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OZET

Kanser, tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de en oliim-
ciil hastaliklarin basinda gelmektedir. Kanserin, lokal, mini-
mum yan etkiyle ve hedefe yonelik olarak tedavisi hasta igin
biiyiik 6nem tasimaktadir. Fotodinamik Terapi (FDT), lokal, fo-
tokimyaya dayali ve yan etkisi minimum olan bir tedavi yonte-
midir. Ozetle FDT, isikla aktive olan ilag (fotosensitizer), istk ve
oksijenin birlesmesi sonucu ortaya ¢ikan serbest radikallerin
ve/veya tekil (singlet) oksijenin hiicrede bir dizi zincir reaksi-
yon baslatarak hiicre 6liimiine sebep olmasi prensibine dayanir.
Ofksijen, 151k ve fotosensitizer tek basina herhangi bir toksik etki
gostermeyip, ancak bir araya geldiklerinde baslayan fotokim-
yasal reaksiyonlar sonucu olusan sitotoksisite sebebiyle hedef-
lenen hiicrenin oliimii gergeklegir. FDT 'nin en énemli bileseni
hiicre iginde, 151k enerjisini kimyasal enerjiye doniistiiren arag
olan fotosensitizerdir. FDT nin etkinligi farkl: terapi modelleri
ile birlestirilerek arttirilabiliv. Kanser gibi dejeneratif hastalik-
larin genellikle birden fazla patolojik mekanizma icerdiklerini
ve bu hastaliklarla tek tedavi yontemiyle savasmanin yeterli
olmayacagini akilda tutmak gerekir. Bu nedenle iki ya da daha
fazla tedavi yonteminin es zamanl olarak kullaniimasi basaryn
arttirmaktadir. Kombinasyon terapinin amaci kullanilan tedavi
yontemleri ve/veya ilag ile hiicredeki farkli sinyal yolaklarini
dolayisi ile farkly hiicre hasart yollarimi hedef alarak birden
fazla mekanizmay: aktive ederek kanser hiicresinin yok edilmesi
ihtimalini arttirmaktir. Bu bilgilerin 1s1ginda FDT ve kemote-
rapiden olugan yeni kombinasyon terapinin SKOV-3 over kan-
ser hiicre hattinda etkisi arastirildi. Ozgiin, suda ¢oziiniirligii
yiiksek fotosensitizer ile klinikte siklikla kemoterapi ilact olarak
kullamilan Irinotekan kullanildi. FDT ve kemoterapiden olusan
kombinasyon terapinin uygulanan tedavinin swrasina bagl ola-
rak ¢ok biiyiik degisiklik gosterdigi goriildii. Ornegin, FDT nin
once uygulandigi durumda belirli ila¢ dozlarinda gii¢lii anta-
gonist etki goriildii. Ote yandan, ayni ilag konsantrasyonlarin-
da yalmizca uygulama sirasi degistirilerek sinerjik etkinin elde
edilebilecegi goriildii.

Anahtar Kelimeler: fotodinamik terapi, over kanseri, SKOV-3,
kombinasyon terapi, toksisite, ROS, irinotekan
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ABSTRACT

Cancer is one of the most leading causes of death in Tur-
key as well as in the world. It is very critical to cure the cancer
via targeted therapy that is locally applied and shows minimum
side effects for patient’s life quality. Photodynamic therapy
(PDT) is a local, photochemistry based treatment, which has
minimum side effects. In brief, PDT is a result of a combina-
tion of photosensitizer, a drug that is activated by light, light
and oxygen that generates free radicals and/or singlet oxygen
and starts series of reactions in cell and eventually cause cell
death. While light, oxygen and photosensitizer has no cytotoxic
effect alone, combination of three starts all photochemical re-
actions and as a result cytotoxicity is generated in the tissue.
Photosensitizer, converting light energy to the chemical energy
in the cell, is the most critical component of PDT. One way
to improve effectiveness of PDT is to combine it with different
treatment modalities. Cancer and other degenerative diseases
involve several pathological mechanisms and require multiple
treatment methods such as combination therapies. A combina-
tion therapy targets to bring together current therapies and/
or drugs to act upon different cellular signaling pathways/ cell
damage pathways thus activating various mechanisms in the
cell increasing the success rate of the treatment. In the light of
these information, a new combination therapy, based on PDT
and chemotherapy, has been investigated towards SKOV-3 over
cancer cell line. A novel and water-soluble photosensitizer and
a chemotherapy drug called Irinotecan that is been used in
clinic were employed. Our results showed that outcome of the
combination therapy, which is composed of PDT and chemot-
herapy, highly depends on the order of the treatment. For ins-
tance, when PDT applied first, strong antagonism is observed
at certain drug concentrations. On the other hand, synergism is
observed using the same drug concentrations yet by only chan-
ging the order of the treatment.

