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ONSOZ

Kanser tedavisinde kullanilmakta olan geleneksel yontemlerin yaninda noninvaziv
ve mevcut tedavi yontemlerinin sahip oldugu dezavantajlar1 barindirmayan terapi
teknikleri gelistirebilmek adina pek cok bilimsel ¢alisma ylriitiilmektedir. Sonodinamik
terapi (SDT), fotodinamik terapinin (FDT) prensiplerini temel alarak gelistirilen
noninvazif, alternatif bir kanser tedavi yontemidir. FDT selektif olarak lokalize hedef doku
tarafindan alinan 1s18a duyarl ajanin ortamda bulunan molekiiler oksijen varliginda, uygun
dalga boyunda goriiniir 1518a maruz birakilmasi sonucu hedef hiicrelerde apoptoz ve
nekroza neden olan ve baglica singlet oksijen olusumu prensibine dayanan bir
fotokemoterapi yontemidir. SDT’de ise, FDT’e benzer sekilde sonosensitif olarak
adlandirilan ultrasese duyarli bir molekiiliin secici olarak hedef dokuya alinmasi ve bu
ajanin ultrases ile uyarilarak aktive edilmesi sonucu hedef hiicrelerde hasara ugratmasi
prensibine dayanmaktadir. SDT’de kulanilan ultrases daha derine niifuz etmektedir ve
ozellikle non-termal etkisi sonucu akustik kavitasyon olusumu gozlenmektedir. Olusan
kavitasyon sonucu ortamdaki su molekiillerinin pargalanmasiyla ortaya ¢ikan serbest
radikaller (hidroksil, hidrojen, hidrojen peroksit, siiperoksit) hedef hiicreleri harap
etmektedir. Ayn1 zamanda ultrases membran gegirgenligini arttirarak ilaglarin hiicre igine
alimmalarin1 kolaylastirabilmektedir. Bazi kemoterpi ilaglariin diisiik yogunluklu ultrases
ile sinerjistik etki gosterebildikleri bildirilmektedir. Bu ¢aligmanin amaci Ehrlich asit timor
hiicrelerinde kloraluminyum ftalosiyaninin sonodinamik etkinligini arastirmak ve bunun
yaninda bir kemoterpi ilaci olan dosetakselin ultrases ile sinerjistik etkinliginin olup

olmadigin1 belirlemektir.

il



ICINDEKILER Sayfa

No

KABUL VE ON AY ..ot 1
ONSOZ. ..o il
ICINDEKILER. .. ..ot iii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI.........oooiiiiiii, v
TABLOLAR DIZINT......oooiiiiiiiiiiiii e vi
SEKILLER DIZINT. ... viii
L GRS . 1
LT KAISET ittt ettt ettt et e et s et eea 2
1.1.1. KanSer OIUSUIMIU .......c.ceeeiuiiiiiiieeiieeeiee ettt e et eetaeeerae e eaeeesneeeeaveeeennis 2
1.1.2. Kanserin NEAENIEIT .. ....c.ooiiiiiiiirieiiiiesieieetesi ettt 3
1.1.3. Kanser tedavi YONTEMICTT .......ccciieiiuieeeiieeciie ettt 5
1.2. Ehrlich ASit TUMOT ....ooouiiiiiiiieiieeie ettt st e 5
1.3. Sonodinamik TEIraPI .. .ccceeruieiiieiiieiieeiie ettt ettt ettt e eeteesaaeebeeseneeneeas 6
1.3.1. Sonodinamik terapide kullanilan sensitizorler ve hiicre hasart.............ccoceevuene. 8
1.3.2. Ultrasesle kemoterapi etkinliginin arttirtlmast...........ccceeeeveercieeniieerciee e 12
L4, UIITASES .. ceeeneeeentieiteeeie ettt ettt et e b e sttt e et e e bt e sat e e bt e sabeebeesneeeneeas 14
1.4.1. Fiziksel OZEIIKICTT .. .ccveviiiiieiiiiiieiieeeeeee e 14
1.4.2. Ultrasesin tipta Kullanimi ..........cccooiiiiiiiiiiiiieieeeee e 15
1.4.3. Biyolojik €tKIleIT .. .ccuiieeiiieciiiece e e e 16
1.4.3.1. Ultrasesin termal etKileTl..........coouiiiiiiiiiiiiiiieieie e 16
1.4.3.2. Ultrasesin nontermal etKileri...........cocuerirriiriinieiienienieieceeeeeeee e 17
2. GEREC VE YONTEM ....oouiiiioeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 19
2.0 GGOTEG ittt e e e e e e e e e e e e e ettt ——aaaae e e e e e abtaraaaaaeeeeaannrrraraaaaans 19
B T R - 20 U SRS 19
2120 TIAGIAT .ottt 19
2.1.3. URIaSes KAYNAGT .. ..evveoiiieiieeiiieiieee ettt ettt ettt et e e e eaeeneees 20
2.2 Y ONEIM ittt ettt e ettt e st e e st e st e st e et e e 21
2.2.1. Ehrlich Asit Tiimor hiicrelerinin elde edilmesi ........cccoeoeiiiiiiiiniiiiiiiiees 21
2.2.2. Tedavi GIUPIATT .. .ooiiiiiiieiiecie ettt esaaeenbeenneas 21
2.2.3. Tlaglarin hazirlanmast ...........ocooiuieiieieeeiee et 22
2.2.4. Ultrases UyZUIAMA ... ...ccoouiiiiiiieeiiieeiieeeieeecieeesiee e seteesveeeseeeesaeeesnreeesnneeesnseeens 22

il



2.3. Degerlendirme YONtEMICTT ... ..cccuveriieiieiiieiieeie ettt 24

2.3.1. HUCTE CANIIIIG . vttt et ens 24
B TR N 010 o] (0 /2SRRI 24
2.3.3. WeStern BIOt ..o 25
2.3.3.1. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi ..........cccccceeevverirennnnnee. 25
2.3.3.2. Nitroseliilloz membrana aktarim ...........c.ccoceeieireriesieinieieieeeiee e 32
234, TStAtISHK. ... 35
3. BULGULAR ..ottt sttt st ese e e eneennens 36
3.1. Hiicre Canlilig1 Degerlendirme ..........ccccoveeiiiniieiiieiieeieeeeeee et 36
3.2. Western Blotlama ........cc.oooiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 38
3.3. Hoechst-propidyum 1yodid bOyama .........ccccceevvieeriiieniiieiie et 40
3.3.1. SDS poliakrilamid jel eleKtroforezi .........ccccecueeeviieeiiieeiiieeieecee e 40
3.3.2. Western blotlamada elde edilen bantlar ...........c.cccoceeviniiniiniiiinieee 41
4. TARTISMA .ottt ettt et sttt st sbe bt et sbeeaesaeens 44
5. SONUC .ttt ettt et sttt et e st e b e et e e st e b e eneeese e seeneenaeenseeneeees 49
OZET ..ottt 51
SUMMARY ..ttt sttt et sb ettt s bttt et sbeenbe e 52
TESEKKUR ......ooviteteeeeeeeeeeee e 53
0. KAYNAKGCA ..o oottt ettt ettt et e ettt e ese e st enaeeneesseensesneenneensens 54
OZGECMIS .. oot 61

v



SIMGELER VE KISALTMALAR

AICIPc : Kloraliiminyum ftalosiyanin
AIPcS4 : Aliiminyum ftalosiyanin tetrasiilfonat
CAT : Katalaz

DMSO : Dimetil siilfoksit

DNA : Deoksiriboniikleik asit

EAT : Ehrlich asit tlimor

FDT : Fotodinamik terapi

GSH : Glutatyon

HMME : Hematoporfirin monometil eter
Hp : Hematoporfirin

MDA : Malondialdehid

PpIX : Protoporfirin IX

ROS : Reaktif oksijen tiirleri

SDS : Sodyum dodesil stilfat

SDT : Sonodinamik terapi

SOD : Stiperoksit dismutaz

uUsS : Ultrases

5-FU : 5-Florourasil



TABLOLAR

Sayfa No
Tablo 1.1. Frekans araliklarina gore ultrasesin genel siniflandirilmasi...................... 16
Tablo 2.1. Tedavi Gruplari..........ooiiuiiiiii e, 21

vi



SEKILLER

Sekil 1.1. SDT’de olas1 hiicre hasart mekanizmast ..................cooooiiiiiiiaan
Sekil 1.2. Kloraluminyum ftalosiyaninin kimyasal yapisi...................oceiiiininnin.
Sekil 1.3. Dosetakselin kimyasal yapist.........o.viiuiiiiiiiiiiiii e,
Sekil 2.1. BTL 5710 ultrases terapi Clhazi.............cooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieaenns.
Sekil 2.2. Ultrases uygulama diizenegi...........ccevviiiiiiiiiiiiii i,
Sekil 2.3. Laboratuvarimizdaki ultrases uygulama diizenegi..............................
Sekil 2.4. Olympus BXS51 floresan mikroskop............coooeviiiiiiiiiiiiiiiinn...
Sekil 2.5. Elektroforez diizeneginde cam levhalarin yerlestirilmesi.......................
Sekil 2.6. Jel soliisyonunun cam levhalar arsina dokiilmesi...............................
Sekil 2.7. a) Jelin iizerinin %70 etanolle kapatilmasi, b) jel donduktan sonra alkolun
kurutma kagidiyla uzaklagtirilmasi................ooooiiiiiiii
Sekil 2.8. Elektroforez diizeneginde taragin jele yerlestirilmesi...........................
Sekil 2.9. Elektroforezde jelin ¢ukurlarima marker ve 6rnek tampon soliisyonu ve
antijen karistminin konulmast.............oooiiiii i
Sekil 2.10. Elektroforez diizeneginde cam levhalarin elektrot tankina koyulmadan
once gerekli aparatlara takilmasi.................ooo
Sekil 2.11. Elektroforez diizeneginde jelin elektrot tankina koyulmasi.....................
Sekil 2.12. Proteinlerin jelden nitroseliiloz membrana aktarilmast.........................
Sekil 2.13. Nitroselilloz memranlar saniyede bir devirde calisan rotari calkalayici
UZETINAC. .t
Sekil 2.14. Boyama sonrasi iizerinde bantlarin belirginlestigi nitroseliiloz membrane...
Sekil 3.1. Sonikasyon sonrast EAT hiicre canliligi oranlart..................................
Sekil 3.2. Ug¢ doz US ile birlikte veya tek basina uygulanan AICIPc'nin
konsantrasyonuna  bagli  olarak  hiicre = canliligindaki  degisim
gosterilmektedir..........ooiii i
Sekil 3.3. Dosetaklelin tek basina ve degisik yogunluklarda US varliginda hiicre
canliliZina etKisi......ooviii i e
Sekil 3.4. HOPI boyamanin ardindan tedavi gruplarinin floresan mikroskop
goriintiileri (10X25 bUYUtME)......ooviiniiiiii e
Sekil Sekil 3.5. Hiicre lizati konsantrasyon denemelerinin ardindanelde edilen

elektroforez goTtintlST. .....ovvientt et

Sayfa No

28
29

30

30

31

33

34

35

36

37

38

39

vii



Sekil 3.6. Western blotlama sonucu elde edilen kaspaz-3 ve B-aktine ait bantlar......... 42

Sekil 3.7. Kaspaz-3 ekspresyonunun B-actin ekspresyonuna oranlanmasi................. 42

viii



1. GIRIS

Kanser gelismis ve gelismekte olan iilkerlerde onde gelen 6liim nedenlerinden
biridir (Jemal 2011). Cerrahi, kemoterapi ve radyasyon terapisini iceren geleneksel kanser
tedavileri hala kanser tedavisinde en c¢ok kullanilan yontemler olmakla birlikte, bu
geleneksel yontemler, sistemik toksisite, diisiik segicilik, ila¢ direnci ve uzun vadede
potansiyel yan etkiler gibi kisitlar1 barindirmaktadir (Dy 2013) Bu nedenle yiiksek segicilik
Ozelligine sahip ve minimal invaziv kanser tedavi yoOntemlerine siddetle ihtiyag

duyulmaktadir.

Yirmi yildan fazla bir siiredir, minimal-invaziv bir tedavi yontemi olan fotodinamik
terapi (FDT), biiyiik oranda ilag ve tibbi kimya sektoriiniin ilgi alanindadir (Chen 2014).
FDT diisiik enerjili 151k ile toksik olmayan 1s1ga duyarhlastirici ajan arasindaki sinerjistik
etkiyi barindiran etkili ve 6zgiil bir tedavi yontemidir (Dolmans 2003). FDT’ nin klinik
uygulamalarinda iki 6nemli kisitlamasi bulunmaktadir. Birincisi goriinlir 1s18in derin
dokularin i¢ine kisitli oranda niifuz edebilmesidir ki bu, FDT'nin sadece 1518in
ulasabilecegi lezyonlarda kullanilabilmesine ve genis tiimorlerde daha az etkili olmasina
neden olmaktadir. Ikinci dezavantaji ise kutandz dokularda fotosensitif ajanlarin uzun
atilim siirelerine bagl olarak uzayan deri toksisitesi durumudur. Bu nedenle fotosensitif
ajan verilmesinin ardindan fotosensitif ajanin tiirtine bagl olarak bir ka¢ hafta hastanin
dogrudan giines 15181yla temastan kaginmasi gerekmektedir (Chen 2014). Yeni jenerasyon

fotosensitif ajanlarda bu siire bir haftanin altina inmistir.

1989 yilindan bu yana sonodinamik terapi (SDT), FDT temelinde olusturulan ve
gelistirilmekte olan, yeni ve imit vadeden bir yaklagimdir (Yumita 1989, Umemura 1990).
FDT ile benzer olarak sonodinamik terapi diisiik yogunluklu ultrases ve sonikasyonla
aktive edilebilen bir kimyasalin (sonosensitizor veya kematerapdtik bir ilag) kullanimim

iceren ultrases temelli bir tedavi yaklagimidir (Rosenthal 2004).

Ultrases, goriiniir 15181n aksine derin dokularda bulunan hedef kanserli alana niifuz
edebilmektedir. Dolayisiyla sonodinamik terapi FDT'nin en 6nemli kisitlamasini asmis
olmaktadir.  Buna ek olarak ultrases spesifik bir tiimor bolgesine tam olarak

odaklanabilmekte ve tiimor dokusunu ¢evreleyen sonosensitizorii aktif hale getirebilmekte



veya sitotoksisitesini arttirabilmektedir. Sonodinamik terapi kanser hiicrelerine bitisik

saglikli dokuya zarar vermeden nekroz ve apoptoz olusturabilmektedir (Chen 2014).

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapi ilaglar1 gii¢lii yan etkilere sahiptirler.
Kemoterapi ilaglartyla ultrasesin bir arada kullanimi antikanser kimyasallarin sitotoksik
etkilerini arttirabilmektedir (Tachibana 2008). Yani ultrases ile sinerjistik etkilesime sahip

kemoterapi ilaglar1 mevcuttur (Rosenthal 2004).

Sonosensitizorlerin biiylik kismini porfirin ve tiirevleri olusturmaktadir (Miyoshi
2003), bundan bagka, kemoterapotik ilaglar ve nonsteroid antiinflamatuar ilaglar,

(tenoxicam™, piroxicam™) ultrases ile uyarilabilmektedirler (Yu 2004, Yumita 2002).

