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OZET

SONO-KEMOTERAPI ICIN URETILEN MIKROKABARCIKLARIN
KANSER HUCRELERIYLE ETKILESIMI

Koken E.C. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Biyofizik
Programi, Doktora Tezi, Aydin, 2020.

Giliniimiizde kemoterapi, kadinlarda en sik goriilen kanser tiiri olan meme kanseri dahil
pek cok kanser tiirii i¢in en sik uygulanan tedavilerden biridir. Fakat kemoterapinin sistemik
yan etkileri ve kullanilan ilaglara karsi sik¢a gelisen ilag direnci nedeniyle pek ¢ok aragtirmaci
tedavinin daha etkin hale getirilmesi i¢in alternatifler iizerinde calismaktadir.
Mikrokabarciklarin esliginde verilen bir kemoterapi ilact ve ultrasesle kimyasal olarak aktif
hale gelerek ROS olusturabilen bir sonosensitif ajanin, uygulanan ultrasesin etkisiyle kanser
hiicrelerine daha etkin bicimde hasar vermesini amaglayan sono-kemoterapi yaklasimi da bu
alternatif uygulamalardan birisidir. Ultrason tepkili mikrokabarciklarin, bir sonosensitif ajan
ve bir kemoterapétik ilag ile kombinasyonu, mikrokabarciklarin ultrases ile patlatilmasiyla,
hem hiicrelerin bulundugu alanda gelismis sonodinamik aktivasyon saglama hem de
kemoterapi ilacinin kanser hiicresi igerisine invazif olmayan bir sekilde verilmesi imkéni
sunmaktadir.

Bu amagla bu ¢alismada insan meme kanseri hiicre hattt MCF-7 hiicrelerinin bulundugu
kiiltiir ortamina mikrokabarciklarla birlikte kemoterapi ilact dosetaksel ve sonosensitif ajan
Chlorin e6 verilmis, ardindan mikrokabarciklar ultrases dalgasiyla patlatilarak hiicre
canliliklar1, apoptoz oranlari, ROS iiretimi ve mitokondri potansiyellerindeki degisimler
incelenmistir.

Elde edilen bulgulara gore sono-kemoterapi uygulamasi hiicre canliligin1 6nemli oranda
azaltmakta, hiicrelerde apoptozu tetiklemekte, ROS olusumunu arttirarak hiicrelere hasar

vermekte ve mitokondri membran potansiyelini de bozup hiicresel hasar1 derinlestirmektedir.

Anahtar kelimeler: Dosetaksel, Klorin E6, Mikrokabarcik Yikimi, Sono-kemoterapi,

Ultrases
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ABSTRACT

INTERACTIONS OF MICROBUBBLES PRODUCED FOR SONO-
CHEMOTHERAPY WITH CANCER CELLS

Koken E.C. Aydin Adnan Menderes University Health Sciences Institute of Biophysics
Program, PhD Thesis, Aydin, 2020.

Today, chemotherapy is one of the most common treatments for many types of cancer,
including breast cancer, which is the most common cancer type in women. However, due to
the systemic side effects of chemotherapy and drug resistance that develops frequently against
chemotherapeutic drugs, many researchers are working on alternatives to make the treatment
more effective. One of these alternative applications is sono-chemotherapy, which includes a
chemotherapy drug accompanied by microbubbles, and a sonosensitive agent that can
chemically become active by ultrasound, which can create ROS, effectively damage cancer
cells with the effect of the applied ultrasound. The combination of ultrasound-responsive
microbubbles with a sonosensitive agent and a chemotherapeutic drug offers the opportunity
to both provide enhanced sonodynamic activation in the area of the cells and non-invasive
delivery of the chemotherapy drug into the cancer cell by blasting the microbubbles with
ultrasound.

For this purpose, in this study, the chemotherapy drug docetaxel and sonosensitive
agent Chlorin e6 were introduced to the culture medium where the human breast cancer cell
line MCF-7 cells were located, and then microbubbles were detonated with ultrasound waves,
and cell viability, rate of apoptosis, ROS production and changes in mitochondrial membrane
potentials were investigated.

According to the findings obtained, the application of sono-chemotherapy damages the
cells by significantly reducing cell viability, triggering apoptosis in the cells, increasing the
ROS formation and deepens the cellular damage by disrupting the membrane potential of the

mitohondria.

Keywords: Chlorine E6, Docetaxel, Microbubble Destruction, Sono-chemotherapy,

Ultrasound
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1. GIRIS

Kanser hiicrelerdeki hayati islevleri siirdiiren bazi genlerin mutasyonlar1 sonrasi
fizyolojik apoptoz mekanizmalarinin bozulmasiyla ortaya c¢ikan kontrolsiiz hiicre boliinmesi
durumudur. Giiniimiizde kanser diinya genelinde goriilen her alti 6liimden birinin nedenidir.
Artan yasam beklentisi, epidemiyolojik ve demografik gecisler, kanserojen kimyasal madde
ve gida kullanimiin artis1 nedeniyle kanserin morbidite ve mortalite oraninin giinden giine
artmasi, bu hastaligi 6nemli bir saglik sorunu haline getirmektedir (WHO, 2020). Meme
kanseri kadinlarda en yaygin goriilen kanser olup mortalitesi en yiiksek 5. kanser tiiriidiir. Her
ne kadar mamografi gibi goriintiileme yontemleri ile erken donemde teshisi miimkiin olsa da,
meme kanseri diinya genelinde kadinlar i¢in 6nemli bir risk unsuru olmaya devam etmektedir
(Bray ve ark, 2018).

Kanser tedavisinde giiniimiizde geleneksel olarak cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi
gibi yontemler kullanilmaktadir. Bununla birlikte son yillarda monoklonal antikorlar ve gen
terapisi gibi yeni nesil tedavi yontemleri de klinikte denenmektedir. Ancak biitiin bu
yontemler sistemik toksisite, diisiik secicilik, ila¢ direnci ve potansiyel yan etkiler gibi
kisitlamalar tasimaktadir (Dy ve Adjei, 2013). Bu sebeple kanser tedavisinde yiiksek segicilik
ozelligine sahip ve minimal invaziv kanser tedavi yontemlerine siddetle ihtiyag
duyulmaktadir.

Sonodinamik terapi (SDT), sonosensitif bir ajan ya da kemoterapétik bir ilacin diisiik
yogunluklu ultrases ve sonikasyonla aktiflestirilmesiyle kanser hiicreleri iizerinde sitotoksik
etki olusturdugundan 6zgiin bir tedavi yontemidir (Rosenthal ve ark, 2004). Ultrasesin derin
yerlesimli kanserli dokulara da niifuz edebilmesi, spesifik bir timor lokalizasyonuna
odaklanabilmesi ve timor dokusunu gevreleyen sonosensitif ajani aktif hale getirerek
sitotoksik etkiyi tetiklemesi, bunlar1 yaparken de timor komsulugundaki saglikli dokuya zarar
vermemesi sonodinamik terapiyi kanser tedavisinde umut verici giincel bir yaklasim haline
getirmektedir (Chen ve ark, 2014a).

Sonodinamik terapide porfirinler, kemoterapotik ajanlar, nonsteroid antiinflamatuar
ilaclar, klorinler gibi sonosensitif ajanlar kullanilmaktadir (Chen ve ark, 2014a; Rosenthal ve
ark, 2004; Yu ve ark, 2004). Klorin e6 da (Ce6) klorofilden elde edilen tetrapirol monomeri
olan bir sonosensitif ajandir. Ce6’nin spesifik olarak tiimér dokularinda birikerek yiiksek

sonodinamik aktivite gosterdigi, saglikli dokular i¢in toksik olmadigi ve bu dokulardan



kolayca uzaklastirilabildigi gdsterilmistir (Chen ve ark, 2013; Shi ve ark, 2011). Sonodinamik
terapide Ce6 kullanilmasi ile mitokondriyal membran potansiyelinin bozulmasi ve reaktif
oksijen tiirevleri olusumu iizerinden apoptoz yolaklarmin uyarilmasi(Li ve ark, 2014),
nedeniyle Ce6 diger ajanlara gore daha avantajli olabilmektedir. Bazi calismalarda
sonodinamik terapide sonosensitif ajan ile kemoterapi ilacinin birlikte uygulanmasinin
hedeflenen sitotoksik etkiyi ¢ok daha gliclendirecegi, daha hedefe yonelik bir tedavi
saglayabilecegi gosterilmistir. Bunlarin yaninda SDT’de kullanilan kemoterapotik dozunun
geleneksel tedavidekine gore ¢ok daha diisiik olmasi sayesinde ilacin yan etkilerinden de
kaginilabilecektir.

Ultrases maruziyetinden sonra hiicre membraninda olusan gegici acikliklarin
olusturulmasina “sonoporasyon” denilmektedir. Ultrases uygulamasiyla hiicre membraninda
sonoporasyon olusturulmasi sayesinde hiicre membranindan gegemeyen ilaclarin, genetik
materyalin ya da proteinlerin hiicre igine aktarilabilmesi saglanmaktadir. Ultrases esliginde
eksojen mikrokabarcik uygulamasi ile sonoporasyonun biyolojik etkileri arttirilabilmekte ve
daha hedefe yonelik bir tedavi miimkiin olabilmektedir.

Mikrokabarciklar perflorokarbon veya kiikiirt heksafloriir gibi gazla doldurulmus merkezi
boslugun lipid, protein ve polimer yapidaki stabil bir kabuk tarafindan kapsiillenmesiyle
olusturulmus, 0,5-10 um boyutundaki vezikiil benzeri yapilardir. Mikrokabarciklar 2005
yilindan beri insanlarda klinik tan1 ve tedavi uygulamalarda kullanilmaktadir. Biyomedikal
amagla intravendz yoldan dolasimina verildikten belli bir siire sonra kan icerisinde
¢oziinmekte, kabuk yapisi ve igerigindeki gaz viicuttan ¢esitli yollarla uzaklastirilmaktadir.
Mikrokabarciklar biyolojik etkilerini bir takim mikro akimlarla kararli ve dinamik
kavitasyonlar olusturarak ve sok dalgalar1 ya da jet formasyonu sonrasi damar biitlinliiglinii
bozarak gostermektedir. Bu sayede mikrokabarciklarin damar disina ¢ikarak icerigindeki ilag,
genetik materyal ya da molekiilleri hedef bdlgeye ulagtirmasi saglanmaktadir. Bunun yaninda
mikrokabarciklarin kavitasyon olusturmasi sirasinda reaktif oksijen tlirevleri olusumu ve
hiicre i¢ine kalsiyum akist olmasi, hedef hiicreler iizerinde apoptozu tetikleyen sitotoksik bir
etki de olusturmaktadir. Mikrokabarcik yikiminda meydana gelen bu mekanik ve kimyasal
etkiler sayesinde kanser tedavisinde sonodinamik terapinin etkinligi artmaktadir.

Ayrica mikrokabarciklarin yikimi sirasinda ortaya ¢ikan yiiksek enerji, sonodinamik
terapide kullanilan sonosensitif ajanlarin da giliclii bir sekilde uyarilmasii saglamaktadir.
Eksojen verilen mikrokabarciklarin ultrases esliginde istenilen bdlgede yikilmasinin

saglanmasi ile, kanser hiicrelerini apoptoza gotiirme olasilig1 artmaktadir.



Sonodinamik terapide ultrasesin kemoterapi ilact ve sonosensitif ajan ile birlikte kullanimi
geleneksel kemoterapi uygulamalarina kiyasla ilacin potensini artiran, yan etkilerini azaltan,
hedefe yonelik bir tedavi saglamaktadir. Bu uygulamaya eksojen mikrokabarciklarin da dahil
edilmesi, mikrokabarciklarin mekanik ve kimyasal etkileri sayesinde sonosensitif ajanin
aktiflesme olasiligini ve sitotoksik etkisini kuvvetlendirmektedir.

Bu yonleriyle mikrokabarciklar kanser tedavisinde hem hedef bolgeye kemoterapi
ilacinin vezikiiler yontemlerle ulasmasini, hem de mekanik etkilerle hedef kanser hiicrelerinde
apoptozun tetiklenmesini saglayarak kanser tedavisinde umut verici bir yaklasim olmaktadir.
Hem mikrokabarcik tasarimindaki hem de ultrason cihazlarindaki ve metodolojideki
geligsmeler bu teknolojiyi klinik olarak anlamli hale getirmektedir.

Bizim calismamizda kemoterapi ilaciyla yiiklenmis mikrokabarciklarin ultrasesle
desteklenmesi ile kanser hiicrelerindeki sitotoksik etkinin artacagin1 d6ngérmekteyiz.

Bu c¢alismada insan meme kanseri hiicre hattt MCF7 tlizerinde;

1. Kemoterapotik bir ajan olan Dosetaxel ™ ile sonosensitif bir ajan olan Klorin e6’nin
mikrokabarcik esliginde ultrases uygulanmasiyla tiimor hiicreleri tizerindeki etkinliklerinin in
vitro olarak incelenmesi,

lTM ¢

2. Dosetaxe nin ultrases ve mikrokabarciklar ile sinerjistik etkisinin aragtirilmasi

amaclanmugtir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Kanser

Giiniimiizde kanser diinya genelinde goriilen her alti 6liimden birinin nedenidir. Artan
yasam beklentisi, epidemiyolojik ve demografik gecisler nedeniyle kanser sebepli yeni vaka
ve oliimlerin sayis1 giinden giine artmaya devam etmektedir. Diinya Saglk Orgiitii 2040
yilinda diinya ¢apinda 30 milyona yakin insanin kansere yakalanacagini ve 15 milyondan
fazla kisinin kanser nedeniyle hayatin1 kaybedecegini Ongdérmektedir. Kanser nedenli
6lumlerde en ¢ok akciger, meme, kolerektal, mide ve karaciger kanseri goriilmektedir (WHO,
2020).

Kanseri, hiicrelerimizdeki hayati islevleri siirdiiren bazi genlerdeki mutasyonlara bagh
ortaya cikan bir hastalik olarak tarif edebiliriz. Normal hiicrelerin kanser hiicrelerine
doniigmesi, genomun hasara ugramasina neden olan birgcok mutasyonu gerektirmektedir.
Genomdaki bu hasar, deoksiribo niikleik asit (DNA) replikasyonunda meydana gelen
hatalarin sonucu olabilecegi gibi, metabolizma sirasin da meydana gelen serbest radikallerin
DNA bazlarina etki etmesi gibi nedenlerden de kaynaklanabilmektedir. iyonize radyasyon,
ultraviyole (UV) radyasyon ve kimyasal karsinojen gibi ajanlarin etkilesimi ile de DNA hasar1
gerceklesebilmektedir. DNA’da birgok hasar tamir etme mekanizmasi vardir. Ancak bu
mekanizmalarin islevsiz veya yetersiz kaldig1 durumlarda onarilamayan DNA hasarlari, DNA
dizisinde mutasyon ad1 verilen kalict degisikliklere sebep olmaktadir (Bertram, 2000; Cree,
2011).

