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Meme Kanseri Olusturulmus Nude Farelerde Fotodinamik Tedavinin
Etkinliginin Fourier Transform Infrared Spektroskopi ile Arastirilmasi

Investigation of Photodynamic Theraphy Efficiency in Breast Cancer Formed
Nude Mice With Fourier Transform Infrared Spectroscopy
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Ozetg:e

Fotodinamik tedavi (FDT), ézellikle onkolojik dermatolojik ve
oftalmolojik hastaliklarin tedavisinde umut verici bir tedavi
yontemidir. Bu calismada MCF-7 insan meme kanseri hiicre
hatti ekilmis nude farelere 5 mg/kg ICG'nin intra peritoner
enjekte edilmesinin ardindan 0, 30, 60 ve 90. dakikalarda
lazer uygulamalari yapilmistir. Uygulamalardan sonra
dokularda meydana gelen hiicre hasar, lipid, protein ve
niikleik asitlerin absorbanlarindaki degisiklikleri
degerlendirmek icin Fourier transform infrared spektroskopi
kullanmilmistir. Fourier transform infrared spektroskopi hizli ve
girisimsel olmayan, yeni analitik bir yontemdir. Elde edilen
sonuglara gore, 90. dakikada yapilan uygulamaya ait FT-IR
spektrumlarinda 3280-2900 cm™ bant bélgesindeki lipit
iceriginde onemli bir azalma oldugu goriilmektedir. Bununla
birlikte yine 90. dakikada yapilan uygulamadan sonra parmak
izi bolgesi olarak da adlandirilan 1700-700 cm™! bantlarindaki
niikleik asit iceriginde onemli bir azalma oldugu
goriilmektedir.

Abstract

Photodynamic therapy (PDT) is a promising treatment for of
a number of diseases, especially for oncological,
dermatological and opthalmological indications. In this study
explores the efficiency of ICG as a PDT agent for in MCF-7
xenografted nude mice following intra peritoner
administration of 5 mg/kg ICG at 0 min, 30 min, 60 min and
90 min. After the therapy Fourier transform infrared
spectroscopy as a novel method which is rapid and non-
invasive, was used to assess the cell damage and changes in
lipid, protein, and nucleic acids. According to the results,
there was significant alterations in the at the 3280-2900 cm’!
region in 90 min that was a decrease in lipid content.
However there was significant decrease in known as
fingerprint region at the 1700-700 cm™ region in 90 min.

1. Giris

Diinya ¢apinda kadinlar arasinda en sik goriilen kanser meme
kanseridir ve her yil yaklasik olarak 1,3 milyon insana meme
kanseri teshisi konulmaktadir. Meme kanseri hiicrelerinin

inhibe edilmesi i¢in ¢esitli tedavi yaklasimlari
kullanilmaktadir(1). Bunlar arasinda Fotodinamik terapi
giderek artan bir onem kazanmaktadir.

Fotodinamik terapinin sistemik toksisitesinin diisiik olmasi,
lokal olarak uygulanabilir olmasi, tekrarlanabilir olmasi ve
uygulama kolayliginin olmas: dolayisiyla bir¢cok kanser
¢esidinin tedavisinde kullanilmaktadir. Bununla birlikte tek
basina uygulanabildigi gibi diger tedavi yontemleriyle kombin
edilerek de uygulanabilir (2; 3; 4; 5).

Fotodinamik Terapi (FDT) Amerikan Gida ve Ilag Dairesi
(FDA) tarafindan onaylanmus, bir 151k kaynag1 ve 1s18a duyarli
bir ajanin kullanildigi minimal girisimsel bir tedavi
yontemidir. Fotodinak terapi sirasinda segici olarak tiimorlii
dokuda biriken 1518a duyarli ajan ile uygun dalga boyuna sahip
151k kaynagi kullanilmaktadir. Isiga duyarli ajan 151k
kaynagiyla etkilesime girmesi sonucu bir dizi fotokimyasal
reaksiyonlar meydana getirerek tiimor dokusunda apoptoz ya
da nekroz meydana gelmesine neden olur (6; 7; 8; 9; 10).

Fourier transform infrared spektroskopi kimyasal baglardaki
titresimleri tespit ederek dokularin biyokimyasal bilesimlerini
belirlemek i¢in kullanilan giiglii bir analitik yontemdir. Hiicre
oliimleri sirasinda dokudaki lipit, protein ve niikleik asit
bilesimindeki degisikliklere hassastir (11; 12; 13).

Bu caligmanin amaci, 770-810 nm dalga boylarinda yiiksek
absorsiyona sahip olan fotodinamik terapinin meme kanseri
olusturulmus nude fareler iizerindeki etkilerinin FT-IR
spektroskopi ile arastirilmasidir. Ozellikle ¢alismada
fotoduyarli ajan olraka secilen ICG molekiilii intra peritonel
olarak verildikten sonra tedaviye baglamak igin gerekli olan
optimum siireyi belirlemektir.

2. Hiicre Kiiltiirii Ve Inokiilasyon

Calismada kullanilan MCF-7 insan meme kanseri hiicre hatlari
Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii
Molekiiler Tip Anabilim Dali Hiicre Kiiltiirii Laboratuari’ndan
edinilmistir. MCF-7 insan meme kanseri hiicreleri %20 fetal
dana serum (FBS), 100 uw/ml penisilin ve 100 pg/ml
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streptomisin igeren NaHCO; soliisyonu ve 2 uM L-glutamin
ile desteklenmis RPMI 1640 besiyerine ekilip ve %5 CO2‘li
inkiibatérde 37°C’de ve nemli ortamlarda ¢ogaltilmistir.