Glincel ¢alismalarda ikinci nesil sonosensitizor olarak ftalosiyaninler sonodinamik
tedavide kullanilmak tizere test edilmektedirler. Yumita ve Umemura (2004)
kloraliminyum ftalosiyanin tetrasiilfonatin antitimdr etkisini farelerde deri altinda

olusturduklar1 kolon 26 karsinomada gostermislerdir.
Bu ¢aligmada Ehrlich Asit Tiimor hiicrelerinde

1. Kemoterapotik bir ajan olan Dosetaksel™ ile sonosensitif bir ajan olan
kloraliiminyum ftalosiyanin'in ultrases uygulanmasiyla tiimor hiicreleri lizerindeki

etkinliklerinin in vitro olarak incelenmesi

2. Dosetaksel™’in ultrases ile sinerjistik etkisinin aragtirilmasi amaglanmistir.

1.1. Kanser
1.1.1. Kanser olusumu

Kanser diinyada en oOnemli insan sagligi problemlerinden birisidir. Yapilan
arastirmalarla kanserin ortaya ¢ikisi ve gelisim mekanizmasina dair 6nemli bilgiler agiga
¢ikarilmis olmasima ragmen diinya saglik orgiitli, 2030 yilinda diinya ¢apinda 12 milyon
kisinin kanser nedeni ile hayatin1 kaybedecegini bildirmektedir. Kanser nedenli 6liimlerin
basinda akciger, mide, kolorektal, karaciger ve meme kanseri gelmektedir ve bu 6liimlerin

%70’inden fazlas1 diisiik ve orta gelirli iilkelerde gerceklesmektedir.

Kanseri  hiicrelerimizin ~ ¢ogalmasint  (proliferasyonunu),  farklilagsmasini
(differansiyasyonunu) ve olusumunu kontrol eden genlerin hastaligi olarak tanimlamak
miimkiindiir. Kompleks bir hastalik olan kanser hem ¢evresel hem de kalitsal faktorlerden

kaynaklanmaktadir (Lichtenstein 2000). Baska bir deyisle kanser ¢ok basamakli ve ¢ok
2



etkenli bir hastaliktir. Giiniimiizde elimizde olan verilere gore, kanser gelisiminin ¢ok
kompleks bir siireci oldugu aciktir. Diyet, ¢evresel faktorler, kalitilan mutasyonlar ve

somatik mutasyonlar gibi faktorler kanserin aciga ¢ikma nedenleri arasinda yer almaktadir.

Normal hiicrelerin kanser hiicrelerine doniismesi genomun hasara ugramasina
neden olan birgok mutasyonu gerektirmektedir. Genomdaki bu hasar, DNA
replikasyonunda meydana gelen hatalarin sonucu olabilecegi gibi, metabolizma sirasinda
meydana gelen serbest radikallerin DNA bazlarina etki etmesi gibi nedenlerden de
kaynaklanabilmektedir. DNA hasari, iyonize radyasyon, ultraviyole radyasyon ve kimyasal
karsinojen gibi ajanlarin etkilesimi ile de gerceklesebilmektedir (Bertram 2001). DNA’nin
bir¢ok hasar1 tamir etme mekanizmast vardir. Ancak DNA tamir mekanizmasinin islevsiz
veya yetersiz kaldigi durumlarda onarilamayan bu hasarlar, DNA dizisindeki kalici

degisiklikleri meydana getirmektedir.

Hanahan ve Weinberg kanser hiicrelerini karakterize eden alt1 6zelligi, biiyiime
sinyallerinde kendi kendine yetebilme, biiyiimeyi durdurabilecek sinyallere duyarsizlik,
programlanmis hiicre oOliimiinden (apoptozis) kacgabilme, sinirsiz boliinme, ¢ogalma
potansiyeline sahip olma, anjiogenezi siirekli destekleyebilme, doku invazyonu ve

metastaz yapabilme olarak tanimlamiglardir (Oldh 2005).

Normal hiicresel isleyiste hiicrenin yasam siiresi doldugunda veya onarilamayacak
diizeyde bir DNA hasar1 meydana geldiginde hiicre programli bir sekilde 6lmesi apoptozis
olarak adlandirilir. Bu mekanizmanin herhangi bir nedenle bozulmasi sonucu basta kanser

olmak iizere ¢esitli hastaliklara neden olmaktadir (Martinez 2003).

1.1.2. Kanserin nedenleri

Kanser %90-95 oranda c¢evresel faktorlere ve %35-10 oraninda kalitsal faktorlere
baglanan bir hastaliktir. Kanserle iligkilendirilen yaygin ¢evresel nedenler tiitiin kullanimi
(%25-30), diyet ve obezite (%30-35), enfeksiyonlar (%15-20), radyasyon (hem iyonize
hem de iyonize olmayan radyasyon, %10'dan fazla), stres, fiziksel aktivite eksikligi ve

cevre kirliligini igerir (Anand 2008).

Kimyasallar- Polisiklik aromatik karbonlar, asbest, silika, alkol gibi kimyasallar
cesitli kanser tiirleriyle iliskilendirilmislerdir. Ozellikle tiitin kulanimi bircok kanser

tiriiyle iliskilendirilmis olup, akciger kanserinin ana nedenini tegkil etmektedir (Sasco,



2004). Tiitin dumani nitrozaminler ve polisiklik aromatik karbonlarinda bulundugu

yaklagik olarak 50 karsinojen icermektedir (Kuper 2002).

Diyet ve egzersiz- Diyet, fiziksel aktivite ve obezite yaklasik %30-35 oraninda
kanserle iliskilendirilmistir (Anand 2008). Ozellikle mide kanseri, kolon kanseri gibi
sindirim sistemini etkileyen kanserler beslenme aligkanliklartyla iligkilendirilmektedir

(Kushi 2006).

Enfeksiyon- Diinya genelinde kanserden oOliimlerin yaklasik %18'1 enfeksiyoz
hastaliklarla iligkilendirilmistir. Kansere neden olan infeksiydz ajanlarin basinda viriisler
gelse de bakteriler ve parazitler de etkili olabilmektedirler. Kansere neden olabilen virusler
(onkoviriisler) arasinda HPV, serviks kanserine, Epstein-Barr viriisii, B-hiicreli
lemfoproliferatif hastalik ve nasofaringeal karsinomaya, Herpes viriisii, Kaposi sarkomuna,
Hepatit B ve Hepatit C viriisleri, hepatoseliiler karsinoma neden olan viriisler olarak
sayilabilir. Ayrica bir bakteri olan Helicobacter pylorimin mide kanserine neden oldugu
bilinmektedir. Schistosoma haematobium (squamos hiicreli mesane karsinomu),
Opisthorchis viverrini ve Clonorchis sinensis (kolanjiokarsinoma) kanserle iliskili bilinen

parazitler arasinda sayilmaktadir (Samaras 2010).

Radyasyon- Hem iyonize hem de non iyonize radyasyona maruziyet invaziv kanser
nedenlerinin yaklasik %10'unu olusturmaktadir (Anand, 2008). Ozellikle iyonize
radyasyonun DNA kiriklarina neden olabilen giiglii bir mutajen oldugu ve 16semi,
retinablastom, bazal hiicreli karsinoma ve melanom gibi kanserlerle neden olabildigi
bildirilmektedir. Cep telefonlarmnin yaydigi iyonlastirict olmayan radyasyonun akustik
noroblastoma riskini arttirdigi Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan 2011 yilinda

duyurulmustur.

Kahtim- Kanserlerin biliyiik ¢ogunlugunu kalitsal olmayan (sporadik) kanserler
olusturmaktadir. Populasyonun %0.3'linden az1 kanser olusumuyla giiclii iliskisi bulunan
genetik mutasyonlarin tasiyicisidir ve bu biitiin kanser nedenleri arasinda genetik faktorler
%3-10"luk bir yer tutmaktadir. BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki kalitilan belirli
mutasyonlarin tasiyiciligt meme ve over kanserine neden olmaktadir. Kalittmin 6nemli rol
iistlendigi bir diger kanser tiirii ise kalitimsal nonpolipozis kolorektal kanserdir (Roukos

2009).

Fiziksel etkenler- Fiziksel olarak tahris edici maddeler de kansere neden

olmaktadir. Dokuda olusan harabiyet hizli bir mitoz faaliyetiyle tahrip olan hiicrelerin



yerine yeni hiicreler olusturmaktadir. Mitoz ne kadar fazla ve hizli olursa mutasyon riski o

kadar artmaktadir (Gaeta 2000).

1.1.3. Kanser tedavi yontemleri
Glinlimiizde, kanser tedavisinde en ¢ok kullanilan geleneksel tedavi yontemleri sunlardir.

e Cerrahi: Kanserli dokuyu ve ¢evresindeki invazyon riski tagiyan bir miktar saglikli
dokuyu alip ¢ikartmak. Bazi durumlarda kanserli dokuyu cerrahi miidahale ile

¢ikartmak imkansiz olabilir. Bu durumda radyoterapi veya kemoterapi uygulanir.)
e Kemoterapi: Kanser hiicrelerini 6ldiirme 6zelligine sahip ilaglarin kullanilmasidir.

e Radyoterapi: Uygun dozda gama radyasyonu uygulayarak kanser hiicrelerinin

oldiirtilmesi islemidir.
e Alternatif tedaviler.
Fotodinamik Terapi (FDT)

Sonodinamik Tedavi (SDT)

1.2. Ehrlich Asit Tumor

Kanser iizerine aragtirmalar olduk¢a uzun bir siiredir devam etmektedir. 14. yy’dan
giinlimiize bu alanda ¢alismalar devam yapilmaktadir. Bu siire zarfinda ¢esitli kimyasallarla
model olusturma denemeleri yapilmig fakat onkolojik olarak daha somut veriler elde etme
ihtiyact kendini gostermistir. Bu nedenle kanser modelleri olusturularak yapilan deneysel
caligmalarin O6nemi artmaktadir. Kansere iliskin calismalarda kullanilan spontan ve
indiiklenen tiimor modelleri i¢in fazla miktarda maddi kaynak, ¢ok sayida deney hayvani
ve bu uygulamalar i¢in uzun zaman gerektiginden arastirmacilar tarafindan daha az tercih
edilen yontemlerdir. Ancak transplante edilebilir tiimorler yukarda bahsedilen
dezavantajlar1 barindirmadigindan daha ¢ok kullanilmaktadir. Ozellikle 1950'i yillardan bu
yana transplante edilebilen tiimorlerle olusturulan modellerin arastirmacilar tarafindan

tercih edildigi goriilmektedir (Zeybek 1996).

Deneysel hayvan tiimorlerinden biri olan Ehrlich Asit Tiimorti (EAT) ilk olarak disi
bir farede spontan meme adenokarsinomasi olarak ortaya ¢ikmis ve Ehrlich & Apolant

(1905) tarafindan tiimor parcalar1 fareden fareye deri altina transplante edilerek deneysel
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timor haline getirilmistir (Aktag 1996). 1932 yilinda Loewenthal ve Jahn bu tiimdriin
farelerin peritonunda sivi halde biiyiliyen formunu elde etmeyi basarmislar ve peritonda
kanser hiicrelerinin yani sira asit sivist da olustugu icin tiimor Ehrlich Ascites Timort

adini almistir (Taskin 2002).

Asit, gri-beyaz bazen hafif kanli gériinlimde koyu bir sividir ve 0.1 cc’de yaklasik
10 milyon neoplastik hiicre icerir (Aktas 1996). EAT nin sivi formunun elde edilmesiyle
birlikte, ¢calismalarda yogun bir sekilde sivi tiimor kullanilmistir. Kullanimdaki yogunlugun
nedeni, s1vi formun serbest timdr hiicrelerini igeren siispansiyon seklinde olmasi ve bunun
sonucunda istenilen sayidaki hiicrenin bir baska hayvana transplante edilebilmesidir.
Dolayisiyla aligilmis basit sayma yontemleriyle hem transplante edilen tiimdr hiicre
sayisinin, hem de olusan tiimor biiyiikliigiinii kolay bir sekilde saptanabilmesi miimkiin

olmaktadir (Ekinci 2000).

Bu calismada kullanilan tiimér modeli olan Ehrlich Asit Tiimorii (Ehrlich Ascites
Tumor, EAT) transplante edilebilir bir tiimér modelidir ve farelere 6zgii olmasindan
(Zeybek 1996) dolay1 EAT’ nin ¢alisilmasi tiimoér degerlendirmesi ve izlenmesi agisindan

kolaylik saglar. EAT"in asit formu ¢ok agresif bir timordiir.

Klinik durumlarda, asit olusumu genellikle yumurtalik kanseri gibi ilerlemis
kanserli hastalarda siklikla gozlenir (Mycek 1998). Intraperitoneal dagilim gosteren asit
birikimi bir kez olustugunda prognozun kotiilesmesine neden olur. Abdominal parasentez
hastanin semptomlarin1 azaltmak i¢in uygulanabilir. Fakat hastanin genel sartlariin
zayifligina bagli olarak yeterli miktarda anti-timor ilag verilemediginden tekrar asit
birikimi ¢ok hizli gelismektedir (Mycek 1998). Bu yiizden, asit tasiyan kanser hastalarinin

tedavisi i¢in yeni, efektif uygulamalarin gelistirilmesi son derece énemlidir.

1.3. Sonodinamik Terapi

Sonodinamik terapi (SDT) kavrami, fotosensitif ajanlarin 1sikla etkilesmesi sonucu
oksijen radikalleri (6zellikle singlet oksijen) olusturarak hiicre 6liimii ve/veya apoptozise
gotiiren fotodinamik terapi (FDT) prensibi temel almarak gelistirilmisti. FDT'de
uygulanan 15181 etkilerinin SDT'de ultrases dalgalar1 ile olusturulmasi saglanmaktadir.
SDT ultrasesin non-termal etkilerinden, ozellikle kavitasyon olusumuyla iliskilidir ve
ultrasonik kavitasyon su molekiillerinin pargalanmasiyla serbest radikaller (H, OH, H,0,,

stiperoksit) olusumuna neden olmaktadir.



Ultrases ile uyarilarak aktif hale getirilebilen ajanlara sonosensitif ajanlar adi
verilmektedir. Bircok in vitro ve in vivo calisma, tek basina ultrases ve tek basina
sonosensitif ajanin timor hiicrelerinde sitotoksik etkisinin olmadigin1 veya c¢ok az
oldugunu belirtmis fakat ultrases ve sonosensitif ajanin birlikte kullanilmasimin yani

SDT'nin tiimdr hiicrelerini etkili bigimde yok ettigini gostermistir (Tachibana 2008).

SDT'nin tiimdre odaklanabilmesi ve derin dokulara da niifuz edebilmesi hedefe
yonelik terapi olanagini arttirmaktadir. Ayrica ajanin dokuya Ozel antikorla birlikte
verilmesi sayesinde de dokuya 6zgiin hasar olusturmak miimkiin olabilmektedir. FDT de
fotonun hedef dokulara niifuz etmesi i¢in hedef dokuya yakin olmasi gerekmektedir. Bu
kanserin konumu nedeniyle her zaman miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle ulasilmasi zor
olan biyolojik dokulara daha iyi niifuz edecek alternatif yollar aranmistir. Umemura ve
arkadaslar1 tiimor tedavisinde sonosensitif bir ajan ile ultrasesin sinerjik etkisinden ilk
olarak bahsetmisler ve bu alternatif tedavi yontemine “Sonodinamik Terapi” ismini

vermislerdir (Yumita 1990, Umemura 1999).

