece RT-PCR ile
belirlenmesi, uygulanan tedavilerin wnt yolag ile iliskisinin gosterilmesi agisindan yetersiz
kalmaktadir. Bu nedenle, wnt yolaginda rol oynayan proteinlerin seviyelerinin tedaviler
sonrasinda nasil degistigi western blot yontemi ile gosterilmesi gereklidir.

Son olarak ROS MDA, CAT, GSH ve SOD seviyelerine bakilarak bu parametrelerin
tedavilerin etki mekanizmasinda yer alip almadigi biyokimyasal Sl¢limlerle irdelenmistir.
Kontrol gruplan ile kiyaslandiginda tedavi gruplarinda hiicre i¢ci ROS oranlarinda artiglar
oldugu goézlenmistir. Daha 6nceki galismalarla uyumlu olarak, elde edilen veriler sonucunda,
uygulanan tedavilerin etki mekanizmasinda oksijen radikallerinin de rol oynadig:
gozlenmistir. Benzer sekilde, literatiirde over kanseri tedavisinde metilen mavisinin
kullanildig1 bir calismada SDT’nin intraseliiler ROS seviyesini énemli derecede arttirdigi
gosterilmistir (Xiang ve ark, 2011). Li vd. (Li ve ark, 2014) ROS olusumunun hem FDT hem
de SDT i¢in 6nemli oldugunu belirtmislerdir ve 4T1 hiicrelerinde ROS olusumunun SDT igin
Clorin e6 konsantrasyonuna ve FDT i¢in 1s1n dozuna bagli oldugunu bildirmislerdir. A549
akciger kanser dizinlerinin kullanildig1 bir baska ¢aligmada ise hidrojen peroksit ile singlet
oksijenin yan1 sira mitokondriyal ROS olusumunun hiicrelerde metabolik stresi indiikleyerek
nekroz olusumunda anahtar bir role sahip oldugu gosterilmistir (Kim ve ark, 2007). Bir diger
calismada melanoma tedavisinde metilen mavisinin ajan olarak kullanildigi fotodinamik
tedavi sonrasi ortaya ¢ikan radikallerin kaspaz-3 ve kaspaz-9'u aktive ederek hiicrelerde
apoptoz olusumunu tetikledigi bildirilmistir (Chen ve ark, 2008). Bu sonuglara gore, prostat
kanseri hiicre dizinlerinde ROS olusumunun MB veya PHa aracili tedavilerin ardindan
anlamli bir sekilde arttig1 belirlenmistir. Benzer sekilde MB aracili sonodinamik ve
fotodinamik tedavinin yiiksek ROS olusumuna ve diisiik singlet oxygen olusumuna neden
oldugu gosterilen galigmalar literatiirde bulunmaktadir (Komori ve ark, 2009; Komine ve
Tsujimoto, 2013). ROS olusumunun yani sira, her iki hiicre hattinda da uygulanan tedavilerin,
ozellikle SFDT’nin, MDA diizeyinde anlamli bir artima, SOD aktivitesinde, indirgenmis
glutatyon seviyesinde ve CAT ekspresyon diizeyinde ise anlamli bir azalmaya neden oldugu

goriilmiistiir. Bu sonug, SDT, FDT ve SFDT mekanizmalarinin prostat hiicre hatlarinda artmis
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hiicre i¢i ROS seviyesi ile birlikte azalan antioksidan enzim sistemi etkinligine bagli olarak
oksidatif bir etki olusturduklarin1 géstermektedir.

Bu ¢aligmada androjen bagimli ve bagimsiz olmak iizere iki fakli prostat kanser hiicre
hattt ile c¢alisilmis ve bu hiicrelerin uygulanan tedavilerden bazi durumlarda farklilik
gostermistir. Ozellikle hiicre canlilig1 testlerinde PHa kullanilan tedaviler sonrasinda LNCaP
hiicrelerinin canliligindaki azalma PC3 hiicrelerine oranla daha fazla oldugu goézlenmistir.
Ancak MB-aracili tedavilerden sonra PC3 hiicrelerinin canliligindaki azalma LNCaP
hiicrelerine oranla daha fazladir. Bu durum, sono, fotodinamik tedavilerde kullanilacak ilacin
belirlenmesinde ne derece dnemli oldugunu gostermektedir (Alimirah ve ark, 2006).

Sonug olarak PC3 ve LNCaP prostat kanser hiicre hatlarinda kapsamli olarak ilk defa
bu calismada metilen mavisi veya fiyorbid a aracili FDT, SDT ve SFDT’nin hiicre
canliliginda azalmaya neden oldugu ve bu azalan canliligin oksijen radikallerinin etkisiyle
apoptozun indiiklenebilecegi gosterilmistir. SFDT’in SDT veya FDT’ye gore daha etkili