Keywords: photodynamic therapy, ovarian cancer, SKOV-3,
combination therapy, photosensitizer, toxicity, ROS, irinotecan
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Son yillarda kanserle ilgili bilimsel aragtirma-
larin ve kansere karsi gelistirilen ilaglarin sayisinin
hizla artmasina ragmen diinya halen farkli kanser
tiirlerinin sebep oldugu milyonlarca 6liime sahit-
lik etmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 2012
yilinda, diinyada kanserden hayatini kaybedenlerin
sayisini 8.2 milyon, yeni kanserli vaka sayisini 14.1
milyon ve tanidan itibaren son 5 yil i¢inde kanser-
li vaka sayisini da 32.6 milyon olarak agiklad1 (1).
Bu rakamlara paralel olarak, iilkemizde de kanser
vakalar1 ve kanserin sebep oldugu oliimler hizla
artmaktadir. Saglik Bakanligi tarafindan acgikla-
nan rakamlara gore Tirkiye’deki kanser goriilme
olasilig1 221.5/100000°dir (2). Kanser, bugtin Tiir-
kiye’de &liim oranlarinda ikinci sirada yer alirken
onlimiizdeki senelerde niifusun yaslanmasi ile bir-
likte bu oranin ilk siraya ¢ikacagi dngoriilmektedir
(2). Kanser tiirleri arasinda over kanseri kadinlarda
besinci en sik goriilen kanser tiirii olup, jinekolojik
malin tiimorlerin en 6liimciil olanidir. Yumurtalik
kanserinde metastaz yiiksek olasilik oldugundan er-
ken tan1 tedavinin basarili olmas1 agisindan oldukga
onemlidir. Ornegin, hastalik faz I safhasinda teshis
edildiginde hastanin 5 yillik sagkalim oran1 %901
gecerken, teshis kondugunda kanser faz III ve ya
faz IV sathasinda ise sag kalim oran1 %20 nin alti-
na diismektedir (3). Geg kalinmig tan1 ve metastazin
yani sira kanserin tedavisinin bu denli zor olmasinin
en Oonemli sebeplerinden biri de, kanser hiicreleri-
nin siirekli mutasyonu sonucu kemoterapi ilaglarina
kars1 gelistirdikleri direngtir. Bunun yansira, siste-
matik bir tedavi yontemi olan kemoterapinin yan et-
kileri hastanin yagam kalitesini ¢ok fazla diigiirmek-
te, hastay1 hem psikolojik hem de fizyolojik olarak
yipratmaktadir. Bu sebeple, minimum yan etkiyle
maksimum fayda saglanan yeni tedavi yontemleri-
nin hizla gelistirilmesi gerekmektedir.

Kombinasyon terapi iki ya da daha fazla tedavi yon-
teminin es zamanli olarak kullanilmasi esasina da-
yanir (4). Kombinasyon Terapinin amaci kullanilan
tedavi yontemleri ve/veya ilag ile hiicredeki farkli
sinyal yolaklarini/hiicre hasar1 yollarini hedef ala-
rak birden fazla mekanizmayi aktive ederek kanser
hiicresinin yok edilmesi ihtimali arttirmaktir (4).
Kanser tedavisinde de diger medikal disiplinlerde
oldugu gibi birden fazla ilacla/terapiyle hastaligi
hedef almak tedavinin basarisini arttirabilmekte-
dir. Ameliyat, radyoterapi ve kemoterapi kanse-
rin geleneksel tedavi yontemleridir fakat ameliyat
disindakilerin segiciligi olmadigindan, kullanilan
ilaglar saglikli hiicre ile kanser hiicresini ayirt et-
meksizin ikisinde de ayni etkiyi gosterirler. Saglikli
hiicrelerin de hasar gérmesi sonucu bu tedavi yon-
temlerinin hastanin yasam kalitesini etkileyen hatta
bazi durumlarda tedavinin tamamlanmasina engel
olan ¢ok ciddi yan etkileri vardir. Bunun yani sira,
kanser gibi dejeneratif hastaliklar genellikle birden
fazla patolojik mekanizma icerdiklerinden bu has-
taliklarla tek tedavi yontemiyle savasmak yeterli
olmamaktadir. Bu sebepler kanserin tedavisi i¢in
farkli yontemlerin kombine edilerek kullanilmasina
ve gelistirilmesine yol agmustir.
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Yan etkisi minimum ve lokal tedavi yontemi olan
Fotodinamik Terapi (FDT)nin kemoterapi, rad-
yoterapi, immiinoterapi, cerrahi gibi farkli tedavi
yontemleri ile kombine edilerek hem daha etkili so-
nuglar elde edilmesi hem de kullanilan ilaclarm yan
etkilerinin azalmasi hedeflenmistir. FDT’ nin kul-
lanildig1 kombinasyon terapilerden simdiye kadar
olumlu sonuglar elde edilmistir. Ozetle FDT, 1s1kla
aktive olan ila¢ (fotosensitizer), 151k ve oksijenin
birlesmesi sonucu ortaya ¢ikan serbest radikallerin
ve/veya tekil (singlet) oksijenin hiicrede bir dizi
zincir reaksiyon baslatarak apoptoza, nekroza ya
da otofajiye sebep olmasi prensibine dayanir. Isik
(genellikle 600-800 nm aras1 fotosensitizerin ab-
sorpsiyon spektrumu ile ortiisen dalga boyunda se-
cilir), oksijen ve fotosensitizer tek bagina herhangi
bir toksik etki gostermeyip, ancak bir araya geldik-
lerinde baslayan fotokimyasal reaksiyonlar sonucu
olusan sitotoksisite sebebiyle hedeflenen hiicrenin
olumii gerceklesir.