Fotodinamik terapi benzer oOzellikler gosteren SDTmin en Onemli istiinligi
biyolojik dokulara fotondan daha iyi niifuz eden ultrasesin kullanilmasidir. Bu durum,
SDT’nin hedefe yonelik tedaviler i¢in daha uygun oldugunu goéstermektedir. SDT nin
birincil etkisi ultrasonik kavitasyon olusturmasidir. Kavitasyon olgusu, ultrases ile
1sinlanmig bir ortamda baloncuklarin {iretilmesi, genisletilmesi ve ¢okmesi ile karakterize

edilir.

Sonoliiminesans, yerel sok dalgalar1 ile olusturulan kabarcik ¢okmeleri serbest
radikallerin olusumuna neden olmaktadir. S1vi ortamda bazi mikro kabarciklar ultrasonik
151ma altinda biiyiir ve daralir. Suyun ultrases dalgalariyla 1s1masi sonucu hidrojen peroksit
olusabilir. Bazi ilaglarin ultrases 1s1ma etkisiyle birlikte aktif siiperoksit radikalleri ve
singlet oksijen gibi oksijen tiirlerinin olustugu ve olusan bu tiirlerin kanserli dokulara hasar
verdigi belirlenmistir (Miyoshi 1997). Calismalar hematoporfirinin sonoliiminesans ile
foto-uyarilmast sonucu sitotoksik singlet oksijenin olustugu ileri siiriilmektedir (Yumita
1990, 1996, Umemura 1996, Umemura 1999, Liu 2008). Yumita ve arkadaslari
sonodinamik etki i¢in ultrasese maruz birakilmis ortamda oksijenin bulunmasinin énemli
oldugunu ifade etmislerdir. SDT kaynakli hiicre 6liimii, déteryumun (D,0) varligindan iki
kat fazla etkili oldugu belirtilmistir. Oksijen-doéteryum baglar1 su igindeki oksijen-hidrojen
baglarindan daha kirilgandir. Bu durum ortamdaki oksijenin serbest kalmasini bdylece

uyarilmis ajan ile reaksiyona girmesini kolaylastirmaktadir (Yumita 1990).



Yapilan ¢alismalar ile ultrasonik kavitasyon etkisinin meydana getirdigi enerji ile
porfirin gibi baz1 fotosensitif ajanlarin aktive edildigi ve bu aktivasyon sonucunda énemli
hiicre hasarlarinin gézlendigi gosterilmistir (Tachibana 1993, Yumita 1989, Tata 1996,
Umemura 1997). Bu uyarilma sonucu, hematoporfirin tiirevlerinin pirolizi veya c¢dken
kabarciklarin ¢evresindeki hidrojen atomlari ve OH radikalleriyle reaksiyonu sonucu

gerceklesmekte ve sitotoksik serbest radikallerin olusumuna neden olmaktadir.

Buna ek olarak, Nomura ve arkadaglari porfirinin ultrases ile uyarilmasiyla
ortamda NO;™ ve H,O; konsantrasyonlarinin arttigin1 belirtmislerdir (Kojimura 1997). Bu
nedenle, fotosensitif bir ajan, ultrases ile kombine edildiginde sonosensitif ajan olarak etki
etmektedir ve bu etkinin uygulanabilirligi oldukc¢a yiiksektir. Bu sonosensitif ajanlar, timor
dokusu etrafinda segici olarak biriktirilebilir ve ultrasese maruziyet ile aktiflestirilebilirler.
Kullanilan ajanlarin tek basina anti tliimdr aktivitesi olmamasina ragmen, ultrases 1s1ma ile
bu aktivitenin arttig1 belirlenmistir. Tachibana sonosensitif ajanlarin tiimdr tedavisinde yan

etkilerinin olmadigini ileri siirmiistiir (Tachibana 2008).

SDT’in temel ¢aligma alanlari, kemoterapinin gelistirilmesi, gen terapisi ve apoptoz
terapilerdir (Yu 2004). Ultrases 1simanin uygulanan enerjisi, dokulara daha az zarar
vermesi ve biyolojik dokulara daha fazla niifuz etmesi sebebiyle radyoterapi ve 151k (lazer

151n1) kullanilan tedavilere gore daha iistiin oldugu belirtilmektedir (Tachibana 2008).

1.3.1. Sonodinamik terapide kullanilan sensitizorler ve hiicre hasari

SDT’nin sitotoksisite mekanizmasi teorik olarak FDT ile benzerdir. Sonosensitif ajanin
ultrases ile uyarilmasiyla elde edilen akustik kavitasyon aktif oksijen iiretimini saglar
(Didenko 1999, Rosenthal 2004). Sonokimyasal reaksiyonlar ile elde edilen ultrases 1s1ma
tiimor hiicresi etrafinda kavitasyon olusumunu uyarmaktadir. Tiimor hiicresinin yiizeyine
tutunan sonosensitif ajan uyarildiginda, temel seviyeden uyarilmis seviyeye ge¢mektedir
ve aktiflesmis ajanin temel seviyeye geri donerken enerji salarak hiicresel toksisiteye sebep

olan singlet oksijen, serbest radikaller gibi reaktif oksijen tiirleri olustururlar .
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Sekill.1. SDT’de olasi hiicre hasar1 mekanizmasi. Sonoliiminesans 1s1k ile olusturulan ultrases 1s1masi timor
hiicreleri etrafinda kavitasyona neden olur. Tiimdr hiicresine tutunan ajan 1s1k ile uyarilir ve temel
durumundan uyarilmig duruma geger. Takiben temel duruma gegen ajan bu gecis sirasinda enerji yayarak

reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna neden olur (Kuroki 2007).

Birinci nesil fotosensitizorler olarak gelistirilen porfirinler fotodinamik terapide
genis bir kullanim alan1 bulmaktadir. Bu nedenle son yirmi yildir sonosensitizor olarak
hematoportfirin (Hp), Photofrin®, hematoporfirin monometil eter (HMME), protoporfirin
IX (Pp IX), ATX-70 ve pek ¢ok yeni porfirin tiirevi gelistirilmesi sasirtict olmamaktadir
(Chen 2014).

HMME iki monomer porfirinden olusan, hematoporfirinle iligkili bir sensitif
ajandirr. HMME tiimor dokusuna yiiksek segicilikte lokalize olmasi dokulardan ¢abuk
uzaklagsmas1 ve diisiik toksisite gibi birka¢ harika ozellige sahiptir. ilk calismalar
HMME"nin C6 glioma hiicreleri iizerinde sonodinamik antitlimor etkisi oldugunu
gostermistir (Li 2008, Li 2011). HMME aracili SDT ile olusan reaktif oksijen tiirleri
olusumu in vitro apoptoz ve nekroz ile sonuglanmistir (Li 2008). CNE-2 hiicreleri
tizerinde HMME'nin diisiik konsantrasyonlariin apoptozu, yiiksek dozlarinin ise nekrozu
indiikledigi bildirilmistir (Jin 2011). Daha sonraki ¢alismalarda, HMME kullanilan SDT
uygulamalarinda mitokondriyal sinyal yolaginin gostergesi olan Bax, kaspaz-3 ve kaspaz-9
ekspresyonlar1 artarken, Bcl-2 ve Fas-L ekspresyonlarinin azaldigini saptanmistir (Dai

2009). Ayrica osteosarkoma tizerinde in vivo ve in vitro yapilan giincel ¢aligmalar HMME
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ve ultrases uygulamasinin insanlarda kanser tedavisi i¢cin umut vadeden bir tedavi yontemi
olabilecegini gostermektedir (Tian 2009; Su 2013). Giincel calismalarda, HMME
kullanilan sonodinamik tedavi uygulamalarinin adriamycin ile kombine edildiginde

sinerjistik antitiimor etkilerinin 6nemli oranda arttig1 bildirilmektedir (Liang 2013).

PPIX hizli ¢ogalan tiimor hiicrelerinde birikebilmektedir ve ultrases ile uyarildig:
zaman tiimdr hiicrelerinin 6liimiine yol agmaktadir. /n vitro ¢alismalar PpIX'un etkili bir
sonosensitif ajan olarak sonodinamik tiimor tedavisinde biiyiik bir potansiyeli oldugunu

isaret etmektedir (Chen 2014).

Hepatoma-22 hiicrelerinde PpIX ve SDT'nin antitiimér etkisi incelendiginde
PpIX'un timorlii dokularda segici olarak biriktigi ve SDT etkisiyle lipid peroksidasyon
diizeyini arttirarak ve anti-oksidatif enzimlerin aktivitesini azaltarak tiimor hiicrelerinin
proliferasyonunu engelledigi belirtilmistir (Wang 2011). Sarkoma 180 hiicrelerinde SF1
ajan1 ile SDT'nin etkisinin incelendigi in vivo bir ¢alismada ultrases ve ilacin birlikte

kullanildig1 grupta tiimor inhibisyonunun belirgin olarak arttig1 belirtilmistir (Wang 2009).

PpIX ve Hp'in sonodinamik antitiimor etkinliklerinin karsilastirildiginda, ultrases
uyarisi altinda PpIX'un sitotoksik etkisinin Hp'e oranla daha biiyiik oldugu bildirilmektedir
(Liu 2007, Wang 2010, Zhu 2010). PpIX kullanilan SDT'in Sarkoma 180 hiicreleri
tizerinde hiicre zar1 hasari, mitokondri sismesi ve DNA fragmentasyonuna neden oldugu
gosterilmigtir (Liu 2007). S180 {lizerinde sonraki bir ¢alismada ise PpIX'un antitimor
etkisini Fas-etkilesimli sinyal yolagi boyunca apoptozu tetikleyerek gdsterebilecegi
bildirilmigtir (Wang 2008). Gilincel calismalar ROS olusumunun PpIX ve ultrasesin
sitotoksik etkisinde Onemli bir rol istledigini hepatoma-22 hiicrelerinde (H-22)
gostermektedir (Wang 2010). Muhtemel bir inhibisyon mekanizmasi da in vivo olarak
gosterilmistir. Bu calismanin sonuglarina gore lipid peroksidasyon (LPO) seviyesindeki
yiikselme ve tiimor dokusundaki antioksidan enzim aktivitelerindeki diisiis sonodinamik

antitimor etkiler olarak sayilabilmektedir (Wang 2011).

Bir galyum-porfirin tiirevi olan ATX-70 {izerinde yapilan ilk in vivo ve in vitro
caligmalar bu ajanin bir¢ok kanser tiirinde sonodinamik antitiimor etkisinin oldugunu
bildirmektedirler (Rosenthal 2004). ATX-70'in farmakokinetigi ve doku dagilimiyla ilgili
olarak, viicuda ATX-70 verilmesinden 24 saat sonra ATX-70'in timoér dokusundaki
konsantrasyonunun plazma, kan ve kasdakinden Onemli oranda yiiksek oldugunu

gostermektedir (Yumita 2004). Ayrica ATX-70'in ultrases uygulamasi altinda singlet
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oksijen olusumuna yol actigi ve bunun HL-60 hiicrelerinde apoptoza neden oldugu

bildirilmistir (Yumita 2010).

Insan akciger adenokarsinoma SPAC-1 hiicrelerinde klorin-e6 ve SDT
uygulamasinin in vivo incelendiginde deney hayvanina klorin-e6 verilmesinin ardindan
tiimor hiicrelerindeki klorin-e6 konsantrasyonunun normal hiicrelere kiyasla daha fazla
oldugu belirtilmistir ve hem ajanin hem de ultrasesin tek basina herhangi bir sitotoksik
etkisinin olmadigmi ancak ikisinin birlikte kullanildiginda ortaya ¢ikan etkinin tiimor

hiicrelerinin biiyiimesini 6nemli 6l¢iide inhibe ettigi belirtilmistir (Chen 2013).

K loroaliiminyum fitalosiyanin  disiilfonat ajaninin  sonodinamik ve
fotodinamik tedaviler i¢in uygun bir ajan oldugu belirtilmistir (Kolarova 2009).
Tomankova ve ark. (2009) G361 melanoma hiicrelerinde uygulanan SDT ve FDT'ye bagh
olarak ROS olusumunu gézlemlediklerini, bu tedaviler i¢in en uygun dozlarin ise SDT igin
(BTL-4000) 2 W/cm?® ve 1MHz, EDT icin 15 J/cm?, ajanin da en uygun konsantrasyonunun
100 uM oldugunu bildirmislerdir (Tomankova 2009).

Xiang ve ark. (2011) m etilen mavisinin sonosensitif ajan olarak kullanildigi
SDT uygulamasinda, SDT'in over kanseri HO-8910 hiicreleri lizerinde ROS artisina baglh

olarak hiicrelerin apoptozuna neden oldugunu bildirmistir.

Suzuki ve ark. (2007) akridin saris1 ile SDT'nin sinerjik etkisinin sarkoma 180
hiicrelerinde etkisini incelemislerdir ve 1.0 pg/ml akridin saris1 ile 2.0 W/cm? ultrases
uygulamasi sonrasi hiicrelerin sag kalim oranini %35 olarak belirtmisler, sag kalan
hiicrelerin {iigte birinin apoptoz gelistirdigini bildirmisler ve sonug¢ olarak bu terapinin

tiimdr hiicrelerinde hem apoptoza hem de nekroza neden oldugunu ifade etmislerdir.

Ultrases ve ¢inko fitalosiyaninin birlikte kullaniminin eritrositlerde hemolize yol
actig1 ve lipid peroksidasyon iirlinleri ile ozmotik frajiliteyi arttirdigi gosterilmistir
(Milowska, 2008). Fitalosiyaninlerin aliiminyum ve ¢inko gibi farkli metallerle selat
olusturabilmektedirler fakat bu diyamanyetik metaller fitalosiyaninlerin tiimdr hiicreleri
tizerinde fototoksisitelerini arttirmaktadir. Ftalosiyaninlerin bir halkas1 ile siilfonat
gruplarin yer degistirmesi bu gruplar1 suda ¢6ziiniir hale getirmekte ve fitalosiyaninin

hiicreye girisini arttirmaktadir (Liu 2004).

Aliiminyum ftalosiyanin tetrasiilfonatin (AIPcS,) ultrases ile uyarilmasina bagl
olarak gergeklestirilen sonodinamik tedavide subkutan olarak implante edilmis kolon

karsinoma hiicrelerindeki etkisi incelendiginde AIPcS4’lin ilk jenerasyon FDT ilaci1 olan
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Photofrin™’ye gore insan viicudundan daha hizli siirede atildigini gosterilmistir. Bu durum
fitalosiyaninlerin kullaniminin diger ajanlardan daha avantajli oldugunun bir gostergesidir
(Yumita 2004a). Ayrica baska bir ¢alismada ise fitalosiyaninler ile ultrasesin sinerjik
etkisinin timdr boyutunu azaltici oldugu ve tiimor hiicrelerini yok ettigi belirtilmistir

(Yumita 2004b).

