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OZET

ULTRASONIK KAVITASYONUN PC3 HUCRE HATTI iCiN KLORIN E6
ARACILI SONODINAMIK TERAPI iLE INDUKLENEN APOPTOZDA ETKIiSININ
GOSTERILMESI

Tiirkkol A. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Biyofizik
Anabilim Dah Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2022.

Amac: Sonodinamik Terapi (SDT), Fotodinamik Terapiden tiiretilmis, etki mekanizmalari
tam olarak aydinlatilmamis ve giderek 6nem kazanan bir kanser terapi yontemidir. SDT etki
mekanizmalarinin  agiga ¢ikarilmasit terapi silirecinin  olumlu sonuglanmasina katki
saglayacaktir. Bu c¢alismada SDT etki mekanizmalarindan biri olarak kabul edilen akustik
kavitasyonun SDT uygulamasi kaynakli hiicre Oliimii tizerine etkisinin belirlenmesi

amagclanmistir.

Gerec¢ ve Yontem: In vitro SDT uygulamasi igin PC3 prostat kanser hiicre hatt1 kullanilmistir.
Alt1 kuyucuklu plakalara kuyu basina 10° hiicre ekilmistir. Sonosensitif ajan Klorin e6
onceden belirlenen dozda (5 puM) hiicrelere uygulanmistir. Ardindan hiicreler degisen
yogunluk ve gorev dongiilerine sahip 1 MHz frekansta ultrasese maruz birakilmistir.
Hiicrelerin bulundugu besiyerinde olusan kavitasyon degerleri Olgilmistiir. Tedavi
etkinliginin anlasilmas: i¢in hiicrelere hiicre canliligin1 gosteren ve hiicrelerin metabolik
aktivitelerini belirleyen 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir
tetrazolyum tahlili (MTT) yapilmis ve hiicreler Hoechst/ Propidium Iodide (HO/PI) ile

boyanmustir. Olgiimler kavitasyon seviyeleriyle iliskilendirilmek iizere kaydedilmistir.

Bulgular: MTT bulgularina gore ultrases goérev dongiisii arttik¢a kavitasyon seviyesi anlamli
artig gosterdi ve hiicre canliliginda anlamli azalma meydana geldi. Ultrases gii¢ yogunlugunun
artmasina bagli olarak hiicre canlilig1 anlamli azalma gdsterdi ancak kavitasyon seviyelerinde

kararli anlamli artis goriilmedi.

Sonug: Kavitasyon seviyesi ile SDT etkinligi arasinda bir iligkinin mevcut oldugu dogrudur

fakat hiicre canliligmin azaldigt tim durumlarda kavitasyon seviyesinin arttig1



gozlemlenmemistir. Hiicre canlilig1 {izerinde goriilen bu negatif etkiyi kesfetmek i¢in SDT nin

diger etki mekanizmalarinin arastirilmasi uygun olacaktir.

Anahtar kelimeler: Ultrasonik kavitasyon, Sonodinamik Terapi, Klorin €6, Prostat Kanseri,

Ultrases



ABSTRACT

DEMONSTRATION OF THE EFFECT OF ULTRASONIC CAVITATION ON
APOPTOSIS INDUCED BY CHLORINE E6 MEDIATED SONODYNAMIC
THERAPY FOR PC3 CELL LINE

Tiirkkol A. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Byophysics
Programme, Master Thesis, Aydin, 2022.

Objective: Sonodynamic Therapy (SDT) as derived from Photodynamic Therapy is becoming
increasingly important in cancer treatment. Its mechanism of action has not been fully
elucidated, but revealing it would contribute to the positive outcome of the therapeatic
process. This study aimed to determine the effect of one of the mechanisms called acustic
cavitation on cell death triggered by SDT application.

Material and Methods: PC3 prostate cancer cell line was used for in vitro SDT application.
Total 10° cells per well were seeded in six-well plates. The sonosensitive agent Chlorin e6
was applied to the cells at a predetermined dose (5 uM). The cells were then exposed to
ultrasound at a frequency of 1 MHz with varying intensity and duty cycles. The cavitation
values formed in the medium containing the cells were measured. In order to determine the
efficacy of SDT treatment, cell viability and metabolic activity were tested with 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir tetrazolyum assay (MTT) and Hoechst/
Propidium lodide (HO/PI) stain. Measurements were recorded to relate with cavitation levels.

Results: According to MTT findings, as the ultrasound duty cycle increased, the cavitation
level elevated significantly and cell viability decreased significantly. Depending on the
increase in ultrasound power density, cell viability decreased significantly, but the increase in

cavitation levels was not stable.

Conclusion: There is a relationship between cavitation level and SDT activity, but no increase
in cavitation level was observed in all cases where cell viability was reduced. Exploring this

negative effect on cell viability would require investigating other mechanisms of SDT action.

Keywords: Ultrasonic cavitation, Sonodynamic Therapy, Chlorine e6, Prostate Cancer,

Ultrasound

Xi



1. GIRIS

Sonodinamik Terapi (SDT), fotodinamik terapiden tiiretilen giiclii doku penetrasyon
kabiliyeti, yiiksek hiicre zar1 gegirgenligi ve ultrasesin iyonize olmayan radyasyon simifinda
yer almasi nedeniyle umut verici bir non-invaziv terapétik yontemdir(D. Li ve digerleri,
2021). Son yillarda, nanoteknolojinin gelismesiyle birlikte, nanopargacik bazli yiiksek
¢Ozlnlrliklii sonosensitizer aracili SDT ¢alismalari olduk¢a 6nem kazanmistir(Guo ve

digerleri, 2021).

SDT’nin kanser hiicrelerini 6ldiirmesinde etkili olan ROS iiretimi, kavitasyon etkisi
teorisi, apoptozu indiikleme, anti-tiimor bagisikligini iyilestirme, anjiyogenezi sinirlama ve
hipertermi olusturma olmak {izere alt1 teorik mekanizma bildirilmistir (Rengeng ve digerleri,
2017). SDT etki mekanizmalarimin anlagilmasi ve tedavi etkinligindeki rollerinin

belirlenmesi, tedavi basarisin1 ve SDT nin klinik ¢aligmalarda uygulanabilirligini arttiracaktir.

Klorin e6 (Ce6), yiiksek toksik etki gostermeyen ve SDT’de etkinligi kanitlanmig bir
sensitif ajandir. Klorin e6 aracili SDT’nin hiicreleri apoptotik ve nekrotik olarak o6liime

gotiirdiigi bildirilmistir. (Chen ve digerleri, 2013; Koken, 2020; Q. Li ve digerleri, 2014)

Prostat kanseri, erkeklerde en yaygin teshis alan maligniteler arasinda ikinci sirada yer

almaktadir (Freitas ve digerleri, 2011).

Bati iilkelerinde prostat kanseri teshisi almis hastalarin % 50’si radyasyon tedavisi
gormektedir. Tam olarak iyonize radyasyondan kaynaklandig1 kanitlanmasada, radyoterapi ile
tedavi edilen prostat kanserli hastalarda radyoterapi icermeyen yontemlerle tedavi edilenlere
kiyasla rektum kanseri riskinde 6nemli bir artis oldugu caligmalarda gosterilmistir (Nugent ve
digerleri, 2022). Bu nedenlerden dolay1 kanser caligmalarinda yeni tedavi yontemleri arayisi

giincel 6nemini korumaktadir.

Bu ¢alismanin amaci akustik kavitasyonun klorin e6 aracili sonodinamik terapide hiicre
canliligi tizerindeki etkinligini gostererek sonodinamik terapi etki mekanizmalarinin

aydinlatilmasina katki saglamaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ultrases

Insan kulagmin isitemeyecegi 20 kHz ve iizeri ses dalgalarina ultrases denilmektedir
(Abu-Zidan ve digerleri, 2011). Ultrasesi tanimlarken frekans ve dalga boyu kavramlari
kullanilmaktadir. Frekans, bir ses dalgasinin saniyedeki titresim sayisidir ve birimi Hertzdir.
Dalga boyu ise sesin tek bir dongiide kat ettigi mesafedir. Dalga boyu ve frekans arasinda ters
iliski vardir, bir dalganin boyu ne kadar kiiciikkse frekansi o kadar yiiksektir (Powles ve
digerleri, 2018). Ultrases enerjisi ortamda sikistirma ve seyreklestirme fazlarindaki

degisimlerle yayilmaktadir. (Robinson, 2007)

Dalga boyu , A

Basing — A \

T/\/\/\/\/

Mesafe ’

G LR ERREEE LR L

Sekil 1. Ses dalgasinin sekilsel gosterimi (Modifiye sekil (Robinson, 2007))

Ultrases darbe oranlarina gore siirekli ve pulslu ultrases olarak iki smifta incelenir.
Darbe siiresi 2 ms olan bir dalga %50 gérev dongiisiinde 2 ms agik, 2 ms kapali durumdadir;
%25 gorev dongiisiinde ise 2 ms agik 6 ms kapali durumdadir. Sekil 2’ de ¢esitli darbe

oranlarina ait gorev donglisti gosterilmistir.



%50 puls
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Sekil 2. Ultrases darbe oranlarinin gosterilmesi

2.1.1. Ultrasesin Biyofiziksel Etkileri ve Tipta Kullanim Alanlar:

Ultrasesin biyofiziksel etkileri termal ve termal olmayan etkiler olarak iki temel baslik
altinda toplanmaktadir (Baker ve digerleri, 2001). Ultrases tarafindan dokularda indiiklenen
sicaklik, dokunun yogunluguna ve uygulanan ultrasesin gii¢ yogunlugu ve frekansina baglidir.
Ultrasesin  1s1  tretme 0Ozelligi  kas iskelet sistemi rahatsizliklarinin  tedavisinde
kullanilmaktadir. Yiiksek yogunluklara odaklanmig ultrasesin (HIFU), proteinleri denatiire
etmek ve dokulart pihtilastirmak i¢in yeterince yiiksek sicaklik iiretebildigi gosterilmistir.
Yiksek yogunluklu ultrases, klinik uygulamalarda bobrek taslarini, fibroidleri ve kraniyal
timorleri yok etmek i¢in kullanilmigtir (Darrow, 2019; Maloney ve Hwang, 2015). Ultrasesin

termal ve termal olmayan etkileri Sekil 3 te gdsterilmistir.

ULTRASES

,//
P

N

N
A

Termal Olmayan Etkiler

e Doku uzayabilirliginde e Kavitasyon
artis e Akustik mikro akis

e Kan akiginda artis e Stimiilasyon

* agri modulasyonu A.Fibroblast aktivitesi,

e Hafif inflamatuar protein sentezinde
yanit artis

e Eklem sertliginde B.Artan kan akisi
azalma C.Doku rejenerasyonu

* Kas spazminin D.Kemik iyilesmesi
azaltilmasi

Sekil 3. Ultrasesin termal ve termal olmayan etkileri



Diisiik yogunluklarda doku sicakligi degisikliklerinin minimum oldugu ve ¢ok sayida
caligmada diisiik yogunluklu odaklanmis ultrasese (LIFU) maruziyetin herhangi bir patolojik
degisiklige sebep olmadigi bildirilmistir. Ultrasesin termal olmayan etkileri arasinda mekanik
basing, radyasyon kuvveti ve kavitasyonun yani sira kan-beyin bariyerinin bozulmasi gibi
organa 0zgi etkiler ve sinir sistemindeki hiicre zarlar1 lizerindeki etkiler yer alir (Rinaldi ve

digerleri, 1991; Tufail ve digerleri, 2010).