Mikro diizeydeki ya da metastaza ugramis timor-
lerde, geleneksel cerrahi miidahaleler maalesef
basarili olamamaktadir. Kemoterapotik/radyote-
rapotik yaklasimlarin ise ise siddetli yan etkileri
tedaviye dezavantaj saglamaktadir. Ayrica, ilaglara
diren¢ kazanan kanser hiicrelerinin hastaligin tek-
rarinda da biiyiik katkis1 bulunmaktadir. FDT nin
geleneksel kanser tedavilerine gore birgok avantaji
bulunmaktadir: Non-invazif ve lokal bir tedavi yon-
temi olup birden fazla dozda tekrarlanabilir. Kanser
hiicrelerinin FDT’ye karsi direng olusturma riski
de yoktur (5). FDT, kanserin yani sira dermatoloji,
kalp damar hastaliklar1 ve goz hastaliklarinin (Yasa
bagl makula dejenerasyonu) tedavisinde de kul-
lanilmaktadir. ABD, Almanya, Japonya, Ingiltere,
Fransa, Hollanda ve Kanada FDT’ nin klinikte kul-
lanilmasi igin onay vermistir (6). FDT, 1sikla aktive
olan molekiiliin (fotosensitizer), oksijen varliginda
ve uygun dalga boyundaki igikla aktivasyonu so-
nucu ortaya ¢ikan bir dizi fotokimyasal/fotofiziksel
reaksiyonlara bagli hiicre 6liimii prensibine dayanir.
Klinikteki uygulamasinda, fotosensitizer hastaya
sistematik olarak enjekte edilip veya topikal olarak
uygulanip bir siire beklenerek (5 dakika ile 96 saat
arasinda) tiimorlii bolgede lokalize olmasina firsat
verilir (Sekil 1a) (7). Goriiniir 151k yardimiyla (ge-
nellikle uzun dalga boylu kirmizi 151k kullanilir) ak-
tive edilen fotosensitizer hiicrede bir dizi fotokim-
yasal reaksiyonlar baglatarak hiicre 6liimiine sebep
olur (Sekil 1b).

FDT’nin etkisi uyarilmis haldeki kararsiz halde
bulunan fotosensitizerin yapisindaki fazla enerjiyi
farkli tip mekanizmalar aracilig ile etraftaki mole-
kiillere transfer etmesiyle gergeklesir. Ilk senaryoda
fotosensitizer enerjisini bir proton/elektrona trans-
fer ederek reaktif oksijen tiirleri (ROS) (hidrojen
peroksit, superoksit, hidroksil radikali gibi) olustu-
rabilir. Diger olasilik ise, fotosensitizerin enerjisini
dogrudan molekiiler oksijene transfer ederek tekil
oksijen olusturmasidir (8). Hiicre 6liimiinde her iki
olasiliginda ortak etkisi oldugu bilinmekle birlikte,
hangi senaryonun baskin olarak hiicreyi 6liime go-
tirdigii kullanilan fotosentizere, oksijen ve substrat
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Sekil 1 a-b: Fotodinamik terapinin uygulamasi (a) (7) ve Fotodinamik Terapinin basitlestirilmis mekanizmasi (b) (8).

konsantrasyonuna bagli olarak degisiklik gdster-
mektedir (9). Fotosensitizerin aktivasyonu ile olu-
san tekil oksijen ve/veya hidroksil radikalleri ¢ok
reaktif olup oldukca kisa 6mre (0,04 mikro saniye)
sahiptirler. Dolayisi ile ¢ok kii¢iik alanda (0,02 pm)
etkilidirler (10). Bu parametler FDT nin lokal bir
tedavi oldugu gostermektedir.

FDT’nin over kanseri iizerindeki farkli hiicre hat-
larinda ¢alismalari umut verici olmakla birlikte tek
doz FDT ile ¢ok yiiksek oranlarda mortalite elde
edilemedigi goriilmiistiir (11-15). FDT nin cerrahi,
hipertermi, imunoterapi veya kemoterapi ile kombi-
nasyon terapi ¢aligmalarimin in vitro ve in vivo de-
neylerle tek tedavi yontemine kiyasla daha basarili
oldugu saptanmistir (16-18). Bu durum FDT’nin
farkli tedavi yontemleri ile birlestirilerek gelistirile-
cek yeni kombinasyon terapi ¢aligmalarinin gerekli
ve umut verici oldugunu gostermektedir.

GEREC ve YONTEM

Kullanilan 6zgiin ftalosiyanin, laboratuvari-
mizda hazirlanarak FDT testleri bizim tarafimizdan
yapilmistir (19).

Hiicre Kiiltiirii Deneyleri

KOV-4 insan over kanser hiicreleri %10 fetal si-
gir serumu (FBS), 100U/ml Penisilin/Streptomisin
iceren McCoy’s 5A ile %5 CO2’li nemlendirilmis
ortamda 37°C’de kiiltiir edildi. Ug¢ giinde bir kiiltiir
besiyeri tazelendi.