Normal hiicresel isleyiste hiicrenin yasam siiresi doldugunda veya onarilamayacak
diizeyde bir DNA hasar1 meydana geldiginde, hiicrede programli bir 6liim gergeklesir. Bu
6lim mekanizmasi apoptoz olarak adlandirilir. Apoptoz mekanizmasinin herhangi bir sekilde

bozulmasi, basta kanser olmak tizere ¢esitli hastaliklara neden olmaktadir (Wong, 2011).



2.1.1. Meme Kanseri ve insidansi

Meme kanseri diinya genelinde en sik tan1 konulan ve kadinlar arasinda en yaygin
goriilen kanser tiirii olup, sadece 2018 yilinda, tiim diinyada yaklasik 2,1 milyon kadin meme
kanseri tanist almistir. Her sekiz kadindan biri, yasaminin herhangi bir doneminde meme
kanseri olma riski tasimaktadir (American Cancer Society, 2018). Diinya Saglik Orgiitii 2040
yilinda 3 milyondan fazla kadinin meme kanserine yakalanacagini ve 1 milyona yakin kadinin
meme kanseri nedeniyle hayatin1 kaybedecegini 6n gérmektedir (Bray ve ark, 2018).

Meme kanseri i¢in temel risk faktorleri kadin olmak, yas, genetik ge¢is, erken menars,
ge¢ menopoz, hi¢ dogum yapmamis olmak, asir1 kilolu olmak gibi degiskenlerdir (Hamajima
ve ark, 2012). Her ne kadar mamografi gibi goriintiileme yontemlerinin yayginligi sayesinde
erken taniyla 6liim riski azalsa da, meme kanseri hala diinya genelinde kadinlar i¢in 6nemli

bir risk unsuru olmaya devam etmektedir (Bray ve ark, 2018).

2.1.2. Kansere Karsi1 Molekiiler Terapiler

Kemoterapotik ilaglar genel olarak alkile edici ajanlar, antimetabolitler, antibiyotikler
ve topoizomeraz inhibitorleri olarak smiflandirilmaktadir. Geleneksel kemoterapotikler de
denilen bu ilaglar, hiicre bdliinmesini veya DNA sentezini farkli yollarla engelleyerek etki
gostermektedir. Artik giliniimiizde monoklonal antikorlar ve tirozin kinaz inhibitorleri gibi,
DNA'ya dogrudan miidahale etmeden kanser hiicrelerini ortadan kaldiran yeni nesil
kemoterapi ilaglar1 da klinik kullanima girmistir.

Alkilleyici ajanlar protein, ribo niikleik asit (RNA) ve DNA gibi hiicresel bilesenleri
alkile eden oldukga reaktif ilaglar olup, azot hardal veya platin tiirevleri gibi kemoterapdtikleri
kapsamaktadir. Temel etki mekanizmalart DNA ile etkilesime girerek, transkripsiyonu
bozmak ve DNA hasar yolaklarin1 uyarmaktir. Bu sayede DNA metabolizmasinin hayati
islevlerini engellerler ve hiicrenin apoptozuna neden olurlar. Alkilleyici ajanlar, hiicre
dongiislinii  silirecinin biiyiik kisminda etkili olabildikleri ig¢in, farkli kanser tiirlerinin
tedavisinde yaygin olarak kullanilabilmektedir. Giiniimiizde en c¢ok bilinen alkilleyici
kemoterapi ilaglar1 sisplatin, oksoplatin ve karboplatindir. Alkilleyici ajanlar bir¢cok kanser
tiiriiniin tedavisinde yaygin sekilde kullanilmalarina ragmen, birgok sistemi etkileyen ciddi
yan etkileri ve bu ilaclara karsi viicudun gosterdigi direncin tedavi basarisini diislirmesi,

kemoterapideki etkinliklerini kisitlamaktadir (Khoury ve ark, 2020; Mao ve ark, 2020).



Antimetabolitler, kanser hiicresinin boliinme asamasinda DNA veya RNA yapisina
eklenerek veya yeni niikleotitlerin olusumunu bozarak, timor hiicrelerinin biiylimesini
engelleyen ajanlardir. insan viicudunda dogal olarak bulunan vitamin, amino asit ve DNA
veya RNA onciileri gibi bilesikler ile yapisal benzerlik gosterirler. Bu ilaclar 6zellikle hizli
biiyiiyen ve boliinen hiicrelerde toksik etki gosterirler. Piirin, pirimidin ve folat antagonistleri
giinlimiizde en yaygin kullanilan antimetabolitlerdir (McGuire, 2005; Sigmond ve Peters,
2005; Chan ve Cronstein, 2013).

Kanser tedavisinde DNA transkripsiyonunu bozarak etki gosteren antibiyotikler de
kullanilmakmaktadir. En 1iyi bilinen antitimor islevli antibiyotik doksorubisin’dir.
Doksorubisinin DNA interkalasyonu, lipit peroksidasyonu ve topoizomeraz II' nin
inhibisyonu olmak {izere ii¢ farkli ¢alisma mekanizmasi tanimlanmistir. Diger antitiimor etkili
antibiyotikler daunorubisin, epirubisin ve bleomisin'dir (Beretta ve Zunino, 2007; Kong ve
ark, 2018; Osaki ve ark, 2016; Vejpongsa ve Yeh, 2014).

Topoizomerazlar, DNA nin siiper sarmal yapisini koruyan temel enzimlerdir. Tip I veya
II topoizomerazlarin inhibisyonu, bu siiper sarmal yapiy1 bozarak DNA transkripsiyonunu ve
replikasyonunu engellemektedir. Topoizomeraz inhibitrlerine 6rnek olarak doksorubisin,
genistein ve topotekan gosterilebilir ( Topcu, 2001; Delgado ve ark, 2018).

Mikrotiibiiller hiicre iskelet yapisinin temel bilesenleri olup, hiicre i¢inde vezikiillerin
taginmasi, sinyal iletimi ve hiicre boliinmesi gibi olaylarda 6nemli gorevlerde bulunurlar.
Taksanlar (paklitaksel, dosetaksel) ve Vinca alkaloidleri (vinblastin, vinkristin) gibi ilaglar,
mikrotiibiilleri hedefleyerek mitozu inhibe eden ve apoptoza yol agan anti-mitotik ilaglardir
(Dumontet ve Jordan, 2010).

Monoklonal antikorlar, tiimore 6zgii antijenlerin belirli bolgelerine yapisir ve bu
antijenlerin konak¢inin bagisiklik sistemi tarafindan kolayca taninmasini saglarlar
(Samaranayake ve ark, 2009). Bunun yaninda, biiylime faktorlerinin baglandig1 reseptorleri
bloke ederek kanser hiicrelerinin biiylimesini onlerler.

Saglikli hiicrelerin malign hiicrelere doniisiimiinde genetik diizeydeki mutasyonlarin
rolii oldugunun kesfedilmesi, kanser hiicrelerini gen tedavisi i¢in 6nemli bir hedef haline
getirmistir. Gen terapisindeki ilk yaklasim, terapotik bir genin, genomun spesifik olmayan bir
bolgesine sokulmasidir. Bu girisim, daha Once sentezlenmeyen bir terapétik proteinin
ekspresyonunu takiben tedavinin gergeklesmesi ile sonuclanabilmektedir. Baska bir gen
terapisi yaklasimi ise, bir patolojiye sebebiyet veren hatali protein tiretimi durumlarinda, bu
proteine ait mMRNA'nin ekspresyonunu diizenlemektir. Bu diizenlemeler antisens

oligontikleotidler, ribozimler veya kiicik karisan RNA  (siRNA) kullanilarak
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gerceklestirilebilmektedir (Devi, 2006; Mansoori ve ark, 2014; Pastor ve ark, 2018; Xu ve
Wang, 2015).

2.2. Antikanser Molekiiler Terapiler icin Tasiyic1 Yapilar

Giliniimiiz kanser terapilerinin en énemli sorunu olarak, tedavi goren hastalarda olusan
sistemik yan etkiler goriilmektedir. Bu sorunlarin {istesinden gelebilmek i¢in kullanilan ilag ve
diger ajanlar1 tastyici1 yapilarla hedef dokuya gonderme yaklagimi yayginlagsmaktadir. Bu
ama¢ i¢in kullanilmak ftizere pek ¢ok farkli yapi1 sentezlenmekte ve etkinlikleri test

edilmektedir.

2.2.1. Lipozomlar

Lipozomlar, fosfolipidlerin sulu bir ortamda dagilmasi sonrasi kendiliginden olusan bir
takim vezikiillerdir (Sekil 1). Igerigindeki polar bas grubu ve apolar hidrokarbon kuyrugu,
sulu ortamda iki tabakali yapilar olusturur: karsilikli konumlanmig kuyruklar ve sulu ortama
dogru c¢ikint1 gosteren polar bas gruplari. Bu o6zelliginden dolayi, lipozomlar sulu i¢
kompartiman boliimiinde hidrofilik ajanlari tutabilirken, lipit kismina hidrofobik ajanlar
yiikleyebilir (Gulati ve ark, 1998). Bilesimi hiicre zarinin yapist ile benzer oldugundan,
lipozomlar diger sentetik malzemelere gore biyolojik acidan daha uyumludur. Bunun yaninda,
fonksiyonel ligandlar tagiyabilmesi, belirgin ylizey modifikasyonlarina uygun olmasi, boyut
ve yiik farkliliklar1 ve polietilen glikol (PEG) ile kaplanabilmesi, lipozomlarin spesifik ila¢
vermek icin kullanigli ajanlar olmasim1 saglamaktadir. Lipozomlarin ilag verme
uygulamalarinda nano-tasiyict olarak tercih edilmesinin baska ek avantajlar1 da
bulunmaktadir. Lipozomlar, kendisine yliklenen ilacin ¢evreye istenmeyen sekilde maruz
kalmasimi Onler, ilact bozunmaya karst korur, bdylece ilacin viicuda salim hizin
yavaglatabilirler. Kolesterol ve doymus yag asitleri gibi lipit alt tiirleri, lipozomun ikili lipit
tabakasini stabilize ederek plazma proteinlerinin ataklarina direnmelerini saglar ve ilag
kacagin1 engellerler. Biitiin bunlarla birlikte lipozomlarin ilag tasiyicilart olarak
gelistirilmesinde karsilasilan en biiyiik zorluk, bu vezikiiliin in vivo olarak viicuda dagiliminin

ve viicuttan uzaklastirilmasinin tamamen kontrol edilememesidir (Allen ve Cleland, 1980;



Allen ve ark, 1991; Immordino ve ark, 2006; Scherphof ve ark, 1978; Senior ve Gregoriadis,
1982).

2.2.2 Polimerler

Polimerler su sekilde kategorize edilebilir: 1) protein, peptit, glikanlar, nisastalar ve
selilloz gibi dogal polimerler; ii) dogal monomerlerden sentezlenen sentetik polimerler,
ornegin polilaktik asit (PLA) ve polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA); ve iii) polihidroksibutirat
gibi mikrobiyal fermantasyon polimerleri. Dogal ve sentetik polimerler, lipozomlar,
dendrimerler ve miseller dahil olmak {izere ¢esitli nanoparcaciklarin sentezi icin
cesitlendirilmis bir platform olusturur (Yu ve ark, 2006).

Yara iyilesmesi i¢in kullanilan polimer nanopartikiiller, miseller (Hu ve ark, 2013,
2011), nanojeller (Sinha ve ark, 2013) ve nanofiberler genis dlgiide arastirilmistir (Nguyen ve
ark, 2013; Tan ve ark, 2015). Nanopargacik sentezinde yaygin olarak kullanilan dogal
polimerler arasinda kitosan, dekstran, albiimin, heparin, jelatin ve kollajen bulunmaktadir
(Janib ve ark, 2010). Kitosan kapli PLGA nanoparcaciklar1 (Ward ve Georgiou, 2011),
kitosan nanopargaciklar1 (Anitha ve ark, 2014; Mohammed ve ark, 2017; Raja ve ark, 2015),
PEG ile kaplanmis PLA nanoparcaciklari ve poli-PLGA nanoparcaciklari proteinleri aktif bir
formda tasiyabilmekte ve bunlar1 hedef organlara ulastirabilmektedir (Rabanel ve ark, 2015;
Yang ve ark, 2014). Ayrica Poli-L-lizin (pLL), Poli-Etilenimin (pEI), kitosan, katyonik
proteinler ve katyonik peptitler gibi cesitli dogal veya sentetik katyonik polimerler de DNA

tastyicilart olarak kullanilmaktadir.

2.2.3. Dendrimerler

Dendrimerler dogada bulunan polimerik bir makromolekiil sinifi olup, 1970’lerin
sonlarindan itibaren sentetik olarak da sentezlenmeye baslanmistir. Bunlar karmasik kiiresel
yapida, 1-100 nanometre boyutundaki molekiillerdir. Dendrimerler su sekilde karakterize
edilmektedir: 1) merkezi bir ¢ekirdek; i) merkezden ¢ikan ve “jenerasyon” denilen
dallanmalar; iii) en az bir dal baglantis1 olan tekrarli birimler; ve iv) terminal fonksiyonel

gruplar (Buhleier ve ark, 1978; Tomalia ve ark, 2002).



Dogrusal polimerlerin aksine dalli yapilanma gosteren dendrimerler, hedefe 6zel yiizey
gruplart sayesinde hassas olarak kontrol edilebilir bir mimariye sahiptir. Dendrimerlerin
dallarina ilag ve benzeri yiiklerin pasif tuzaklanmasi ya da salinmasi i¢in kullanilabilen ¢ok
cesitli molekiiller eklenebilmektedir. Dendrimerlerin yapist geometrik olarak simetriktir ve
cevresinde bir¢ok fonksiyonel grup, igerisinde de bir bosluk bulundurmaktadir. Molekiiler
agirligr hassas olarak kontrol edilebilmektedir. Biitiin bu o6zellikler dendrimerlerin sivi-
mekanik performansimnin yiikselterek, c¢ok yonli ve giiclii adsorpsiyon kabiliyetiyle

dendrimerleri islevsel nano tasiyicilar yapmaktadir (Kesharwani ve ark, 2014).
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Sekil 1. Kanser tedavisinde ila¢ tasiyici olarak kullanilan nanomalzemeler.Farkli biyolojik
ozellikleri ile, nanomalzemeler gegirgenlik ozelligi ve tutma etkisini artirabilir; biyoyararlanimi
artirabilir; kemoterapi ilaglarinin toksisitesini azaltabilir; hidrofobik veya hidrofilik kemoterapi
ilaglarin1 kan dolagimina birakabilir ve kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etki olusturabilir. CNT,
karbon nanotiipler; QD, kuantum noktalar;; MSN, metal nanopartikiiller. (Li ve ark, 2017)’den

uyarlanmustir.)