Ultrases ile uyarilan ftalosiyaninler eritrositlerin morfolojik olarak degisiklik
gostermesine ve membran yiizey akiciligin arttirarak hiicrelerin hemolizine yol agmaktadir
(Milowska 2008). Ftalosiyanin ile ultrasesin birlikte kullanimi eritrositlerin hemolizin ve
lipid peroksidasyon iiriinlerinin artisina neden olurken, eritrosit c¢ekirdeginin ozmotik
direncini azaltmaktadir. Buna karsin, ftalosiyanin ve ultrasesin sinerjik etkisinin DNA

hasarma neden olmadig1 bildirilmistir (Milowska 2007).

Dubuc ve ark. mono- karboheksil eklenmis AlPcS4, serbest (konjuge olmamis)
AlPcS, ve bombesin & gastrin salic1 peptit reseptoriiniin konjugasyonuna bagli AlPcSy
molekiillerinin PC-3 prostat kanseri hiicre dizisinde fotodinamik etkilerini incelemisler ve
sonugta bombesin ile konjuge olmus AlIPcS4 molekiillerinin daha etkili olduklarini

belirtmislerdir (Dubuc 2008).

1.3.2. Ultrasesle kemoterapi etkinliginin arttirilmasi

Saglikli dokulara olumsuz etkileri olsa da, kemoterapi kanser terapisinde ¢ok
onemli bir rol oynamaktadir. Kemoterapi caligmalarinda malign hiicreleri yikima
gotiirmenin yaninda olusacak yan etkilerin de azaltilmasina odaklanilmaktadir. Hastalarda

ilaca kars1 direng gelismesi de tedavinin basarisizliga ugramasina neden olabilmektedir.

Ultrases uygulamasi, antikanser ilaclarin kanser hiicreleri iizerindeki sitotoksik
etkilerini arttirmakdir. Ayn1 konsantrasyon sitotoksik ilacin ultrasesle birlikte kullanimi tek
basina kullanimindan daha fazla hiicrenin 6liimiine sebep olmaktadir. Bu da daha diisiik
doz ilagla terapétik etkinligin siirdiiriilmesini veya hatta gelistirilmesini miimkiin
kilmaktadir (Yu 2004). Sonucta bu yaklasimla hastalarda kemoterapinin yan etkilerinin

azaltilmas1 gergeklestirilebilir.

Arastirmalar ultrases uygulamasinin adriamisin, diaziquone, 5-florourasil (5-FU),
arabinosil sitosin (Ara C), dihidroksi boron (oksibi-guanido) ve bleomisin gibi ilaglarla
sinerjik etkisinin olabilecegini gdstermislerdir (Tachibana 2000, Rosenthal 2004). Ultrases

kullanim1 ile antikanser ilaglarin etkilerini arttirmadaki temel etkenin kavitasyon oldugu
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diistiniilmektedir. Akustik kavitasyonla meydana gelen serbest radikaller hiicre
membranina zarar verebilmekte ve membran gegirgenligini arttirabildigi one stirtilmiistiir

(Yu 2004).
Kloraluminyum ftalosiyanin (Aluminyum ftalosiyanin klorid)

Ftalosiyaninler simetrik aromatik makrohalkalar icerir ve porfirinlerle yakinda
iligkilidirler. Tipk1 porfirinler gibi ftalosiyanin makrohalkasinda merkezi boslugunda farkli
metal iyonlar1 (¢inko, aliiminyum gibi) tasiyabilir. Ftalosiyaninlerin fizyokimyasal
Ozellikleri merkezine baglanan metal iyonlarinin tiirline ve eklenen diferansiyel periferal
gruplara baglidir (Milowska 2008). Merkezinde paramanyetik metaller iceren sensitif
ajanlar zayif aktivite gosterirlerken, diyamanyetik metaller baglananlar (¢inko, aliiminyum
gibi) yiiksek fotobiyolojik aktivite gostermektedirler. Bu tiir diyamanyetik metallerle
selatlanarak daha genis triplet seviye Omriine sahip ftalosiyaninler olusturulmaktadir (Ball
1998). Eklenen gruplar ayn1 zamanda ftalosiyaninlerin aktivitelerini de belirler ¢iinkii
coziilebilirliklerini de etkilemektedirler (Milowska 2008). Kloraluminyum ftalosiyaninin

kimyasalyapis1 Sekil 1.2'de goriilmektedir.

Sekil 1.2. Aluminyum ftalosiyanin kloridin kimyasal yapist (www.sigmaaldrich.com)

Ftalosiyaninlerin hiicre igerisindeki lokalizasyonlar1 polarite ve ¢oziilebilirliklerine
baglidir. Daha polar ftalosiyaninler stoplazma yerlesimlidirler ve daha az oranda hiicre
membraninda bulunmaktadirlar (Nunes 2004). Ftalosiyaninlerin seg¢ici olarak timor
dokusunda lokalize oldugu bildirilmis ve fotodinamik o6zellikleri agisindan tibbi
uygulamalar i¢in aday bir ajan olarak gdsterilmesine ragmen (Pogue 2001, Wiktorowicz
2004) ftalosiyaninlerin ultrasesle sinerjistik etkisi lizerine daha az ¢alisilmistir (Milowska
2008). Yumita ve Umemura (2004) ftalosiyaninin ultrases ile sinerjistik etkisini fark
etmisglerdir. Caligsmalarinda kloraliminyum ftalosiyanin tetrasiilfonatin farelerde in vivo

aktivasyonunu degerlendirmislerdir. Tiimor boyutundaki kiiciilme degerlendirildiginde,
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sonuglar kloraluminyum ftalosiyanin tetrasiilfonatin kaydadeger bir antitlimor etkisi
oldugunu gostermektedir (Yumita 2004a). Ayrica fitalosiyaninler ile ultrasesin sinerjik
etkisinin tiimor boyutunu azaltic1 etkisi oldugu ve tiimor hiicrelerini yok ettigi belirtilmistir

(Yumita 2004Db).
Dosetaksel

Taksoid ailesi taksan gdvdesine sahip dogal ve sentetik bilesikleri icermektedir.
Taksoid adlandirmasi bu ilaglarin sahip oldugu taksan iskeletini ifade eder. Dosetakselin
kimyasal yapis1 Sekil 1.3'de goriilmektedir. Paklitaksel 1992'de kanser tedavisinde
kullanilir hale gelmistir (Cortez 1995).  Dosetaksel kemoterapdtik bir ilag olan
paklitakselin gelistirilmesiyle elde edilmis bir ilagtir. Ozellikle hormon tedavisine yanit
vermeyen agresif tliimorlerin tedavisinde kullanilmaktadir. Dosetakselin kimyasal yapisi

Sekil 1.3'de goriilmektedir.

Sekil 1.3. Dosetakselin kimyasal yapis1 (www.sigmaaldrich.com)

Dosetakselin hiicredeki mikrotubullere etkiyerek anti-mitotik etki gosterdigi ve
dosetakselin proapoptotik genlerin ekspresyonunu arttirarak hiicreyi apoptoza gotiirdiigi

bildirilmistir (Hernandez-Vargas 2007).

1.4. Ultrases
1.4.1. Fiziksel ozellikleri

Ses molekiillerin hizli hareketidir. Bu molekiiler titresimler enerjiyi bir vericiden,
ses tellerimiz gibi bir ses kaynagindan, kulaklarimiz gibi bir aliciya transfer ederler. Ses
enerjiyi bir bolgeden digerine tasirken basing dalgalari halinde yol alir. Molekiiller

birbirine yaklastiginda buna sikisma denir ve ayrildiklarinda buna seyrelme denir. Bu
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mekanik hareket, hizli ileri ve geri hareket, sesin mekanik olarak yayilan bir dalga olarak

adlandirilmasinin nedenidir (O'brien 2007).

Insanlar 16 Hz ile 20 kHz aras1 frekansa sahip sesleri isitebilmektedir. Frekans1 20

kHz tizerinde olan ses dalgalar1 ultrases olarak degerlendirilmektedir (Yu 2004).

Ses dort kategoride siniflandirilabilir:

e Infrases (Infrasound): Frekans1 0-20 Hz arasindadir.
e Duyulabilir Ses (Audible Sound): Frekans1 20-20.000 Hz arasindadir.
e Ultrases (Ultrasound): Frekansi 20.000 Hz ile 1 GHz arasindadir.

e Hiperses: Frekans1 1 GHz’den yukari olan sestir.

Ultrases dalgalarinin  elde edilmesinde temel ilke, piezoelektrik olayidir.
Piezoelektrik kavrami, elektrik enerjisi uygulandiginda atomlarmin genisleyip sikismasini
tanimlar. Bu Ozellige sahip kristallere elektrik enerjisi uygulanarak kristalin atomlarinin
genisleyip sikismasi saglanir ve sonugta olusan mekanik enerji de ultrases dalgalarim
olusturur. Piezoelektrik 6zelligine sahip en onemli kristal “Quartz’dir.  Ancak ultrases
tireten cihazlarda artik daha c¢ok sentetik kristaller ( Barium titanat, zikronat titanat ve

lityum siilfat gibi ) kullanilmaktadir.

1.4.2. Ultrasesin tipta kullanim

Ultrases tipta temel olarak tani ve terapi amagli olarak kullanilmakta ve pek ¢ok
uygulamasi bulunmaktadir. Tablo 1.1'de farkli alanlarda kullanilan ultrasesin frekans

aralilar1 verilmektedir.
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Tablo 1.1. Frekans araliklarina gore ultrasesin genel siniflandiriimasi

Kullanim Frekans Arahg
Duyulabilir ses 16 Hz-20 kHz
Diistik frekansh ultrases 20 kHz-100 kHz
Fizyoterapi/SDT 1 MHz-3 MHz
Tanisal ultrases 3 MHz-10 MHz

Tanisal: Ultrases diger tan1 sistemlerine gore yumusak dokulart da
gorlntiileyebilmesi ve bilinen iyonlastirici etkisinin olmayist nedeniyle tanm1 amacgh
kullanimda ¢ok tercih edilmektedir. Son yillarda bilgisayar teknolojisinin katkisi ile gelisen
modlar yardimiyla goriintilleme aygit1 olarak kullanilmaktadir. Klinikte ultrases hem tek
basina, hem de g¢esitli kontrast maddelerle birlikte tanisal amagla yaygin olarak

kullanilmaktadir (Miller 2007).

Terapotik: Ultrasesin klinikte tedavi amagh pek ¢ok kullanimi bulunmaktadir.
Ultrases, fizyoterapi uygulamalarinda, cerrahide, dis hekimliginde, gozde katarakt
tedavisinde, litotripsi, ve tiimor hiicrelerinin yok edilmesinde (sonodinamik tedavi ve

HIFU) vb i¢in kullanilmaktadir.

1.4.3. Biyolojik etkileri

Terapotik ultrasonun biyolojik dokular iizerine etkisi genel olarak termal ve
nontermal etkiler olarak ayrilmaktadir (Baker 2001). Sonodinamik tedavi {izerine olan

arastirmalar ultrasesin nontermal etkilerini aragtirmaya odaklanmaistir.

1.4.3.1. Ultrasesin termal etkileri

Hedef doku icinde yayilan ultrases dalgasimin tasidigi enerji, dokuda sicaklik artimina
neden olur. Ultrases uygulamalari sirasinda olusan sicakliktaki artigin miktari, ultrasesin frekansina,

siddetine ve olusum dongiisiine baglidir. Bunun yaninda ultrasesin canli dokularda ileriemesi
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esnasinda olusacak sicaklik artig1 miktari dokunun damarlanmasina, tiiriine hedef dokunun oniiniide

ve arkasinda bulunan kuvvetli yansitic1 dokularin varligina da bagl olmaktadir.

1.4.3.2. Ultrasesin nontermal etkileri

Sonodinamik terapinin kesin mekanizmasi sonosensitif ajanin tipine frekans ve
yogunluk gibi ultrases uygulama parametrelerine baglidir (Tachibana 2008). Her ne kadar
kesin bir mekanizma bulunmasa da ultrasesin nontermal etkileri i¢inde 1) ultrasonik
kavitasyon, ii) serbest radikaller, iii) singlet oksijen, iv) ultrasona bagli apoptoz ve v)

birden fazla mekanizmanin birlesiminin etkin oldugu durumlardan bahsedilebilmektedir.

Nontermal ultrases etkide akustik enerji hiicre ylizeyine kavitasyondan kaynaklanan
basingla iletilir (Mo 2012, Baker 2001). Kavitasyon ultrasesin doku sivisinda ilerlemesi
sirasinda meydana gelen basing degisimlerinden kaynaklanan mikroskobik baloncuklari

tarif etmektedir.

Kavitasyon eylemsiz ve eylemli olarak iki kategoride siniflandirilabilmektedir.
Eylemsiz kavitasyon, mikro baloncuklarin doku sivisinda salinip genisledigi ve siddetle
patladigi siireci tanimlar. Akustik yogunlugun mikroskobik hava baloncuklarii hizlica
patlatnmak i¢in uygun oldugu durumlarda, patlayan hava baloncuklarinin enerjisiyle
sonosensitizorlerin aktive oldugu sonolimunesans olay1 gerceklesebilir (Rosenthal 2004).
Eylemli kavitasyon ise kii¢iik hava baloncuklarmin akustik bir dalga i¢inde belli bir bigim
ve ebatta salindigr ve akustik dalga uygun olmadiginda bu baloncuklarin patladig

durumdur (Yu 2004, Rosenthal 2004) .

Eylemli ve eylemsiz kavitasyolarin her ikisi de mekanik etkiler olustursa da
sonokimyasal tiirlerin olusmasma neden olan eylemsiz kavitasyondur. Iki ana

sonokimyasal tiir bulunmaktadir:

i) Serbest radikaller- ultrasonik kavitasyon patlayan mikrobaloncuklarin i¢inde
bulunan veya etrafin1 saran sonosensitizorleri uyarmaktadir. Sonosensitif ajanin kimyasal
olarak aktive olmasiyla elde edilen serbest radikaller direk termolizi ile veya suyun
termolizi ile olusan H" ve OH  tiirleriyle reaksiyon sonucu olusmaktadirlar. Bunun
ardindan sonosensitizor ve ultrases tarafindan olusturulan serbest radikaller hava
baloncugun icindeki oksijenle reaksiyona girerek peroksil ve alkoksil radikallerini
olusturmaktadirlar. Bu radikaller lipid peroksidasyon (LPO) ve timér hiicre hasarina neden

olan zincirleme reaksiyonlar tetiklemektedirler (Rosenthal 2004).
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ii) Singlet oksijen (*O:) - Sonosensitif ajanlar akustik enerjiyle uyarilmaktadirlar..
Aktive olmus sonosensitizor temel enerji seviyesine donerken enerjiyi salmaktadir. Eger
oksijen molekiilleri salinan enerjiyi edinirlerse temel triplet seviyeden uyarilmis singlet
seviyeye gecemektedirler. Gii¢lii bir reaktif ajan olarak singlet oksijen hedef tiimoér doku

hiicrelerinde geri doniisiimsiiz hasara neden olabilmektedir (Chen 2014).

Buna ek olarak yeterli reaktif oksijen tiirleri (ROS) olustugunda hiicre iskeletinin
bliziilmesi, kromatin kondensasyonu ve DNA fragmantasyonu ve sonucugta apoptoza

neden olan biyolojik olaylar1 i¢eren bir kaskad aktive edilmis olmaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec
Calismamizda kullandigimiz deney hayvanlari, ilaglar ve ultrases cihazi1 hakkinda

bilgiler agsagida verilmistir.