Ftalosiyaninin Karanlik Toksisite Tayini (19)

SKOV-3 hiicreleri 96 kuyucuklu plakalara 10.000
hiicre/kuyu olacak sekilde ekilip hiicrelerin 24 saat

boyunca yapismasi beklendi. Hiicreler, 10 uM ile
100 uM arasinda 5 farkli konsantrasyonda besiye-
ri icinde hazirlanan ftalosiyanin ile her bir kuyuya
200 pL eklenerek 24 saat boyunca inkiibe edildi.
Kontrol grubu olarak, bir kuyu sadece hiicre besiye-
11 ile inkibe edildi. Tiim gruplar {iglii tekrar halinde
yapildi. Ortamdan uzaklagtirilan ftalosiyaninin ar-
dindan, her kuyuya 5 pg/mL konsantrasyonunda 0.1
uL 3-(4,5-dimetil tiyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazol-
yum bromit (MTT) iceren hiicre besiyerinden 200
pL eklendi ve 37°C’de 3 saat inkiibe edildi. Ortam-
dan uzaklastirilan MTT ¢ozeltisinin ardindan her
bir kuyuya 200 uL. DMSO eklenip 300 rpm’de 20
dakika calkalanarak canli hiicreler tarafindan olusan
formazanin ¢6ziilmesi saglandi ve 570 nm dalga bo-
yundaki absorbans degerinin 6l¢timii plaka dlcer ile
yapild.

Ftalosiyaninin Fototoksisite Tayini (19)

SKOV-3 hiicreleri 96 kuyucuklu plakalara 10.000
hiicre/kuyu olacak sekilde ekilip hiicrelerin 24 saat
boyunca yapismasi beklendi. 1 uM ile 100 uM kon-
santrasyon araliginda alti farkli konsantrasyonda
hiicre besiyeri kullanilarak hazirlanan ftalosiya-
nin ¢dzeltisi her bir kuyuya 200 pL eklenerek 24
saat boyunca inkiibe edildi. Negatif kontrol grubu
olarak, bir kuyu sadece hiicre besiyeri ile inkiibe
edilirken pozitif kontrol grubu %0.25 Triton-X ile
inkiibe edildi. Ugiincii kontrol grubu ise, sadece
hiicre besiyeri ile inkiibe edilerek diger gruplar-
la birlikte ayn1 dozdaki 1s1ga maruz birakilan grup
olarak belirlendi. Tiim gruplar Gglii tekrar halinde
yapildi. 24 saat inkiibasyonun ardindan hiicre or-
tamlar1 taze besiyeri ile degistirilerek 5 J’lik 151k
siddeti ile FDT uygulandi. Ortamdan uzaklastirilan
ftalosiyanin ¢ozeltisinin ardindan her bir kuyuya 5
ug/mL konsantrasyonunda 0.1 pL 3-(4,5-dimetil

-38-



ZEYNEP KAMIL TIP BULTENI;2018;49(1):36-43

tiyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolyum bromit (MTT)
iceren besiyerinden 200 pL eklendi ve 37°C’de 3
saat inkiibe edildi. Ortamdan uzaklastirilan MTT
¢ozeltisinin ardindan her bir kuyuya 200 pL DMSO
eklenip 300 rpm’de 20 dakika calkalanarak canl
hiicreler tarafindan olusan formazanin ¢6ziilme-
si saglandi ve 570 nm dalga boyundaki absorbans
degerinin ol¢ctimii plaka dlger ile yapildi. IC50 de-
gerleri hesaplanirken, %0,25 Triton-X ile muamele
edilen hiicrelerin sagkalim oran1 %0, hiicre besiyeri
ile muamele edilen hiicrelerin sag kalim orani da
%100 kabul edilip, diger degerler kontrol degerle-
rine gore normalize edilmistir (12).

Irinotekan’in Toksisite Tayini

SKOV-3 hiicreleri 96 kuyucuklu plakalara 10.000
hiicre/kuyu olacak sekilde ekilip hiicrelerin 24 saat
boyunca yapismasi beklendi. 1 uM ile 100 uM kon-
santrasyon araliginda alt1 farkli konsantrasyonda
hiicre besiyeri kullanilarak hazirlanan irinotekan
cozeltisi her bir kuyuya 200 pL eklenerek 24 saat
boyunca inkiibe edildi. Negatif kontrol grubu ola-
rak, bir kuyu sadece hiicre besiyeri ile inkiibe edilir-
ken pozitif kontrol grubu %0.25 Triton-X ile inkiibe
edildi. Ugitincii kontrol grubu ise, sadece hiicre besi-
yeri ile inkiibe edilerek diger gruplarla birlikte ayni
dozdaki 15182 maruz birakilan grup olarak belirlen-
di. Tim gruplar {iglii tekrar halinde yapildi. Ortam-
dan uzaklastirilan irinotekan ¢6zeltisinin ardindan
her bir kuyuya 5 pg/mL konsantrasyonunda 0.1 pL
3-(4,5-dimetil tiyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolyum
bromit (MTT) igeren besiyerinden 200 pL eklendi
ve 37°C’de 3 saat inkiibe edildi. Ortamdan uzak-
lastiritlan MTT ¢ozeltisinin ardindan her bir kuyuya
200 uL DMSO eklenip 300 rpm’de 20 dakika ¢al-
kalanarak canli hiicreler tarafindan olusan formaza-
nin ¢oziilmesi saglandi ve 570 nm dalga boyundaki
absorbans degerinin 6l¢liimii plaka dlger ile yapildi.
IC50 degerleri hesaplanirken, %0,25 Triton-X ile
muamele edilen hiicrelerin sagkalim orani %0, hiic-
re besiyeri ile muamele edilen hiicrelerin sag kalim
orani da %100 kabul edilip, diger degerler kontrol
degerlerine gore normalize edilmistir (12). Elde
edilen sonuglar dogrultusunda hiicre canliliginin
kabul edilebilir sekilde degismedigi goriilerek aynm
islemler irinotekan ¢ozeltisinin 50-500 uM arasinda
hazirlanip uygulanmasiyla tekrar edilmis ve IC50
degeri hesaplanmustir.