2.2.4. Misellar Nanoparcaciklar

Miseller, bir ¢ekirdek ve bir kabuk yapisina sahip nanopartikiillerdir. Amfifilik blok

kopolimerlerin, sulu ortam i¢inde kritik misel konsantrasyonunun iizerinde kendi kendine
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birlesmesinden elde edilirler. Hidrofobik ¢ekirdek kismi bir rezervuar gorevi gorerek ilacin
veya genetik materyalin ¢oziinmesini 6nlerken, hidrofilik kabuk kismi misele suda ¢6ziiniirliik
ve stabilite kazandirir. Bu kabuk yapisi sayesinde paklitaksel ve dosetaksel gibi suda
¢Oziinemeyen ilaglar, hidrofilikliklerini arttirmak ve biyoyararlanimlarini kolaylastirmak i¢in
suda ¢oziinen bir tabaka ile kaplanmis olur. Hidrofilik kabuk ayrica misele yiiklenen ilacin
korumasini saglar, dolasimdaki siiresini uzatir, daha iyi gegirgenlik ve tutunma saglar (Sun ve

ark, 2008).

2.2.5. inorganik Nanomalzemeler

Kuantum noktalari, siiperparamanyetik demir oksitler, altin nanopartikiiller, karbon
nanotiipler, diger metalik ve metalik olmayan nanopartikiiller veya nanokristaller gibi
inorganik nanomalzemeler radyoterapinin etkinligini arttirmada ve timor goriintiileme
yontemlerinin gerlistirilmesinde fayda saglarlar. Bu inorganik nanopargaciklarin bir kismi 10-
100 nm araliginda olup ve kilcal damarlara niifuz edecek kiigiikliiktedir. Bu sayede dolagimla
iletilebilir ve bazi dokularin igerisine girebilirler. Daha biiylik boyutlardaki nanopargaciklar
viicudun hastaliga 6zgii bolgelerinde pasif hedefleme ile verilmektedirler. Kanseri hedefleyen
araglar olarak da ¢ok fonksiyonlu nano cihazlar gelistirilmistir Bu cihazlar ila¢ yiikiini,
antikor veya ligand gibi spesifik reseptér hedefleme ajanlarini ve manyetik rezonans
gorlintiilleme i¢in kullanilan kontrast maddeleri de icerebilmektedir. (Namiki ve ark, 2011).
Bunun disinda, tedavide kullanilan ilaglar nanomateryal matris i¢ine eklenerek bir kapsiil
haline getirilir, devaminda bu kapsiil emilerek, tutularak veya coziilerek belirli bolgelere
verilebilir. Ancak erken donem klinik caligsmalarda, altin nanoparcaciklar (Libutti ve ark,
2010) ve silika nanoparcaciklar (Benezra ve ark, 2011) gibi bazi inorganik nanomalzemelerin

toksik olmasi ve stabil olmamasi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir.

2.2.6. Mikrokabarciklar

Mikrokabarciklar i¢leri gaz dolu kabuk kismi ise polimer, protein veya gesitli lipidler
olabilen yapilardir. Boyutlar1 0,5-10 um olup ultrasonografide kontrast ajanlari olarak

kullanilmaya baslanmislardir. Mikrokabarciklar goriintiilleme i¢in énemli kontrast maddeleri
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ve hedefli ilag dagitimi i¢in de tastyicilar olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bir mikro-kabarcik ¢api
yaklagik birkirmizi kan hiicresi (~10 um ¢apindan daha az) kadar oldugundan, viicuttaki
mikrodamarlarda ve kilcal damarlarda benzer reoloji gosterebilmektedir. Gaz c¢ekirdegi,
partikiil hacminin ¢ofunu igerir ve ultrason geri sagilmasi ve ilag¢ iletimi i¢in olanak
saglamaktadir. Sulu ortamda bu boyuttaki gaz kabarciklari, yiizey gerilimi etkileri nedeniyle
dogas1 geregi kararsizdir ve bu nedenle dengeleyici bir kabuk gerektirir. Kabuk, siirfaktanlar,
lipitler, proteinler, polimerler veya bu malzemelerin bir kombinasyonundan olusabilir.
Merkezindeki gaz ila¢ molekiilleri i¢in zayif bir ¢dziicii oldugundan, kabuk i¢inde veya
tizerine yiikleme stratejileri uygulanmalidir (Geis ve ark, 2012; Sirsi ve Borden, 2009; Stride
ve Edirisinghe, 2008).

Ilag dagitim araclar olarak mikrokabarciklarin basarisinin anahtari, ultrasonik dalgalara
maruz kaldiklarinda asir1  aktivite gostermeleridir. Gaz c¢ekirde8i, basing dalgasinin
seyreklesme safhasinda genisler ve kompresyon sathasinda biiziiliir. Ultrases parametrelerine
bagli olarak, ultrasesgeri sacilimini ve/veya mikrokabarcik kabugundan ilaglarin serbest
birakilmasini ve lokal olarak verilmesini kolaylastiran ¢esitli fenomenler meydana gelebilir.
Bu fenomenler sonraki boliimlerde 6zletlenmistir (Boliim 2.3 Ultrases ve 2.7 Mikrokabarcik
ve Ultrases) ve bunlar akustik radyasyon kuvveti gibi hafif etkilerden dinamik kavitasyon gibi
yiiksek enerjili olaylara kadar uzanmaktadir. Bu fenomenlerin kombinasyonlart goriintiileme,
hedefleme, kontrolli salim ve wvaskiiler gecirgenlik artisgina izin vermektedirler.
Mikrokabarciklar teranostik ajanlardir. Yani, goriintiileme (teshis), ila¢ tasima ve hedefe
yonelik tedavide kapasite saglama icin eszamanli ve birlikte lokalize kontrast
saglamaktadirlar. Bu durumda, goriintiilleme yontemi ve terapotik tetikleyici esas olarak
ultrasestir. Bu nedenle takip eden boéliimlerde Once ultrasesin biyofiziksel ozellikleri ve
terapotik kullanimlar1 6zetlenecek daha sonra da mikrokabarciklar ve ultrases etkilesimi ile bu

etkilesime dayanan terapi yaklasimlarindan bahsedilecektir.

2.3. Ultrases

Ses, longitudinal bir mekanik dalgadir. Ses dalgasinin frekansi saglikli insan kulaginin
duyabildigi aralik olan 20 Hz- 20 kHz’in iizerinde oldugunda, buna ‘ultrases’ adi
verilmektedir. Ultrases dalgalarinin ortaya ¢ikmasindaki temel ilke, piezoelektrik olayidir.

Piezoelektrik kavrami, belli ozellikteki kristallere elektrik enerjisi uygulandiginda, bu
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kristallerin atomlarinin genisleyip sikismasi durumunu tanimlar. Bunun sonucunda olusan
mekanik enerji, ultrases dalgalarini olugturmaktadir (Forbes ve ark, 2011).

Bir ultrases dalgasi, yiiksek basing ve diisilk basing alanlarindan olusur (Sekil 2).
Ultrasesi ileten ortamdaki molekiiller de bu basing alanlarina baglh olarak titresir.
Molekiillerin birbirine yaklagsmasi ‘sikisma’, birbirinden uzaklagmasi ‘seyreklesme’ olarak
adlandirilmaktadir. Bu mekanik ve hizl ileri-geri hareket, sesin mekanik olarak yayilan bir
dalga olarak tanimlanmasimin nedenidir. Partikiillerin yogun oldugu bdlgeler yiiksek bir
akustik basinca (sikistirma fazi) karsilik gelirken, partikiil yogunlunun diisiikk oldugu
bolgelerde akustik basincin da diisiik (seyreklesme fazi) oldugu goriilmektedir (Leighton,
2007; Peregrine, 1994).

Akustik dalga

Akustik basing

Zaman

CORPICTE T

Partikdil

yOéUnIUéU :'.o...‘ :'-..:.0' o o. ..l:'.o:’fé:.o. .-. 548 0' '.o-."."" ..o. :.'. “ -. .:; .-..‘é....:.
Sikisma  Seyreklesme

Sekil 2. Akustik dalganin sematik gdsterimi.Akustik dalga bir ortam i¢inde yayildigi zaman,
parcacik yogunlugu yiiksek (sikistirma fazi) ve diisiik (seyreklesme fazi) olan farkli alanlar olusur.

(Leighton, 2007)’den uyarlanmustir.)

2.4. Ultrasesin Biyofiziksel Ozellikleri
Tedavi amaciyla ultrasese maruz birakilan bir dokuda birkac biyolojik etki meydana

gelmekte olup bunlar genel olarak ‘termal’ ve ‘termal olmayan’ etkiler olarak iki baglik

altinda incelenebilir.
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2.4.1. Ultrasesin Termal Etkileri

Hedef doku i¢inde yayilan ultrases dalgasinin tagidigi enerjinin dokuda sicaklik artisina
neden olmasi sonucu, ultrasesin termal etkileri ortaya g¢ikmaktadir. Bu sicaklik artisinin
diizeyi, uygulanan ultrasesin frekansina, siddetine ve olusum dongiisiine baglidir. Bunun
yaninda hedef dokunun tiirli, damarlanma yapist ve dokunun 6niinde veya arkasinda bulunan
kuvvetli yansitict dokularin varligt da ultrases kaynakli sicaklik artisin1  belirleyen
etkenlerdendir.

Ultrasesin dokularda olusturdugu termal etki, bazi tibbi konularda fayda
saglayabilmektedir. Ultra ses kaynakli sicaklik artis1 sayesinde tendon ve skar dokusu gibi
kollajen yapilarin uzayabilirliginde artis, eklem sertliginde azalma, agri kesici etki, kan
akiginda degisiklikler, kas spazminda azalma goriilebilmektedir. Ayrica bu termal etki
sayesinde yiiksek yogunluklu odaklanmis ultrases cerrahisi (HIFU) yontemi ile ablasyon

tedavisi de gerceklestirilebilmektedir (Gail Ter Haar, 1999).

2.4.2. Ultrasesin Non-termal Etkileri

Ultrasesin termal olmayan etkileri temel olarak belirli kosullar altinda olusabilen

kavitasyon etkisi ve sok dalgalaridir.

2.4.2.1. Kavitasyon

Kavitasyon, ultrasese maruz birakilan bir ortamda gaz dolu kabarciklarin olusumu ve bu
kabarciklarin olusturdugu etkilerdir.

Cok diisiik akustik basinglarda (1IMHz i¢in <100kPa) mikrokabarciklar simetrik ve
dogrusal bir sekilde salinmaktadir. Bu, genislemelerinin ve kompresyonlarinin ultrases
alanindaki basing fazlariyla ters orantili oldugu anlamima gelir. Sonug¢ olarak,
mikrokabarciklar, iletilen ultrasesin (frekansli dogrusal geri sagilma) ayn1 frekansina sahip bir
geri sagilma {iiretir. Bu geri sa¢ilimin yogunlugu mikrokabarcik boyutuna baglidir. Frekans

dogal rezonans frekansina daha yakin oldugunda mikrokabarciklarin tepkisi daha yiiksektir.
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Mikrokabarcik yarigapi ne kadar yiiksek olursa, rezonans frekansi o kadar diisiik olmaktadir
(Hernot ve Klibanov, 2008; Sboros, 2008).

Yiiksek ultrases yogunluklarinda (0,1-1 MPa; 1MHz) mikrokabarciklar dogrusal
olmayan sekilde davranir. Bunun devaminda mikrokabarciklarin genlesme fazi uzar, ¢linkii
mikrokabarciklar genlesmeye kiyasla sikistirmaya daha dayaniklidir. Bu durum ‘stabil ya da
kararl1 kavitasyon’ olarak bilinir (Hernot ve Klibanov, 2008). Mikrokabarcik kavitasyonu
sirasinda, gaz akisi (seyreklesme fazi) ve gaz ¢ikisi (sikistirma fazi) gorilmektedir (Sekil 3b).
Simetrik salinimlar s6z konusu oldugunda, bir genlesme/sikistirma dongiisii boyunca net gaz
akist sifirdir.

Bu simetrik salinimlar sirasinda eger mikrokabarcik hiicre membranina yeterince
yakinsa olusturdugu itme ve ¢cekme kuvvetleriyle komsu hiicre membraninda gecici porlar
olusturabilir (Sekil 4a). Bu salinimdan bagimsiz olarak ultrases dalgasinin itme giiciiyle
harekete gecen mikrokabarcik hiicre membranina kadar siiriiklenip uyguladig: itme kuvvetiyle
membranda yine porasyona neden olabilmektedir (Sekil 4b).

Bununla birlikte, genlesme fazi uzadiginda, mikrokabarcik icine bir net gaz girisi
olmaktadir. Bu nedenle, mikrokabarcik rezonans boyutuna ulagana kadar biiylir ve burada
kararli, digiik genlikli salinim gosterir. Bu tiir kararli salinimlar, mikrokabarciklar etrafinda
giiclii bir siv1 akisi yaratir, bu akimlara ‘mikro akim’ denilmektedir. Mikro akimlar hiicre
zarlarina bir kesme gerilimi uygulayarak zarlarin gegici olarak acilmasina neden

olabilmektedir (Sekil 4¢) (Ferrara ve ark, 2007; Sboros, 2008).

Seyreklesme  Sikisma

—r +—

A Ve Y -
[ H N ) M
Kararli Kavitasyon () — § |—V— RV (b)
o \,&/ \/(
- A .
T M - | T (0)
Dinamik Kavitasyon §J — £ § — ()— | 1
] v )

S patlama

Sekil 3. Ultrases dalga formu ve kavitasyon.Ultrasonik alan (a) etkisi altinda kararli (b) veya
dinamik kavitasyon (c) uygulanan mikrokabarciklarin sematik gdsterim. (I Lentacker ve ark,

2013)’den uyarlanmistir.)
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Daha yliksek ultrases yogunluklarinda (> 1MPa; 1MHz) mikrokabarciklarin salinim
genligi, mikrokabarcik ani akan sivinin ataletinden dolay1 ¢okene kadar hizla biiyilir. Bu
bliyliyen mikrokabarciklar daha sonra birgok kiigiik mikrokabarciklara boliiniir. Bu tip
kavitasyona ‘dinamik kavitasyonu’ denir (Sekil 3c). Mikrokabarciklarin ¢okmesi sirasinda
mikrokabarciklar1 ¢evreleyen sivida sok dalgalar1 olusur (Sekil 4d).

Son olarak, ¢coken bir mikrokabarcik hiicre duvari gibi bir yiizeye yakin olarak
yerlestirildiginde asimetrik bir cokme meydana gelir, ve ylizeye dogru bir siv1 jeti olusur. Bu
olusuma ‘jet formasyonu’ adi verilir (Sekil 4e). Sok dalgalar1 ve mikrojetler, hiicre zarlarini
delebilen ve hatta kan damarlarini1 gegebilen ¢ok yiiksek kuvvetler olusturabilmektedir (Wu ve
Nyborg, 2008; Wu ve ark, 2002).