Ultrases dalgas1 dokuyla karsilastiginda gerceklesebilecek dort durum bulunmaktadir.

Bunlar; sagilma, kirilma, yansima ve ateniiasyondur. Ultrases doku etkilesimleri Sekil 4’te

goriilmektedir (Lawrence, 2007).
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Sekil 4. Ultrasesin dokuyla etkilesiminin sematik gosterimi. Modifiye sekil (Lawrence, 2007)

Yansiyan dalgalar ultrasonografinin temelini olusturmaktadir (Abu-Zidan ve digerleri,
2011). Ultrasesin ilerleyisi sirasinda yansima olusturmasi i¢in gectigi ortamlarin akustik
empedansinin farkli olmasi gerekmektedir. Akustik empedans sesin iletimine kars1 gdsterilen
direng olarak tamimlanmaktadir. Ses ilerlerken karsilasilan ortamlarin akustik empedanslar
esitse yanki olusturulamaz (Powles ve digerleri, 2018). Akustik empedans farki kiiciikse,

zaylf bir yanki iretilecek ve ultrasesin ¢ogu ikinci ortamda ilerleyisine devam edecektir
(Lawrence, 2007).



2.2. Ultrasonik Kavitasyon

Akustik dalga sivi ortam igerisinde pozitif ve negatif basing salinimlari olarak
ilerlemektedir. Bir ses dalgasi, sividaki gaz igeren bosluklara siniizoidal olarak degisen bir
basing uygular. Seyreklesme bdlgelerinde basing genligi sivinin ¢ekme mukavemetini
astiginda, kavitasyon kabarciklar1 adi verilen kiigiik, buharla dolu bosluklar olusur (Leong ve
digerleri, 2011; T. Y. Wu ve digerleri, 2013). Genel olarak, saf sivilar biiyiik gerilme
mukavemetlerine sahiptir ve bu nedenle mevcut ultrasonik jeneratorler, kavitasyona neden
olmak i¢in yeterince yiiksek negatif basing iiretemezler. Bununla birlikte saf olmayan
stvilarda ¢ok sayida kiigiik pargaciklarin, dnceden var olan ¢6ziinmiis katilarin ve diger
kirleticilerin varlig1 nedeniyle gerilme mukavemeti azalir. Sividaki safsizliklar, bir sivida
kavitasyon kabarciklarinin c¢ekirdeklenmesinin meydana gelecegi zayif noktalar1 temsil eder.
(T. Y. Wu ve digerleri, 2013) Saf su kullanildiginda, kavitasyon i¢in 1.000 atm'den fazla
negatif basing gerekirken, musluk suyunda kabarcik olusturmak i¢in sadece birka¢ atmosfer
basincin yeterli olacagi gosterilmistir (Chowdhury ve Viraraghavan, 2009).

Sivinin bazi bdlgelerindeki basing negatif hale geldiginde, gazin c¢oziiniirliigiiniin
basingla orantili olmasi nedeniyle sivida ¢oziinen gaz son durumda sivi igerisinde
¢Oziinemedigi icin birgok gaz kabarcigi ortaya ¢ikmaktadir. Ultrases tarafindan olusturulan
basing degisimleri sonucunda kabarcik olusturulmasi ultrasonik (akustik) kavitasyon olarak
adlandirilmaktadir (Ashokkumar ve digerleri, 2010). Kavitasyon genellikle akis tarafindan
tasinan mikroskobik g¢ekirdeklerden baslatilir. Bu tiir ¢ekirdekler, makroskopik bosluklarin
olusturuldugu ve diisiik basing bolgelerinde biiylime goOsteren sivi i¢in zayif noktalardir
(Franc, 2007). Akustik basing belirli bir yogunluktan daha yiiksek bir degere yiikseltilirse,
stvi molekiiller arasindaki mikroskobik mesafe, ¢coziicli buharlar1 veya ¢oziinmiis gazlar iceren
bosluk olusumunu baglatmak i¢in yeterince uzak hale gelir. Bir bosluk olusturmak i¢in

akustik basincin minimum gereksinimi Blake esigi, P g olarak adlandirilir (Esitlik 1).

2 1/2
P, Py + 2 (R_:)3
B — Io 2l 20.
313 +3D)
0

Esitlik 1. Bir bosluk olusturmak igin akustik basincin almasi gereken minimum deger,

Blake esigi (Formiilde kabarcik i¢i buhar basinci ihmal edilmistir.)



Formiilde Pgsivi iizerindeki statik basingtir, Ro olusan kabarcigin ilk yarigapidir ve
26/ Ro, varsayilan kabarcigin yiizey gerilimidir. Bir siv1 tizerindeki diisiik yiizey gerilimi ve
disiik  statik  basing, kavitasyon c¢ekirdeklerinin  olusumunu ve  biiylimesini
destekler. Sivilardaki safsizliklarin ve heterojen yariklarin varligi, yiizey gerilimini azaltarak
kavitasyonun gercek basing esigini diisiiriir. Islenmemis solventler i¢in Blake esik degeri,
ultra saf solventlerdekinin yaklasik %1-10"u kadardir (Luo ve digerleri, 2015).

Olusan mikro kabarcik, negatif akustik basing agamasinin sonuna kadar siirekli olarak

yaklasik 2—150 um maksimum kabarcik yarigapina kadar biiyiir.

< dalga bovu >

Yavilma eksend

L J

- <+—p

sikisma sevreklesme

Sekil 5. Birkag¢ periyod boyunca kabarcik olusumu, kabarcik biiyiimesi ve ardindan ¢kme
olaymin grafiksel ozeti. Kabarcik uygulanan ses dalgasiyla ayni fazda salinir, sikistirma

sirasinda boyutu kii¢iiliir ve seyreklesme sirasinda genisler.

Sekil 5'te goriilebilecegi gibi olusan bir kabarcik, rezonans boyutu olarak bilinen kritik
bir boyuta ulagana kadar biiyiiyebilir. Bir kabarcigin rezonans boyutu, ses alaninin uygulanan
frekansina baglidir. Kabarciklar, biiylimeye bagli olarak rezonans boyutlarina ulastiginda, iki
olas1 durum meydana gelebilir: Birinci durumda kabarcik kararsiz hale gelebilir ve tek bir
akustik dongiide veya az sayida dongiide siddetli bir sekilde ¢okebilir. Bu duruma gegici
kavitasyon denilmektedir. Diger olasilik, kabarcigin birgok dongii boyunca dogrusal rezonans

boyutunda veya yakininda salinmasidir. Buna kararli kavitasyon denilmektedir (Leong ve



digerleri, 2011). Kabarciklarin ¢okiisii, gecici olarak yiiksek sicaklik ve basing olusumuna
neden olur. Asir1 sicaklik ve basing kosullari nedeniyle bu kabarciklar iginde 151k emisyonu
(sonoliiminesans, SL) ve yiiksek oranda reaktif radikallerin olusumu meydana gelir

(Ashokkumar ve digerleri, 2010).

2.2.1. Kavitasyon Kabarciklarim Etkileyen Faktorler

Frekans;

Yiiksek frekans, kavitasyon etkisini azaltmaktadir. Yiiksek frekansta seyreklesme dongiisii
tarafindan iiretilen negatif basing ya siire ve yogunluk olarak kavitasyonu baslatmak icin
yetersizdir ya da sikistirma dongiisii, mikrokabarciklarin ¢6kme zamanindan daha hizli
gerceklesir (Adewuyi, 2001).

Daha diisiik frekansta, daha siddetli kavitasyonlar iiretilecek ve bu da daha yiiksek lokalize
sicakliklar ve basing ile sonuglanacaktir (Vajnhandl ve Le Marechal, 2005).

Yogunluk;

Artan yogunluk akustik genligi artiracak ve bu da daha siddetli bir kavitasyon balonu
cokmesine neden olacaktir (Adewuyi, 2001; T. Y. Wu ve digerleri, 2013).

Coziicii ozellikleri;

Yiiksek buhar basincina, diisiik viskoziteye ve diisiik yiizey gerilimine sahip ¢oziiciilerde
bosluklar daha kolay olusur. Bununla birlikte, buhar basinci ne kadar yiiksek olursa,
kabarciklarin ¢okmesi o kadar az siddetli olacaktir, ¢iinkii kabarciklara giren daha fazla buhar
olacaktir (Peters, 1996).

Gaz ozellikleri;

Coziiniir gazlarin varligi, daha fazla sayida kavitasyon c¢ekirdeginin olusmasina neden
olacaktir. Bununla birlikte, daha yiiksek gaz ¢oziiniirliigii, daha fazla gaz molekiiliiniin
kavitasyon kabarcigina diflize olmasina neden olarak, ¢cokmesinin daha az siddetli olmasina
neden olur (Vajnhandl ve Le Marechal, 2005).

Dis basing;

Sivinin basincindan daha yiiksek dig basing, sivinin buhar basincini diisiirtir ve kavitasyonu
baslatmak i¢in gereken ultrases yogunlugunu artirir (Vajnhandl ve Le Marechal, 2005)
Sicaklik;

Ucucu olmayan substratlar i¢in reaksiyon sicakliginin diisiiriilmesi sonokimyasal reaksiyon

hizlarinda bir artisa neden olacaktir. Kavitasyon yogunlugundaki artisa, buhar basincinin



diismesi neden olur ve boylece, kavitasyonel ¢okiisii yumusatmak i¢in kabarciklara yayilan

buhar miktarini azaltir (Adewuyi, 2001; T. Y. Wu ve digerleri, 2013).

Bir sivinin iginde yayilan akustik dalganin negatif basincinin siviyr parcalamaya
yetecek kadar giiclii (sok dalgasi litotripsisinde ~ 10 MPa) oldugunda, kabarciklarin olustugu
gosterilmigtir. Ultrases frekansi ve kabarcik boyutu arasindaki iliski incelendiginde frekans
arttikca kabarcik boyutunun kiigtildiigii ve dagiliminin daraldigr bulunmustur (Brotchie ve
digerleri, 2009).

Tablo 1. Cesitli ultrases frekanslarinda teorik ve deneysel kabarcik yarigaplari (Brotchie ve
digerleri, 2009)

Frekans(kHz) | Lineer Rezonans | Ortalama oOl¢iilen
Yarigap (um)* kabarcik yarigap1 (um)

20 150

140 21

213 14 3,9

355 8,5 3,2

515 58

647 4,6 2,9

875 3,4 2,7

1000 3,0

1056 2,8 2,0

1100 2,7

Tablo 1’ de deneysel Olgiimler ve teorik hesaplamalar sonucunda frekans arttikga
kabarcik yarigapinin kiigiildiigii goriilmektedir. Deneylerin tekrarlanabilirligine gore kabarcik
olusturmak i¢in en verimli frekansin 1056 kHz oldugu bulunmustur.

Ultrasonik giiciin kabarcik yarigapi iizerine etkisi Sekil 4 te goriilmekedir. Akustik
giiciin artistyla birlikte bir degere kadar kabarcik yarigapinin arttigi goriilmektedir (Brotchie et
al., 2008).