Kombinasyon Terapi

Kombinasyon terapi siraya bagli olarak 3 farkh
deney plani ile uygulandi: 1) Ftalosiyanin once, 2)
irinotekan dnce, 3) es zamanl uygulama. Her 3 uy-
gulama i¢in de Oncelikle belirlenen IC50 degerleri
X olarak kabul edilerek, sabit katsayilar ile bir doz
araligi belirlendi; 0.125X - 0.25X - 0.5X - X - 1.5X
-2X-2.5X.

Her ii¢ deney plani icin de oncelikle SKOV-3 hiic-
releri 96 kuyucuklu plakalara 10.000 hiicre/kuyu
olacak sekilde ekilip hiicrelerin 24 saat boyunca
yapismast beklenmis ve ardindan belirtilen kon-
santrasyon araliginda yedi farkli konsantrasyonda
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hiicre besiyeri kullanilarak hazirlanan c¢ozeltiler
her bir kuyuya 200 pL eklenerek 24 saat boyunca
inkiibe edilmistir. Negatif kontrol grubu olarak, bir
kuyu sadece hiicre besiyeri ile inkiibe edilirken po-
zitif kontrol grubu %0.25 Triton-X ile inkiibe edildi.
Tiim gruplar ti¢li tekrar halinde yapildi.

Ftalosiyaninin once uygulandigr deney planinda,
belirlenen konsantrasyon araliginda yedi farkli kon-
santrasyonda hiicre besiyeri kullanilarak hazirlanan
ftalosiyanin ¢ozeltisi 24 saat inkiibasyonun ardin-
dan hiicre ortamlar1 taze besiyeri ile degistirilerek
5 Jlik 151k siddeti ile FDT uygulandi. Ortamdan
uzaklastirilan ftalosiyanin ¢dzeltisinin ardindan her
bir kuyuya irinotekan ile hazirlanmis besiyerleri
ilave edildi, burada 6nemli nokta her kuyuya aym
katsay1 ile hazirlanmis dozlarin uygulanmasidir.
Hiicrelerin irinotekan ¢ozeltisi ile 24 saat inkiibas-
yonunun ardindan daha onceki rutin prosediir takip
edilerek MTT analizleri gerceklestirildi.

[rinotekan’in énce uygulandigi deney planinda ise,
hiicrelere oncelikle belirtilen katsayilar ile besiyeri
kullanilarak hazirlanmis irinotekan ¢ozeltisi ile 24
saat muamele edildi. Ardindan irinotekan igeren be-
siyeri, yine ayni kuyuda ayni katsay1 ile hazirlan-
mis ftalosiyanin ¢ozeltisi ile degistirilerek 24 saat
37°C ‘de inkiibe edildi. Ardindan hiicre ortamlar
taze besiyeri ile degistirilerek 5 J’liik 151k siddeti ile
FDT uygulandi. Hiicrelerin 24 saat inkiibasyonunun
ardindan daha onceki rutin prosediir takip edilerek
MTT analizleri gergeklestirildi

Son olarak es zamanli uygulanan kombinasyon te-
rapi i¢in de ayni islemler uygulandi. Ancak bu du-
rumda her iki ila¢ da ayn1 anda uygulandi. Burada
diger iki uygulamadan farkli olarak ilaglar ayni anda
verildigi i¢in konsantrasyonlar her kuyu i¢in belir-
lenen konsantrasyonlarin iki kati seklinde hazirla-
narak 100’er pL seklinde uygulanmistir. Hiicrelerin
24 saat inkiibasyonunun ardindan hiicre ortamlari
taze besiyeri ile degistirilerek 5 J’1liik 151k siddeti ile
FDT uygulandi. Hiicrelerin 24 saat inkiibasyonunun
ardindan daha 6nceki rutin prosediir takip edilerek
MTT analizleri ger¢eklestirildi.

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)’nin DCF ile Analizi

Calisma yalmizca ftalosiyanin, yalnizca irino-
tekan ve analizler sonucunda sonucu potansi-
yel olarak en verimli uygulama olan irinotekan
Once uygulanmasini esas alan kombinasyon te-
rapisinin ROS olusumuna etkisini arastirmaya
yonelik olarak 3 plaka seklinde tasarlandi. SKOV-
3 hiicreleri 96 kuyucuklu plakalara 10.000 hiicre/
kuyu olacak sekilde ekilip hiicrelerin fenol kirmizisi
(phenol red) ve FBS (fetal sigir serumu) igermeyen
besiyeri ile 24 saat boyunca yapigmasi beklendi.
Ardindan ROS Deteksiyon Kiti (ab113851 DCFDA
Cellular ROS Detection Assay Kit, Abcam), liretici-
nin talimatlari uygulanarak 10X lik calisma ¢ozeltisi
ile 1X lik ¢alisma ¢Ozeltisi hazirlanarak alikotlandi.
Kitin igerisinde bulunan DCFDA ¢dzeltisi iiretici-
nin yiizeye tutunan (adherent) hiicreler icin tavsi-
yesine gore 30 pM konsantrasyonunda hazirlandi.
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24 saat bekletilerek yiizeye tutunan hiicrelerin be-
siyeri ¢ekilerek 100 er pL ¢alisma ¢ozeltisi ile yi-
kandi.