2.1.1. Hayvanlar

Deneylerde Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim
ve Deneysel Arastirma Laboratuvarinda yetistirilmis 20 adet erkek Balb/c fare
kullanilmistir.  Calisma  siiresince fareler 22+1°C ¢evre sicakligi, 12/12 saat
aydinlik/karanlik dongiisiiniin saglandigi, bagil nem oram (%40-50) ve havalandirmasi
kontrol edilen semiklimatize bir odada barindirilmistir. Fareler standart yem ile serbest
beslenmis ve suluktan serbestce su i¢meleri saglanmistir. Calisma siiresince farelerin
tamami Ehrlich Asit Tiimor pasaji i¢in kullanilmistir. Tiim deneysel siire¢ Adnan Menderes
Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Komitesi'nden alman 64583101/2013/063 sayili izin

cercevesinde gerceklestirilmistir.

Cerrahi islemler dncesinde farelere anestezi ve analjezi i¢in 50 mg/kg Ketamin ve
Smg/kg ksilazin intramuskular olarak uygulanmistir. Tiim cerrahi islemler ayni kisi
tarafindan ve standart teknikler kullanilarak gerceklestirilmistir. Cerrahi islemler batin
bolgesinde gerceklesmistir. Islem sonunda fareler servikal dislokasyonla sakrifiye

edilmislerdir.

2.1.2. ilaclar

Calismamizda kullanilmak iizere Kloraliiminyum ftalosiyanin (aluminum
phthalocyanine chloride, Sigma-Adrich, 362530) ve dosetaksel (docetaxel™, Sigma-
Aldrich, 01885) adli kimyasallar Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Riedstrasse 2 D-89555 STEINHEIM ) firmasindan satin alinmistir.

19



2.1.3. Ultrases kaynag ve teknik ozellikleri

Ultrases uygulamas1 BTL 5710 (BTL Tiirkiye Medikal Cihazlar, Ankara, Tiirkiye)
ultrases terapi cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 2.1.).

Sekil 2.1. BTL 5710 ultrases terapi cihazi

BTL 5710 ultrases cihazinin 6zellikleri asagida siralanmastir.
e BTL ultrases aplikatorleri 1 cm? ve 5 cm? ebatlarindadir.
e Problar su gecirmez 6zellikli olup gorsel temas kontrolii saglanabilmektedir.
e Her ultrason bagligi 1 MHz veya 3 MHz frekans iletir.

e Ultrases siirekli modda uygulanabildigi gibi 10 — 150 Hz araliginda ( 10 Hz'lik

adimlarla ayarlanabilmektedir ) kesikli modda da uygulama yapilabilmektedir.

e En yiiksek ultrases yogunlugu siirekli modda 2 W/cm? iken, kesikli modda 3 W/cm?
'dir.

e Ultrasonik alan penetrasyonu 1 MHz 'de 82 mm'ye kadarken, 3 MHz 'de 27 mm'ye
kadardir.

e Tedavi uygulamasma dair biitlin ayarlamalar cihazin iizerindeki ekrandan

yapilabilmekte ve kaydedilebilmektedir.

e Calismamizda 5 cm”lik aplikator seg¢ilmistir ve hiicrelere 1 MHz frekansta, 1, 1.5

ve 2 W/em? yogunlukta siirekli ultrases uygulanmustir.
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2.2. Yontem

2.2.1. Ehrlich Asit Timor hiicrelerinin elde edilmesi

Ehrlich Asit Tiimor Hiicreleri Bezmialem Vakif Universitesi Arastirma Merkezi

Deney Hayvanlar1 Laboratuvarindan saglanmistir. Hiicreler uygulama oOncesi -20°C

bekletilmigtir. Hiicrelerin hayvanlara inokiilasyonu Oncesinde hiicrelerin 6nce oda

sicakliginda ¢oziinmeleri saglanmis ve ardindan 37 °C inkiibatorde bekletilmislerdir.

Timor hiicrelerini pasajlamak tlizere 12 haftalik 35-40 gr agirliginda fareler rastgele

secilmistir. Her bir fareye 0.5 ml Ehrlich Asit Tiimor hiicre siispansiyonu intraperitoneal

olarak enjekte edildimistir. Hiicrelerin inokiilasyonundan 4-6 hafta sonra ¢ogaltilan timor

hiicreler tekrar periton iginden enjektor yardimiyla toplanmustir.

2.2.2. Tedavi gruplar

Tablo 2.1. Tedavi gruplar1

Denay Grubu

1 Kontrol grubu*

Islem

Tiimor hiicrelerine tedavi uygulanmamis

olan grup.

2 Ultrases grubu*

Tumor hiicreleri tizerine sadece ultrases

uygulanmasi.

3 Kloraliiminyum ftalosiyanin

(AICIPc)*

4 Ultrases ve AICIPc*

Tumor hiicreleri tizerine AIC1Pc tedavisi

uygulanmasi.

Tumor hiicreleri tizerine AICIPc ve

Ultrases uygulanmasi.

5 Dosetaksel **

6 Ultrases ve Dosetaksel**

Tumor hiicreleri tizerine Dosetaksel

tedavisi uygulanmasi.

Tumor hiicreleri tizerine Dosetaksel ve

Ultrases uygulanmasi.

*n= **n=3
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1. Kontrol grubu: Sadece tiimér hiicreleri konulmus, ultrases, dosetaksel veya

AICIPc'den herhangibiri uygulanmamustir.

2. Ultrases grubu: Tiimor hiicreleri karanlikta 60 dk bekledikten sonra 1, 1.5 ve 2
W/em?® yogunlukta 1 MHz frekansta ultrases 1 dk boyunca uygulananmustir.

3. Kloraliiminyum ftalosiyanin (AICIPc): Timor hiicreleri iizerine 5, 10, 15, 20 ve 25
uM AICIPc tedavisi uygulanmistir.

4. Ultrases ve AICIPc: Tiimor hiicrelerine 5, 10, 15, 20 ve 25 uM AICIPc
uygulamasini takiben (60 dk sonra) ultrases grubu ile ayn1 yogunluk ve frekansta

ultrases yine 1 dk boyunca uygulanmistir.
5. Dosetaksel: Tiimor hiicreleri lizerine 1 uM Dosetaksel tedavisi uygulanmaistir.

6. Ultrases ve Dosetaksel: Tiumor hiicrelerine 1 pM Dosetaksel uygulamasini takiben
(60 dk sonra) yine 1 MHz frekans ve 2 W/cm® yogunlukta ultrases 1 dk boyunca

uygulanmigtir.

Hiicreler sonikasyon tedavisi uygulamadan oOnce tedavi ajanlar1 (AICIPc veya

dosetaksel) ile 37 °C'de 60 dakika karanlikta inkiibe edilmistir.

2.2.3. ilaclarin hazirlanmasi

[laglar uygulama i¢in hazirlanirken kloralumiyum ftalosiyanin, etanolde, dosetaksel
ise dimetil siilfoksitte (DMSO) ¢oziilmiistiir. AICIPc tiimor hiicre siispansiyonu i¢indeki
final konsantrasyonlar 5, 10, 15, 20 ve 25 uM olacak sekilde hazirlanmistir. Dosetakselin

tiimdr hiicre siispansiyonu i¢indeki son konsantrasyonu 1 pM olmustur.

Hiicre siispansiyonu i¢indeki etanol ve DMSO orani %0.5 olarak kalmis ve bu iki
kimyasaldan kaynaklanan herhangi bir hiicre hasar1 gézlenmemistir. Ilaclar1 ¢dzme islemi

oda sicakliginda ve los 151k altinda gergeklestirilmistir.

2.2.4. Ultrases uygulama

Ehrlich Asit Tiimor hiicreleri tedavi 6ncesi Thoma laminda sayilarak, PBS icinde
4x10° hiicre/ml bulunacak sekilde hiicre siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan hiicre

siispansiyonundan 0.5 ml polistrilen tiiplere aktarilip Sekil 2.2.'deki deney diizenegi esas
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alarak laboratuvarimizda hazirlanan deney diizeneginde (Sekil 2.3.) ultrasese maruz

brrakilmistir.

Hiicre siispansiyonu

Su tanki

Distile su

2.2cm

BTL 5710 US cihazi probu

Sekil 2.2. Ultrases uygulama diizenegi (Liu, 2006)

Diizenekte, hiicrelerin bulundugu polistrilen tiip distile su dolu tanka daldirilmis ve
yine tankin tabaninda bulunan ultrases cihazinin 5 cm ¢apindaki probunun tam iizerine

gelecek sekilde yerlestirilmistir.

Uygulama esnasinda prob ile hiicre siispansiyonu arasindaki mesafe 2 cm olarak
ayarlanmistir. Uygulamada 1 MHz frekansta siirekli ultrases dalgalari kullanilmig ve

hiicreler 1, 1.5 ve 2 W/cm? yogunluklarda ultrasese maruz birakilmustur.

Sekil 2.3. Loboratuvarimizdaki ultrases uygulama diizenegi
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Biitiin ultrases uygulamalar1 sirasinda ultrasesin termal etkisi gdzlenmis ve sicaklik

artist 1 °C'yi gegmemistir.

2.3. Degerlendirme Yontemleri
2.3.1 Hiicre canlihg:

Ultrases uygulamasinin hemen ardindan hiicre canlilig1 tripan mavisi boyama
yontemiyle degerlendirilmistir. Test tiiplerinden 0.2 ml hiicre slispansiyonu alinmis ve 0.2
ml %0.4 tripan mavisi ile boyanmistir. Ardindan hiicreler thoma lamina aktarilmis ve 151k
mikroskobu altinda sayim yapilmistir. Tripan mavisi ile boyanan canliligini yitirmis

hiicreler sayilarak toplam hiicre sayisina oranlanmaistir.

Biitiin gruplar i¢in tedavi uygulanmadan 6nce hiicre canlilig1 degerlendirilmis ve

hiicre canlilig1 her zaman %97'nin {izerinde bulunmustur.

2.3.2 Apoptoz

Tedavi ve kontrol gruplarindaki apoptotik hiicreleri degerlendirmek i¢in HOPI
(Hoechst & Propidyum Iyodid) boyama yapilmistir. Bunun icin biitiin gruplara ait hiicre
slispansiyonlar1 tedavinin ardindan (tedavi uygulanmayan kontrol grubu dahil olmak iizere)
iki saat boyunca 37°C inkiibatorde bekletilmistir. Bu siirenin ardindan hiicre
siispansiyonlar1 Hoechst 33258 (5 pg/ml) ve Propidyum Iyodid (2 pg/ml) boyalariyla 5
dakika boyunca 37°C'de inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan hiicreler PBS ile
yikanmis ve hemen ardindan Olympus BX51 floresan mikroskop (Sekil 2.4.) altinda
incelenmislerdir. Elde edilen floresan mikroskop goriintiileri (10x25 biiyiitme) kamera
(Olympus C-4000 Zoom) yardimiyla kaydedilmistir HOPI boyama sonucu alinan
gorlntiilerde canli hiicreler homojen olarak mavi boyanmis goriiniirken, preapoptotik
hiicrelerin igerisinde apoptotik cisimlerin varhi§indan kaynaklanan daha parlak odaklar

gOriilmiistiir.
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Sekil 2.4. Olympus BX51 floresan mikroskop. (www.olympus.com.uk)

2.3.3 Western Blot

2.3.3.1 Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi

SDS jel elektroforez uygulamasinin yapilisina dair bilgiler agagida verilmektedir.

Tesstte Kullamilan Cihazlar:
Mini elektroforez cihazi (Bio Rad, 170-3930)
Gli¢ kaynagi (Bio Rad Power Pac 300, 165-5050)
Sicak su banyosu
Kullanilan Kimyasal Maddeler:
%30 Akrilamid/Bis hazirlandi.
Amonyum Persiilfad (Applichem, A1142,0250).
TEMED (N,N,N,N-Tetra-metil-etilendiamin) (Applichem, A1148,0100).
Trizma Base (SIGMA, 034K 5447).
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) (Merck, 822050).
Glisin (Applichem, A1067,1000).
Marker (Prestained SDS-Page standart Low Range) (Santa Cruz, SC2360).

SDS-Page Sample Buffer (Novex, LC2676).
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Elektroforezde Kullanilan Soliisyonlar:

%30 luk Akrilamid/Bis

Akrilamid 30.0 gr
Bisakrilamid 0.8 gr

Distile su ile 100ml’ye tamamlanmaistir.

1M Trizma Base

Trizma Base : 12.11 gr

Distile su ile 100 ml’ye tamamlandiktan sonra pH’ 1 6.8’e ayarlanmustir.

Amonyum persiilfat (%10)

e Distile su 1 ml

e Amonyum persiilfat 0.1gr
1.5 M Ayirici Jel

o Tris 18.16 gr

100 ml distile su i¢ginde ¢6ziildii ve HCL ile pH 8.8'e ayarlandi.

%10 SDS

e SDS 10 gr
e Distile su 100 ml
Elektrot Soliisyonu

e Trizma Base 3gr

e SDS 1 gr

e QGlisin 14.4 gr

Distile su ile 1000 ml'ye tamamlanmustir.

Testin Yapilis

Testteki biitlin islemler eldiven giyilerek yapilmistir.

Kullanilacak cam ve diger malzemeler test oncesinde steril edilmistir.
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e FElektroforez aletinin, biri kalin digeri ince iki cam levhasi birbiri {izerine
getirildikten sonra mengene seklindeki alet yardimiyla diizgiin bir zeminde, dik

olarak Sekil 2.5.'deki gibi sehpaya yerlestirilmistir.

Sekil 2.5. Elektroforez diizeneginde cam levhalarin yerlestirilmesi

e (Cam levhalardan sizinti olup olmadigini kontrol etmek igin camlarin arasinda
olusan araliga alkol doldurulmus ve sizint1 olup olmadig1 gozlendikten sonra alkol
kurutma kagidina emdirilerek uzaklastirilmistir. Ayirict jel solisyonu 50 ml’lik

santrifiij tiipii i¢inde asagidaki gibi hazirlanmustir.

Ayiricl jel soliisyonu (%10’1uk)

e Distile su 4000 pl
e Akrilamid/Bis %30 3300 pl
e 1.5M Tris soliisyonu (pH:8.8) 2500 pl
e %10 SDS 100 ul
¢ %10 Amonyum Persulfat 100 pl
e TEMED 4 ul

TEMED ve amonyum persiilfat polimerizasyonu baslattiklari i¢in en son eklenmistir.

Hazirlanan ayirict jel soliisyonu cam levhalarin arasina bir pipet yardimiyla dokiilmiistiir

(Sekil 2.6.).