Ortalama Kabarcik Yancap: (pm)
[

0 5 10 15 20 25 30
Akustik giig (W)

Sekil 6. 1056 kHz frekans altinda akustik giic ve kabarcik boyutu iligkisi (Brotchie ve

digerleri, 2009)

2.2.2. Akustik Kavitasyon Ol¢iim Yontemleri

Akustik kavitasyonun miktarint 6lgmek i¢in kullanilan yontemler uygulanan frekansa
gore degisiklik gostermektedir. Sicaklik degisimini 6lgmek, basing degisimini 6lgmek, bir
malzeme iizerindeki asinimi 6lgmek kullanilan enerji 6l¢lim yontemlerindendir (Cigekdag,
2013).

Ultrasonik banyolarin i¢ine veya ultrasonik kornalarin yakinina yerlestirilen
aliminyum folyolar, kavitasyon aktivitesini belirlemek i¢in yapilan en temel testler
arasindadir ancak folyo testinin standardizasyon i¢in uygun bir yontem olmadigr sonucuna
vartlmis ve alternatif olarak ultrasese maruz kalan kursun parcalarimin veya boyali cam
ylizeylerin aginmasini igeren alternatif yontemler gelistirilmistir (Krefting ve digerleri, 2004;
Verhaagen ve Rivas, 2016).

SonoCheck ™ | ultrasese maruz kalma nedeniyle birka¢ dakika iginde renk degistiren
ve bu nedenle ultrasonik aktivite gostergesi olarak kullanilabilen soliisyona sahip bir
sisedir. Ana bilesenleri kloroform, tampon ¢ozelti ve pH'a duyarli bir boyadir; calisma
prensibi kloroformun ultrasonla bozunmasina dayanmaktadir. Kloroform konsantrasyonu

kavitasyon ile azaldigindan, ¢6zeltinin pH'1 degisir ve bu nedenle sise ¢Ozeltisinin rengi
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degisir. SonoCheck ™ ayrica bir ultrasonik banyonun performansinin  zaman iginde
izlenmesine izin vermektedir (Verhaagen ve Rivas, 2016).

Pasif kavitasyon dedektorleri, bir sivida kavitasyon varligini tespit etmek icin siklikla
kullanilir. Coken kabarciklar, uygun bir hidrofon kullanilarak yakalanabilen yiiksek frekansli
akustik sinyaller (beyaz giiriiltii) tiretir. Yiiksek frekans bileseni, sinyal analizi kullanilarak
arastirilabilir. Referans Olglime kiyasla yiliksek frekansli sinyaldeki artig, kavitasyonun
varhigim1 gosterir. Akustik basincin Slgiilmesi kavitasyon miktartyla ilgili dogrudan bilgi
vermese de kavitasyonun meydana gelme olasilig1 hakkinda bilgi verir(De Santis ve digerleri,
1967; Verhaagen ve Rivas, 2016).

Yiiksek hizli kameralar kullanilarak kabarcik davranislar1 gozlemlenebilir. Kabarcik
dinamiklerini dogru bir sekilde ¢cozmek icin genellikle 100.000 kare/sn diizeyinde kare hizlari
gerekir. Birkag milyon kare/saniyelik kare hizlarin1 kullanarak yapilmis ve kavitasyonla ilgili
degerli bilgiler veren ¢alismalar mevcuttur(Verhaagen ve Rivas, 2016; Zijlstra ve digerleri,
2015).

Kavitasyonun etkilerini saptamak ve Olgmek icin cesitli sonokimyasal yontemler
gelistirilmigtir . Klor salma  testi, ultrasonik kavitasyona maruz kaldiginda klor
salan potasyum kloriirde ¢oziinen karbon tetrakloriiriin ayrismasina dayanir . Klor, potasyum
ile reaksiyona girerek iyot verir; 1s1k emilimi , konsantrasyon arttik¢a spektroskopik olarak
analiz edilebilir(Mason ve digerleri, 1994; Verhaagen ve Rivas, 2016).

(Coken kabarciklarin olusturdugu sonoliiminesans tarafindan yayilan 151k, foto ¢ogaltici
tiipler ve kameralar gibi hassas dedektorler kullanilarak 6lgiilebilir. Coken kabarciklarin
bulundugu boélgeleri haritalamak i¢in bir yontem de kabarcik ¢okmesi sirasinda olusan
OH "radikalleri ile reaksiyona giren luminol gibi kimyasallarin kullanilmasidir. Uygun
karanlik kosullarda fotograf kameralari, bu 15181 algilayacak ve ultrasonik bir reaktdrdeki
kavitasyon dagilimi hakkinda uzamsal bilgi verecek kadar hassastir(Macedo ve digerleri,

2014).
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Birincil etkilerle 6l¢iim
Basing
Sicaklik
Baloncuk aktivitesi

Deneysel Calismalar ikincil etkilerle 6l¢iim

iyodin dozimetri
Fricke dozimetri
Salisilik asit dozimetri
Elektrik iletim Slcimi

Kavitasyon aktivite Floresan metot

dagilimini 6lgmek igin Aliminyum folyo aginmasi

kullanilan yéntemler .
Polimer ayrismasi

. Dalga esitligi ¢ozimiyle
Teorik Calismalar . o ol
Baloncuk dinamigi denklemi ¢oziimiyle

Sekil 7. Kavitasyon aktivitesi 6l¢lim yontemleri modifiye sekil (Verhaagen ve Rivas, 2016)

2.3. Kanser

Kanser, genetik mutasyonlar sonucu kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasiyla karakterize bir
hastaliktir. S6z konusu mutasyonlar; belirli DNA bazlarinin kararsizligi ve serbest oksijen
radikalleri gibi endojen uyaranlar tarafindan gerceklesebilecegi gibi iyonize radyasyon veya
UV  maruziyeti, kanserojen kimyasallar gibi eksojen uyaranlar tarafindan da

gerceklesebilmektedir (Bertram, 2000).

2.3.1. Prostat Kanseri insidans:1 ve Tedavi Yontemleri

Prostat kanserleri, bazal hiicrelerin yoklugu, glandiiler olusum, androjen reseptorii
(AR) ve prostata 6zgii antijen ekspresyonu dahil olmak {izere luminal farklilasma 6zelliklerine
sahip malign tiim6r  hiicrelerinin  kontrolsiiz  proliferasyonu ile  karakterize

adenokarsinomlardir (Tai ve digerleri, 2011).

Prostat kanseri erkeklerde en yaygin goriilen ikinci solid timérdiir ve kansere bagl

Oliimlerin besinci nedenidir (Gandaglia ve digerleri, 2021). Prostat kanserinin ayirt edici bir
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ozelligi, yaslanma ile yakin iligkisidir; yaslanma prostat kanseri i¢in en Onemli tek risk
faktoriidiir. Prostatik intraepitelyal neoplazi olarak bilinen pre-neoplastik lezyonlar yirmili
yaslardaki erkeklerde bulunabilmesine ragmen Kklinik olarak saptanabilir prostat kanseri

genellikle 60 veya 70 yasina kadar kendini gostermez (Abate-Shen ve Shen, 2000).

Prostat kanseri insidansi, hem yiiksek riskli hem de diisiik riskli popiilasyonlarda
artmakta olup, nedenleri iilkeler arasinda farklilik gostermektedir. ABD'de, artislar esas olarak
prostat kanseri konusunda artan farkindalik ve herhangi bir semptomu olmayan

erkeklerde prostat spesifik antijen ile yaygin taramadan kaynaklanmaktadir (Gronberg, 2003).

Bat1 iilkelerinde prostat kanseri teshisi almis hastalarin %50 si radyasyon tedavisi
gormektedir (Nugent ve digerleri, 2022). Bunun yani sira tedavi igin yiiksek yogunluklu
odakli ultrases (HIFU), brakiterapi, androjen yoksunlugu terapisi, kemoterapi ve cerrahi
kullanilan diger tedavi yontemlerindendir (Collins ve digerleri, 2022; Denmeade ve Isaacs,

2002; Sharifi ve digerleri, 2005; Zaorsky ve digerleri, 2017).

Hem hastalik insidansinin yiiksek olmasi hem de mevcut tedaviler sonrasi gelisen
komplikasyonlarin minimize edilmek istenmesi sonucu yeni prostat kanseri tadavi yontemleri
arayis1 glincelligini korumaktadir (Cakici ve digerleri, 2022; Hayashi ve digerleri, 2022; D. K.
Kim ve digerleri, 2022; Maalouf ve digerleri, 2022).

2.4.Fotodinamik Terapi

Fotodinamik terapi (PDT), sonunda apoptoz veya nekroz yoluyla hiicre liimiinii hedefleyen
serbest oksijen radikalleri liretmek icin 151k ve molekiiler oksijen varliginda aktive olan bir
1518a duyarlilastiric1 kullanan alternatif bir tedavi yontemidir. Ug temel bileseni vardir; bunlar
fotosensitif ajan, oksijen ve 1siktir. (CALISKAN; Correia ve digerleri, 2021; Niculescu ve

Grumezescu, 2021)
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Sekil 8. Fotodinamik Tedavi temel bilesenleri

PDT iki temel mekanizmadan olusmaktadir; Tip 1 ve Tip 2. Tip 1 mekanizmada 151k
enerjisi dogrudan elektron/hidrojen transferi (radikal mekanizma) yoluyla uyarilmig
molekiillerden biyomolekiillere geger ve biyomolekiillerde spesifik hasar ve radikal zincir
reaksiyonlarinin baglamasiyla sonuglanir. Tip Il mekanizmada ise uyarma enerjisi molekiiler
oksijene (302) aktarilir, bu da son derece elektrofilik olan, membranlara, proteinlere ve
DNA'ya zarar verebilen singlet oksijenin (*O2) olusumu ile sonuglanir (dos Santos ve
digerleri, 2019) .

PDT, etkinligi malign ( gastrointestinal, cilt, bag ve boyun ve jinekolojik kanserler) ve
malign olmayan (yasa bagli makula dejenerasyonu, sedef hastaligi) hastaliklarda gosterilmis

bir tedavi yontemidir (Gunaydin ve digerleri, 2021).

2.5. Sonodinamik Terapi

SDT bilimsel temeli, diisiik yogunluklu ultrases, molekiiler oksijen ve sensitif ajanin
es zamanli kombinasyonu yoluyla ROS iiretilmesine dayanir. Ultrasesin yoklugunda, sensitif
ajan toksik degildir ve molekiiler oksijen varliginda ultrases ile etkilesim tizerine toksik
etkiler uygular (Costley ve digerleri, 2015).

SDT'nin hedef hiicreleri 6ldiirmek igin ana mekanizmasi, ROS teorisi, kavitasyon
etkisi teorisi, apoptozu indiikleme, anti-tiimor bagisikligini iyilestirme, anjiyogenezi sinirlama
ve hipertermi olusturma olmak iizere alt1 yonii igerir. (X. Li ve digerleri, 2022; Lin ve

digerleri, 2020; Rengeng ve digerleri, 2017).
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2.5.1. ROS Teorisi

ROS, normal hiicre aktivitesinin yan triinleridir. Bir¢ok hiicresel bolmede {iretilirler
ve sinyal yollarinda 6nemli rol oynarlar. ROS'un asir1 iiretimi, ¢esitli hastaliklar (kanser,
kardiyovaskiiler, ndrodejeneratif ve metabolik bozukluklar dahil), iltihaplanma ve yaslanma
ile iliskilidir. Timorler, gelisimlerinde artan  seviyelerde siirekli olarak ROS
iretirler. Oksidatif stres, DNA hasar1 yoluyla tiimoriin baglamasini, ilerlemesini ve tedaviye
direng gostermesini destekleyebilir, bu da hiicre metabolizmasinin ve sinyallemenin yeniden
programlanmasina yol acabilir. Aksine, yliksek ROS seviyeleri tiimdr hiicresi oliimiinii
indiikleyebilir (Snezhkina ve digerleri, 2019).