Ultrases uygulamasi, dokuda 6nceden var olan gaz kabarciklari ile etkilesime girerek bu
“mikrokabarciklarin” kavitasyonunu da saglayabilir. Bununla birlikte, kavitasyonun
mikrokabarciklarin enjekte edilmesinden daha once, in vivo olarak olusabildigine dair ¢cok az
kanit bulunmaktadir (Baker ve ark, 2001). Akustik kavitasyonun biyolojik etkilerini arttirmak
icin yapilan ¢alismalarda, kan dolasimma mikrokabarciklar enjeksiyon uygulamasi

yapilmaktadir (Kooiman ve ark, 2020; Lentacker ve ark, 2013).

p—

Sekil 4. Kararli ve dinamik kavitasyon yapan mikrokabarciklarin biyofiziksel etkileri. (a), (b) ve
(c) kararli kavitasyonun neden oldugu biyofiziksel etkileri ifade ederken, (d) ve (e) dinamik
kavitasyonun etkilerini gdsterir. (a) Istikrarli bir salinim yapan mikrokabarciklarin sirasiyla genlesme
ve sikistirma fazinda itme (solda) ve ¢ekme (sagda) etkileri, zar bitiinligiini bozar. (b) Akustik

radyasyon kuvveti mikrokabarciklarin yer degistirerek hiicre zarini sikistirmasina, ve membran
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biitiinliigliniin bozulmasia neden olur. (c) Bir mikrokabarcigin kararli salimmi, c¢evredeki sivida
mikro-akimlar olusturur. Bu akimlar hiicre zarina mekanik stres uygulayarak goézenek olusumuna
neden olur. (d) Mikrokabarcik ¢okmesi ile olusan sok dalgalart hiicre zarinda yiiksek gerilmelere yol
acar, bu da zar biitiinliiglinin bozulmasma neden olur. (¢) Mikrokabarcik bir yiizeyin yakininda
¢oktiiglinde, ¢okme asimetriktir ve sivida yiizeye dogru bir jet formasyonu olusmasina yol agar. Bu

mikrojet hiicre zarii delerek bir gozenek olusturur. (Lentacker ve ark, 2013)’den uyarlanmuistir.)

Mikrokabarciklarin i¢inin gazla dolu olmasi, kabarciklarin basing degisikliklerine karsi
oldukca duyarli olmasini saglar. Bu nedenle mikrokabarciklar ultrasese maruz birakildiginda,
hacimlerinde hizli ve dramatik degisiklikler meydana gelebilir. Bu hacim degisiklikleri,
kabarciklarin yakin g¢evresini 6nemli Olciide etkileyebilecek ve terapdtik etkilere aracilik
edebilecek bir dizi mekanik, termal ve kimyasal olaya yol acar. Daha sade bir anlatim i¢in bu
olaylar tek bir kabarcik baglaminda tartisilmaktadir. Ancak mikrokabarciklarin biyolojik
etkileri aslinda tipik olarak bir kabarcik popiilasyonu tarafindan {iretilmektedir ve bu

popiilasyondaki kabarciklar arasi etkilesimlerin etkisi de ihmal edilmemelidir.

2.4.2.2. Mekanik etkiler

Bir sivinin igerisindeki mikrokabarcik birden fazla zit etkiye maruz kalir. Bunlar;
mikrokabarcigin maruz kaldig: ultrases alaninin mekanik basinci; kabarcigi ¢evreleyen sivinin
uyguladig1 hidrostatik basing; kabarcik i¢indeki gaz ve/veya buhar basinci; ylizey gerilimi ve
herhangi bir kaplama malzemesinin etkisi; ¢evreleyen sivinin ataleti; ve mikrokabarcigi
cevreleyen sivinin ve/veya kaplamanin viskozitesinden, 1sil iletimden ve/veya akustik
radyasyondan kaynaklanan soniimlemedir.

Dinamik ve kararli kabarcik salinimlari, balonun yakin ¢evresini etkileyen ve tedavide
onemli olabilecek bir takim olaylara yol acabilir. Bunlar:

1. Dogrudan carpisma: Orta salimm genliklerinde bile kabarcik duvarimin
hizlandirilmasi, hiicre zar1 gibi kirilgan yapilar1 kolayca deforme ederek yakindaki yiizeylere
ve kan damar duvarlarina ve kan damari duvarlar biiyiik kuvvetler uygulamak icin yeterli
(Hong Chen ve ark, 2011; Kudo, 2017; van Wamel ve ark, 2006).

2. Balistik hareket:Kabarcik salinimin yani sira, yayilan bir ultrases dalgast (birincil
radyasyon kuvveti) tarafindan sivida olusturulan basing gradyaninin bir sonucu olarak

tanimlanabilir. Kabarciklar sikigtirilabilme o6zellikleri sayesinde, ilacin bir lokalizasyonda
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daha iyi birikmesini saglayabilir (Dayton ve ark, 1999; Rychak ve ark, 2005) veya ilac1 hedef
dokuya (Bader ve Holland, 2013; Caskey ve ark, 2009) dogru itmek i¢in gereken hizda
tasinabilirler (Acconcia ve ark, 2016).

3. Mikro Akis:Yapiskan bir siviya salinan bir yapi, araylizey siirtiinmesi sonucunda
momentum aktarimima sebep olur. Salmimdaki herhangi bir asimetri, mikro akis olarak
bilinen bu yapinin hemen yakininda, bu sivinin net hareketiyle sonuglanir. Bu hareket sirayla
yakindaki yiizeylere kayma gerilmeleri uygulayacak ve sivinin igindeki taginimi artiracaktir.
Kabarcik salinimlarmin dogrusal olmayan dogasi nedeniyle, hem kararli hem de dinamik
kavitasyon, 6nemli diizeyde mikro akis iireterek ~1 mm/s hizinda sivi hareketine neden olur
(Pereno, 2018). Eger kabarcik bir yiizeye yakinsa, asimetri olusacak ve dolayisiyla mikro
akist daha da artiran kiiresel olmayan salimimlar da meydana gelecektir (Marmottant ve
Hilgenfeldt, 2003; Nyborg, 1958).

4. Mikrojet olusturma: Bir yiizeye yakin kiiresel olmayan kabarcik salinimlari ile
iligkili bir baska olgu, kabarcik ¢okmesi sirasinda sivida jet formasyonu olusumudur. Coken
kabarcigin her iki tarafindaki sivinin ivmelenmesinde yeterli asimetri varsa, daha hizli hareket
eden s1vi, kabarcig1 deforme eder ve karsi tarafta yiiksek hizli bir jet formasyonu olusumuna
neden olabilir. Mikro jetlemenin, c¢elik gibi olduk¢a esnek malzemelerde bile oyuk
tiretebildigi bildirilmistir. Bununla birlikte, jet formasyonun yonii ve hizi, yakinindaki
yiizeyin elastik 6zellikleri ile belirlendiginden dolayi, jetin biyolojik dokudaki etkileri hiicre
iskeleti ve matriks yapilar ile iliskili olmaktadir (Benjamin ve Ellis, 1996; X. Chen ve ark,
2014; Kudo ve Kinoshita, 2014; Naud¢ ve Ellis, 1961).

5. Sok dalgalari: Termal olmayan ultrases etkide akustik enerji, hiicre ylizeyine
kavitasyondan kaynaklanan basingla iletilir. Kavitasyon ultrasesin doku sivisinda ilerlemesi
sirasinda meydana gelen basing degisimlerinden kaynaklanan mikroskobik baloncuklar: tarif

etmektedir.

Termal olmayan diger ikincil etkiler, ultrasonik bir dalganin dogrusal olmayan yayilimi
ile meydana gelmektedir (Peregrine, 1994). Ultrases dalgasinin yogunlugu yeterince yiiksek
oldugunda, ultrases dokuda dogrusal olmayan sekilde yayilmaya baglar. Bir siv1 veya doku
yiiksek basing fazinda sikistirildiginda, sertligi ve yogunlugu artar. Sonug olarak, yiiksek
basincl pikler diisiik basingli fazlardan daha hizli hareket eder. Bu dogrusal olmayan yayilma,
baslangicta siniizoidal olan dalgalarin bozulmasina yol agar ve sonugta bir sok dalgasinin
olugsmasina neden olabilir (Sekil 5) (Humphrey, 2007; Kuznetsova ve Coakley, 2007;
O’Brien, 2007).
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bozulmas:

Lok dalgas u

Sekil 5. Sok dalgasi olusumu. Ultrasesin (a) linecer olmayan yayilmasindan dolayr sok dalgasi
olusumunun (b) sematik gosterimi. D ve D ', normal bir ultrases dalgasi ve sok dalgasindaki sirasiyla
maksimum sikistirma ve maksimum dekompresyon alani arasindaki mesafeyi gosterir. (Lentacker ve

ark, 2008)’den uyarlanmustir.)

6. Ikincil radyasyon kuvveti: Daha kii¢iik salmim genliklerinde, bir kabarcik ¢evresindeki
akiskanda bir basing dalgasi olusturacaktir. Kabarcik bir yiizeye bitisikse, bu dalga
ileytizeyden yansimasi sivi iginde bir basing degisimine ve kabarcik iizerinde ikincil bir
radyasyon kuvvetine yol acar. Mikro jetlemede oldugu gibi, yiizeyin elastik ozellikleri,
yayilan ve yansiyan dalgalar arasindaki faz farkini ve dolayisiyla kabarciklarin yiizeye dogru

hareketinin yoniinii belirleyecektir.

2.4.2.3. Kimyasal Etkiler

Cevreleyen dokuda tiretilen sicaklik artisi, 6zellikle dinamik ¢okiis sirasinda birkag¢ bin
Kelvin'e ulastiginda, bu artis balonun icinde meydana gelen sicaklikla karsilastirildiginda
ihmal edilebilir olacaktir. Buna benzer sekilde gaz basinci da 6nemli Ol¢iide artacaktir. Bu
asirt kosullar ¢ok kisa bir siire devam etmesine ragmen, yiiksek derecede reaktif kimyasal
tirler, Ozellikle reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve elektromanyetik radyasyon emisyonu
(sonoliiminesans) iiretebilmektedir. ROS'un ¢oklu biyolojik siireglerde onemli rollerde
bulundugu, hem ROS hem de sonoliiminesansin ila¢ aktivitesini etkileyebildigi bilinmektedir
(Beguin ve ark, 2019; Flint ve Suslick, 1991; Rosenthal ve ark, 2004; Trachootham ve ark,
2009; Winterbourn, 2008).

18



2.5. Ultrasesin Tibbi Uygulamalari

Ultrasonik radyasyonun biyofiziksel etkileri ¢esitli biyolojik tepkilere neden olabilir.
Tanida kullanilan ultrases, tibbi olarak 6nemli biyo-etkilerden arindirilmistir. Bunun aksine
terapotik ultrasesin amaci, belirli bir biyolojik tepkiye neden olmaktir. Hangi biyofiziksel
etkinin baskin olacagi esas olarak uygulanan ultrasesin frekansina ve yogunluguna baghdir.
Yiiksek frekansli ultrases doku tarafindan daha kolay emilir ve bu nedenle HIFU
uygulamalari i¢in son derece uygundur. Ote yandan, kavitasyon olusumu amagclandiginda,
diisiik frekansli ultrases daha uygundur ve 1s1 olusumunu azaltmak i¢in darbeli ultrases
kullanilabilir. Ultrases tedavisi genel olarak iki alt kategoriye ayrilabilir: yliksek gii¢ ve diisiik
giic terapileri. Yiiksek giiclii akustik terapilere HIFU ve litotripsi; diisiik giiclii terapilere

ornek olarak sonoforez ve fizyoterapi gosterilebilir (Sekil 6).

Diislik Frekansh Ultrases Yiksek Frekansh Ultrases
L | |
| ] 1
Terapotik Tarisal
i i1 i
I [ I | |
20kHz  100kH: 1MHz 3MHz 10MHz
& Sonoferez HIFU
o liag dagihimi (mikrokabarciksiz) Ultrasesle gorintileme
* Sonotromboliz
* Litotripsi s Fizyoterapi
e [lag dagilimi (mikrokabarcik ile)
* Sonotromboliz
¢ Kemik iyilesmesi

Sekil 6. Tibbi uygulamalarda kullanilan farkli ultrases frekanslarina genel bakis. (Watson,
2008)’den uyarlanmastir.)

2.6. Sonodinamik Terapi

1970'lerin basinda kansere kars1 tedavi amaciyla kullanilmak tizere fotodinamik terapi
(PDT) olarak adlandirilan bir yaklagim gelistirilmistir. Son yirmi yilda PDT minimal invaziv
bir tedavi secenegi olarak ila¢ endiistrisinde ve tibbi kimya alaninda biiyiik ilgi gdrmiistiir.
PDT, diisiik enerjili 15181 ve fotosensitif ajan (1518a duyarli hale getirici) denilen toksik

olmayan bir maddenin sinerjistik etkilesimlerini iceren etkili ve spesifik bir tedavi yontemidir
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(Dolmans ve ark, 2003; Sharman ve ark, 1999). Bu yaklasimda kullanilan fotosensitif ajanlar
normalde kimyasal olarak zararsiz olan, fakat isikla aktive oldugunda hiicrelerde hasar
olusturabilen maddelerdir. Fotodinamik terapi, fotosensitif ajanlar1 etkinlestirmek icin
kullanilan, nispeten diisiik yogunluklu 1s18a dayali bir islemdir (Dougherty ve ark, 1975).

Fotosensitif ajanlarin molekiiler oksijen varliginda uygun bir dalga boyundaki 1s18a
maruz kalmasi, singlet oksijeni (‘O,) ve/veya hiicre i¢i sitotoksik olan diger giiclii reaktif
oksijen tiirlerini (ROS) iiretir. ROS olusumunda yer alan fotokimyasal islemler Sekil 7’deki
Jablonski diyagraminda 6zetlenmistir (Sekil 7).

Fotosensitif ajan tarafindan 151k enerjisinin sogurulmasindan sonra bir elektron singlet
temel enerji durumundan (SO) daha yiiksek enerjili singlet uyarilmis duruma (S1, S2...)
yiikseltilir. S1'den daha yiiksek orbitalleri isgal eden elektronlar, dahili doniisiim olarak
bilinen bir basamakla S1'e geri doner. S1'deki elektronun iki se¢enegi vardir; (i) absorbe ettigi
enerjiyi floresan 1s1mayla kaybedip S0'a donebilir veya (ii) sistemler aras1 gegis (ISC)’ olarak
bilinen doniisiimle uyarilmis elektronun spin durumunun degistirildigi triplet bir uyarilmis
enerji seviyesine gegis yapabilir. Triplet uyarilmis durumda yar1 dmiir, tekli uyarilmis duruma
gore Oonemli Olglide daha uzundur. Bu da Tl'in tekli uyarilmis durumlar i¢in radyasyon
olmayan ve kinetik olarak kullanilamayan siire¢lerde yer almasini saglar. PDT'de bu tiir
islemler Tip I veya Tip II reaksiyonlar olarak siniflandirilir (Bilgin ve ark, 2018; Basoglu ve
ark, 2016).