Calismada 3 haftalik disi nude fareler kullanilmistir. Hiicre
kiiltiirinden sonra hiicreler tripsin ile yikanarak sayim
yaptlmigtir. Daha sonra 1*107 hiicre/ml PBS nude farelere
enjekte edilmistir. Inokélasyondan 6nce hayvanlara dstrojen
takviyesi yapilmistir.

Caligma sirasinda uygulanan protokol igin gerekli etik kurul
izni Bogazi¢i Universitesi Etik Kurul Komisyonu’ ndan
2013-01-29 tarihinde alinmustir.

2.1 Fotodinamik Terapi ile Tedavi

Tiimor boyutu 4-5 mm oldugunda 5 mg/kg ICG intra peritonel
olarak enjekte edilmistir. Tedaviye baglamak i¢in gerekli olan
optimum siireyi belirlemek i¢in dort farkli siire baz alinarak
lazer uygulamalar1 yapilmistir. Uygulama sirasinda ICG’yi
uyarmak i¢in 808 nm dalga boyunda diyot lazer kullanilmstir.

Gruplara gore ICG verildikten sonra 0, 30, 60 ve 90.
dakikalarda tiimorlii doku 250 mW giiciinde 808 nm dalga
boyunda 1sik ile 20 dakika boyunca uyarilmistir. Tedavi
protokolii 24 saat arayla 4 giin uygulanmistir. Dérdiincii terapi
sonunda tiimor dokunun tamami ¢ikarilarak serum fizyolojik
su igerisinde taginarak FT-IR analizlerinin yapilmasi igin
Universitesi BiyoNanoTeknoloji (BiNaTAM) Arastirma
Gelistirme Merkezine gotiiriilmigtiir. FT-IR spektroskopisi
Fatih Universitesi BiyoNanoTeknoloji (BiNaTAM) Arastirma
Gelistirme Merkezi’'nde mevcuttur.

2.2 Fourier Transform infrared Spektroskopi

Deneklerden elde edilen doku orneklerinin FT-IR
spektroskopisi ile analizleri yapilmadan o6nce dokular
kurutulmustur. Dokular kurutulmadan 6nce bir gece boyunca
-80°C derin dondurucuda donduruldu. Ardindan bir giin
boyunca -50°C ve algak basing altinda liyoflizatérde dokudaki
suyun siiblimleserek uzaklagsmasi saglandi.

Dokular kurutulduktan sonra FT-IR spektrumlart 4000-400
cm! araliginda 4 cm! spektral ¢oziintirligi ile toplanmustir.
Belirlenen frekans degerleri kullanilarak spektral bantlarin
hangi fonksiyonel grup ve hangi biyomolekiillerden
kaynaklandig1 belirlenmistir.

3. Sonuclar

Bu calismada FT-IR spektroskopisi kullanilarak hizli ve
giivenilir bir sekilde zamana bagli olarak degisen
uygulamalarla hiicre yasamsalligi arasindaki iligki ve ayni
zamanda meydana gelen biyomolekiiler degisiklikler
belirlenmistir.

Intraperitonel olarak 5 mg/kg ICG verildikten sonra 0, 30, 60,
90. dakikalarda yapilan Fotodinamik Terapi uygularlarindan
sonra cikarilarak FT-IR spektroskopi ile analizleri yapilan
dokulardaki hiicre Oliimleri sirasinda biyomolekiilerin
absorbanlarinda meydana gelen degisikliklere ait spektrumlar
Sekil 1°de verilmistir.
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Sekil 1. FT-IR spektrumlari. Sekilde 0, 30, 60 ve 90.
dakikalarda yapilan Fotodinamik Terapiden sonra dokulardaki
biyomolekiillerin absorbanlarinda meydana gelen degisiklikler

gosterilmistir: (a) niikleik asitler; (b) amid I ve amid 11
proteinleri; (c) lipitler; (d) amid A ve amid B proteinleri.

ICG verildikten 90 dakika sonra yapilan lazer uygulamasinda

elde edilen spektrumlarda dokudaki niikleik asit, amid I-II,
lipit ve amid A-B proteinlerinin konsantrasyonlarinda diger
uygulamalara kisayla azaldig1 gézlemlenistir. Uygulamalardan
sonra hiicresel yapimin bozulmasi ve hiicre zarinin kaybolmasi
dokudaki lipit konsantrasyonunda azalmaya neden oldugu
sOylenebilir. Ayni zamanda protein konsantrasyonundaki
degisiklikler hiicresel proteinlerin denatiire olamaya
basladiginin gostergesidir. Dokudaki niikleik asit
konsatrasyonun azalmasi DNA’nin par¢alanmasindan
kaynaklanabilir bu durum ayni zamanda hiicrenin apoptoza
girdiginin belirtisi de olabilir.

ICG verildikten 30 dakika sonra yapilan lazer uygulamasinda
elde edilen spektrumlarda dokudaki niikleik asit, amid I-II,
lipit ve amid A-B proteinlerinin konsantrasyonlarinin
beklenenden yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Bunun nedeni 30
dakikalik siirenin ICG’nin tiimor dokuda birikmesi i¢in yeterli
bir slire olamamasi ya da nude farelerin metabolizma hizina
bagli olarak ICG’nin viicuttan uzaklastirilmis olabilir.
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