ROS, hiicrelerdeki en yaygin oksidanlardandir. ROS; molekiiler oksijenin siiperoksite
(O2.), hidrojen peroksite (H20z), lipid peroksite (ROOH) veya karsilik gelen hidroksil (HO.)
ve peroksil (ROO.) radikallerine indirgenmesiyle olusur. (Gaschler ve Stockwell, 2017)

Sonosensitizerler, sesin enerjisini absorbe ederek singlet oksijen veya hidroksil
radikalleri gibi ROS molekiillerini iiretmek i¢in aktive edilir. ROS iretimi SDT etkinligini
yorumlamak i¢in kullanilan bir parametredir. Ultrasesin ROS iiretmek i¢in sensitizerle hangi
mekanizma araciligiyla etkilesime girdigi hala {izerinde calisilan bir konudur. Tablo 2’de
literatiirde SDT uygulamalarinda kullanilan sonosensitizerlerin uygulama frekanslar1 ve
tirettikleri ROS tiirevleri goriilmektedir (McHale ve digerleri, 2016).

Belirli bir frekans ve siddette ultrases tarafindan uyarildiktan sonra, ses dalgasinin
verdigi enerji, sonosensitizerlerin temel seviyeden uyarilmis seviyeye geg¢mesine neden
olur. Uyarilmis elektron temel duruma dondiigiinde, ROS, lipid peroksidasyonu ile hiicreyi
Oliime gotiiriir. Bildirilen ROS etki mekanizmasi Sekil 9°da gortilmektedir. ROS'un 6mrii gok
kisadir (10-320 ns), bu nedenle yalmizca 10-55 nm'lik bir mesafeyi etkileyebilir. Sonug
olarak, yalnizca uyarilmig sonosensitif ajana yakin hiicreler ROS tarafindan bozulmalara
ugratilmaktadir (N. Wu ve digerleri, 2022).
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Sekil 9. SDT’ nin ROS etki mekanizmasi modifiye sekil (Rengeng ve digerleri, 2017)

Ultrases enerjisi ile ROS {iretim mekanizmasini agiklayan iki hipotez tiiretilmistir.

Bunlar sonoliiminesans ve piroliz hipotezidir (Rengeng ve digerleri, 2017).

2.5.2. Sonoliiminesans Hipotezi

Ultrasonik kavitasyon kabarciklarinin ¢okiisii sirasinda kabarcik icerisindeki gazin
tiriine gore degisen, sonoliiminesans adi verilen 151k emisyonu gerceklesmektedir
(Ashokkumar ve digerleri, 2010). Soliisyonlarda bu 1s1k emisyonu incelenmis ve emisyonun
400-450 nm civarinda zirve yaptig1 gosterilmistir. Bu nedenle sonoliiminesanstan gelen 15181
hematoporfirin gibi sensitif ajanlar1 PDT'ye benzer sekilde aktive edebilecegi One
stirilmustiir. Bu konuyla alakali aragtirmalar genellikle in vitro ortamda yapilmis ve canli
dokularin %70 su icermesi sebebiyle sudaki sonoliiminesansin emisyon spektrumunun
dokudaki spektrumu temsil edebilecegi kabul edilmistir (Costley ve digerleri, 2015). In vivo
uygulamalarda da ultrasesin dokuda sonoliiminesans emisyonuna neden oldugu 06zel
kemiliiminesans analiz ajanlar1 kullanilarak gosterilmistir (He ve digerleri, 2002).

Saf suda gergeklesen sonoliiminesans, kabarciklarin iginde ve gevresinde olusan
hidroksil plazma ile ilgili olan ultraviyole ya da mavi emisyon iiretir (Song ve digerleri,
2021).
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2.5.2.1. Sonoliiminesans Tiirleri

Sonoliiminesansin iki smifi vardir: ¢oklu kabarcikli sonoliiminesans (MBSL, Resim
1B) ve tek kabarcikli sonoliiminesans (SBSL, Resim 1A) (Rooze ve digerleri, 2013).
B)

Resim 1. SBSL ve MBSL i1sima fotograflar1 A, Ksenon ile kismen gazlandirilmis agirlikga
%85 H2S04 icinde tek kabarcikli sonoliiminesans; B, Ksenon ile doyurulmus agirlik¢a %96

H2SO4 i¢inde ¢ok kabarcikli sonoliiminesans (Rooze ve digerleri, 2013)

SBSL ile ilgili goze ¢arpan 6zellikler incelendiginde 151k emisyonunun ¢ok kisa bir
omre sahip oldugu (35-350 ps) ve balonun ¢okmesinin bitiminden hemen 6nce gerceklestigi
goriiliir. MBSL'den farkli olarak, normal kosullar altinda sivilardan goézlemlenen SBSL
spektrumlari, uyarilmis molekiiler veya atomik tiirlerden emisyona atfedilebilecek herhangi
bir karakteristik bant gostermez (Ashokkumar ve digerleri, 2010). Matula ve arkadaslar1 NaCl
cozeltilerinde MBSL ve SBSL'nin spektral 6zelliklerini arastirmis MBSL spektrumlarinda
OHe ve Nae'in karakteristik emisyon bantlarin1 gozlemlemis ve bu emisyon bantlarinin
SBSL spektrumlarinda bulunmamasi sonucunda MBSL ve SBSL'yi olusturan kavitasyon
kosullarinin farkli oldugu sonucuna varmistir (Matula ve digerleri, 1995).

MBSL'de emisyon, salinan kabarciklardan olusan bir bulut tarafindan olusturulur.
Sivinin gazi genellikle alinmaz. Ses alaninin etkisiyle zaten mevcut olan cekirdeklerden
kabarciklar biiyiitiiliir. Kabarcik karakteristiklerini ve ses alanini arastirmak SBSL'ye kiyasla
daha zordur, c¢iinkii birbirini gizleyen ve sesi yansitarak ve yayarak ses alanin1 mekansal ve

zamansal olarak diizensiz hale getiren bir¢ok kabarcik vardir (Rooze ve digerleri, 2013).
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Genel olarak, SL yogunlugunun, balonun maksimum sicakligi ile dogrudan bir iliskisi
oldugu kabul edilir. SL yogunlugu, soy gazin atom agirligiyla orantilidir. Farkli soy gazlar
i¢cin SL yogunluklarindaki bu fark, kavitasyon kabarciklari tarafindan elde edilen maksimum
kabarcik sicakliklarindaki farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Helyumun 1s1l iletkenliginin soy
gazlar arasinda en yiiksek oldugu ve soy gazin atom agirliginin artmasiyla 1s1l iletkenliginin
azaldig1 bilinmektedir. Kabarciktan ¢evreye yiiksek 1s1 iletildigi i¢in, helyumla doymus suda
maksimum kabarcik sicakligir daha diisiiktiir ve bu da soygazlar arasinda en diisiik SL'ye yol
acmakadir (Ashokkumar ve digerleri, 2010). Sulu ¢6zeltilerde ugucu ¢odziinen maddelerin
varliginin, yaygin olarak SL sondiirme olarak adlandirilan SL yogunlugunu azalttig

bulunmustur (Harvey, 1939).

2.5.2.2. Sonoliiminesansi A¢iklayan Teoriler

Sonokimyasal etkileri aciklamak i¢in gelistirilen dort teori vardir: (1) sicak nokta
teorisi; (2) elektrik teorisi; (3) plazma desarj1 teorisi ve (4) siiper kritik teori. Bu teoriler ¢esitli
tepkime bigimlerine yol agar: pirolitik bozunma, OH- oksidasyonu, plazma kimyas1 ve siiper
kritik su oksidasyonu (T. Y. Wu ve digerleri, 2013). Bu teoriler arasinda sicak nokta teorisi,
cevresel alandaki sonokimyasal reaksiyonlar1 agiklamada yaygin olarak kabul edilen teoridir

(K. Suslick ve digerleri, 1999; K. S. Suslick ve digerleri, 1990).

2.5.3. Piroliz Hipotezi

Ultrases tarafindan olusturulan kavitasyon kabarciklarinin patlamasi sonucu 10000 K’
lik gegici 1s1 iretimi gerceklesir ve yakindaki alanin sicakliginin artmasina neden olur. Sonug

olarak, sonosensitif ajanlar uyarilir ve ROS iiretilir (Foglietta ve digerleri, 2022).

2.5.4.Kavitasyon Teorisi

SDT'nin temel etki mekanizmasinin ses dalgasinin neden oldugu mekanik basingla
iliskili oldugunu savunan hipotezdir (Alphandéry, 2022). Kavitasyon, hiicre iskeletini kirarak
hiicreleri dogrudan o&ldiiriir, ayrica bir¢ok arastirma ultrasesin hiicre zarinin gegirgenligini
degistirebilecegini ve bu durumun da sonosensitif ajan gibi yiiksek molekiiler bilesiklerin
hiicrelere tasinmasina yardimci oldugunu bildirmistir (Huang ve digerleri, 2022). Kavitasyon

teorisinde ultrases kaynakli ¢oken kabarciklar tarafindan salinan enerji, piroliz igin yeterli
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kosullar1 saglayan yiliksek sicaklik ve basing olusturarak ROS diretir. Kabarcik ¢okmesi

sirasinda salinan enerji, meydana geldigi sivi i¢erisinde kimyasal reaksiyonlara neden olabilir.

Bu durum apoptotik ve nekrotik hiicre dliimlerine sebep olmaktadir(Foglietta ve digerleri,

2022).

2.5.5. Apoptozun Indiiklenmesi

SDT’ de apoptozu indiikleyen ii¢ mekanizma bildirilmistir:

1.

SDT, mitokondriyal membran potansiyelini  (MMP) azaltmak i¢in Bcl-2 ailesi
proteinlerinin ekspresyon seviyesini degistirilebilir ve asir1 ROS iiretiminden
kaynaklanan apoptozu indiikleyebilir. Yiiksek Bcl-2 ekspresyonu apoptozu inhibe
edebilir, ancak her ikisi de mitokondri zarinda yer almasina ragmen yiiksek BAX
ekspresyonunu destekleyebilir. Calismalar, SDT'nin Bcl-2 ifadesini asagi regiile
edebildigini ve BAX ifadesini yukar1 regiile edebildigini gostermistir. SDT,
mitokondriyal membran iizerindeki proteinlerde degisiklikler meydana getirerek,
mitokondrinin gegirgenligini arttinr ve MMP’yi azaltarak apoptozu indiikler
(Rengeng ve digerleri, 2017).

SDT, mitokondriyal membrana asir1 kalsiyum iyonu yiikleyerek apoptozu indiikler.
Literatiirde bildirildigi gibi, SDT mitokondriyal membran iizerindeki Ca?" asir1
yiklenmesini giiclendirebilir ve hedef hiicrelerin apoptozunu indiikleyebilir. Asiri
yiiklenmis Ca?* mitokondri zarinin gecirgenligini degistirir, apoptoz faktdriiniin
salinimimi  destekler. Membran elektrik potansiyelini azaltarak ROS iiretimini
artirir (Yu ve digerleri, 2022).