Ardindan 100 er pL 30 uM DCFDA ¢ozeltisi ile 1
saat 37°C de karanlik ortamda inkiibe edildi. Negatif
kontrol grubu olarak, bir kuyu sadece hiicre besiyeri
ile inkiibe edilirken pozitif kontrol grubu ise %75 ve
%50 lik H>O, ¢ozeltisi ile inkiibe edildi. Tekrardan
calisma soliisyonu ile yikanan hiicrelere deney pla-
nina uygun olarak siraya bagh kombinasyon terapi
uygulandi. Plaka okuyucu ile iiretici firmanin 6ner-
digi degerler kullanilarak (Ex. 485 nm Em. 535 nm)
okuma yapildi.

BULGULAR

Yapisina dort adet karboksilik asit eklenerek
sudaki ¢oziiniirliigii yiiksek oranda arttirilan 6zgiin
ftalosiyanin FDT’de kullanilmak tizere uzun dalga
boyunda absorpsiyon yapan (690 nm) fotosensitizer
olarak gelistirildi (Sekil 2) (19). Fotosensitizerin, 24
saatlik inkiibasyon ardindan SKOV-3 hiicrelerine
kars1 100 puM’a kadar toksisite gostermedigi ancak
5J siddetindeki 1gikla aktive edildiginde ise kon-
santrasyonla dogru orantili olarak fototoksisitesinde
artis oldugu goriildii. Yapilan detayl testler sonucu
IC50 degeri 79 uM olarak belirlenmistir (18).

Bir 6nceki ¢calismamizda elde edilen bu veriler, FDT
ve kemoterapiden olusan yeni kombinasyon terapi
uygulamasi i¢in temel olusturmustur. Gliniimiizde
kolon, akciger ve over kanserinin kemoterapi ile
tedavisinde sikg¢a kullanilan Irinotekan’in SKOV-3
hiicre hattinda 24 saat inkiibasyon sonucunda IC50
degeri 330 uM olarak belirlendi (Sekil 3). Her iki
ilag i¢in ayr1 ayr1 elde edilen IC50 degerleri kullani-
larak kombinasyon terapi ¢aligmalari yapilda.

Kombinasyon terapide, uygulanan FDT ve kemote-
rapinin siraya bagh etkisini incelemek i¢in {i¢ fark-
I1 deney grubu olusturuldu: Ilk deney grubunda ilk
olarak kemoterapi ardindan FDT, ikinci grupta dnce
FDT daha sonra kemoterapi, iigiincii grupta ise her
iki yontem es zamanli olarak uygulandi.

Her deney grubu i¢in hiicrelerin canliligi ayn ayr
test edildi (Sekil 4).

CILT: 49 YIL: 2018 SAYI: 1

Farkli kombinasyon terapi uygulamalarinda kul-
lanilan ilag dozlarinda ve iki ilag/tedavi yontemi
arasinda sinerjik ya da antagonist bir etki olup ol-
madig1 sinerjik etkinin etkilesim indeksinin (CI)
izobologram metodu kullanilarak hesaplanmasi ile
bulundu. Bunun i¢in izobologram metodunu temel
alarak gelistirilmis bir yazilim olan CompuSyn
programindan faydalanildi (20). Kombinasyon tera-
pinin etkisi, izobologram metot kullanilarak analiz
edildiginde FDT’ nin 6nce uygulandigi grupta hem
teorik hem de deneysel hesaplar sonucunda tiim ilag
dozlarinda iki ilag/yontem arasinda kuvvetli anta-
gonist etki oldugu goriildi. SKOV-3 hiicrelerinin
Irinotekan (kemoterapi) ve ftalosiyanin (FDT) ile
ayni anda inkiibe edilerek FDT yapildig1 grupta, en
diisiik iki konsantrasyon degerinde sinerjik etki, di-
ger tiim yliksek dozlarda ise antagonist etki goriildii.
Irinotekan’mn ilk, PDT nin ikinci olarak uygulandi-
&1 kombinasyon terapide ise teorik hesaplamalarda
birden fazla konsantrasyon degerinde sinerjik etki-
ye rastlandi. (Tablo 1) Ayrica, deneysel sonuglarda
da teorik hesaplamalara paralel olarak sinerjik etki
oldugu gorildii. ROS analizleri dogrultusunda fta-
losiyaninin ve kombinasyon terapinin uygulandigi
gruplarda konsantrasyonlar arasinda anlamli bir
farklilik goriilmemekteyken, yalnizca Irinotekan’in
uygulandig1 grupta 0.5X konsantrasyona kadar li-
neer bir artis ve sonrasinda ise stabile olmus ROS
degerleri bulunmustur (Sekil 5).