2° uyanilmig singlet durum Ol o
PS, —% >
| - Tipl
1° uyanimis singlet durum ) Iginde dandsim 0,
».) Sistemier arasi
Bess _ Uyanims triplet *

.v
>
-y
1'4'\. .

Tip2
‘():

Absorbsiyon

igsel dontsum
Floresans

ni

Sekil 7. Jablonski diyagrami iizerinde tip 1 ve tip 2 fotosensitizasyon mekanizmalarinin sematik

gosterimi. (Baskaran ve ark, 2018)’den uyarlanmustir.)
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Tip I foto-reaksiyonlarda belirli molekiiler substratlar, uyarilmig duyarlilastirici
tarafindan dogrudan oksitlenebilir. Bu da siiperoksit iyonu (O, ) ve benzeri ROS elemanlarini
iiretmek i¢in molekiiler oksijen ile daha fazla etkilesime girebilen azaltilmis duyarhilastirici ile
sonuglanabilir (MacDonald ve Dougherty, 2001). Tip II foto-reaksiyonlarda, T1 durumu,
singlet oksijen ('O,) iiretmek icin bir enerji transfer islemi yoluyla, karakteristik olmayan bir
ticlii zemin durumuna (TO) sahip olan molekiiler oksijen ile dogrudan etkilesime girer. Hem
Tip I hem de Tip II reaksiyonlar ayn1 anda meydana gelmektedir, ancak Tip II reaksiyonlar
aerobik ortamda tipik olarak daha baskindir. Singlet oksijenin yiiksek reaktivitesi ve kisa yar1
omri (0,04 ps) nedeniyle, difiizyon yaricapt 20 nm'den azdir. Bu sebeple yalnizca kendi
tiretim bolgesine yakin hiicreleri etkileyebilmektedir (Moan ve Berg, 1991). PDT'de
kullanilan duyarlilastirici tipi, konsantrasyonu, 151k dozu (hem dalga boyu hem de akicilik) ve
mevcut oksijen miktar1 gibi c¢esitli faktorler PDT'nin tedavideki etkinligi etkileyen
faktorlerdir.

Klinik uygulamada PDT' deki biiyiik basarilara ragmen, kanser tedavisinide daha yaygin
kullaniminm1 sinirlayan iki 6nemli dezavantaj vardir: Birincisi, gorliniir 15181 derin tiimor
dokularina siirli niifuz etmesidir. Bu nedenle PDT sadece erisilebilir lezyonlarin tedavisinde
kullanilabilir ve biiyiik tiimérler iizerinde etkisi azdir. Ikinci dezavantaj, fotosensitij ajanlarin
kutan6z dokularda uzun siire tutulmasi nedeniyle olusabilecek cilt toksisitesidir. Bu sebeple
1518a duyarhilastiricinin uygulanmasindan sonra hastalarin birka¢ hafta boyunca dogrudan
giines 1s18indan kaginmalar gerekmektedir (Vrouenraets ve ark, 2003). Yeni model 151k
kaynag1 cihazlarin ve fotosensitif ajanlarin gelistirilmesi ile bu smirlamalarin iistesinden
gelinebilmektedir, ancak PDT'nin dezavantajlarinin asilmasi hala metodolojik ve teknik bir
zorluktur.

Sonodinamik terapi, PDT temelinde kurulmus ve gelistirilmis olan, yeni bir umut verici
non-invaziv tedavi secenegidir. PDT'ye benzer prensiplerle kurgulanmis olan SDT, diistik
yogunluklu ultrases ve sonikasyon ile aktive edilebilen bir kimyasalin (bir sonosensitij ajan
veya bir kemotropétik ilag) kullanildigi, ultrases tabanli bir yaklasgimdir. Goriiniir 151810
aksine, ultrases insan dokusunun derinlerine gomiilii kanser odaklarina da niifuz edebilen bir
mekanik dalgadir. Bu nedenle SDT, PDT'nin kullaniminda karsilagilan sinirlamalarin
iistesinden gelebilmektedir (Aksel ve ark, 2020). Ayrica ultrases tiimoriin koordinatlarina tam
olarak odaklanabilir ve tiimor bolgelerinde sonosensitif ajanin sitotoksisitesini etkili bir

sekilde aktive edebilir veya arttirabilir. Boylece SDT kanser hiicrelerini dogrudan oldiiriirken,
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timor komsulugundaki saglikli dokulara minimum hasar vermektedir (Umemura ve ark,
1990; Yumita ve ark, 1989).

SDT yontemi ilk olarak 1989 yilinda, hematoporfirinin akustik alanlardaki sitotoksik
etkilerini arastiranbilim insanlar1 Yumita ve Umemura tarafindan taninmistir (Yumita ve ark,
1989). Aynmi ekip 1990 yilinda SDThmin in vivo ortamda uygulanabilirligini gdstermistir
(Umemura ve ark, 1990). 1992 yilinda Umemura ve arkadaslar1 akustik aktivasyon altinda
porfirinin neden oldugu toksik etkiyi tanimlamak i¢in “sonodinamik yaklasim” terimini ortaya
koymuslar, bir yil sonra da SDT uygulamasinda singlet oksijenin etkilerini arastirmiglardir
(Umemura ve ark, 1992; Umemura ve ark, 1993). Bu onemli kilometre taslarindan sonra
SDT’nin olast mekanizmalari, yeni sonosensitif ajanlar ve kombinasyonel uygulamalar
hakkindaki arastirmalar hizlanarak devam etmistir. Son donemde, dort meme kanseri
vakasinda SDT'nin PDT'ye yardimci bir tedavi ve immiinoterapi yontemi olarak kullanimin
iceren klinik ¢alismalar da yapilmistir (Inui ve ark, 2014; Wang ve ark, 2010, 2009).

SDT c¢alismalarinin olumlu bulgularla devam etmesine ragmen, etki mekanizmasinin
ayrintilar1 hala belirsizligini korumaktadir. En ¢ok kabul edilen teori, dokuda ultrases ile
aktive edildiginde siddetle iiretilen ve yiiksek basing ve sicaklikla lokal olarak ¢okenkararli ve
dinamik ultrasonik kavitasyon etkisidir (Naji Meidani ve Hasan, 2004). Bu etki
biyomolekiillerin ve suyun parcalanmasi, sonokimyasal tiirlerin olusumu ve sonoliiminesans
gibi cesitli kimyasal reaksiyonlarin meydana gelmesini saglar. Bu kimyasal islemlerin temel
iki ana kimyasal {irlinli serbest radikaller ve singlet oksijendir. Ayrica, dinamik kavitasyon
tarafindan iretilen enerji, ardisik bir sekilde ROS iiretebilen sonosensitif ajanlar1 da aktive
edebilir. Yeterli ROS {iiretimi sonucu, DNA parcalanmasi, sitoskeletal biiziilme ve kromatin

yogunlagmas1 gibi apoptoza yol agan bir dizi biyolojik olay meydana gelmektedir.

2.6.1. Sonodinamik Terapinin Biyokimyasal Mekanizmalari

Son birka¢ on yilda, SDT'nin mekanizmalar1 ¢esitli biyolojik sistemlerde in vitro ve in
vivo yontemlerle kapsamli bir sekilde arastirilmistir. SDT'nin etkinligi kullanilan sonosensitif
ajanin tipi, maruz kalma siklig1 ve yogunlugu, biyolojik modeller ve deney diizenegi gibi
bircok farkli faktore baglidir. Bu nedenle, tiim calismalarin sonuglarini agiklayabilen ayrintili
bir mekanizmanin tanimlanmast ¢ok zordur. Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda SDT'nin
ortaya konulmus olast mekanizmalar sunlardir: (i) ultrasonik kavitasyon etkisi; (ii) serbest

radikallerin ve 'Onin iiretilmesi; ve (iii) Ultrasesle indiiklenen direkt kanser hiicresi
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apoptozu. Sekil 8’de tipik sonodinamik reaksiyonlari ve olast mekanizmalar1 6zetlenmistir

(Bai ve ark, 2012; Rosenthal ve ark, 2004; Shibaguchi ve ark, 2011; Yu ve ark, 2004).

Ultrases
dalgasi
.

N
Dinamik Kavitasyon etkisi

kavitasyon \ \ -

Sonosensitif -
00
00 ajan

Dinamik olmayan
~
- kavitasyon
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&mz, apoptoz, nekroz /
Hicresel hasar

I

Sekil 8. Sonodinamik terapinin sematik gdsterimi ve olast mekanizmalari.(Lafond ve ark,

2018)’den uyarlanmastir.)

2.6.2. Sonodinamik Terapide Ultrasonik Kavitasyonun Etkileri

Ultrasonik kavitasyon etkisi, ultrasesten gelen akustik enerjinin doku sivilarinda
mekanik basinci hizla arttirarak mikrokabarcik olusumuna yol agmasiyla olusur (Chen ve ark,
2003).

Ultrasonik kavitasyon iki tipte siniflandirilabilir: dinamik ve kararli kavitasyon
(Lajoinie ve ark, 2016). Dinamik kavitasyon, yiliksek yogunluklu ultrases ile iligkili giiclii
kabarciklarin hizli biiyiimesi, hizla biiziilmesi ve ¢okiisii ile meydana gelir. Akustik basincin
genligi yeterince yiiksek olup belli bir esik degerini agsmasi mikrokabarciklarin kisa siirede
¢okmesine neden olabilir. Kavitasyon mikrokabarciklarinin ¢okmesi sonucunda giiclii sok
dalgalari, lokalize sicaklik ve basing artis1 ile serbest radikaller meydana gelir (Pecha ve
Gompf, 2000). Bu olumsuz fiziksel kosullar, hiicre iskeleti ve hiicre zarinda hasara ve
devaminda hiicrenin 6liimiine yol acar (Rengeng ve ark, 2017). Ote yandan, diisiik yogunluklu
ultrasese maruz kalan sivilarda kararli kavitasyon goriilmektedir. Bu durumda, akustik

basincin genligi cok yliksek degildir, bu nedenle kii¢liik mikrokabarciklar sadece nispeten
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kiiclik bir yaricap degisimi ile salinmaya neden olur (Lajoinie ve ark, 2016; Wu ve Nyborg,
2008).

Sonodinamik terapide serbest radikallerin ve singlet oksijen liretiminin yani sira,
ultrasonik kavitasyon da mekanik basingla hiicre ve dokulara zarar verebilmektedir. Ancak
SDT yoluyla olusan sonokimyasal etkiler, hiicrelerde 6nemlirollerde de gorev alabilir. Hem
kararlt hem dinamik kavitasyon mekanik etki olusturabilse de, sonokimyasal ajanlar1 sadece
dinamik kavitasyon iiretebilmektedir (Rosenthal ve ark, 2004). Dinamik kavitasyon sirasinda
gazla doldurulmus mikrokabarciklarin ¢okmesi, yiiksek sicaklik ve basing ile sonuglanir,
bdylece sonokimyasal reaksiyonlara neden olan daha biiyiik bir sok dalgast meydana gelir
(Riesz ve Kondo, 1992). En énemli sonokimyasal ajanlar serbest radikaller ve 'O,'dir. Her
ikisi de cevredeki substratlar1 oksitleyebilen oldukca reaktif ajanlardir ve hedef hiicreler
lizerinde onarilamaz hasara neden olurlar. Yeterince yiiksek derecede reaktif ajan iiretildikten
sonra, mitokondriyal membran potansiyelinin azalmasi, hiicre iskeletinin ¢okmesi, kromatin
yogunlagmasi, membran kirilmasi ve DNA parcalanmasi gibi bir dizi fizyolojik siire¢ baslar.
Biitiin bu biyolojik tepkimeler apoptoz ile sonuclanir (Xu ve ark, 2016).

Dinamik kavitasyon, nanometrik diizeydeki bir mikrokabarcik aktivitesinin su buharinin
termolizi ile mikrosaniyelik bir zaman diliminde yiiksek derecede reaktif hidroksil radikali
(‘OH) ve hidrojen atomlan {irettigi oldukca siddetli bir stirectir (Rosenthal ve ark, 2004).
Sonosensitif ajanlar ve ultrases tarafindan iiretilen serbest radikaller, hava dolu mikrokabarcik
icindeki O, molekiilleri ile reaksiyona girerek peroksil ve alkoksil radikalleri
olusturabilmektedir. Hem peroksil hem de alkoksil radikalleri, membran lipid
peroksidasyonuna ve dolayisiyla hiicre zar1 kararsizligima neden olabilir, bu da hiicrelerin
ultrasonik hasara kars1 daha hassas olmalarina neden olur (Yumita ve ark, 2010). Dinamik
kavitasyon tarafindan {iretilen bir baska ROS, sonodinamik reaksiyonlar sirasinda baskin aract
olan singlet oksijendir. 'O, olusum siirecinde sonosensitif ajan, diisiik yogunluklu ultrases ve
molekiiler O, gibi {i¢ temel unsur rol oynamaktadir (Xu ve ark, 2016) (Miyoshi ve ark, 1995).

Sonosensitif ajanlar PDT isleminde oldugu gibi ultrasonik kavitasyon ile akustik
enerjiyi kabul ettikten sonra, aktive olarak temel (zemin) durumdan uyarilmis duruma
gecerler. Aktive edilmis sonosensitif ajanlar daha sonra temel duruma geri doner ve ¢evredeki
oksijen ile dogrudan reaksiyona girebilen bir enerji serbestlestirir.Sonu¢ olarak uyarilmig
singlet oksijen iiretilir. Olusturulan 'O, oldukga reaktif bir ajandir ve oksitleyici reaksiyonlari
aktive ederek cevredeki hiicre ve dokularda geri doniisiimsiiz hiicresel hasara sebep olur

(Rosenthal ve ark, 2004).
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2.6.3. Sonodinamik Terapi ile Kanser Hiicresi Apoptozunun indiiklenmesi

Apoptoz yasl, hasarli ve islevsiz hiicreleri ortadan kaldirmak amaciyla gesitli hiicre i¢i
veya hiicre dis1 uyaranlar tarafindan tetiklenmis olan programli hiicre oliimiidiir. Son
zamanlarda apoptozun diisiik yogunluklu ve diistik frekansli ultrases ile tetiklenebilecegi,bu
uyarinin sonodinamik duyarlilik, hava dolu kabarciklar veya kemoterapotiklerle daha da
arttirilabilecegi gosterilmistir. Apoptozun ultrases ile tetiklenmesi durumu, HL-60, K562 ve
U937 16semi hiicre hatlar1 lizerinde yapilan ¢alismalarda kanitlanmistir (Ashush ve ark, 2000;
Feril ve ark, 2003, 2004). Bunun disinda tanida kullanilan kontrast maddelerin ultrasonla
tetiklenmis apoptozu giiclendirdigi bildirilmistir (Ando ve ark, 2006; Feril ve ark, 2003).