SDT, apoptozu indiiklemek i¢in hiicre i¢i FAS/FASL ifadesini yukar1 dogru diizenler.
Calismalar, SDT'nin FAS/FASL ekspresyonunu yukart dogru diizenleyebildigini ve
bunun hiicre i¢i kaspaz-8 ve kaspaz-3'in artmasina neden oldugunu gostermistir.
Eksojen apoptotik yolaklarin aktivasyonu apoptozu indiikleyebilir (Rengeng ve
digerleri, 2017).

2.5.6. Anti-tiimér Bagisikhginin Iyilestirilmesi

Makrofajlar, makrofaj polarizasyonunun bir¢ok fonksiyonel durumuna gore

simiflandirilir. M1 makrofajlar1 proinflamatuar sitokinler salgilayarak proinflamatuar role

bliyiik katki saglar. M2 makrofajlari, doku onariminda 6nemli bir rol oynayan inflamatuar
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yamti azaltmak igindir. Onceki calismalara goére, M1 makrofajlari, tiimdrlerden muzdarip
hastalarin ¢ogunda popiilasyonu, hastalarin prognozu ile pozitif olarak iligkili olan anti-timor
yetenegi sunar. M2 makrofajlar, popiilasyonu hastalarda prognoz ile negatif iligkili olan anti-
tiimor yetenegi gostermez. Birkag ¢calismada SDT'nin M2 makrofajlarinin M1 makrofajlarina
transferini indiikleyebilecegi ve anti-timor bagisikligini artirabilecegi one siirilmektedir
(Rengeng ve digerleri, 2017).

CD86 ve CD 80, dendritik hiicre olgunlasmasinin biyolojik belirtegleridir. Dendritik
hiicrelerde in vivo CD86 ve CD80 ekspresyon seviyelerinin, SDT ile tedavi edilen farelerde,
kontrol grubundakilerden 6nemli Sl¢lide daha yiiksek oldugu belirtilmistir. SDT nin tiimdr
mikrogevresindeki dendritik hiicrelerin olgunlasmasini hizlandirarak anti-timor bagisikliginin

artirabilecegi 6ne siiriilmektedir (Z.-H. Li ve digerleri, 2022).
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2.6. Sonosensitif Ajanlar

SDT uygulamalarinda kullanilan duyarlastiricilarin ¢ogu PDT uygulamalarinda
kullanilan porfirin bazli molekiillerdir. Farkli sensitif ajanlarin  farkli etki
mekanizmalar1 olabilir. Saglikli hiicreler aerobik bir mekanizmaya sahiptir. Kanser
hiicreleri anaerobik bir metabolizmaya sahiptir ve laktat {iretir. Pozitif yiikli sensitif
ajan kanser hiicresindeki negatif yiiklii laktata baglanir. Bu durum saglikli hiicreler ve
kanser hiicreleri arasinda sensitif ajanin tutulumunda farklilik olusturmaktadir. Isik
veya ses aktivasyonu, sensitif ajanin enerji seviyesini artirarak aktive edilmis bir
molekiil iretir. Aktiflestirilmis molekiil serbest oksijen radikallerini olusturmak igin
yakindaki oksijenle reaksiyona girer (Sadanala ve digerleri, 2014). Uretilen ROS
organik maddeyi pargalayarak ve hiicre yapisini bozarak hiicreyi 6ldiiriir veya hiicreye
zarar verir. ROS ¢ok kiigiik bir etki yaricapina sahiptir, bu nedenle sadece kanser
hiicrelerine zarar verir

En yaygin kullanima sahip sensitif molekiiller arasinda hematoporfirin ve
klinik olarak onaylanmis hematoporfirin tiirevi olan Photofrin® bulunmaktadir
(McHale ve digerleri, 2016) Uygulamalarinda kullanilan duyarlastiricilar Tablo 2’de
goriilmektedir (Hiraoka ve digerleri, 2006; Y.-S. Kim ve digerleri, 2011; Y. Li ve
digerleri, 2016; P. Wang ve digerleri, 2010; Xinna Wang ve digerleri, 2011; Yumita ve
digerleri, 2011; Yumita ve digerleri, 2000).
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Tablo 2. SDT uygulamasinda kullanilmis duyarlastirict molekiilleri, ROS gesitleri ve

uyarim i¢in kullanilan ultrases frekanslari (McHale ve digerleri, 2016)

Duyarlastirict ROS Uygulama Ultrases Frekansi
5-Aminolevulinic acid 1.04 MHz
Acridine orange 10, +-OH 2 MHz
ATX-70 10, +-OH 500 KHz
Chlorin-e6 10,+R0O0O 1.56 MHz
ClAl-phthalocyanine 3 MHz
DCPH-P-Na(l) 10, 1 MHz
Hematoporphyrin 10, 1.92 MHz
Hypocrellin SL052 1 MHz
Indocyanine green 1 MHz
Methylene blue ‘OH 2 MHz
Photofrin 0, 1 MHz
Phthalocyanine 1 MHz
Protoporphyrin 1X 10, 1 MHz
Feoforbid a (Pa) 1-2 MHz
Sonoflora 1 ™ 1 MHz
Eritrosin B 1,2 MHz
Rose Bengal (RB) 1,4 MHz
IR-780 1 MHz
Curcumin (Cur) 1,7 MHz
Hematoporfirin monometil eter 1 MHz
(HMME)

Galyum-porfirin tiirevi (ATX- 2 MHz
S10)

Porfirin tiirevi (DCPH-P-Na(l))

Piroforbid-metil ester (MPPa) 1,7 MHz
Mono-L-aspartil klorin e6 (Npe6) 2 MHz

Hipokrellin (HB)

Klorofil-metal(Chl-M)

IR-780 + Perfloropentan(PFP)

Hematoporfirinin 1,27 ve 3,18 W/cm? yogunluklarda (1,92 MHz) ultrasese

maruz birakilan 130 tiimor hiicresinde %90- %95 oraninda etkili sonug verdigi

gosterilmistir (Sadanala ve digerleri, 2014).
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2.6.1. Klorin e6

Klorin €6 dogal olarak olusan bir klor tiirevidir. Klorin e6 Ph 7-8 de 0.65'lik
yiiksek bir singlet oksijen kuantum verimine sahip ikinci nesil bir 1518a
duyarhilastiricidir. Molekiiliin amfifilik yapist hiicre zarindan kolay penetrasyona izin
verir(Pang ve digerleri, 2016).

Klorin e6 ile 1,6 W/cm? yogunlugunda ultrases kombinasyonunun SPCA-1
insan akciger adenokarsinom hiicrelerinde ve SPCA-1 tiimor ksenograftin1 tasiyan
farelerde tiimor biiyiimesini 6nemli Ol¢lide engelledigi gosterilmistir (Sadanala ve
digerleri, 2014). Calismalarda klorin e6 aracili sonodinamik tedavinin hem nekroz hem
apoptozu indiikleyerek hiicreleri oliime gotlirdiigi gosterilmistir (Q. Li ve digerleri,

2014).

OH
OH

OH

Sekil 11. Klorin e6 molekiiliiniin yapis1 (Jain ve digerleri, 2021)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Kullamilan Cihazlar

e Su Banyosu

e Hiicre Kiiltiir Kabini

e Invert Mikroskop

e Santrifijj

e Karbondioksit Inkiibator

o Plate Reader

e BTL 5710 Ultrases Cihaz1 (BTL, CZ)

e Kavitasyon Ol¢iim Cihaz1 (Opcav, Optel, Polonya)
e Floresan Mikroskop (Carl Zeiss AG, Almanya)

3.1.2. Kullamlan Kimyasallar

e Chlorin e6 trisodium salt (Scientyfic, Logan, UT, ABD)
e RPMI 1640

e FBS

e Penisilin Streptozosin

e Trypsin-EDTA

e L- Glutamine

e MTT

e Hoechst 33258

e Propidium lodide
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3.2. Yontem

3.2.1 Hiicre Kiiltiirii Optimizasyonu

Calismada PC3 prostat kanseri hiicre hattt kullanilmistir. PC3 hiicreleri insan
kemik metastazindan iiretilen prostat kanseri hiicre hattidir (Tai ve digerleri, 2011; van
Bokhoven ve digerleri, 2003). Bu hiicreler androjenlere, glukokortikoidlere veya
fibroblast biiyiime faktorlerine yanit vermemekle birlikte hiicrelerin epidermal biiylime
faktorlerinden etkilendigini gosterilmistir (Tai ve digerleri, 2011). Hiicrelerin RPMI
1640 biiylime ortamina %10 FBS, %] penisilin/streptomisin ve %21 L-glutamine
eklenmistir. Biyofizik Anabilim Dalinda mevcut olan hiicreler, -80 °C’ den ¢ikarilmis
ve biiyiimeleri i¢in 75 cm?lik flasklara ekilmistir. Hiicrelerin belirtilen besiyeri
icerisinde 37 °C de %5 CO2 igeren ortam kosullarinda inkiibe edilmistir. Hiicre
yogunluklart %80’ in {lizerine ulastiginda iizerlerindeki besi yeri uzaklastirilmis,
hiicreler PBS ile yikanmis ve iizerlerine 2,5 ml Tripsin- EDTA eklenerek 5 dakika
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi kaldirilan hiicrelere eklenen Tripsin-EDTA
miktarinin ti¢ kati1 kadar besiyeri eklenmistir. Falkon tiipe alinan hiicreler 1200 RPM’
de 5 dakika santrifiij edilmistir. Hiicre peletleri besiyerinde homojen edilerek altili
hiicre kiiltiir plaklarina ekilmistir. Hiicreler Tablo 3’te goriildiigii gibi rastgele gruplara
ayrilmistir. Kontrol hari¢ tiim gruplara 5 pM Klorin e6 verilmistir. Ultrasesin ve klorin
e6’nin belirlenen dozlarda tek basina hiicre canlilig1 tizerinde anlamli etkisi olmadigi
gosterilmistir (Aksel, 2019; Aksel ve digerleri, 2020; Giizel ve digerleri, 2022; Koken,
2020)

Kontrol, 5 uM Klorin ¢6, % 25 Goérev Dongiisii (0,5 W/cm?, 1 W/cm?, 1,5
W/cm?, 2 Wicm? ), % 50 Gorev Dongiisii (0,5 W/cm?, 1 W/cm?, 1,5 W/cm?, 2 W/cm?
), % 100 Gérev Déngiisii (0,5 W/em?, 1 W/cm?, 1,5 W/cm?, 2 W/cm? ) olmak iizere
toplam 14 deney grubu bulunmaktadir.

3.2.2. Klorin e6 Aracili Sonodinamik Tedavinin Gerceklestirilmesi

Hiicreler altili hiicre kiiltiirii platelerine ekilmis ve ¢ogalmalari i¢in 24 saat 37

°C’ de %5 CO2 igeren ortam kosullarinda inkiibe edilmistir. Uygulama gruplarina 5
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uM Klorin e6 eklenmis ve hiicreler 4 saat sensitif ajan igeren besiyerinde bekletilmistir.
Daort saat sonunda SDT i¢in BTL 5710 ultrason terapi cihazi kullanilmistir. Probe ve
plak arasma 8 cm distile su igeren ultrases iletim ortami yerlestirilmistir (Xie ve
digerleri, 2017). Belirlenen frekans ve gii¢ yogunlugunda SDT birer dakika siirelerle
hiicrelere uygulanmigtir. Uygulama sekli Sekil 12° de goriilmektedir.