27



Sekil 2.6. Jel soliisyonunun cam levhalar arsina dokiilmesi

e Jelin hava ile temasmin kesilmesi icin iizerine %70’lik alkol dokiilmistiir (Sekil

2.7.a).

e Polimerizasyon i¢in 45 dakika beklenmistir.

e Polimerizasyon isleminden sonra jelin iizerindeki alkol kurutma kagidi ile

alinmistir (Sekil 2.7.b).

a) Jelin lizerinin %70 etanolle kapatilmasi

b) jel donduktan sonra alkolun kurutma kagidiyla

uzaklastirilmasi

Sekil 2.7. a) Jelin iizerinin %70 etanolle kapatilmasi, b) jel donduktan sonra alkolun kurutma kagidiyla

uzaklagtirilmasi
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Toplayici jel soliissyonu

Distile su 3400 pl
Akrilamid/Bis %30 830 ul
IM Tris soliisyonu 630 ul
%10 SDS 50 pl
%10 Amonyum persiilfat 50 ul
TEMED 5l

Toplayici jel soliisyonu de 50 ml’lik santrifiij tiipii icinde hazirlanmistir.

Toplayict jel soliisyonu ayirict jel soliisyonunun iizerine dokiilmiistiir ve hemen
tizerine sekildeki gibi ¢ok disli tarak yerlestirilmistir (Sekil 2.8.). Taragin mutlaka
toplayici jel i¢cinde kalmasina, ayirict jel ile temas etmemesine ve jel ile tarak

arasinda hava kabarcig1 kalmamasina 6zen gosterilmistir.

Sekil 2.8. Elektroforez diizeneginde taragin jele yerlestirilmesi.

Toplayici jelin polimerizasyonu icin 45 dakika beklenmistir.

Antijenin ideal sulandirim oranini belirlemek amaciyla EAT hiicre lizatinin farkli

sulandirimlar ¢calisilmistir ve

40 pl antijen, 10 pl 6rnek tampon karigimin en uygun sulandirma orani oldugu

belirlenmistir.

Hiicre lizatinin bulunacagi ependorf tiiplerin kapaklar1 iizerine igne ile 3-4 delik

acilmis ve kaynar su i¢inde 5 dakika bekletilmistir.
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e Buzdolabindan ¢ikarilan marker kaynar suyun igine daldirilip ¢ikarilarak

1s1tilmastir.
Orneklerin Jelde Elektroforezi
e Taraklar jele zarar vermeden ¢ikarilmistir.

e Jeldeki gukurlar ¢oklu tarak kullanilarak agildigi i¢in jelin bastaki cukuruna 5 pl
standart isaret protein, diger ¢ukurlara 20 pl tedavi gruplarina ait 6rnek tampon

sollisyonu ve antijen karigimi konulmustur (Sekil 2.9.).

Sekil 2.9. Elektroforezde jelin gukurlarina marker ve drnek tampon soliisyonu ve antijen karigiminin

konulmasi.

p-tupt  _7smm”

Sekil 2.10. Elektroforez diizeneginde cam levhalarin elektrot tankina koyulmadan 6nce gerekli aparatlara

takilmasi.

e Arasinda jel bulunan cam levhalar elektroforez tankina yerlestirilmis ve sonra
soguk ortamdan cikarilan elektrolit soliisyonu ile elektroforez tanki jelin iizerinden

tagmiyacak sekilde doldurulmustur.

30



e Bu islemlerden sonra elektroforez aletinin kapagi anod ve katod uclarinin
dogrulugu kontrol edilerek kapatildi ve cihaz, proteinlerin ayrilmasi islemi igin 1
saat 30 dakika siire ile 100 V ‘luk sabit akima ayarlanarak calistirilmistir (Sekil
2.11).

Sekil 2.11. Elektroforez diizeneginde jelin elektrot tankina koyulmasi.

¢ Bu siire sonunda markirin olusturdugu rengin jelin alt ucuna kadar gelip gelmedigi
kontrol edildi.

e Jel, elektroforez aletinden dikkatli bir sekilde ¢ikarilmistr.

e Antijenin ayrisip ayrismadigini kontrol etmek ve uygun antijenik konsantrasyonu

saptamak amaciyla jel boyanmistir.
Jelin Boyanmasi

Boyama Soliisyonu

e (Commasie brillant blue 200mg
e [Etanol 90ml

o Glasiyel asetik asit 20ml

e Distile su 90ml
Boya Acici Soliisyon

e Ethanol 100 ml
e (lasiyel asetik asit 100 ml
e Distile su 800 ml
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Boyamanin Uygulanisi

Elektroforezden sonra jel dikkatlice c¢ikarilip wultra distile suda bir siire

bekletilmistir.

e Ultra distile su dokiiliip jel 10 ml'lik hazirlanan boyama soliisyonunda bir gece

inkiibasyona birakilmistir.

e Ertesi giin boyama soliisyonu dokiilmiis ve jel 10 ml boya agma soliisyonu i¢inde

bantlar ortaya ¢ikincaya kadar bekletilmistir.
¢ Boyama islemi uygun 6rnek konsantrasyonunu belirlemek icin yapilmistir.

e Blotlamaya devam edileceginde jel boyanma igslemi yapilmamaistir.

2.3.3.2 Nitroseliiloz membrana aktarim

Transfer Tampon
o Tris 3.781 gr
e Glycin 18 gr

Distile su ile 1 litreye tamamlanip pH 8.5'a ayarlandi. Kullanmadan hemen 6nce 800

ml transfer tamponun iizerine 200 ml %96'lik methanol ilave edildi.
Transfer Islemi

Elektroforezin ardindan jel, nitroseliiloz membranla {istiiste gelecek sekilde transfer

tankina ait kasete yerlestirilmistir.
e Kaset transfer tankina yerlestirildikten sonra tanka transfer tamponu eklenmistir.

e Elektrotlarin yerlestirilmesinin ardindan 100 volt ve 300 mA 'de transfer islemi

baglatilmus.
e Ug saatlik transfer siirecinin ardindan nitroseliiloz membran tanktan ¢ikarilmagtir.

e Markerin Nitroseliilloz membran {izerine gectigi gozlenmistir.
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Sekil 2.12. Proteinlerin jelden nitroseliiloz membrana aktarilmast.

Membranin Boyanmasi ve Deteksiyon i¢cin Kullanilan Antikor ve Kit
e Anti-Caspase 3, active (cleaved) form Polyclonal Antibody (Millipore™, AB3623)
e Beta-Actin Antibody (Santa Cruz, sc-130657)

e WesternBreeze® Chromogenic Western Blot Immundetection Kit (Invitrogen

WB7105)

Hazirlanan Soliisyonlar:

Bloklama Soliisyonu

e Ultra distile su 14 ml
e Bloker/Diluent (PartA) (WesternBreeze®) 4 ml
e Bloker/Diluent (PartB) (WesternBreeze®) 2 ml

Brincil Antikor Diluenti

Birincil antikorlar hazirlanan 10 ml bloklama soliisyonu icinde 1/1000 oraninda

sulandirilmastir.

Antikor Yikama Soliisyonu
e Ultra distile su 150 ml

e Antikor Yikama Soliisyon (WesternBreeze®) 10 ml
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Membranin Antikorlarla Muamele Edilmesi ve Boyama

e Proteinlerin membrana aktarma islemi tamamlandiktan sonra nitroseliilloz membran

transfer tankindan dikkatlice ¢ikarilmistir.

e Membran, i¢inde 10 ml bloklama soliisyonu (WesternBreeze®) bulunan plastik

kaba alinip rotari karistiricida 30 dakika inkiibe edilmistir (Sekil 2.13)

Sekil 2.13. Nitroseliiloz memranlar saniyede bir devirde ¢aligan rotari ¢alkalayici lizerinde.

e Bloklama soliisyonu dokiilmiis ve membran 20 ml ultra distile suyla 5 dakika

boyunca durulanmustir.
e Membran, hazirlanan 10 ml birincil antikor soliisyonuyla 1 saat inkiibe edilmistir.

e Membran, 20 ml distile suda 5 dakika boyunca yikanmis ve bu islem ii¢ defa

tekrarlanmustur.

e Membran, 10 ml ikincil antikor soliisyonunda (WesternBreeze®) 30 dakika inkiibe

edilmistir.

e Membran, hazirlanan 20 ml antikor yikama soliisyonuyla 5 dakika boyunca

yikanmig ve bu islem ii¢ defa tekrarlanmistir.

e Membran 20 ml ultra distile su i¢inde bes dakika boyunca yokanmistir ve bu islem

iki defa tekrarlanmistur.

e Membran, iizerinde mor bantlar belirinceye kadar 5 ml kromojenik substratla

inkiibe edilmis islem yaklasik 1 saat stirmiistiir (Sekil 2.14.).
e Membran 20 ml ultra distile su ile durulanmis ve bu islem iki defa tekrarlanmistir.

e islemlerin ardindan membran kurumaya birakilmustir.
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Sekil 2.14. Boyama sonrast tizerinde bantlarin belirginlestigi nitroseliilloz membran.

2.3.4. istatistik

Istatistiksel analizler GraphPad Prism 6 (San Diego, CA, USA) programi
kullanilarak yapildi. Gruplara tek yon varyans analizi (ANOVA) Dunnett testi ile
uygulanarak Orneklerin birbirleri arasindaki iliski arastirldt  (*p<0.5; **p<0.1;

**#%p<0.001). Sonuglar ortalama =+ standart hata olarak verilmistir.
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3. BULGULAR

3.1 Hiicre Canlilig1 Degerlendirme

Ilag ya da ultrasese maruz birakilmayan EAT hiicreleri %0.4 Tripan mavisi ile

boyanmis ve hiicre canliligi her zaman %97 nin lizerinde bulunmustur.

Ikinci tedavi grubunda EAT hiicreleri herhangi bir kimyasalla inkiibe edilmeden
sadece diisik yogunluklu ultrasese maruz birakilmistir. Tripan mavisi ile boyanan
hiicrelerde hiicre canlilig1 degerlendirilmistir. Sekil 3.1.'de goriildiigi lizere ultrases
yogunlugu artarken hiicre canliliginda azalma goriilse de hiicre canliligr %97'nin altina

inmemistir.

100=
95=
90=
85=
80-
75=

Hacre Canliligi %

65
60

1 ' ¥ T
Vv 42 €V €V

I
SN v

Ultrases Yogdunlugu (W/cm?)

Sekil 3.1. Ultrases uygulamasi sonrasi EAT hiicre canliligi oranlart. Veriler bagimsiz ii¢ tekrar sonunda elde
edilmistir. Ug ayr1 ultrases doz uygulamasi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaktadir

(p>0.05). Hata barlar1 ortalamanin standart hatasin1 (SEM) belirtmektedir.
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— 1 W/cm?
™ 1.5 W/cm?

— 2 W/cm?
—~ AICIPc

Hicre Canlihgr %

o

AICIP¢c Konsantrasyonu (uM)

Sekil 3.2. Ug doz US ile birlikte veya tek basina uygulanan AICIPc'nin konsantrasyonuna bagli olarak hiicre
canliligindaki degisim gosterilmektedir. Veriler birbirinden bagimsiz dort tekrar sonucu elde edilmistir. Hata

barlari sortalamanin standart hatasini1 (SEM) belirtmektedir.

EAT hiicrelerine AICIPc'nin tek basina uygulanmasi ve EAT hiicreleri iizerinde
AICIPc ile birlikte sonikasyon uygulanmasi sonucu hiicre canliligindaki degisimler Sekil
3.2. de goriilmektedir. AICIPc'nin artan dozlarda tek basina uygulanmasinin ardindan hiicre

canliligindaki degisim SDT uygulamalarina gore ¢ok siirli kalmistir.

SDT uygulanan gruplarda ise AICIPc konsantrasyonu arttirildiginda hiicre
canliligmmin azaldig1 goriilmektedir. AICIPc'nin artan konsantrasyonlarda uygulandigi
caligmamizda 15 pM'dan yiiksek konsantrasyonlarda hiicre canliliginin kayda deger
oranlarda azaldig1 gozlenmistir. 25 pM AICIPcmin kullanildigi SDT uygulamalarinda ise
timor hiicrelerinin tamamina yakini canliliklarini kaybetmislerdir. Caligmamizda SDT
uygulamalarinda hiicreler, ultrasesin ii¢ farkli dozunda (1, 1.5 ve 2 W/cm?) sonikasyona
maruz birakilmislardir. Sekil 3.2'de de gorildiigii iizere US yogunlugu arttikca hiicre
canliligmin azaldig1 gozlenmistir. Ug ayr1 doz ultrases uygulanan SDT gruplarindan elde

edilen veriler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.001).
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Sekil 3.3. Dosetaklelin tek basina ve degisik yogunluklarda US varliginda hiicre canliligina etkisi
gosterilmistir. Tedavi gruplarina ait veriler bagimsiz ii¢ tekrar sonucu elde edilmistir ve hata barlart

ortalamanin standart hatasini1 (SEM) belirtmektedir. (D: Dosetaksel; US: Ultrases)

Hiicreler, 1uM dosetakselle inkiibe edilmelerinin ardindan ultrasese maruz
birakilmiglardir. Veriler birbirinden ayri ii¢ tekrar sonucu elde edilmistir. En yiiksek
yogunlukta (2 W/cm?) ultrases uygulanan gruptaki hiicre 6liim orani ve tedavi gruplari
icindeki en yiiksek hiicre 6liim orani olmustur. Dosetaksel aracili SDT uygulamalari ile
sadece dosetaksel verilen tedavi grubunun verileri istatistiksel olarak olarak
karsilagtirlmistir. 1.5 W/em?® ve 2 W/cm® ultrasesin dosetakselle birlikte uygulandig
gruplarla, tek basina dosetakselin uygulandigi gruba ait hiicre canlilig1i oranlar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (**p<0.01, ***p<0,001).

3.2. Hoechst-propidyum iyodid boyama

SDT'nin apoptoza neden olup olmadigini arastirmak ic¢in tedavi gruplarindaki
hiicreler 20 uM AICIPc veya 1uM dosetaksel ile inkiibe edilmislerdir. Sonikasyon
uygulanan gruplar 1 MHz frekansta ve 1.5 W/cm? yogunlukta ultrasese maruz
birakilmiglardir. Tedavi gruplarinda apoptozu gostermek i¢in yapilan Hoechst-propidyum

iyodid boyamasinin ardindan floresan mikroskopta goriintii alimmstir (Sekil 3.4.).
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b) US grubu

a) Kontrol grubu
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d) Dosetaksel ve US grubu

¢) Dosetaksel grubu

f) AICIPc ve US grubu

e) AICIPc grubu

Sekil 3.4. HOPI boyamanin ardindan tedavi gruplarinin floresan mikroskop goriintiileri (10X25 biiyiitme).

39



Sekil 3.4.'de goriildiigli gibi hicbir tedavi uygulanmayan, sadece EAT hiicrelerinin
bulundugu kontrol grubu (a) ve sadece ultrases uygulamasinin yapildigi US grubundaki (b)
hiicrelerin HOPI boya ile uniform olarak mavi boyandiklar1 ve herhangi bir nukleus
degisimine isaret eden yapilarin bulunmadig1 gézlenmistir. 1uM dosetakselin bulundugu
SDT grubunda (d) nukleus fragmentasyonunun belirteci olan parlak mavi noktalarin
bulundugu apoptotik hiicrelerin ¢ogunluktayken, sadece 1uM dosetaksel'in verildigi
gruptaki (c) hiicrelerin ¢ogunlugu uniform olarak maviye boyanan hiicreler oldugu tespit
edilmistir. Benzer sekilde 20 uM AICIPc tek basina verildigi gruptaki (e) hiicreler
apoptotik 6zellik gdstermezken, AICIPc aracili SDT uygulanan gruptaki (f) hiicrelerin

biiyilik oranda apoptotik hiicreler olduklar1 gézlenmistir.