TARTISMA

Basarili bir kombinasyon terapinin temelinde
birbirinden farkli mekanizmada etki gosteren birden
fazla ila¢ kullanmak bulunmaktadir. Boylece farkl
sinyal yolaklarinin aktivasyonu/deaktivasyonu so-
nucu hiicre 6liimiiniin maksimuma ulagmasi hedef-
lenir. Bu prensip goz oniine alinarak, topoisomeraz
I enzim inhibitori Irinotekan ile hiicre icinde ROS
ve/veya tekil oksijen liretimi esasina dayanan FDT
kombinasyon terapinin bilesenleri olarak secilmis-
tir. In vitro ¢aligmalar epitelyal over kanserine ait
SKOV-3 hiicre hattinda yapilmistir. Bu hiicre hat-
tinin metastaz yapan birgok over kanserinde goriil-
diigii, timor nekroz faktoriine ve farkli kemoterapi
ilaglarina (cis-platin ve doxorubucin) direng gos-
terdigi bilinmektedir. Uygulanan kombinasyon te-
rapinin yliksek direngli SKOV-3 hiicre hattindaki
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Sekil 2: Fotosensitizer olarak gelistirilen 6zgtin ftalosiyaninin yapisi ve absorbans spektrumu.
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etkisinin incelenmesi igin ilk bilesen olarak suda
yiiksek ¢oziiniirliigii olan (fotosensitizerin biyolojik
sistemde istenilen dokuya transferi i¢in dnemli) ve
secilen hiicre hattinda karanlikta 100 uM’a kadar
toksisite gostermeyip uzun dalga boyunda (690 nm,
sekil 2) absorpsiyon yapan fotosensitizer segilmistir
(Sekil 2). FDT de kullanilan 15181n dalga boyu ile
151810 ulastigr dokunun derinligi dogru orantili ol-
dugundan uzun yakin kizil 6tesi absorpsiyon yapan
fotosensitizerin kullanilmasi1 avantaj saglamaktadir.
Secilen ftalosiyaninin 5] siddetinde 1sikla aktive
edildiginde toksisite sonucu hiicre 6liimiine sebep
oldugu goriilmiistiir. IC50 degeri 79 uM olarak
belirlenen ftalosiyaninin IC50 degerini 151k dozu-
nu arttirarak biraz daha diisiik degerlere ¢gekmenin
miimkiin olacagint disiinmekteyiz. Kombinasyon
terapinin bir diger bileseni olarak segilen kemotera-
pi ilact Irinotekan’in bagisiklik sistemini diislirme,
bulanti, anemi, ishal, sa¢ ve kilo kayb1 gibi bir¢ok
yan etkisi bulunmaktadir.

100 o
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Sekil 3: irinotekan’in SKOV-3 hiicre hattinda sitotoksisitesi.
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Sekil 4: Siraya Bagli Kombinasyon Terapinin Hiicre Canliligi Analizleri.
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Gelistirilmeye ¢alisilan in vitro kombinasyon te-
rapi ile, Irinotekan’t minimum konsantrasyonda
kullanarak hem tedavinin verimini arttirmak hem
de yan etkileri minimuma diisiirmek hedeflenmek-
tedir. Uygulanan kombinasyon terapide, tiim deney
gruplarinda her iki ilacin konsantrasyonu IC50 de-
gerlerinin katlar1 seklinde olup birbirlerine oram
1:3.4 olacak sekilde hazirlandi. Siraya bagl yapi-
lan kombinasyon terapide, uygulanan yodntemle-
rin sirasinin tedavinin sonucuna ¢ok biiyiik etken
oldugu goriildi. Hem teorik hem deneysel sonug-
larin birbirine paralel olmasi, yapilan ¢ farkli de-
ney grubunda deneysel sonuglara gore en basarili,
teorik sonuglar goz oniine alindiginda da en umut
verici neticenin Irinotekan’in ilk uygulandigi grup
oldugu belirlendi. Bu ayirim yapilirken etkilesim
indeks (kombinasyon indeks, CI) degerleri goz
oniine alind1 (Tablo 1). CI>1 ise antagonist, CI=1
ise ekleyici, CI<I ise sinerjik etki oldugu bilinmek-
tedir (20). CI degeri 1°den ne kadar kiiciikse, iki
ilag/tedavi yontemi arasinda o kadar gii¢lii siner-
jizm bulunmaktadir. Ote yandan, CI degeri 1°den
uzaklastikca, iki ilag/yontem arasindaki antagonist
etki dogru orantili olarak artmaktadir. Hem teorik
hesaplamalar da hem de deneysel sonuglarda go-
rildiigii gibi, fotosensitizerin ilk olarak uygulan-
dig1 deney grubunda iki ilacin birbirine antagonist
etki yaptig1 ve bu siralamanin kombinasyon terapi
icin uygun olmadigina karar verildi. Her iki ilacin
da ayn1 anda uygulandig1 durumda ise, uygulanan
dozlarda iki ila¢ arasinda sinerjik etkinin oldugu
iki doz belirlendi (Tablo 1). Ancak, teorik hesap-
lamalar dikkate alindiginda, bu iki ilag arasinda
cok diisiik sinerjik etkinin oldugu buna bagli hiicre
6limiiniin de %20’yi gegmedigi goriildii (Tablo 2).

Siraya Bagli Kombinasyon Terapi

B Es zamanl uygulanim

I = Fotosensitizer(Fs)
oncelikli uygulanim

 Irinotekan (iri) &ncelikli
I uygulanim

4]-
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Tablo 1: Siraya bagl kombinasyon terapinin deneysel kombinasyon indeks ve hiicre hasari sonuglari.