oldugu belirlenmistir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Bu ¢alismada, androjenden bagimsiz PC3 ve androjene bagimli LNCaP prostat kanser
hiicrelerinde, prostat kanseri tedavisine alternatif olabilecek sonodinamik, fotodinamik ve
sono-fotodinamik tedavilerin MB veya PHa’nin olast sinerjik etkileri arastirtlmistir. MTT
hiicre canlilig1 testleri ile etkin doz ve siireler belirlendikten sonra tedavilerin sinerjik
etkilerinin etkisinde programlanmis hiicre 6liimiiniin (apoptozis) rolii HOPI boyama ile, Wnt
yolagindaki gen ekspresyonlarinin analizi RT-PCR metodu ile, her iki yolagin etkisinin
protein diizeyinde incelemesi ise Western blot yontemiyle incelenmistir. Ayrica tedaviler
sonrasinda meydana gelen biyokimyasal degisimler de uygun kitler kullanilarak incelenmistir.
Projeden elde edilen sonuglara gore, hiicre canliligi dl¢iimleri sonucunda sadece 151k ya da
ultrases uygulamasinda hiicre canliliklarinda anlamli azalmalar gdzlenmemistir. Mevcut
veriler goz Oniline alindiginda bu ¢alismada kullanilan ilaglarin etkin dozu MB igin 10uM,
PHa igin 0.25 uM, ultrasesin etkin dozu 0,5 W/cm?, kullanilan 15tk kaynagi i¢in etkin doz
10md/cm? olarak belirlenmistir. Hiicre proliferasyonu dl¢iimleri sonucunda uygulanan
tedavilerin 0Ozellikle PHa-aracili FDT ve SFDT uygulanmasinin kanser hiicrelerinin
canliliginda %90-95’lere kadar azalmaya neden oldugu goézlenmistir. Bu veriler 1s1ginda
calisgmamizda prostat kanseri tedavisinde SDT, 6zellikle de FDT ve SFDT nin etkili oldugu
gozlenmistir.

Uygulanan tedavilerin hiicre 6liimiinde apoptotik rolii HOPI boyama ve western blot
yontemleriyle ortaya konmustur. HOPI boyama sonucu elde edilen veriler 1s1ginda kontrol
grubuna nazaran tedavi gruplarinda apoptotik hiicrelerin arttig1, tedavilerin hiicrelerde
apoptotik yolaklarin aktivasyonuna neden oldugu goézlenmistir. Ayrica MTT boyamas: ile
elde edilen hiicre canlilig1 verileriyle uyumlu olarak, canli hiicre miktarinin uygulanan
tedaviler sonrasinda kontrol gruplarina nazaran belirgin oranlarda azaldig1 gozlenmistir.
Tedaviler sonrasinda Wnt yolaginin gen ekspresyonunun tayin edildigi RT-PCR inceleme
sonuglarina gore tedavilerden sonra Wnt yolaginin da etkisinin olabilecegi diisiiniilmektedir.
Sonu¢ olarak, prostat kanseri hiicrelerinde PHa aracili uygulanan tedavilerin hiicre
proliferasyonunu daha etkin sekilde azalttig1 gozlenmistir.

Western blot sonuglar1 gbz Oniine alindiginda hiicre 6liimiinde apoptozun Onemli

oranda etkisi oldugu gozlenmistir. Bu sonuglarin hem HOPI boyama hem de RT-PCR
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sonuglartyla uyumlu oldugu goézlenmistir. Uygulanan tedavilerin hiicrelerdeki serbest radikal
olusumuna etkisinin incelendigi biyokimyasal sonuclara gore tedaviler sonrasinda hiicrelerde
kontrol gruplarina oranla ROS oranlarinda artim, MDA miktarinda artim, buna karsin GSH
miktarinda, SOD aktivitesinde ve CAT ekspresyon seviyesinde azalma goriilmiistiir. Biitiin bu
veriler 1s1¢1nda uygulanan tedavilerin etki mekanizmasinda oksijen radikallerinin rol oynadigi
sonucuna ulasgilmistir.

Sonug olarak gerceklestirilen bu ¢alisma ile prostat kanseri tedavisinde SDT, FDT ve
SFDT’nin etkili oldugu belirlenmis olup s6z konusu etkilerin meydana gelmesinde ROS
radikallerinin olusmasinin apoptozu indiikledigi diisiiniilmektedir. Ayrica bulgularimiza gore
prostat kanseri tedavisinde kullanilabilecek olan s6z konusu tedavilerin ileride klinikte
uygulama agsamasinda hastanin sahip oldugu kanser hiicre tipine gore daha iyi cevap
alinabilecegi, bu durumun goriilmesinde kullanilacak ajanin o6zelliklerinin de tedaviyi
etkileyebilecegi sdylenebilir.

Bu c¢alismadan elde edilen veriler 1s18inda yapilabilecek yeni arastirmalar
planlanirken, SDT, FDT ve SFDT’in hayvanlarin (sigan veya fare) derileri tiizerinde
ksenograft yontemi ile olusturulan prostat kanser modelleri {izerinde yapilmasi, SDT, FDT ve
SFDT uygulamalarin1 endoskop ve goriintiileme yontemi altinda hayvan prostati iizerinde
uygulanmasi, FDT ve SDT etkisi sonucu olugsmasi muhtemel singlet oxygen degerinin
indirect olarak oOlgiilmesi, insan prostat timorleri (ex vivo) lizerine SDT, FDT ve SFDT
etkinliginin go6zlenmesi, insanlarda prostata endoskopla girip lazer 1511 ile FDT ve
goriintiileme yontemiyle deri iistiinde prostata SDT uygulanmasi gibi farkli arastirma 6nerileri
g6z oniinde bulundurulabilir. Ayrica Wnt yolagina iliskin daha fazla verilerin eldesi ile bu
yolagin etkisinin tam olarak ¢oziilebilmesinin yani sira bagka yolaklarin da tedavilerle olan
iligkisinin arastirilmasi ve gosterilmesi s6z konusu tedavilerin gelistirilmesi agisindan faydali

olacag diistiniilmektedir.
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