Giinlimiize kadar, ultrases kaynakli apoptozun ayrintili mekanizmalar1 tam olarak ortaya
konulamamistir. Bazi in vivo c¢alismalarda SDT'nin apoptoz yoluyla anjiyogenezi
etkileyebilecegini belirtilmigtir (Wood ve ark, 2008). Mikrokabarciklar ultrasesle
1sinlandiktan sonra, tiimor bolgeleri icinde hem damarlara hem de vaskiiler endotelezarar
verebilmektedir. Bu durum damarlarda trombopoezise yol agmakta, devaminda bu damarlarin
tasidig1 glikoz ve oksijen ile beslenen tiimoérlerin kanlanma ihtiyaci karsilanamamaktadir.
Sonugta oksidatif strese giren kanser hiicreler apoptoza gitmektedir (Gordon ve ark, 2010;
Hwang ve ark, 2005). SDT'nin anti-anjiyogenik gen aktariminda faydali olabilecegi ve hem in
vitro hem de in vivo timor biiylimesini baskiladigi yapilan c¢aligmalarda gosterilmistir
(Duvshani-Eshet ve ark, 2007; Nie ve ark, 2008).

Ultrases ile indiiklenen apoptozun bir baska mekanizmasi, apoptoz ile iligkili anahtar
genlerin gen ekspresyonunun (Bai ve ark, 2012, Feril ve ark, 2005) ve apoptozla iligkili sinyal
yollariin diizenlenmesidir (Wang ve ark, 2014; Wang ve ark, 2008). Ultrases ile 1sinlama
sonras1t apoptotik kaspazlarin aktive olmasi, Bax gibi pro-apoptotik proteinlerin
ekspresyonunun artig1 apoptozu tetiklemektedir (Q. Li ve ark, 2014; Y. Li ve ark, 2014; Tang
ve ark, 2008, 2010; Yumita ve ark, 2010; Zheng ve ark, 2014). Bunun yaninda bir¢ok ¢aligsma
SDT ile indiiklenen hiicre apoptozunda kalsiyum iyonuna (Ca®*) bagimli yolun da
etkilendigini dogrulamistir. Genel olarak, kabarcik aktivitesi kanser hiicreleri i¢indeki Ca®
seviyesini arttirmaktadir.Ca®* seviyesindeki bu artig, apoptoz yolaklarim tetikleyerek hiicre
membraninin biitliinliigiiniin  bozulmasina sebep olmaktadir (Hutcheson ve ark, 2010;

Juffermans ve ark, 2008; Kumon ve ark, 2009, 2007).
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Sekil 9. SDT'ye bagli apoptozun olas1 mekanizmalari. (Wan ve ark, 2016)’den uyarlanmistir.

SDT kullanilan sonosensitif ajanin ozelliklerine de bagli olarak mitokondri hasari
yoluyla da apoptoza neden olabilmektedir. Ultrason 1sinlamasi, kanser hiicrelerinin yiizeyi
etrafindaki kavitasyonu indiikler. Kavitasyon kabarciklarinin ¢okmesi ile saglanan enerji,
kanser hiicrelerinde sonoliiminesan 151k olusumunu baslatir. Boylece, sonosensitif ajan temel
durumundan uyarilmis bir duruma aktive edilir. Aktif hale getirilmis sonosensitif ajan temel
durumuna dondiigiinde, salinan enerji, hidroksil radikalleri, hidrojen peroksit ve singlet
oksijen dahil olmak {izere biiyiik miktarda ROS {iretmek i¢in ¢evresel oksijene aktarilabilir.
Daha sonra hiicre i¢i ROS, mitokondri membran hasari ve sitokrom c salinimi yoluyla

mitokondriye bagli apoptozuna aracilik etmektedir (Wan ve ark, 2016) (Sekil 8).

2.6.4.Sonodinamik Terapide Kullamilan Ajanlar

2.6.4.1. Porfirinler

SDT calismalarinda ilk baslarda PDT’de kullanilan fotosensitif ajanlar denenmistir.
Birinci nesil fotosensitif ajanlar olan porfirinler de PDT’ de yaygin olarak kullanilan

ajanlardandir. Porfirin bazli sensitif ajanlarin bir kismu Sekill0'da gosterilmistir (Sekil 10).
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Gegtigimiz yirmi yilda SDT'de hematoporfirin (Hp), fotofrin, hematoporfirin monometil eter
(HMME), protoporfirin IX (PpIX), ATX-70 ve son zamanlarda gelistirilen yeni porfirin
tiirevleri gibi porfirinler denenmis ve gelistirilmistir. Bu sensitif ajanlar, akustik bir alan
varliginda singlet oksijen veya hidroksil radikali olusumunasebep olur ve SDT'de gozlenen
sitotoksik etkilere aracilik ederler. On ilag 5-aminolevulinik asit (5-ALA) bir protoporfirin IX
onciisiidiir ve dogrudan ROS {iretmese de, anabolik iirlin protoporfirin IX ile ultrasese maruz

kaldiginda ROS olusumu oldugunu gostermistir (Li ve ark, 2012).
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Sekil 10. Porfirin tiirevi sonosensitif ajanlar. (Costley ve ark, 2015)’den uyarlanmistir.

2.6.4.2. Ksantinler

Ksantinler, eosinler, floresein ve rodaminlerin i¢cinde bulundugu bir boya simifidir.
Eritrosin B ve rose bengal (RB) gibi ksanten boyalar1 (Sekil 11), sonosensitif ajanlar olarak
kullanilmaktadir ve ultrases altinda yiiksek sonodinamik verimlilik gosterebilmektedirler
(Nonaka ve ark, 2009; Yumita ve ark, 2002). RB'nin in vitro sitotoksisitesi, ultrasonik
1sinlama ile O6nemli Olgiide arttirilabilmektedir, ancak in vivo uygulamalari, timor
dokularindaki diistik birikimi, karacigerde hizli sekestrasyon ve yliksek klirens ile siirlidir

(Nonaka ve ark, 2009). Son yillarda, RB'nin kimyasal modifikasyonu ile bu dezavantajlarin
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istesinden gelmeye ¢alisilmistir, bu amacla bazi amfifilik RB tiirevleri sentezlenmistir (Sugita

ve ark, 2010).
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Sekil 11. Ksantin tiirevi sonosensitif ajanlar. (Costley ve ark, 2015)’den uyarlanmaistir.)

2.6.4.3. Kemoterapi ilaci ve steroid olmayan anti-enflamatuar ajanlar

Bazi kemoterapi ilaglar1 ve steroid olmayan anti-enflamatuar ajanlar da sonosensitif ajan
olarak SDT’de yaygin olarak uygulanmistir. Sonodinamik terapide en c¢ok calisilan
kemoterapi ilaci olan doksorubisin, DNA hasarina, apoptoza, oksijen radikalinin ve hidroksil
radikalinin iiretimine ve kavitasyon etkisinin artmasimna neden olabilir. Kemoterapide de
yaygin kullanilan baska bir ilag olan sisplatinin, ultrases maruziyeti ile apoptozu ¢ok daha
giiclii bir sekilde indiikleyebildigi gosterilmistir (Bernard ve ark, 2012; Wang ve ark, 2019).
Son arastirmalar, steroid olmayan antiinflamatuar ajan ve ultrases maruziyetinin
kombinasyonunun timorii daha iyi tedavi edebilecegini gostermektedir. Ikinci nesil
florokinolon kullanimi 180 sarkom hiicre susunun in vitro biiyiimesini baskilayabilir (ultrases
frekansinin ve enerjisinin de kritik dneme sahip oldugu dikkat ¢ekicidir) ve etki mekanizmasi

singlet oksijen iiretimini i¢erebilmektedir (Huang ve ark, 2004; Okada ve ark, 2002).
2.6.4.4. Klorinler

Klorinler klinikte kullanilanen ©6nemli fotosensitif ajanlar,tetrahidroksifenilklorin
(Temoporfin veya Foscan®) (Wagner ve ark, 2015), benzoportfirin tiirevi (Verteporfin) (Chan
ve ark, 2010) ve Radachlorin’dir (simdi Bremachlorin®) (Biswas ve ark, 2014). Klorinlerin
SDT calismalarinda en ¢ok kullanilan iiyesi Klorin e6’dir (Ce6). Ce6 dogal olarak olusan

klorofilden tiiretilir ve kendi bagina kullanilabilmektedir.
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Ce6, klorofilden bir ekstrakt olan monomer tetrapirol bilesigidir (Sekil 12). Ce6 spesifik
olarak tiimoér dokularinda birikerek yiiksek sonodinamik aktivite gosterdigi, sagliklt dokular
icin zehirli olmadig1 ve bu dokulardan ¢abuk temizlendigi gosterilmistir (Chen ve ark, 2013;
Shi ve ark, 2011). Ce6 ile sonodinamik terapinin, U937 hiicre hattinda apoptozu indiikledigi
gosterilmistir. Li ve arkadaslari, Ce6 aracili SDT'nin insan kronik miyelojendz 16semi K562
hiicrelerinde mitokondri membran potansiyelini bozarak, mitokondriyal apoptoz yolunu
aktive edebildigini gozlemlemislerdir (Li, ve ark, 2014). Meme kanseri hiicre hatlarinda da
benzer sekilde Ce6 aracili SDT nin, mitokondriyel hasara neden oldugu ve ROS {iretimiyle

apoptozu indiikledigi bildirilmistir (Wang ve ark, 2015).

Sekil 12. Klorin e6 (3 sodyum tuz) kimyasal yapisinin sematik goOsterimi.

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/72549118. Erisim tarihi 09.04.2020)

2.6.4.5. Diger ajanlar

SDT'nin gelismesiyle birlikte, daha yiiksek sonodinamik verim ve daha az toksisiteye
sahip yeni sonosensitif ajanlarin bulunmasi, SDT'nin daha ileri klinik uygulamasi i¢in 6nemli
bir konu haline gelmistir. Bunun i¢in kurkumin, indosiyanin yesili (ICG), akridin turuncusu,
hipokrellin B ve 5-ALA gibi birgok kii¢iik molekiil sonosensitif ajan olarak kullanilmigtir.
Bunun yaninda, hidrofilik polimerler ile kii¢iik molekiiler sonosensitif ajanlarin kimyasal
modifikasyonu ve kendi i¢inde foto / sonodinamik aktivitelere sahip nanopartikiillere atifta

bulunan nanosensitizorlerin hazirlanmasi da kanser tedavisinde arastirilmistir.
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2.7. Mikrokabarciklar ve Ultrases

2.7.1. Mikrokabarcik Yapilar:

Mikrokabarciklar, stabil bir kabuk ile ¢evrilenmis, merkezi gazla doldurulmus yapilardir
(Sekil 13). Mikrokabarciklarin yapiminda ilk olarak merkezi doldurmak amaciyla hava
kullanilmis (birinci nesil mikrokabarciklar), ancak havanin suda ¢oziiniirliigiiniin ¢ok yiiksek
olmasi nedeniyle, bu mikrokabarciklar kan dolasiminda hizla ¢oziilmiis ve sénmiistiir. Bu
nedenle, ikinci nesil mikrokabarciklar perflorokarbon gazlari (CnFn*?) veya kiikiirt
heksafloriir (SF¢) ile hazirlanmigtir. Bu iki gaz hidrofobik oldugundan dolay:
miktokabarciklarin gaz kacagi ve suda ¢ozlinme problemi ortadan kaldirilmistir (Price ve ark,
1998; Riess, 2003; Schutt ve ark, 2003).

Sekil 13’te farkli kabuk bilesimlerine sahip tipik bir mikrokabarcik yapisi
gosterilmektedir. Biyomedikal amaglar i¢in kullanilan mikrokabarciklar tipik olarak 0,5 ila 10
um arasindadir (akciger kilcal damarlarindan gegis igin iist sinir). Toplam mikrokabarcik
hacminin biiyilk kismi, tek ve biitlin bir boliim olan gaz cekirdek kismidir. Kabuk,
kapsiillenmis gaz ve mikrokabarcig1 ¢evreleyen sulu ortam arasinda bir bariyer gorevi goriir.
Kabuk bileseni olarak lipid (~3 nm kalinliginda), protein (15-20 nm kalinliginda) ve polimer
(100-200 nm kalinliginda) gibi farkli malzemeler kullanilabilir. Lipid molekiilleri, hidrofobik
etkilesim ve van der Waals kuvveti gibi fiziksel ¢cekimler sayesinde bir arada tutulmaktadir
Proteinler birbirine kovalent disiilfiir baglar ile ¢apraz baglanmakta, polimer zincirleri ise
kovalent olarak ¢apraz baglanmakta ve/veya birbirine dolanarak yigin benzeri bir malzeme

olusturmaktadir.
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Sekil 13. Mikrokabarcik yapisinin sematik gdsterimi.(Sirsi ve Borden, 2009)’den

uyarlanmistir.)

Bir mikrokabarcigin kabugu, mikrokabarciktan gaz diflizyonunu engelleyerek
mikrokabarcigin fizyolojik ortamda ¢ozlinmesini 6nlemek i¢in gereklidir. Kabugunun tipine
gore mikrokabarciklar yumusak kabuklu ve sert kabuklu mikrokabarciklar olarak
siiflandirilabilir. Yumusak kabuklu mikrokabarciklarin kabugu fosfolipitlerden olugmakta
olup birka¢ nanometre inceligindedir. Bu esnek fosfolipid yapisi, mikrokabarciklarin ultrases
dalgalarinin sikistirma ve seyreklesme fazlarina cevap olarak kolayca salinmasina izin verir.
Buna karsilik, daha kalin ve daha sert bir polimer veya protein kaplamasina sahip olan sert
kabuklu mikrokabarciklarin salinimlar1 daha zor, ama daha dengelenmistir. Fosfolipid
kabuklu mikrokabarciklarin kullanimi, gesitli avantajlar saglamaktadir. Uzun ve doymus bir
yag asidi zincirinden olusan fosfolipidler kullanilarak, gaz-siv1 ara yiizlinde yapiskan bir tek
tabaka olusturulur, bu da hem stabiliteyi korur, hem ultrasesle olusan salinimlarin uyumlu
olmasini saglar. Ayrica, fosfolipitler kolayca islevsellestirilebilir ve hedeflenmis ve ilag¢ yiikli
mikrokabarcik iiretimini miimkiin kilar. Kan dolagiminda kalicilig1 arttirmak i¢in ¢ogu zaman
poli-etilen-glikol (PEG) zincirleri mikrokabarcik kabugu yapisina dahil edilmektedir. Bu PEG
zincirleri sterik engel saglar, boylece mikro kabarciklarin birbirleriyle birlesmesini onler ve
retikiilo-endotel sistemi (RES) tarafindan temizlenmeye yol acan kan bilesenleri ile
etkilesimlerden korumaktadir (Grayburn, 2002; Lindner, 2004; Stride ve Edirisinghe, 2008).