Hiicreler Hoechst boyasiyla mavi boyanmis fakat propidyum iyodid ile kirmizi
boyanmamistir. Bu da bize hiicrelerin nekroza ugramadiklarini diistindiirmektedir. Mavi
boyanan hiicrelerden bir kismi1 bir ya da birden fazla daha parlak mavi 1s1ma vermektedir.

Bu hiicreler erken donem apoptotik hiicreler olarak degerlendirilmistir.

3.3. Western Blotlama

Western blotlamanin ardindan nitroseliiloz membran iizerinde apoptoz belirteci olan
kaspaz-3 proteinine ait bantlarin olustugu ve tedavi gruplar1 arasinda bant kalinligr ve
yogunlugu acisindan farklar oldugu belirlenmistir. Kontrol olarak kullanilmak tizere -
aktin proteinlerinin olusturdugu bantlarin kalinliklar1 ve yogunluk agisindan birbirine yakin

olduklar1 gézlemlenmistir.

3.3.1. SDS Poliakrilamid jel elektroforezi

Tedavi uygulamalarinin ardindan Western blotlamadan o6nce jelde yiiriitiilecek hiicre
lizat1 konsantrasyonlarinin ayarlanabilmesi commasie briliant blue boyasiyla bantlarin jel
tizerinde olusturduklar1 bantlar kontrol edildi. 40 pl konsantrasyonda olusan protein
bantlarinin net bir sekilde jel {izerinde ayristiklart goriilmiis ve bu konsantrasyon Western

Blotlama i¢in uygun konsantraston olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.5. Hiicre lizat1 konsantrasyon denemelerinin ardindan elde edilen elektroforez goriintiisii. Soldan saga
gruplar: 1) Marker, 2) Kontrol grubu, 3) ultrases grubu (US), 4) dosetaksel grubu (D), 5) dosetaksel ve
ultrases (D+US) grubu , 6) AICIPc, 7) AICIPc ve ultrases grubu (AICIPc+US)

3.3.2. Western Blotlamada elde edilen bantlar

Jelde yiirtitmede kullanilacak hiicre lizati miktar1 belirlendikten sonra, proteinler
nitroselilloz membrana aktarilmislar ve daha sonra antikorlar ve kromojen boya ile
muamele edilmistir. Bunun ardindan nitroseliilloz membran iizerinde bantlarin olustugu
gozlemlenmistir. Kaspaz- 3 (17 kDa) ve B-aktin (43 kDa) bantlar1 nintroseliilloz membran

tizerinde olusmustur.

41



Sekil 3.6. Western blotlama sonucu elde edilen kaspaz-3 ve p-aktine ait bantlar. a) olusan kaspaz-3 bantlar1
b) olugan P-aktin bantlari. Soldan saga gruplar: 1) AICIPc ve ultrases grubu (AICIPc+US), 2) AICIPc, 3)
dosetaksel ve ultrases grubu (D+US), 4) dosetaksel grubu (D), 5) ultrases grubu (US), 6) Kontrol grubu
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Sekil 3.7. Tedavi gruplarinda kaspaz-3 ekspresyonunun f-aktin ekspresyonuna oranlanmasi. Veriler bagimsiz

ii¢ tekrarla elde edilmistir ve hata barlar1 ortalamanin standart hatasin1 (SEM) ifade etmektedir. (*p<0.05;

#%%p<0.001; ©°p<0.01; p<0.05; *p<0.5) (US:Ultrases)
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Western blot igleminden sonra hem de [-aktine ait bant kalinliklar1 ImagelJ
programi kullanilarak dl¢iilmiistiir.  Sekil 3.7.'de goriilecegi gibi Western blotlama sonrast
elde edilen kaspaz-3 ve B-aktine ait bant kalinliklar1 oranlanmistir. Hem dosetaksel hem de
AICIPc i¢in ultrases ile birlikte ugulandiklarinda kaspaz-3 ekspresyonlarinin tek baslarina
uygulanmalarindan daha fazla oldugu goriilmektedir. Ayrica tiim gruplar icerisinde en fazla
kaspaz-3 sentezlenen grup AICIPc aracili SDT uygulanan tedavi grubu oldugu
anlasilmaktadir. Tedavi gruplarindan elde edilen veriler, tedavi uygulanmayan kontrol
grubuyla istatistiksel olarak karsilastirilmistir. Dosetaksel aracili SDT grubu, AICIPc'nin
tek basina uygulandigi grup ve AICIPc aracili gruplardan elde edilen veriler, kontrol
grubundan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (*p<0.5; ***p<0.001). AICIPc
aracili ultrases uygulamasi ile tek basina AICIPc uygulanan grup arasinda da istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmustur (*p<0.5) Ayrica SDT uygulamalarimin yapildig1 gruplarin
verileri tek basina ultrasesin uygulandigi grubun verileriyle karsilastirilmistir. Sadece
AICIPc aracili SDT uygulamasi ile, tek basina ultrasesin uygulandigi grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (°°p<0.01). Dosetaksel aracili SDT

uygulamasi ile sadece dosetakselin verildigi grup arasinda da istatistiksel olarak anlamli

fark bulunmaktadir ( 'p<0.05).
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4. TARTISMA

Calismamizda bir sonosensitif ajan olan AICIPc ve bir kemoterapi ilact olan
dosetakselin ultrases ile birlikte uygulandiklarinda EAT hiicreleri {izerinde in vitro olarak

etkileri incelenmistir.

Diisiik yogunluklu ultrasesin herhangi bir sonosensitif ajan olmaksizin tek basina
hiicre canlilig1r tizerine etkisinin siirli kaldigi, ancak artan yogunluklarda ultrases
uygulamalarinda hiicre canliklarmin etkilendigi bildirilmistir (Wang 2009, Feng 2010).
Wang ve arkadaglar1 S180, H-22 ve EAT hiicreleri iizerinde tek basma ultrases
uygulamasmin  etkilerini  incelemisler ve bu hiicre dizinlerine ait farkh
konsantrasyonlardaki hiicre slispansiyonlar1 iizerine 2.2 MHz frekansta bir dakika boyunca
cesitli yogunluklarda (1-7 W/cmz) ultrases uygulanmistir. Ultrasese maruz birakilan hiicre
sayisinin artmastyla, hiicre lizis oranlarmim azaldigi belirtilmistir. Bu kapsamda 1x10°
hiicre/m] konsantrasyonda hiicre siispansiyonu iizerine 2 W/cm® ve alti yogunluklarda
ultrases (2.2 MHz) uygulamasinda S180 hiicrelerinde hiicre canlilig1 yaklasik %90 ve H-22
hiicrelerinde yaklasik %95'ken, EAT hiicrelerinde hiicre canliligi %95'in iizerinde kaldig:
gosterilmistir (Wang 2009). Ayrica Feng ve ark. (2010) SMMC-7721 hiicre siispansiyonu
(2x10° hiicre/ml) iizerine 1.2 MHz frekansta ve farkli yogunluklarda (1, 2, 3, 4, 5 W/cm?)
bir dakika boyunca ultrases uygulamislar ve 2 W/cm? yogunlukta ultrases uygulamasi
sonrasi hiicre canliligi %80'in {izerinde kalirken, 1 W/cm?® yogunlukta ultrases uygulamasi

sonrasinda ise hiicre canliliginin %100'e yakin oldugunu bildirmislerdir.

Bizim calismamizda 1x10° konsantrasyonda EAT hiicresi siispansiyonu iizerine 1,
1.5 ve 2 W/em? yogunlukta ultrases (1 MHz) 60 saniye boyunca uygulanmus, kullanilan en
yiiksek US yogunlugunda (2 W/cm?) dahi hiicre canlilik oraninin %97'nin iizerinde kaldig1

gozlenmistir.

SDT'nin etkililigini belirleyen ana etken sonosensitizorlerdir, ve giincel olarak
kullanilan sonosensitif ajanlar esas olarak fotosensitizorlerdir. AICIPc ikinci nesil
fotosensitizorlerdendir. Yumita ve Umemura ftalosiyaninin ultrases ile sinerjistik etkisini
fark etmisler ve ftalosiyanin aracilt SDT uygulamasinin timor boyutunu kiigiilttiiglini

bildirmiglerdir (Yumita 2004a, 2004b). G361 hiicreleri iizerinde kloraluminyum
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ftalosiyanin disiilfonat (CIAIPcS,) ile birlikte 1 MHz frekansta ve 2 W/em? yogunlukta
ultrases uygulanmis (CIAIPcS, aracili SDT), tek basina ultrases ve tek basina CIAIPcS,
uygulanan gruba gore daha fazla ROS olusumuna neden oldugu gosterilmistir (Kolarova
2009). Ayrica Milowska ve Gabryelak (2008) da caligmalarinda ftalosiyaninlerin ultrasesle
sinerjik etki gosterdigini ve sonodinamik 6zellikler icerdigini bildirmislerdir. Nukleuslu
balik eritrositlerinde AICIPc ve ZnPc'in (¢inko ftalosiyanin) ultrasesle birlikte
uygulandiklarinda her iki ftalosiyaninin ve ultrasesin tek basina uygulandigi gruplardan

daha fazla oranda hemolize neden oldugu bildirilmistir (Milowska 2008).

Over kanseri hiicreleri (HO-8910) 100 uM metilen mavisi ile bir saatlik
inkiibasyonun ardindan 1.7 MHz frekansta 0.46 W/cm® yogunlukta siireklii ultrasesin 5
saniye uygulanmasinin ardindan hiicre canliliginin yaklasik %40'a diistiigii bildirilmistir
(Xiang 2011). Fare sarkoma ve sigan asit 130 hiicreleri Hp ile inkiibasyonlarinin ardindan
1.92 MHz frekansta ve 1.27 ve 3.18 W/em® yogunlukta ultrases uygulanmasimin ardindan
hiicre canlilig1 fare sarkoma hiicrelerinde %70'ten %]1'e, si¢an asit 130 hiicrelerinde ise
%50'den %S5'e diistligli birdirilmistir (Rosenthal 2004). THP-1 hiicreleri 10 mM ALA ile
inkiibasyonun ardindan 1 MHz frekans ve 0.5 W/cm® yogunlukta ultrasese maruz
birakildiklarinda hiicre canliliginin yaklasik %60'a diistiigli gosterilmistir (Cheng 2013).
Ayrica Li ve ark. insan meme kanseri hiicrelerine (MDA-MB-231) 1 uM PpIX ile
inkiibasyonun ardindan 1 MHz frekans ve 1 W/cm?” yogunlukta ultrases uygulamis ve SDT
uygulamasinin ardindan hiicre canliliginin yaklasik %355'e diistiigiinii gostermislerdir (Li
2012). Wang ve ark. da hepatoseliiler karsinoma (HepG2) hiicrelerini 2.5 uM hipokrellin-
B ile 4 saat inkiibe ettikten sonra 8 saniye boyunca 1.7 MHz frekans ve 0.46 W/cm®
yogunlukta siirekli ultrases uygulamislar ve hiicre canliliginin SDT uygulamasinin

ardindan yaklasik %20'ye diistiiglinii bildirmislerdir Wang (2012).

Calismamizda EAT hiicreleri iizerinde AICIPc kullanilan SDT uygulamasinin
hiicre canliligina etkisi incelenmistir. Bunun ic¢in sonosensitif ajan olarak kullandigimiz
AICIPc hiicrelere artan dozlarda (5, 10, 15, 20, 25 uM) uygulanmistir. SDT uygulamalari
sirasinda hiicrelere 60 saniye boyunca 1 MHz frekasta, {i¢ farkli yogunlukta (1. 1.5 ve 2
W/em?) ultrases uygulanmistir. SDT uygulamasinda AICIPc dozlarinda artisa bagh olarak
hiicre canlilginin azaldigr gozlemlenmistir. Ozellikle 15 uM konsantrasyonda AICIPc
verilen hiicrelerdeki canlilik orant 6nemli oranda diismiistiir. Hiicre 6limiindeki artig 20
uM konsantrasyona ¢ikildiginda daha da belirgin olarak gozlenmistir. Sonikasyon

uygulanmadan AICIPc'nin hiicrelere tek basina uygulanan dozlar arttirilsa da etkisinin ¢ok
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siirl kaldigi gézlemlenmis, buna karsin 25 uM AICIPc ve 2 W/cm? US uygulanan tedavi
grubundaki hiicrelerin biiylik ¢ogunlugunun canliliklarini kaybettikleri gozlemlenmistir.

SDT uygulamalarinda kemoterapi ilaglarinin da kullanildig1 ve bazi kemoterapi
ilaglariyla ultrasesin birlikte uygulanmasimin timor hiicrelerinin 6liim oranlarimi arttirdigi
bildirilmektedir (Rosenthal 2004). Prostat kanseri hiicrelerinde (PC3) doksorubisinin
ulrasesle birlikte uygulandiginda, tek basina uydulandigindan daha fazla kanser hiicresinin
Oliimiine yol agtig1 gosterilmistir (Siu 2007). Benzer olarak 160 uM adriyamisin ile inkiibe
edilen S180 hiicre siispansiyonuna (5x10° hiicre/ml) ultrases (1.93 MHz ve 6 W/cm? )
uygulandiginda hiicre 6liim oraninin, tek basina ultrases uygulamasindan ii¢ kat daha fazla

oldugu gosterilmistir (Umemura 1997).

Calismamizda EAT hiicreleri lizerinde dosetakselin sonikasyonla birlikte hiicre
canlilig1 iizerindeki etkileri in vitro incelenmistir. Bunun i¢in dosetakselle yapilan tedavi
uygulamasinda meme kanserinde klinik uygulamalarda kullanilan yiliksek doz (1 pM)
tercih edilmistir (Bayert-Robert 2010). EAT hiicrelerinin dosetakselle inkiibasyonunun
ardindan US uygulanan gruplardaki hiicre 6liim orani tek bagina dosetakselle inkiibe edilen
gruptakinden daha fazladir. Tek basina dosetakselin uygulandig1 gruptaki hiicre canlilig
orani ile 1.5 ve 2 W/em® ultrasesin verildigi dosetaksel aracili SDT uygulamalar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. Calismamizda hiicre canlilig1 degerlendirmesi
icin tripan mavisi ile boyama SDT uygulamasinin hemen ardindan yapilmistir. Bir
kemoterapi ilac1 olan dosetakselin SDT uygulamasinin ardindan daha uzun inkiibasyon

stirelerinde timor hiicreleri tizerinde sitotoksik etkisinin artmasi olas1 goriilmektedir.