Uygulama sirasinda Optel/OPCAV Kkavitasyon o6l¢iim cihazi kullanilmistir.
Olgiimler i¢in kavitasyon metrenin prob besiyeri igerisine ayn1 mesafede 6l¢iim alacak
sekilde konumlandirilmistir. Uygulama siiresi boyunca saniyelik olglimler alinmis ve

bilgisayar ekraninda takip edilerek kaydedilmistir.
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Resim2. Inverted mikroskop altinda PC3 hiicreleri

3.2.3. Kavitasyon Seviyesinin Olciilmesi

Kavitasyon seviyesinin 6l¢timii ig¢in OPCAV model (OPTEL, Polonya) kavitasyon
metre tercih edilmistir. Cihaz 400 kHz-1.2 MHz araliginda kavitasyon oOl¢iimii
yapabilmektedir. Firma tarafindan bildirilen 6l¢lim yontemi: kavitasyon patlamasinin bir
sonucu olarak ortaya ¢ikan akustik emisyon yogunlugunun Olgiilmesi olarak belirtilmistir.

Olgiim sonuglart her saniye veri olarak cihazin bilgisayar arayiiziinde goriintiilenmistir.

Resim 3. Kavitasyon 6lgiim cihazi
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3.2.4. MTT Hiicre Canlhihk Analizi

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) tetrazolyum tahlili,
hiicre canliligin1 gostermek ve hiicrelerin metabolik aktivitelerini belirlemek i¢in kullanilan
bir yontemdir. Test, agik renkli tetrazolyum tuzunun , spektrofotometrik olarak olgiilebilen
yogun mor-mavi renkli formazana enzimatik olarak indirgenmesine dayanir. Uygun sekilde
optimize edilmis kosullar altinda elde edilen absorbans degeri, canli hiicre sayisi ile dogru

orantilidir (Grela ve digerleri, 2018).

P0C 0

Sekil 13. MTT testi calisma prensibi

Uygulamadan 24 saat sonra hiicrelerin iizerindeki besiyeri uzaklastirilmig ve
tizerlerine %10°u MTT olan yeni besiyeri eklenmistir. Hiicreler 1,5 saat 37 °C de %5 CO-
iceren ortam kosullarinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi besiyeri uzaklastirilmis ve
olusan formazan kristallerinin ¢6ziinmesi i¢in kuyulara eklenenen besiyeri miktar1 kadar
DMSO eklenmis ve 570 nm dalga boyunda absorbans 6lglimleri alinmistir. Yiizde hiicre

canlilig1 formiil kullanilarak hesaplanmistir (Foo ve digerleri, 2019).

oD ;
% hiicre canlilik = ____TEDAVI 100

0 KONTROL

3.2.5. HO/PI Apoptotik Hiicre Canlihig Analizi

Apoptotik ve nekrotik hiicre Oliimiiniin sayisal analizi icin Hoechst 33258
(HO)/propidium iodide (PI) boyamas: ile yapilmistir. Mavi floresan HO niikleik asit boyast,
apoptotik hiicrelerin yogun kromatini parlak bir sekilde boyamak i¢in yaygin olarak kullanilan
hiicre gegirgen bir boyadir. Kirmiz1 floresan PI, yaygin bir 6l hiicre boyasidir (Tas ve
digerleri, 2019).
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Uygulamadan 24 saat sonra hiicrelerin bulundugu besiyerine 2ug/ml HO ve 1 pg/ml
PI floresan boyalar1 eklenmistir. Hiicreler 1 saat HO, 15 dakika PI floresan boyalar ile
karanlikta 37 °C de %5 CO: igeren ortam kosullarinda inkiibe edilmistir. Goriintiiler Zeiss
Floresan mikroskobunda 20X biiyiitmede DAPI ve ROD filtrleri kullanilarak alinmistir.

3.2.6. Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analizler igin GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA) ve IBM SPSS Statistic 26.0 (IBM Corp. IBM Corp Released 2013. IBM SPSS Statistic,
Armonk, NY) programlar: kullanilmisgtir. Verilerin normal dagilima uygunlugunun tespitinde
Kolmogorov-  Simirnov testi kullanilmigtir. Normal dagilim gosteren gruplarin
karsilastirilmasinda tek yonlii varyans analizi (One- Way ANOVA Tukey testi) normal
dagilim gostermeyen gruplarin analizinde Kruskal-Wallis testi kullanilmistir. p degeri < 0,05
olanlar anlamli kabul edilmistir. *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001, ****p<0,0001 kabul

edilerek grafikte temsil edilmistir.
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4.1. Kavitasyon Ol¢iim Sonuclar

4. BULGULAR

Calismada kullanilan kavitasyon metre, Olglim sonuglarini her saniye bilgisayar

arayiizine gondermistir. Elde edilen verilere ait ortalama ve standart hata sonuglar1 Tablo 3 te

verilmistir.

Tablo 3. Kavitasyon 6l¢iim sonuglarina ait grup ortalamalari ve standart hatalari.

0,5 W/cm? 1 W/cm? 1,5 W/cm? 2 W/cm?
%25 puls 20,37 + 0,87 26,48 £0,71 26,61 +0,39 28,56 +0,40
(n=41) (n=52) (n=98) (n=48)
%50 puls 42,71 +£0,52 49,49 £ 0,42 54,22 + 0,59 52,82+ 0,38
(n=119) (n=154) (n=108) (n=130)
%100 puls 91,31 +£0,77 92,96 + 0,39 93,84 + 0,37 Olgiim araliginin
uzerinde
(n=108) (n=102) (n=135)
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Sekil 14. Degisen gii¢ yogunluguna gore % kavitasyon degerleri A) %25 gorev dongiisii B)
%350 gorev dongiisii C) %100 gorev dongiisii.
*p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001, ****p<0,0001
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Sekil 15. Degisen gorev dongiilerine gore % kavitasyon degerleri A) 0,5 W/cm? B) 1 W/cm?

C) 1,5 W/cm? D) 2 W/cm?.
*p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001, ****p<0,0001

Gorev dongiisti sabit tutularak gii¢ yogunlugu arttirildiginda kavitasyon seviyesinde
artig gozlenmistir. Ancak gorev dongiisiinde gergeklesen degisiklikler kavitasyon seviyesinde
yiiksek anlamliliga sebep olurken, giic yogunlugunda gerceklesen degisikliklerin kavitasyon
seviyelerinde anlamli artis gostermedigi durumlar goriilmiistiir. %100 puls 2 W/cm? giig
yogunluguna ait kavitasyon Ol¢limleri cihazin 6l¢giim araliginin iizerinde oldugu i¢in ‘HIGH
CAVITATION LEVEL’ uyarist alinmig ve belirtilen gruba ait veri elde edilemedigi icin

istatistiksel hesaplamalara dahil edilmemistir.
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4.2. MTT Hiicre Canlhilik Analizi

Kontrolle klorin e6 gruplari arasinda hiicre canliligi bakimindan anlamli bir fark

goriilmemistir. Kontrolle SDT gruplari arasinda hiicre canliligi bakimindan yiiksek anlamlilik

goriilmiistiir.

Tablo 4. Deney gruplarinin tedaviden 24 saat sonra % hiicre canliligi sonuglarina ait grup

ortalamalar1 ve standart hatalari.

Kontrol 99,64+ 1,7
Klorin e6 91,90+ 0,9

0,5 W/cm? 1 W/cm? 1,5 W/cm? 2 W/cm?
%25 puls 80,27+ 0,7 77,10+ 2,7 63,01+ 3,4 49,88+ 1,1
%50 puls 74,78+ 0,9 70,41+ 0,4 46,30+ 0,6 31,07+0,3
%100 puls 77,03+ 1,5 57,55+ 1,6 33,15+ 0,4 23,95+ 0,3

Tablo 5. %25 puls ultrases uygulanmis deney gruplarinin tedaviden 24 saat sonra % hiicre

canlilig1 sonuglarina ait p degerleri.

Klorin e6 %25 puls 0,5 | %25 puls 1| %25 puls 1,5 | %25 puls 2

W/cm? W/cm? W/cm? W/cm?
Kontrol >0,9999 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Klorin e6 0,0724 0,0124 <0,0001 <0,0001
%25 puls 0,5 >0,9999 0,0877 0,0039
W/cm?
%25 puls 1 >0,9999 >0,9999
W/cm?
%25 puls 1,5 >0,9999
W/cm?
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Tablo 6. %50 puls ultrases uygulanmis deney gruplarinin tedaviden 24 saat sonra % hiicre

canlili1 sonuglarina ait p degerleri.

Klorin e6 %50 puls 0,5 | %50 puls 1 | %50 puls 1,5 | %50 puls 2

W/cm? W/cm? W/cm? W/cm?
Kontrol >0,9999 0,0002 0,0001 <0,0001 <0,0001
Klorin e6 0,0648 0,0259 <0,0001 <0,0001
%50 puls 0,5 >0,9999 0,0004 <0,0001
W/cm?
%50 puls 1 0,0973 0,0029
W/cm?
%50 puls 1,5 0,7581
W/cm?

Tablo 7. %100 puls ultrases uygulanmis deney gruplarinin tedaviden 24 saat sonra % hiicre

canlili1 sonuglarina ait p degerleri.

Klorin e6 %100 puls | %100 puls 1| %100 puls | %100 puls 2

0,5 W/cm? W/cm? 1,5 W/cm? W/cm?
Kontrol >0,9999 0,0024 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Klorin e6 0,3000 0,0101 <0,0001 <0,0001
%100 puls >0,9999 0,0665 <0,0001
0,5 W/cm?
%100 puls 1 >0,9999 0,0036
W/cm?
%100 puls 0,1658
1,5 W/cm?
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Sekil 16. Sabit tutulan %25 gérev dongiisii sonrast % hiicre canlilig1 grafigi. Kontrole

gore anlamlilik *;Klorin e6 ya gére anlamlilik 1; 0,5 W/cm? grubuna gore anlamlilik

% 25 gérev dongiisii sabit tututlarak ultrases giic yogunlugu 0,5 W/cm? araliklarla
arttirildiginda SDT gruplar ile kontrol ve klorin e6 gruplari arasinda hiicre canliliginda
anlaml1 azalmalar goriilmiistiir. %25 gorev dongiisiinde ultrases giic yogunlugu 0,5 W/cm?
araliklarla arttirlldiginda SDT gruplarinda gii¢ artisina gore hiicre canliliginda azalma

goriilmiis ancak istatistiksel olarak anlamlilik gostermemistir.
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Sekil 17. Sabit tutulan %50 gorev dongiisii sonrast % hiicre canliligi grafigi. Kontrole
gore anlamlilik *; Klorin 6 ya gore anlamlilik ¥; 0,5 W/cm? grubuna gore anlamlilik 1; 1

W/cm? grubuna gore anlamlilik§
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%50 gorev dongiisii sabit tututlarak ultrases giic yogunlugu 0,5 W/cm? araliklarla
arttirtldiginda SDT gruplar ile kontrol ve klorin e6 gruplari arasinda hiicre canliliginda
anlamli azalmalar goriilmiistiir. %50 gérev dongiisiinde ultrases giic yogunlugu 0,5 W/cm?
araliklarla arttirllan SDT gruplar1 arasinda giic artisina gore hiicre canliliginda azalma

goriilmiis ancak her durumda istatistiksel olarak anlamli azalma gdstermemistir.
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Sekil 18. Sabit tutulan %100 gorev dongiisii sonrasi % hiicre canlilig1 grafigi.

hiicre canhih@ (%)
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Kontrole gore anlamlilik *; Klorin 6 ya gore anlamlilik 1; 0,5 W/cm? grubuna gore

anlamlilik ; 1 W/cm? grubuna gore anlamlilik§

%100 gorev dongiisii sabit tututlarak ultrases giic yogunlugu 0,5 W/cm? araliklarla
arttirildiginda SDT gruplart ile kontrol ve klorin e6 gruplar1 arasinda hiicre canliliginda
anlamli azalmalar gériilmiistiir. %100 gorev dongiisiinde ultrases giic yogunlugu 0,5 W/cm?
araliklarla arttirllan SDT gruplar1 arasinda giic artisina gore hiicre canliliginda azalma

goriilmiis ancak her durumda istatistiksel olarak anlamli azalma gdstermemistir.
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4.3. HO/PI Hiicre Canlhihik Analizi

Resim 4. Kontrol (sol) ve Klorin e6 (sag) gruplarina ait HO/PI merge goriintiileri
A) B)
) D)
Resim 5. %25 puls gorev dongiisii sabit tutularak gii¢c yogunlugu arttirilan deney gruplarina
ait HO/PI merge goriintiileri. A) 0,5 W/cm?, B) 1 W/cm?, C)1,5 W/cm?, D)2 W/cm?
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Resim 6. %50 puls gorev sabit tutularak gii¢ yogunlugu arttirilan deney gruplart A) 0,5
W/cm?, B) 1 W/cm?, C)1,5 W/cm?, D)2 W/cm?