Mikrokabarciklar tipik olarak 0,5-10 pum arasinda degisen bir boyuta sahiptir, bu
boyutun damar disina ¢ikmalarini (ekstravazasyon) engelleyecek kadar biiyilik olmasi, onlar
dolasim i¢in uygun ajanlar haline getirmektedir. Kii¢iik mikrokabarciklarin stabilitesi daha

diisiiktiir, ¢linkii daha yiiksek bir Laplace basinci tasirlar. Bunun yaninda, bu biytikliik
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araligindaki mikrokabarciklar, tibbi ultrases goriintiilemesi i¢in kullanilan transdiiserlerin
frekanslar1 da olan 1-10 MHz iginde bir rezonans frekansina sahiptir. Rezonans frekansi,
mikrokabarcik salinimlarinin maksimum oldugu frekanstir (Borden ve ark, 2005; Ferrara ve

ark, 2007; Huang ve ark, 2008).

2.7.1.1. Mikro kabarciklarin giivenligi ve temizlenmesi

Mikrokabarcik kontrast maddelerinin giivenligi 2005 yilinda yeniden gozden
gecirilmis (Jakobsen ve ark, 2005).insanlarda klinik kullanimlarina iligskin kilavuzlar Avrupa
Biyoloji ve Tipta Ultrases Dernekleri Birligi (European Federation of Societies for Ultrasound
in Medicine and Biology ) tarafindan yayinlanmistir (Albrecht ve ark, 2004; Claudon ve ark,
2013). Genel olarak, ultrases kontrast maddeleri oldukga giivenlidir ve iyi tolere edilmektedir.
Insanlarda ¢ogunlukla bas agris1 ve bulant: gibi hafif diizeyde yan etkiler goriilmekle birlikte,
bu yan etkilerin de goriilme siklig1 diisiiktiir. Asir1 duyarlilik veya alerjik olaylar ¢ok nadir
olarak rapor edilmis, nefrotoksisite, kardiyotoksisite, serebral veya karaciger toksisitesi heniiz
gosterilmemistir  (Ter Haar, 2010; Quaia, 2005). Intravenoz enjeksiyondan sonra
mikrokabarciklar periferik dolasimda homojen bir intravaskiiler dagilim gosterirler.
Mikrokabarciklarin retikiiloendotelyal sistemler tarafindan dolasimdan uzaklastirilmasi,
biiyiikk Olglide mikrokabarcik kabugunda bulunan maddelere baghdir. Fagositik hiicreler
tarafindan hizli bir sekilde alinmayan mikrokabarciklar, kan akisinda yavas yavas ¢oziliirler.
Mikrokabarciklarin gaz igerigi, akcigerler yoluyla elimine edilir. Perflorokarbonlar ve kiikiirt
heksafloriir, insan viicudunda metabolize olmayan, ancak birka¢ dakika i¢inde akcigerlerden
disar1 atilan inert gazlardir. Mikrokabarcik kabuk bilesenleri ise bobrekler tarafindan siiziiliir,
karaciger tarafindan elimine edilir veya normal metabolizmaya girerler (Forsberg ve ark,
1999; Jang ve ark, 2009; Kabalnov ve ark, 1998; Quaia ve ark, 2002; Siracusano ve ark,
2011).

2.7.2. Mikrokabarcik — Ultrases Etkilesimi

Kavitasyon yapan mikrokabarciklarin bulundugu bélgede gelisen yumusak (mikro akis)
veya giiclii (sok dalgalar1 ve mikrojetler) kuvvetler biyolojik dokular etkileyebilmektedir.

Kavitasyon yapan bir mikrokabarcik ¢evresindeki mikro akiglar, mikrokabarciklar olmadan
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dokunun ultrases tedavisinden kaynaklanan akustik akistan ¢cok daha gii¢liidiir (Baker ve ark,
2001). Mikro akislarin yogunlugu, mikrokabarciktan uzaklastik¢a hizla diiser. Sonug olarak,
kavitasyon yapan mikrokabarciklara yakin sekilde yerlestirilmis hiicreler veya yiizeyler
yiiksek kesme gerilimlerine maruz kalir. Bu, hiicre zarlarin1 gecici olarak gecirgen hale
getirebilir ve hiicrede ila¢ naklini uyarabilir (Wu ve ark, 2002).

Patlayan bir mikrokabarcik durumunda, daha gii¢lii kuvvetler gelisir. Bir¢ok in vitro ve
in vivo ¢alismada, kilcal riiptiir, mikrovaskiiler sizint1 ve hemoliz bildirmistir (Chappell ve
Price, 2006; P. Li ve ark, 2004; Price ve ark, 1998; Vancraeynest ve ark, 2006; Wible ve ark,
2002). Bu, endotel hiicre bariyerini gecemeyen ila¢ uygulamalar i¢in, farmasotik tasiyicilara
biiyiik bir potansiyel sunar. Farkli biyoetkilerin sematik bir 6zeti Sekil 14’te gosterilmistir.

Ek olarak, birka¢ caligmada kavitasyonunun reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna sebep
oldugu belirtilmistir. Bunlar hiicre zarlarina kimyasal baski yapabilir ve hiicre zarlarmi
gecirgen hale getirebilir (Juffermans ve ark, 2006; Kondo ve ark, 1998; Misik ve Riesz,
2006). Uygulanan ultrasesin frekansina ve yogunluguna bagli olarak, farkli biyo-etkiler daha
onemli hale gelebilir.

Stabil olarak kavitasyon yapan bir mikrokabarcik (sol taraf) veya yerlestirilen

mikrokabarcik (sag taraf) nedeniyle olusan biyolojik etkiler.
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Sekil 14. Kavitasyon doku etkilesimi.Mikrokabarciklarin kavitasyonu ve patlamasi sirasinda

ortaya ¢ikabilecek biyolojik etkilerin sematik gosterimi. (Lentacker ve ark, 2009)’den uyarlanmigtir.)

2.7.3. Sonoporasyon

Doksanli yillarin ortalarindan beri, ultrasesin membran1 gecemeyen bilesiklerin canli
hiicrelere taginmasini kolaylastirabilecegini gdsteren bir¢ok calisma yayinlanmistir. Bunlarin
arasinda diisiik molekiiler agirlikli ilaglarin, genetik ilaglarin (pDNA, siRNA, mRNA),
peptitlerin ve proteinlerin ultrasesle indiiklenmis alimin1 gosteren cesitli raporlar
bulunmaktadir (Amabile ve ark, 2001; Bao ve ark, 1997; Brayman ve ark, 1999; De
Temmerman ve ark, 2011; Frenkel ve ark, 2002; Guzman ve ark, 2001; Hallow ve ark, 2006;

33



Karshafian ve ark, 2010; Miller ve ark, 1999; Vandenbroucke ve ark, 2008). Genel olarak, bu
ilaclarin veya model ilaglarin alimi, hiicre zarinin ultrases aracili gecirgenligine baglanir.

Ultrases ile indiiklenmis hiicre permeabilizasyonu iizerine yapilan ilk caligsmalar,
ultrases maruziyetinden sonra ortaya ¢ikabilecek gecici hiicre membran agikliklarini
“sonoporasyon” terimi ile tanimlamistir (Bao ve ark, 1997; Ross ve ark, 2002; Ward ve Wu,
1999). Sonoporasyonu arastiran birka¢ arastirma makalesi, ultrasesin biyofiziksel etkilerini
arttirmak i¢in mikrokabarciklarin kullanildigini bildirmistir. Bu mikrokabarciklar bir lipit,
protein veya polimer kabugu ile stabilize edilmis gaz dolu yapilardir ve bazilar1 klinik olarak
ultrases kontrast maddeleri olarak onaylanmistir (Ferrara ve ark, 2007; Hernot ve Klibanov,
2008). Mikrokabarciklar gaz dolu ve dolayisiyla sikistirilabilir ¢ekirdek yapist nedeniyle
ultrases basing dalgalarina tepki verebilirler. Bu alternatif biiylime ve kiigiilme islemine
kavitasyon denmektedir. Daha diisiik ultrases yogunluklarinda meydana gelenler kararh
kavitasyon, yliksek ultrases yogunluklarinda meydana gelenler dinamik kavitasyon olarak
ayrilmaktadir (Sekil 15). Son kavitasyon olayi nihayetinde ¢ok daha giiclii biyofiziksel
etkilere yol acacak mikrokabarcik patlamasina neden olabilir.

Ultrasonik kavitasyon, hiicre zarlarinin ve tiimdr dokularinin gecirgenliginin ultrasesle
indiiklenmesinde temel itici giicii olarak kabul edilmektedir. Sundaram ve arkadaslar
kavitasyon mikrokabarciklanin ¢dkmesi sonucu hiicre zart biitiinliiglinlin bozulmasi ile
terapotik ajanlarin hiicre icine tasinmasinin artabilecegini gostermistir (Sundaram ve ark,
2003). Yapilan ¢aligmalarda adriamisin gibi kemoterapdtik ilaglarin ultrases esliginde hiicre
icine aliminin artmasi ile, ilacin sitotoksik etkisinin de arttig1 bildirilmistir (Harrison ve ark,
1996; Saad ve Hahn, 1992; Yu ve ark, 2001). Bir baska calismada rhesus makak modelinde
doku hedefli ilag vermek icin ultrasonik kavitasyon kullanilmig, ve ilacin kan-beyin
bariyerinden geg¢isinin arttig1 gosterilmistir. Ultrasonik kavitasyon yaklasiminin giivenilir ve
kontrol edilebilir olmasi sebebiyle terapotik ajanin etkinligini arttirmak amaciyla tercih
edilebilir yenilik¢i bir yontem oldugu diisiiniilmektedir (Konofagou, 2012; Park ve ark, 2012).

Sonoporasyon, belirli bir yogunluk ve frekansta ultrases 1sinlamasi {izerine hiicre zarina
yakin kavitasyon mikrokabarciklarinin saliniminin neden oldugu mekanik bir etki olup,
genellikle dinamik ve kararli kavitasyona eslik etmektedir. Bu mekanik salinim sonucunda
hiicre zarinda yar1 Omrii yaksalik 10 dakika, ¢ap1 1-150 nanometre olan gecici mikro-
gozenekler meydana gelir. Bu mikro-gozenekler sayesinde sonoporasyon hiicre zarindan
madde iletimini artirir, bu da mikrovaskiiler gegirgenligin ve ila¢ taginmasinin artmasini
saglayabilmektedir. Yapilan ¢alismalarda sonoporasyonun g¢esitli tiimorlere, iskelet kasi ve

bobrege niikleik asit iletimini arttirmak i¢in basariyla kullanildigr bildirilmistir. Bu 6zellikler
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sonoporasyonu gen ve ilag dagitimi i¢in yenilik¢i ve ¢igir agici bir yontem haline
getirmektedir (Zeghimi ve ark, 2015). Sonoporasyon teknolojisi gilinlimiizde hala klinik
arastirmalar ile incelenmekte ve gelistirilmektedir (Kotopoulis ve ark, 2013).

Ultrases kaynakli ila¢ alimina katkida bulunan farkli fizyolojik siireclerin etkilerini
kantitatif olarak belirlemek son derece zordur. Bu durum temel olarak sonoporasyonu
incelemek icin kullanilan farkli ultrases ayarlart ve yontemlerinin bollugundan
kaynaklanmaktadir. Bu nedenle asagidaki ii¢ ana ultrases kosulunu tanimlanmistir: 1)
mikrokabarciklarin stabil kavitasyonuna yol acan diisiik yogunluklu ultrases, ii) kabarcik
¢okmesi ile dinamik kavitasyona yol acan yiikksek yogunluklu ultrases ve iii)
mikrokabarciklarin yoklugunda ultrases uygulamasi. Ultrasesin doku ile etkilesimi ise,
ultrases ayarina bagli olarak (i) mekanik etkiler, (i1) kimyasal etkiler ve (iii) termal etkileri
indiikleyebilmekte ve bunlar da cesitli biyo-etkilere yol acabilmektedir.

Diisiik ultrases yogunluklarinda, hiicre membranindan gegemeyen molekiillerin
alinmasmna katkida bulunmak icin iki mekanizma oldugu varsayilmaktadir: kiigiik
gozeneklerin olusumu (Van Wamel ve ark, 2004)ve endositoz (Meijering ve ark, 2009).
Gozenek olusumu sirasinda goriilen hiicre membran gegirgenligindeki degisikliklerin,
kalsiyum girisi ile iliskili olabilecegi diistiniilmektedir ( Juffermans ve ark, 2009; Sabens ve
ark, 2006; Yang ve ark, 2008). Ultrases kaynakli mekanik stres ve kimyasal etkilerin,gézenek
olusumundan sorumlu oldugu bildirilmistir. Kiiclik ve yliksek molekiiler agirlikli ilaglarin
alimin indiiklemek icin daha yiiksek ultrases basinglar1 kullanilarak mikrokabarcik ¢okmesi

ve ardindan hiicre zarinda por olusumu saglanmistir (Mayer ve Bekeredjian, 2008).

35



A) Kararh veya dinamik kavitasyon
kabarciklarinin mekanik etkileri

o 0
Ca™, ’ ° laglar
. o -
YW

@ ]
)
A1

1T H .’4 |\
A CHH LELECRRTE 407 SN(
WOV ES @ - Uary
W N 4 s
Yy

Porolusumu , @ ik

LT
LAY

Ca?* kanah

°® o L o
° lyon kanalinin B) Kararh veya dinamik kavitasyon
duzenlenmes Z . o - &
ca* ¢ ! 7> “kabarcklarinin kimyasal etkileri
c‘P - -
o Por olusumu - o &
Aktin yeniden duzenlenmesi
A st AN
e T, AL S AU AR
’""’:11::‘,"':'“.1‘.";‘!". A i .‘1‘,"': \ u‘.‘| LAY Membranin
. A / AL
ROS el b RN ! hiperpolarizasyonu
Kalsiyum integrin

« Potasyum Mekanosensitif
® liag kanal
o Mikrokabarcik

C) Kararh kavitasyon kabarciklarinin
kayma gerilimi

Endositozun tetiklenmesi

» Membraninin
hiperpolarizasyonu

Sekil 15. Kararli ve dinamik kavitasyon yapan mikrokabarciklarin biyolojik etkileri. (Ine Lentacker ve
ark, 2010)’den uyarlanmustir.)