Apoptoz hiicre boyunun kiiciilmesi, nuklear kondensasyon ve fragmentasyonu
iceren Ozgiil sitoplazmik ve nuklear Ozelliklerle karakterize programlanmis hiicre
Olimiidiir.  Apoptozun indiiklenmesi tiimorlii  hiicrelerin =~ 6liimiiniin  tetiklendigi
kemoterapinin énemli bir mekanizmasi olarak kabul goérmektedir (Muraglia 2000). Son
zamanlarda ultrasesle indiiklenmis ultrason genis ¢apta incelenmekte ve farkli tliimor hiicre
hatlarinda apoptotik cevap gozlenmektedir (Tachibana 2008, Wang 2010, Guo 2013).
Sonikasyon Oncesi sonosensitif ajan vermenin tiimor hiicreleri iizerinde ultrasonun tek
basina yol agtig1 apoptotik cevaptan daha fazla oldugu bildirilmistir (Tachibana 2008).
Tsuru ve ark (2012) yeni gelistirilen bir porfirin tiirevi sonosensitizor olan DEG  ((7,12-
bis(1-(2-(2-hidroksietoksi)etoksi)etil)-3,8,13,17-tetrametilporfirin-2,18-dipropiyonatman-
ganez) ile yaptiklar1 in vivo ve in vitro ¢alismalarda SDT'den sonra sitotoksik etkiden

baslica membran lipid peroksidasyonu ile birlikte nekrozun sorumlu oldugunu ve
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apoptozun bu asamada etkili olmadiklarin1 bildirmiglerdir. Ayrica apoptotik hiicre
sayillarinin DEG ile yapilan in vitro SDT sonrasi degismedigini belirtmislerdir. Buna
karsilik Tang ve ark (2011) yaptiklar1 in vivo ¢calismada, SDT uygulamasinin ardindan p53
gen aktivasyonununa bagli olarak preapoptotik protenlerin eksprese oldugunu ve
hiicrelerin apoptoza gittiklerini gostermislerdir. Zhao ve ark. (2009) PpIX aracilt SDT'nin
EAT hiicrelerinde apoptotik etkileri arastirilmiglar ve hoechst boyama sonucu ultrasese
veya PplX'a maruz birakilmayan kontrol grubu hiicrelerinin uniform olarak mavi
boyandig1 ve apoptotik 6zellik gostermedigi bildirilmislerdir. Buna karsin 20 uM PpIX ile
inkiibasyonunun ardindan 1 W/cm? ultrases (1.34 MHz) uygulanan gruplarda 0, 2 ve
dordiincii saatlerde inceleme yapildiginda SDT'nin hemen ardindan hiicrelerin kontrol
grubuna benzer olarak apoptotik 6zellik gostermedigi, buna karsin SDT uygulamasindan
sonraki 2. ve 4. saatte incelenen hiicrelerin niikleuslarinda niiklear fragmentasyonu isaret
eden mavi parlak noktalar igerdikleri gosterilmistir. Over kanseri hiicreleri (HO-8910) 100
uM metilen mavisi ile inkiibe edilmelerinin ardindan 0.46 W/cm?® yogunlukta ultrasese (1.7
MHz) 5 dakika maruz birakilmis ve Hoechst boyamanin ardindan alinan floresan
mikroskopi goriintiilerinde tek basina ultrases veya tek basina metilen mavisi uygulanan
HO-8910 hiicrelerinin apoptotik 6zellik gostermedigi buna karsin metilen mavisi aracili

SDT uygulanan hiicrelerde apoptotik cisimcikler bulundugu bildirilmistir (Xiang 2010).

Calismamizda EAT hiicrelerinin SDT'ye bagli hiicre 6liimiinde apoptozun rolii
arastirilmistir. Buna gore kontrol grubu hiicrelerin in HO/PI boyama sonucu apoptotik
ozellik gostermedikleri, tek basina ultrasesin uygulandig gruba ait hiicrelerde ise apoptotik
Ozellik gosteren hiicrelerin ¢ok az sayida oldugu goézlenmistir. AICIPc (20 uM) aracili SDT
uygulamasinin yapildig1 gruptaki hiicrelerin anlamli oranda apoptotik hiicrelerden
olusurken tek basina AICIPc'min boyle bir etkiye neden olmadigi goriilmiistiir. Benzer
sekilde dosetakselin (1 uM) ultrasesle birlikte uygulamasinin ardindan yapilan incelemede
hiicrelerin ¢ogunun apoptotik ozellikler gostermesine karsin tek basina dosetakselin bu
oranda etki etmedigi gozlenmistir. Arastirmamizda hem AICIPc hem de dosetaksel
aracili SDT uygulamalarinin EAT hiicrelerinde apoptozu indiikleyici etkisi oldugu
gosterilmistir. Dosetaksel aracili SDT uygulamasinin ardindan hiicre canlilik oraninin ¢ok
fazla degismemesi buna karsin hiicrelerin iki saatlik inkiibasyonunun ardindan yapilan
incelemede floresan mikroskopi goriintiilerinde hiicrelerin apoptotik 06zellik gosterdigi
gorilmistiir. Bu, dosetakselin hiicreler {izerine etkisini daha fazla gostermesi i¢in daha

uzun inkiibasyon siireleri (12-24 saat gibi) gerekebilecegini diisiindiirmektedir. Bu da EAT
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hiicrelerinde SDT uygulamasi sonrast hiicre Oliimiinde apoptozun etkisi oldugunu

distindiirmektedir.

Hiicrede apoptozun baslamasi i¢in gerekli en kritik asama apoptotik proteinlerin
aktive olmasidir (Zheng 2014). Kaspaz-3'iin aktive olmas1 apoptozun tetiklenmesine neden
olmaktadir (Sheridan 2010). Apoptozun tetiklenmesi daha az yan etkiye neden olmasi ve
immiin sistem agisindan daha tercih edilen bir hiicre 6liimii seklidir (Albert 2004, Feril
2005). Baz1 ¢alismalar SDT'nin mitokondri bagimli bir yolagin da dahil oldugu c¢esitli
etkilerle apoptoza neden oldugunu ongdrmektedir (Song 2011, Tang 2009). Dai ve ark.
(2009) HMME aracili SDT uygulamasinin ardindan C6 glioma hiicrelerinde kaspaz-3
ekspresyonunun arttigini bildirmislerdir. Tang ve ark. (2010) S180 hiicre silispansiyonuna
(2x10° hiicre/ml) Hp aracili SDT uygulanmasinin ardindan diger pro-apoptotik proteinlerle

birlikte kaspaz-3'iin ekspresyonunun arttigini gostermislerdir.

Arastirmamizda SDT  uygulamasi sonrast EAT hiicrelerinde  kaspaz-3
ekspresyonunun arttigt  goriilmiistii. Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak
karsilagtirilmistir. Buna gore, hem dosetaksel hem de AICIPc aracili SDT uygulamalar ile
kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. Ayrica dosetaksel
aracilt uygulamasi tek basina dosetakselin verildigi grupla aralarinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmus, benzer olarak AICIPc aracili SDT uygulanan gruptan elde edilen
kaspaz-3/B-aktin verileri ile sadece AICIPc uygulanan gruptan elde edilen veriler arasinda
da istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir. Kaspaz-3'in eksprese olmasi apoptozu
tetikledigi i¢in, SDT sonrasi olusan hiicre OJliimiinde apoptozun etkili oldugunu

distindiirmektedir.
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5. SONUC

Yaptigimiz bu c¢alismada Oncelikle AICIPc ve dosetaksel aracili SDT uygulamasinin

EAT hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi ve bu etkide apoptozun rolii arastirilmigtir. Elde

edilen sonuglara gore:

1.

EAT hiicreleri iizerine 2 cm mesafeden, IMHz frekansta 0.5, 1, 1.5 ve 2 W/em?
yogunlukta ultrases uygulanmistir. Tek basma ultrases uygulamasimin yapildigi
gruptaki hiicre canliligi oranlariyla kontrol grubu arasinda anlamli bir fark

bulunmamastir (p>0.5).

EAT hiicreleri iizerine tek basina AICIPc (5, 10, 15, 20 ve 25 uM) uygulanmis ve
AICIPc uygulanan grupla kontrol grubu arasinda hiicre canliligt bakimindan

anlamli bir fark bulunmamastir (p>0.5)

Yapilan hiicre canliligt analizinde, EAT hiicrelerinde AICIPc aracili SDT
uygulamasmin ardindan canli hiicre oraninin azaldig1 goriilmiistiir. Ozellikle
AICIPc 25 puM konsantrasyonda uygulandigi gruptaki hiicrelerin yaklasik %901
canliliklarini kaybetmislerdir.
a) AICIPc aracili SDT uygulanan gruplarla sadece AICIPc verilen grup arasinda
hiicre canliligi oranlar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur
(p>0.001)

b) AICIPc aracili SDT uygulamalarinda EAT hiicrelerinde ii¢ farkli doz ultrases
uygulandi ve ultrases yogunlugu arttikca hiicre canliligi oranlarmin distiigii

belirlendi.

EAT hiicrelerine AICIPc aracili SDT uygulamasindan iki saat sonra yapilan HO/PI
boyama sonucunda SDT uygulanan hiicreler apoptotik 6zellik géstermesine ragmen

tek basina AICIPc'nin bdyle bir etkisi saptanmamustir.

AICIPc aracili SDT uygulamasinin yapildig hiicrelerde kaspaz-3 ekspresyonunun
artt1g1 belirlenmistir. Biitiin gruplarin EAT hiicrelerinde kaspaz-3 ve [B-aktine ait

bantlar birbirine oranlanmistir.

a) AICIPc aracili SDT uygulamasinin yapildigi grup ile kontrol grubuna ait kaspaz-

3/B-aktin oranlarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.001).
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b) AICIPc aracili SDT uygulamasinin yapildig1 grup ile sadece ultrases uygulanan
gruba ait kaspaz-3/B-aktin oranlarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur
(p<0.01).

¢) AICIPc aracili SDT uygulamasinin yapildigi grup ile sadece AICIPc uygulanan
gruba ait kaspaz-3/B-aktin oranlarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur

(p<0.5).

. Dosetakselin kullanildigi SDT uygulamasinda 2 W/cm? US ve 1uM dosetaksel
uygulanan grubun EAT hiicre canliliginin en az oldugu goriilmiistiir. Dosetakselin
1.5 (**) ve 2 W/em? (***) ultrasesle birlikte uygulandigi gruplarla tek basina
dosetakselin uygulandig1r gruplar arasinda hiicre canliligi agisindan istatistiksel

olarak anlamli fark bulunmustur (**p<0.01;*** p<0.001).

. Gruplardaki hiicrelerin Western blot analizi sonucu olusturduklar1 kaspaz {li¢ ve
dosetaksel aracili SDT uygulamasindan iki saat sonra yapilan HO/PI boyama
sonucunda SDT uygulanan EAT hiicreleri apoptotik 6zellik gosterirken tek basina
dosetakselin uygulandig1 gruptakilerin biiyilk c¢ogunlugunun normal hiicreler

olduklar1 goriilmiistiir.

. EAT hiicrelerine iizeri dosetakselin US ile birlikte uygulandiginda kaspaz-3'i tek
basina  kullanildigi  gruptan daha fazla aktive ettigi  gorilmiistiir.
a) Dosetakselin ultrasesle birlikte uygulandig1 grup ile kontrol grubuna ait kaspaz-
3/B-aktin oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.5).
b) Dosetakselin ultrasesle birlikte uygulandigi grup ile tek basina dosetakselin
uygulandig1 gruba ait kaspaz-3/B-aktin oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml

fark bulunmustur (p<0.5).

Sonug olarak SDT uygulamas1 EAT hiicreleri lizerinde hiicre oliimiinii tetikledigi

gozlemlenmistir. Ayrica SDT uygulamasinin kaspaz-3 miktarini arttirdigi gortiilmiis ve EAT

hiicrelerinde apoptoza neden oldugu tespit edilmistir. Fakat AICIPc'nin ve dosetakselin

SDT uygulamalarinda tiimor hiicreleri iizerine etki mekanizmalarimin daha ayrintili

aciklanabilmesi i¢in farkli hiicre hatlar1 iizerinde ve in vivo ¢alismalara ihtiya¢ oldugu

goriigiine varilmstir.
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OZET

Sonodinamik terapi ultrasesin bir sonosensitizor veya kemoterapi ilaciyla birlikte
kullanildig1 ve tiimor hiicrelerinde hiicre 6liimiine neden olan yeni ve umut vaadeden bir

kanser terapisidir.

Calismada AICIPc ve dosetaksel aracili SDT'nin Ehrlich asit tiimér hiicrelerine
etkileri arastirilmistir. Bunun i¢in tuzlu fosfat tamponuna alman Ehrlich asit tiimor
hiicreleri dosetaksel ve AICIPc'in varliginda 1MHz ultrasese 60 saniye boyunca maruz
birakilmigtir. Hiicre canlilifi tripan mavisi boyama testiyle degerlendirilmistir. Hem
AICIPc hem de dosetaksel aracili SDTnin hiicre 6liimiinii arttirdigr goriilmiistiir. Apoptoz
degerlendirilmesi i¢cin HO/PI boyama yapilmis ve hiicreler floresan mikroskobunda
incelenmistir. SDT uygulamasindan iki saat sonra yapilan HO/PI boyama sonucunda SDT
uygulanan hiicreler apoptotik 6zellik gdstermesine ragmen tek basma AICIPc veya
dosetakselin bdyle bir etkisi saptanmamustir. Bunlara ek olarak kaspaz-3 diizeyini
degerlendirmek icin Western blotlama yapilmis. SDT uygulanan hiicrelerde kaspaz-3

aktivitesinin arttig1 tespit edilmistir.

Sonug olarak SDT uygulamasi EAT hiicreleri {izerinde hiicre 6liimiinii tetikledigi
gozlemlenmistir. Ayrica SDT uygulamasinin kaspaz-3 miktarini arttirdigi goriilmiis ve EAT
hiicrelerinde apoptoza neden oldugu tespit edilmistir. Fakat AICIPc'nin ve dosetakselin
SDT uygulamalarinda tiimor hiicreleri {izerine etki mekanizmalarimin daha ayrintili
aciklanabilmesi icin farkli hiicre hatlar1 lizerinde ve in vivo g¢aligmalara ihtiya¢ oldugu

gorlisiine varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kloraliiminyum ftalosiyanin, dosetaksel, Ehrlich asit tiimdr,

Sonodinamik Terapi, apoptoz
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SUMMARY

Sonodynamic therapy is a promising new cancer therapy which ise used in
combination with low intensity ultrasound and sonosensitizer or chemotherapy drugs and

causing cell death in tumor cells.

In this study, effects of docetaxel and AICIPc-mediated SDT were investigated on
Ehrlich ascites tumor cells (EAT). For this, taken into phosphate buffered saline, EAT cells
were exposed for 60 seconds to 1 MHz ultrasound .Cell viability was assessed by trypan
blue staining tests. Both AICIPc and docetaxel-mediated SDT appeared to increase cell
death. For the evaluation of apoptosis HO / PI staining was performed and the cells
examined in the fluorescence microscope. Ater two hours of AICIPc and docetaxel-
mediated SDT application, cells had apoptotic bodies. Inbspite of this, ammong the cells
wich treated with AICIPc or docetaxel alone, such an effect was not detected. In addition,
to assess the level of caspase-3 were made Western immunoblotting. Caspase-3 activity in

the cells treated with SDT, was found to be increased.

As a conclusion SDT aplication induced cell death on EAT cells was observed. in
adition SDT application been shown to increase the amount of caspase-3 and induce
apoptosis on EAT cells. However, it is concluded that there is a need on the different cell
lines and in vivo studies to explain the effects of AICIPc and docetaxel mediated-SDT

applications on tumor cells in more detail.

Keywords: Chloroaluminum phthalocyanine, Docetaxel, Ehrlich Ascites Tumor,

Sonodynamic Therapy, apoptosis
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