CILT: 49 YIL: 2018 SAYI: 1

Fs (LM) Iri (LM) Fa (%)? Fa(%)® Fa (%) | CP (ol Cle
1(0.125X) 9.88 61.9 54 58 71 7.32 5.55 2.12
2 (0.25X) 19.75 82.5 60 34 75 3.85 24.9 1.21
3(0.5X) 39.5 123.7 61 32 67 2.69 22.1 1.74
4(X) 79 330 58 22 57 2.21 38.4 2.37
5(1.5X) 118.5 660 51 21 43 1.78 21.6 3.15
6(2X) 158 1320 45 18 50 1.36 15.6 0.96
7 (2.5X) 197.5 1650 39 18 40 0.98 7.8 0.98

iri: irinotekan; Fs: Fotosensitizer Fa %a: irinotekan’in 8nce uygulanmasi sonucu canliigini yitiren hiicrelerin % miktar. Fa %b: Fotosensitizerin énce uygulanmasi sonucu
canliligini yitiren hiicrelerin % miktari. Fa %c: Irinotekan’in ve Fotosensitizerin es zamanli uygulanmasi sonucu canlihgini yitiren hiicrelerin % miktari. Cla : Irinotekan’in
6nce uygulamasi sonucu Etkilesim indeksi (kombinasyon indeks). CIb : Fotosensitizerin énce uygulanmasi sonucu Etkilesim indeksi. Clc: Irinotekan ve Fotosensitizerin

es zamanli uygulanmasi sonucu Etkilesim indeksi.

Tablo 2: Siraya bagh kombinasyon terapinin teorik kombinasyon indeks ve hiicre hasari sonuglari.

Konsantrasyon Fa (%)? cle Fa (%)° Clc
0.62nM Fs +2.13 nM Iri 5 0.0103 5 1.015
10.32 nM Fs+ 35.08 nM iri 10 0.033 10 0.9436
58.6 nM Fs + 199.3 nM iri 15 0.7192 15 0.9537
0.22 UM Fs + 0.74 pM iri 20 0.1332 20 0.9902
0.63 UM Fs + 2.2 uM iri 25 0.2256 25 1.0405
1.64 uM Fs + 5.57 uM iri 30 0.3622 30 1.0002
3.85 uM Fs + 13.1 pM iri 35 0.5619 35 1.1684
8.6 UM Fs +29.2 uM iri 40 0.8539 40 1.2451
18.6 UM Fs + 63 uM iri 45 1.2829 45 1.3314

iri: irinotekan; Fs: Fotosensitizer Fa %a: irinotekan’in énce uygulanmasi sonucu canliligini yitiren hiicrelerin % miktari. Cla :irinotekan’in énce uygulanmasi sonucu
Etkilesim Indeksi. Fa %c: Irinotekan ve Fotosensitizerin es zamanli uygulanmasi sonucu canliligini yitiren hiicrelerin % miktari. Clc :Irinotekan ve Fotosensitizerin es

zamanli uygulanmasi sonucu Etkilesim indeksi.
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Sekil 5: ilaglarin tek baslarina uygulanmasi ve kombinasyon terapi sonucu olusan ROS tayini.
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Bu nedenle, deneysel verilerin de teorik verilere pa-
ralellik gosterdigi, ve sinerjik etkinin Irinotekan’in
ilk dnce uygulandig1 kombinasyon terapi secenegi-
nin daha umut verici oldugu disiiniildi. Yalnizca
siralamanin degistirilmesi ile bazi durumlarda kuv-
vetli antagonizmin sinerjizime doniistiigii goriildii.
Teorik hesaplamalarda da gortldiigii gibi, Irinote-
kan’1n ilk uygulandig: grupta, 8 konsantrasyon de-
gerinde sinerjik etki goriilmektedir (Tablo 2).

Sinerjik etkinin oldugu en yiliksek hiicre hasarinin
(%40) 29.2 uM Irinotekan ve 8.6 uM fotosensitizer
kullanilarak elde edilebilecegi teorik hesaplamalar
sonucu goriildii. Ote yandan, ayni konsantrasyon
degerlerinde ilaglar ayr ayr1 uygulandiklarinda ise
hiicre 6liimiiniin sirastyla %15 ve %18 oldugu be-
lirlendi. gosterildi. ROS olusumunun &6zellikle foto-
sensitizerin bulundugu durumlarda konsantrasyona
bagl olarak degisiklik gostermemesi fotosensitize-
rin FDT de tekil oksijen {iretimi lizerinden etkili ol-
duguna igaret etmektedir.

Tiim veriler, kombinasyon terapinin teorik dataya
gbre optimize edilip, hem kullanilacak olan Irino-
tekan’in dozunu azaltarak yan etkilerini minimuma
indirmenin hem de hiicre 6limiinii maksime etme-
nin miimkiin olacagmi gostermektedir. Ayrica, uy-
gulanan terapinin etkisini, kullanilan 1s181n siddetini
arttirarak ve/veya fotosensitizerin hiicre igine alini-
mini ilag tagima sistemleri kullanilarak indiikleme-
nin kombinasyon terapiye de olumlu katki saglaya-
cagini diisinmekteyiz.
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