A) B)

<) D)

Resim 7. %100 puls gérev dongiisii sabit tutularak giic yogunlugu arttirilan deney gruplari A)
0,5 W/cm?, B) 1 W/cm?, C)1,5 W/cm?, D)2 W/cm?
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Sekil 19. Sabit tutulan %25 gorev dongiisii ve HO/PI % apoptoz grafigi. Kontrole gore
anlamlilik *; Klorin e6 ya gore anlamlilik §; 0,5 W/cm? grubuna gore anlamlilik £; 1 W/cm?

grubuna gore anlamlilik§
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Sekil 20. Sabit tutulan %50 gérev dongtisii ve HO/PI % apoptoz grafigi. Kontrole gore
anlamlilik *; Klorin 6 ya gére anlamlilik 1; 0,5 W/cm? grubuna gére anlamlilik ; 1 W/cm?

grubuna gore anlamlilik§, 1,5 W/cm? grubuna gére anlamlilik 9.
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Sekil 21. Sabit tutulan %100 gorev dongiisii ve HO/PI % apoptoz grafigi. Kontrole gore
anlamlilik *; Klorin e6 ya gore anlamlilik §; 0,5 W/cm? grubuna gore anlamlilik £; 1 W/cm?

grubuna gore anlamlilik§

SDT gruplar1 kontrol ve klorin e6 gruplarina gére % apoptoz oraninda anlamli artis
gostermistir ve bu durum SDT nin hiicrelerin apoptoza yonlendirilmesinde etkili oldugunu
gostermektedir. 2W/cm? grubu tiim deneylere gore % apoptoz oraninda anlamli artis
gdstermistir. %100 gorev dongiisii grubuna ait 1,5 W/cm? grubu tiim gruplara gore % apoptoz

oraninda anlaml artis géstermistir.
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5. TARTISMA

SDT, ultrases ile uyarilan sonosensitif ajanin, nekrotik ve apoptotik hiicre 6liimlerine
sebep olmasi sonucu cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan giiclii doku penetrasyon
Ozelligiyle umut verici, giincel bir noninvaziv tedavi yontemidir (Guo ve digerleri, 2021; W.
Li ve digerleri, 2021; Rengeng ve digerleri, 2017; Sun ve digerleri, 2015). SDT’de kullanilan
ultrasesin biyolojik etkileri sesin gii¢c yogunlugu ve frekansina baglidir. Ultrasesin yogunlugu
arttikca 1s1 tiretiminin arttig1 ve frekansi azaldikca kavitasyon seviyesinin arttig1 bildirilmistir
(Tsuru ve digerleri, 2012).

PC3 hiicreleri kemik metastazindan tiiretilmis prostat kanseri hiicre hattidir ve
literatiirde SDT’de kullanildigini bildiren ¢alismalar mevcuttur (Atmaca ve digerleri, 2021;
Hadi ve digerleri, 2021). Hiicreleri 1-3 MHz frekans, %25, %50 %100 gorev faktorii ve 0,5 —
3 W/cm 2 yogunluklu ultrasese 30-60 sn maruz birakmanin SDT igin anlamli sonug verdigi
bildirilmistir (Aksel, 2019; Aksel ve digerleri, 2020; Atmaca ve digerleri, 2021; Hadi ve
digerleri, 2021; Koken, 2020). Biz de ¢alismamizda %25, %50 ve % 100 gorev faktori ile
degistirlen 0,5; 1; 1,5 ve 2 W/ cm 2 gii¢ yogunluklarinda ultrasesi 30 sn siireyle hiicrelere
uyguladik. Literatiirde degisen gorev faktorlerinin kavitasyon seviyesi lizerine etkisine dair
yeterli ¢alisma mevcut degildir ve bu durum ¢alismamizi bu alanda degerli kilmaktadir.

SDT'nin terapdtik etkisini agiklamak igin, oksijen radikal teorisi, kavitasyon etkisi
teorisi, apoptozu indiikkleme , anti-tiimor bagisikligint iyilestirme, anjiyogenezi sinirlama ve
hipertermi olusturma olmak {izere alt1 yonlii etki mekanizmasi bildirilmistir ancak bu
mekanizmalarin hangisinin daha baskin olduguna yonelik yeterli ¢aligma bulunmamaktadir
(Costley ve digerleri, 2015; Guo ve digerleri, 2021; Rengeng ve digerleri, 2017). Bu ¢alisma,
bu mekanizmalardan biri olan kavitasyon etki mekanizmasini anlamaya ve yapilacak diger
calismalar i¢in kaynak teskil etmeye yonelik bir ¢calismadir.

SDT igin tedavi siirecini etkileyen unsurlardan biri sonosensitif ajanin se¢imidir.
Sonosensitif ajanin kuantum verimi ve hedef hiicrelerde birikim gostermesi ultrases ile
etkilesimi agisindan 6nemlidir (Giizel ve digerleri, 2022; D. Li ve digerleri, 2021). SDT’ de
sonosensitif ajan olarak en yaygin kullanilan ve PDT’ de etkinligi ilk olarak gdsterilen
porfirin tiirevi sonosensitif ajanlardir (Costley ve digerleri, 2015; Rengeng ve digerleri, 2017).
Porfirin tiirevi Sonosensitif ajanlarin dogrudan sitotoksik etki gostermedigi ancak 0,3- 3 MHz
frekans araliginda diisiik yogunluklu ultrasese maruz kaldiginda ROS olusumunu indiikledigi

calismalarda gosterilmistir (Costley ve digerleri, 2015; McHale ve digerleri, 2016). Bir diger
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Ksanten tiirevi ajanlar ise, tiimorlii dokular tarafindan yiiksek alim ve porfirin tiirevlerine gore
daha az hidrofobik Ozellik gostermeleri sebebiyle SDT’de sensitif ajan olarak tercih
edilmektedir(Costley ve digerleri, 2015) .

Ce6 klorofilden bir ekstraktif olan monomer tetrapirol bilesigidir. Ce6’ nin spesifik
olarak tiimdrlii dokularda biriktigi gosterilmistir. Amfifilik yapis1 sayesinde hiicre zarindan
sorunsuz gecgebildigi ¢ok sayida calismada bildirilmistir. Yapilan sitotoksisite caligsmalari
incelendiginde saglikli dokular i¢in toksik etki olusturmadig goriilmektedir (Koken, 2020; Q.
Li ve digerleri, 2014; Pang ve digerleri, 2016; Yang ve digerleri, 2019). Ce6’ nin PBS
icerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra singlet oksijen kuantum verimi 0,64 olarak 6l¢iilmistiir ve bu
deger SDT i¢in kullanilabilir oldugunu gostermektedir (Fernandez ve digerleri, 1997).
Ce6’nin 4 saat igerisinde hiicre igerisine girebildigi ve agregasyon olusturmadigi hem floresan
goriintiileme ile hem de akis sitometri kullanilarak gosterilmistir (Q. Li ve digerleri, 2014).
Literatiirdeki c¢alismalar dikkate alinarak, bu ¢alismada Ce6’nin uygulamalar igin
konsantrasyon yogunlugu 5 M ve inkiibasyon siiresi 4 saat se¢ilmistir.

Ce6 aracili SDT igin 1-3 MHz ultrases ve 0,3-2 W/cm? gii¢ yogunlugunun kullanildig1
ve bu araliktaki ultrasesin ROS iiretmek i¢in Ce6’y1 uyarabildigi Onceki ¢aligmalarda
gosterilmistir. Ayn1 zamanda bu giic yogunlugu ve frekans araliginda in vitro ortamda 1s1
artis1 olmadigini ve tek basina ultrasesin hiicre canliligi tizerinde anlamli bir etkisi olmadigini
gosteren calismalar mevcuttur (D. Li ve digerleri, 2021; Q. Li ve digerleri, 2014; McHale ve
digerleri, 2016; Rengeng ve digerleri, 2017).

Kavitasyon teorisi SDT etki mekanizmalarindan biri olarak kabul edilen ve bu
calismanin da tedavi etkinligi ile arasindaki korelasyonu gostermeyi amacgladigi teoridir.
Kavitasyonun hiicre zar1 permabalitisini arttirarak hiicre igerisine daha fazla sensitif ajan
girmesini sagladigi ve bu durumun da SDT etkinligini arttirdigi disiiniilmektedir (Xianwen
Wang ve digerleri, 2020). Kavitasyonun hiicre zar yapisini bozarak SDT etkinligini
arttirdigin1  gostermek icin lipid peroksidasyon seviyesinin bir gostergesi olan MDA
Olclimiiniin yapilmasi veya hiicre membran potansiyelinin dl¢iilmesi faydali olacaktir.

Kavitasyonun bir diger olas1 etki mekanizmasi, kabarciklarin ¢okiisii sirasinda ortamda
meydana gelen yiliksek basing ve sicakliklarin hiicreleri hem nekrotik Sliime gotiirmesi hem
de tiimor g¢evresinde olusturdugu piroliz ile tiretilen ROS araciligiyla oliime gotiirmesidir
(Rengeng ve digerleri, 2017; Xianwen Wang ve digerleri, 2020). Olusabilecek yiiksek
sicakligin ¢evre dokulara zarar vermemesi adina, tedavi sirasinda sicaklik takibinin yapilmasi
i¢cin ultrasonik termometrelerin kullanilmasi SDT etkinligini arttiracaktir (Gong ve Dali,

2021).
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Kavitasyon kabarciklarinin ¢okiisii sirasinda acgiga ¢ikan enerji SL  1s1ma
olusturmaktadir (Costley ve digerleri, 2015; Harvey, 1939; He ve digerleri, 2002; Matula ve
digerleri, 1995; Song ve digerleri, 2021; K. Suslick ve digerleri, 1999; K. S. Suslick ve
digerleri, 1990; Yusof ve digerleri, 2022). SL 1simanin, SDT’de kullanilan sensitif ajani
uyarmak icin gerekli dalga boyunda emisyon iiretmesi gerekmektedir. Hematoporfirini uyaran
SL  1simanin  400-600 nm arasinda pik gosteren bir spektruma sahip oldugu
bildirilmistir(Costley ve digerleri, 2015; Gong ve Dai, 2021). SL 1simanin SDT siirecindeki
etkinligini tedavide kullanilan ultrasesin frekans ve gii¢ yogunlugunun yani sira in vitro
calismalarda kullanilan besiyerinde ¢oziinen maddeler ve sonosensitif ajanin tiiri de
belirlemektedir(Costley ve digerleri, 2015). Bu sebeple kullanilan sensitif ajani uyaracak
ultrases dozu 6nemlidir ve tedavi basarisi i¢in 1yi hesaplanmalidir.

Ultrasesle dogrudan apoptozun indiiklendigini gosteren galigmalar mevcuttur. Ultrason
kaynakli hiicre 6liimii, K562, U937, Nalm-6, L1210 ve HL-60 dahil olmak {izere insan 16semi
hiicre dizilerinde dogrulanmigtir. Ultrasesle indiiklenen apoptozun mitokondriyal
transmembran potansiyelindeki bozukluklar, fosfatidilserin asimetrisinin kaybi, membran
hasar1 gibi morfolojik degisiklikler ve DNA fragmantasyonu gibi karakteristik ozellikleri
barindirdig1 gosterilmistir (Honda ve digerleri, 2004; Pang ve digerleri, 2016; Su ve digerleri,
2013; Xiaobing Wang ve digerleri, 2013).

Ultrasesin biyolojik dokulardaki etkileri termal ve termal olmayan olmak iizere iki ana
baslik altinda toplanmistir. SDT ultrasesin termal olmayan etkileri iizerine oaklanmis bir
tedavi yontemidir. Kavitasyon kabarciklarinin patlamasi sirasinda SL 1s1ma olusmaktadir ve
bu 1s1manin PDT etki mekanizmasindaki adimlar: takip ederek sensitif ajanin ROS {irettigi,
SDT etki mekanizmasi olarak savunulan bir teoridir. SL sonucu olusan ROS’ un hiicrelerdeki
proteinleri yok edebildigi, DNA'ya zarar verebildigi, hiicre i¢i lipid peroksidasyonunu
arttirabildigi ve sonu¢ olarak tiimdr hiicresi apoptozunu indiikleyebildigi gosterilmistir.
(Costley ve digerleri, 2015; Luo ve digerleri, 2015; McHale ve digerleri, 2016; Pang ve
digerleri, 2016; Song ve digerleri, 2021; Xianwen Wang ve digerleri, 2020).

Biz de ¢alismamizda literatiirle uyumlu olarak artan kavitasyon seviyelerinde hiicre
Olimiintin arttigin1 gosterdik ve bu durum kavitasyonun SDT i¢in bir etki mekanizmasi
oldugunu gostermektedir. Artan giic yogunluklarinda kavitasyon seviyesinde siirekli artis
gerceklesmis ancak bazi durumlarda anlamlilik gostermemistir. Buna karsin anlamlilik
gostermeyen kavitasyon artisinin oldugu durumlarda hiicre canliliginda anlamli bir disiis
olugsmustur. Bu sonu¢ gostermektedir ki SDT etki mekanizmasini ortaya koyabilmek i¢in

kavitasyon seviyesinin Ol¢iimii tek basina bir ¢ikarim saglayamamaktadir. SDT etki
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mekanizmalarin1 ortaya koyabilmek i¢in daha once agikladigimiz gibi literatiirde bildirilen
diger olasi etki mekanizmalar1 da ayni anda degerlendirmeye alinmalidir.

SDT, geleneksel cerrahi ve radyoterapiye gore invaziv olmayan dogasi, patolojik
bolgelere yliksek seciciligi ve diislik sistemik toksisitesi dahil olmak iizere belirgin avantajlari
nedeniyle hastalik tedavisi i¢in umut verici bir alternatiftir (Pang ve digerleri, 2016). Hem in
vivo hem de in vitro olarak yiritilen son arastirmalar, dogal {irlinlerden tiiretilen
sonosensitizerlerin kanser, mikrobiyal enfeksiyonlar ve iltihaplanma dahil olmak {izere ¢esitli
hastaliklarin tedavisi i¢in gii¢lii sonodinamik aktivite sundugunu gostermistir. Giincel
calismalarda bildirilen sensitif ajanlar ¢oziintirliik ve erken viicuttan atilim gibi sorunlar
ortaya ¢ikarabilmektedir. Ayni zamanda sensitif ajanlarin biyolojik dagiliminin
ayarlanamamasi sorunu sonosensitizerin hiicre igi konsantrasyonunun g¢ok diisiik olmasina
neden olabilmektedir. Tiim bu sorunlar yiiksek kuantum verimine, viicut sivilart igerisinde
agregasyon gostermeyen ve hedeflenebilir sensitif ajanlarin gelistirilmesine ihtiya¢ oldugunu
gostermektedir (Costley ve digerleri, 2015; Pang ve digerleri, 2016; Xianwen Wang ve
digerleri, 2020).

Tiim6r mikrogevresinin hipoksik ortam olmasi ROS olusturmak i¢in SDT tedavi
etkinigini smirlamaktadir. Bu durum oksijen tasiyan nanopargaciklarla kombine SDT
caligsmalarini giindeme getirmistir. Ayn1 zamanda SDT etkinliginin arttirilmast i¢in hiicreleri
ROS kaynakli oksidatif hasardan koruyan GSH’ 1n zamaninda tiiketilmesi gerekmektedir.
SDT etki mekanizmalarindan ROS teorisini gdstermek i¢in yapilan ROS 6lclimlerinin
yaninda GSH miktarlar1 da dl¢tilmelidir. ROS ve GSH miktarlarinin birlikte degerlendirilmesi
SDT etkiniliginin ortaya konulmasinda yapilacak yorumlarin dogrulugunu etkileyecektir
(Xianwen Wang ve digerleri, 2020).

SDT etkinigini ortaya koymada ROS oOnemli bir bilesendir. Son yillarda gergek
zamanli ROS’ un noninvaziv takibine izin veren g¢alismalar bildirilmistir. SDT sirasinda
olusan ROS’un in vivo gercek zamanli takibi ROS ile kimyasal reaksiyon sonucu
kemiliiminesans iiretimine dayanmaktadir. ROS tespiti i¢in kemiliiminesans 1s1ma yapabilen
cesitli kimyasallar kullanilarak problar gelistirlmistir. Problarin ROS’u tespit etmek icin
kullandig1 liiminesan dalga boylar1 bir¢cok ¢alismada bildirilmistir. Bu tarz problarin tasarimi
ve SDT sirasinda kavitasyon miktariyla birlikte es zamanli ROS miktarinin  da
degerlendirilmesi, tedavinin etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi i¢in 6nemlidir(Gong ve
Dai, 2021).

SDT etkiniligini gdstermek i¢in yapilan in vitro ve in vivo caligmalar yaygin olarak

basarili sonuclar vermesine ragmen insan tizerindeki etkinligini gdstermeye yonelik
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calismalar halen yetersizdir (Gong ve Dai, 2021). Kanser ve aterosklerotik periferik arter
hastaliginin tedavisi i¢in SDT klinik deneylerde uygulanmistir ve sonuglar hastalar tizerinde
yiiksek etkinlik ve olumlu giivenlik gostermistir (W. Li ve digerleri, 2021). Bu durum SDT
alaninda yapilan ¢alismalarin kanser terapilerindeki dnemini devam ettirmektedir (Costley ve
digerleri, 2015). Mikro karbaciklarla tiimorlii bolgelere hedeflenen, lokal birikim gosteren ve
agregasyona neden olmayan, viicuttan atilma siiresi tedavi siirecinden sonra oldukga kisa olan,
yuksek kuantum verimine sahip, diisiik ultrases yogunlugunda uyarilabilen ve ultrases
maruziyeti olmadiginda toksik etki gdstermeyen yeni sensitif ajan arayisi devam etmektedir.
Tedavi etkinligi yiiksek oldugu i¢in bu alanda yapilacak her g¢alisma ¢ok kiymetlidir ve
sonraki caligmalar icin kaynak teskil etmektedir. Bizim ¢alismamiz SDT’nin etki
mekanizmalarindan biri olan kavitasyonun etkinligini ortaya koymus ancak diger teorilerle
desteklenmedigi i¢in yetersiz kalmistir ve Dbelirtilen eklemeler yapilarak caligma

zenginlestirilebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada Ce6 aracili SDT’nin PC3 hiicre hattinda gerceklestirilmesini takiben,
hiicre canliligi ve tedavi sirasinda kaydedilen Kkavitasyon degerleri arasindaki korelasyon
incelenmistir.

Bulgular degerlendirildiginde kavitasyon yogunlugunun literatiirle uyumlu olarak SDT
stirecinde etkili oldugu gosterilmistir. Tedavide kullanilan ultrasesin gii¢ yogunlugu 0,5
W/cm? arliklarla arttirilmis ve uygulama sirasinda kavitasyon miktarlar1 dlgiilmiistiir. Ayni
gorev faktorii kullanilan gruplarda artan giic yogunluguna bagli olarak kavitasyon miktarlar
anlaml artis gostermemistir. Gorev dongiisiindeki degisiklik ayni giic yogunuguna sahip
gruplarda kavitasyon miktarlarinda anlamli fark olusturmustur. Esdeger ultrases enerjisi
verilen gruplarda MTT sonuglarinda tutarlilik goriilmemistir.

HO/PI goriintiileri analiz edildiginde Klorin e6 aracili SDT’ nin ultrases yogunlugunun
artmasiyla indiiklenen apoptoz miktarini arttirdigi gosterilmistir. Bu durum literatiirle
uyumludur ve SDT’nin etki mekanizmalar1 arasinda kavitasyonun mekanik hasar verici
ozellikleri diginda da etki mekanizmalarimin mevcut oldugunu gostermektedir. Ayrica
esdeger ultrases enerjisi verilen (%25 2W/cm?, %50 1W/cm?, %100 0,5W/cm?) gruplarda
%apoptoz oranlarinin benzer oldugu sonucuna varilmaistir.

Calismada kavitasyonun termal, ROS iiretimi ve SL 1s1ma 6zelliklerinden hangisi veya
hangilerinin tedavide daha etkili oldugu gosterilmemistir. Calismanin devami olarak,
uygulama sirasinda besiyerinde gergeklesen 1s1 artist Olgiilebilir ve hiicre canliligiyla
korelasyonu degerlendirilebilir. Ek olarak kavitasyonun indiikledigi ROS’ u belirleyebilmek
icin Sonosensitif ajan eklenmeden verilen ultrasesin hiicre medyumunda olusturdugu ROS
uygun kitler kullanilarak o6l¢iilebilir. Kavitasyonun meydana getirdigi ROS olusumuna ait
piroliz ve SL teorilerinden hangisinin bu siiregte etkili oldugunun gosterilmesi etki
mekanizmasinin aydinlatilmasi i¢in 6nemlidir.

Calismamiz Klorin e6 aracili SDT’ de kavitasyonun etkisini ortaya koymustur ve
SDT’nin etki mekanizmasinin aydinlatilmasi agisindan énemlidir. Calismanin devami olarak

onerilerde bahsedilen eklemeler yapilacak ve caligma zenginlestirilecektir.
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BIiLIMSEL ETiK BEYANI

“Ultrasonik Kavitasyonun PC3 Hiicre Hatt1 igin Klorin E6 Aracili Sonodinamik Terapi
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