Kararli ve dinamik kavitasyon kabarciklarinin mekanik etkileri, hiicre zarinda
gozeneklerin olugsmasina neden olur. Bu, ilaglar ve kalsiyum gibi molekiillerin pasif difiizyon
yoluyla hiicreye girmesine izin verir (Frenkel ve ark, 2002; Guzman ve ark, 2001; Tran ve
ark, 2007). Mikrokabarcik kavitasyonu sirasinda ROS iiretilir (Basta ve ark, 2003; Miura ve
ark, 2003; VanBavel, 2007). Uretilen ROS’lar iyon kanallarin1 modiile edebilir (Bogeski ve
ark, 2011)veya lipit peroksidasyonu ile membran biitiinliigliniin bozulmasina neden olabilir
(Dhalla ve ark, 2000). ROS'un aracilik ettigi kalsiyum akisi, BKCa kanallar1 {izerinden
potasyum akisiyla kompanse edilir, bu da hiicre zarinin hiperpolarizasyonuna neden olur
(Juffermans ve ark, 2008). Kalsiyum akisinin ayrica endositozu da uyardigi gosterilmistir
(Lariccia ve ark, 2011). Kararli bir sekilde kavitasyon yapan kabarciklar ve buna karsilik
gelen kayma gerilmeleri ile {iretilen mikro-akislar hiicre zarimi deforme edebilir. Bu,
sitoskeletal yeniden diizenlemelere ve mekanosensorler tarafindan algilanan membran
geriliminde farkliliklara yol acar (Apodaca, 2002). Bu sensorler endositoz/ ekzositoz

stireglerini etkileyen bir sinyal kaskadini baglatabilir (Lionetti ve ark, 2009).
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2.8. Ultrases ile Mikrokabarcik Yikimina Dayanan Terapiler

2.8.1. flac¢ ve Gen Transferi

Molekiiler diizeydeki biyoaktif maddeleri mikrokabarciklara yiiklemek icin ¢esitli
fizikokimyasal etkilesimlerden faydalanilmaktadir (Sekil 16). Ilag molekiilleri, elektrostatik
veya hidrofobik etkilesimler yoluyla mikrokabarcik kabuguna veya sadece fiziksel
kapsiilleme ile mikrokabarcik ¢ekirdegine ytiklenebilir. Bu amagla yiiklii terapotikler (6rnegin
DNA, RNA), katyonik lipitler veya denatiire proteinler kullanildiginda, bu ajanlar
mikrokabarcigin dis yiizeyine elektrostatik olarak baglanabilir. Amfifilik molekiiller
fosfolipid kabuklu mikrokabarciklarin tek tabakasina niifuz edebilir. Akustik olarak aktif
liposferler, i¢ yag katmanlarinda oldukc¢a hidrofobik molekiiller igerir. Bu yiik, ikincil tastyici
ile iliskili mikrokabarciklar1 kullanarak, lipozom ya da lipopleks gibi nanometrik pargaciklari
mikrokabarcik ile iliskilendirilebilir. Bu yaklasim hem yiikleme kapasitesini hem de
transfeksiyon etkinligini artirabilir (Lum ve ark, 2006). Ila¢ molekiillerinin, jelatin gibi
biyolojik olarak uyumlu bir materyalle kaplanmis polimerlerin kabuklariyla kapsiillenmesi,
ilacin dogasindan bagimsiz olarak nispeten uygulanabilir bir yaklagimdir. Bu
mikrokabarciklara "cift emiilsifikasyon mikrokapsiilleri" de denilmektedir.
Mikrokabarciklarin etkili tagima kapasitesi kabuklariyla sinirlidir. Liposferlerin kabuklari,
fosfolipid mikrokabarciklar (2-3 nm (Dufréne ve ark, 1997)) polimer mikrokapsiilleri (50-200
nm, (Mehier-Humbert ve ark, 2007)), protein kabuklu mikrokabarciklar ile (200 - 300 nm)
karsilastinildiginda oldukg¢a kalindir. Ornegin, Unger ve arkadaslar1 kabuk kalmliklar1 500
nm'ye kadar kalin olabilen, ¢ok daha biiylik bir hacimli liposferler gelistirmistir (Unger ve
ark, 1998). Baska gruplar, daha da fazla yilik tasima kapasitesine sahip kismen yag dolu
mikrokabarciklar gelistirmistir. Borden ve arkadaslar1 ¢ok katmanli bir teknikle plazmid DNA
icin mikrokabarciklarin yiikleme kapasitesini on kattan fazla arttirmak i¢in yeni bir yaklagim
ortaya koymustur (Borden ve ark, 2005). Frenkel ve arkadaslar1 ise tiim kabuk hacminin
yilkleme yapmasia izin veren bir formiilasyon kullanarak, albliimin mikrokabarciklar
tizerinde yaklasik 200 kat daha fazla pDNA yiiklemesini basarmiglardir (Frenkel ve ark,
2002).
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Sekil 16. Mikrokabarciklarda olasi ilag kargo alanlarinin sematik gosterimi.llaclar,
perflorokarbon ¢ekirdegi ve mikrokabarcik kabugu (a) arasindaki bir yag tabakasinda ¢oziilebilir veya
mikrokabarcik kabugu (b) i¢ine dahil edilebilir. Mikrokabarcik kabugunun disindaki ilag yiiklemesi
elektrostatik etkilesim (c) veya avidin-biyotin baglantis1 (d) ile gercgeklestirilebilir. Bir lipit
mikrokabarcik kabugu yerine albiimin veya polimer kabuklar1 kullanilabilir. (Ine Lentacker ve ark,

2009)’den uyarlanmastir.)

Daha once agiklandig1 gibi, mikrokabarciklar, ultrasese maruz kaldiklarinda stabil veya
dinamik kavitasyonuna ugrayabilirler. Stabil kavitasyon, “yumusak™ mikro akimlarin
olusmasina neden olurken, mikrokabarciklarin yerinden oynatilmas: sok dalgalar1 gibi ¢ok
yiiksek kuvvetlere neden olabilir. Ayni zamanda, bir ¢okeltici mikrokabarcik bir hiicre
katman1 gibi bir sinira yakin bir yere yerlestirildiginde, hiicre ylizeyine dogru yonlendirilen
bir mikrojet olusturulur. Bu olaylar hiicre membraninda gecici gézeneklerin olusmasina neden
olabilir. Hiicre membran gdzeneklerinin biiyiikliigii ve siiresi, uygulanan ultrases kosullarina,
mikrokabarcik 6zelliklerine ve kullanilan hiicre tiplerine baghdir. Cogu hiicre saniyeler veya
dakikalar igerisinde membrndaki bu agiklig1 kapatabilmektedirler. Giincel yayinlarda bu tamir
siirecinin enerji bagimli oldugu gosterilmistir. Membran hasarlar1 hiicrei¢i vezikiillerin
ekszositozu ile tamir edilmektedir. Lizozomlar birbirleriyle kaynasir ve daha sonra hiicre zari
lipitleriyle kaynasmak amaciyla hiicre zarina taginirlar. Makromolekiiler ilaglar, hiicre

membranindaki bu gozeneklerden hiicrenin sitoplazmasina ulasabilir. Mikrokabarciklara ve

38



ultrasese maruz kalan hiicrelerin protein, plazmid DNA, siRNA ve ilaclarin hiicre igine
alindiklar1 gosterilmigtir (Sekil 17). Mikrojetler ve sok dalgalarinin kan damarlarinin
gecirgenliklerini  arttirarak yiiksek molekiiler agirlikli ilaglarin  ve nanopartikiillerin
ekstravazasyonunu artirabildikleri de yapilan ¢alismalarda kanitlanmistir (Bekeredjian ve ark,

2006; Chen ve ark, 2016; Geis ve ark, 2012; Lentacker ve ark, 2013; Xu ve ark, 2016).

Transduser

Ultrases Uttrases alansren dendakd mikrokabarciidar ilacy
j tutar ve istenmeyen alankara yaymure engelier
Ekstrazeliuler

Qo membran
@~ °°

o -
Hag « KAVITASYON PATLAMA Hede! hucre
N SONOPORASYON

Hag yukiu mékrokabarok —

llaan dolagmda ya da ekstraseliler ltag hecef hixcre \ lag hedef hicreye membrandaki portar
bogluklarda piaimasini engelier bolg sabnar % arachpryla abnwr

Sekil 17. ilag yiiklii mikrokabarciklar ve ultrases ile hedefli ila¢ dagitimu. ilag yiiklii mikrokabarciklar
ve ultrases ile hedefli ilag dagitiminin avantajlarini gosteren sematik genel bakis. (I. Lentacker ve ark,

2014)’den uyarlanmaistir.)

2.8.2. Kok Hiicre Transferi

Ultrases hedefli mikrokabarcik yikiminin kok hiicre farklilagmasi ve migrasyonunda
etkili oldugu farkli arastirma gruplarinin yiriittiigli caligmalarla gosterilmistir. Kok
hiicrelerinin intravendz verilmesi sonras1 hedeflenen bdlgede ultrases hedefli mikrokabarcik
yikimi1  gerceklestirilerek, kok hiicrelerin ekstravazasyonu saglanmis ve boylece kok
hiicrelerin hedef dokuya dogru goglerinin kolaylastirilabildigi gosterilmistir. Kardiyak
uygulamalarda intrakardiyak uygulamanin intravendéz uygulamadan daha etkili oldugu
gosterilmistir. Ayrica dolasima verilen kok hiicrelerin, ultrason hedefli mikrokabarcik yikimi
uygulamasinin ardindan kan beyin bariyerinde olusturulan agiklik sayesinde kan beyin
bariyerini asarak beyin dokusuna dogru go¢iiniin saglanabildigi de gosterilmistir (Chang ve

ark, 2015; Wu ve ark, 2014).
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2.8.3. Kan Beyin Bariyerinin Asilmasi

Ultrases aracili mikrokabarcik yikiminin yeni ve heyecan verici bir uygulama alani da
kan-beyin bariyerinin (KBB) asilmasinda kullanilmalaridir (Etame ve ark, 2012). Cogu
molekiil i¢in gecirimsiz olan KBB nedeniyle beyin dokusuna ila¢ gonderimi ¢ok
kisitlanmaktadir. Santral sinir sisteminin endotel hiicreleri birbirine yapisik ve sik1 baglantilar
ile sikica tuttunur, boylece apikal ve bazolateral ylizey bilesenlerinin birbirine karigmalari
Onlenmis olur (Sweeney ve ark, 2019).

Kan beyin bariyerini gecici olarak agmak i¢in diisiik frekansli, veya yiiksek frekans
diisiik yogunluklu ultrases kullanilabilir (Konofagou, 2012). KBB’nin sadece ultrasesle de
acilabildigi gosterilmistir, ancak intravendz mikrokabarcik enjekte edilmesinden sonra
ultrases uygulanmasi, beyin dokusu hasar1 olmadan geri doniislii KBB agilmasini saglayan tek
yontemdir. Mikrokabarciklarin mikroakimlarla, sok dalgalariyla ve mikro-jetlerle kavitasyonu
bu geri doniisiimlii agilistan sorumludur (Hernot ve Klibanov, 2008; Hynynen, 2008;

McDannold ve ark, 2012, sheikov ve ark, 2004, Hynynen ve ark, 2005, Choi ve ark, 2007).

2.9. Ultrases Ile Mikrokabarcik Yikimi Aracil Sono-kemoterapi Yaklasim

Kemoterapi klinik kanser tedavisinde ¢ok onemli bir yontemken, dogal veya edinilmis
kanser ilac1 direnci klinikteki genis uygulamalarini biiyiik dl¢lide sinirlamaktadir. Kanserlerin
kemoterapétik ilaglara duyarliligini arttirmak, kanser tedavisinin arastirma alaninda her
zaman odaklanmis bir konudur. Ilk olarak, ultrason kanser hiicrelerinde kemoterapdtik
ilaglarin alimin1 segici olarak artirabilir, boylece normal hiicreler ve dokular lizerindeki toksik
ve yan etkilerini azaltabilir (Trendowski, 2014).

Ikincisi, SDT, kanser hiicrelerinin kemoterapotik ilaglara duyarliligmi arttirmak igin
uygun olan mitokondri-kaspaz sinyal yolunu aktive edebilmektedir (Tang ve ark, 2010).
Birlikte ele alindiginda, SDT'nin kemoterapi ile kombine tedavisi muhtemelen kanser
hiicreleri iizerinde sinerjik terapotik etkiler elde edilecektir.

Mikrokabarcik aracili ilag salimi1 dogrudan ve dolayl olarak iki sekilde gerceklesebilir.
Dogrudan ila¢ saliminda ila¢g molekiilleri mikrokabarcik kabugunun icine ya da yiizeyine

yiiklendikten sonra patolojik olan bolgeye gecici ve lokal olarak kontrol edilebilir sekilde
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saliirlar (Bohmer ve ark, 2010; Lammers ve ark, 2012; Yang ve ark, 2011). Dolayl ilag
saliminda ise ilagc ya da ilag tasiyict sistem mikrokabarcik ve ultrases ile birlikte

uygulanmaktadir (Sekil 18).

) Direkt indirekt |
Z ilag Dagilimi ilag Dagilimi Q
R — — R S—— —_—~

N 40N !’"‘3 O (e
—A“ ek o s e

Sekil 18. Direkt ve indirekt ilag dagilimi. (Koczera ve ark, 2017)’den uyarlanmugtir.)

Wang ve ark. (2015) K562 hiicrelerinde PpIX destekli diisiik yogunluklu ultrason ile
birlikte doksorubisin uygulamasimin etkinligini degerlendirmistir. Optimal kosul altinda,
kombinasyon tedavisi, her iki monoterapiye kiyasla doksorubisine yiliksek direng gosteren
16semi K562 hiicrelerinin 6liimiinti 6nemli dl¢iide arttirmistir (Xiaobing Wang ve ark, 2015).
Gao ve arkadagslari, Ce6 aracili SDT ile birlestirilen adriyamisin, insan meme kanseri MDA -
MB-231 hiicrelerinin ¢ogalmasina kars1 6nemli sinerjistik etkiler sergiledigini bulmustur (Gao
ve ark, 2010). Osaki ve ark (2016) fare meme timor hiicreleri lizerinde 5-ALA bazli SDT ile
kombine edildiginde bleomisin terapdtik gelisimini incelemislerdir. Sonuglar, 5- ALA bazl
SDT ve bleomisin kombinasyon tedavisi ile indiiklenen tiimér kiiclilmesinde etkili
mekanizmalarinin sadece kanser hiicrelerinin dogrudan oldiiriilmesini degil, ayn1 zamanda
vaskiiler kapanmayi da i¢erdigini diisiindiirmektedir (Osaki ve ark, 2016).

McEwan ve ark (2016) pankreas kanseri tedavisinde kanser hiicrelerini segici olarak
6ldiirmek amaciyla oksijen yiiklii bir mikrokabarcik (O,MK) tasarlamis, bu mikrokabarcik ile
Rose Bengal'i (O,MB-RB) ve antimetabolit 5-florourasili (O,MB-5FU) kombine olarak
uygulamiglardir. Sonuglar, SDT ve antimetabolit tedavisinin kombine tedavisinin, ti¢ farkl
pankreas kanseri hiicre hattinin (BxPc-3, MIA PaCa-2 ve PANC-1) proliferasyonlarin1 énemli
6l¢iide inhibe ettigini gosterdi. Ayrica bu kombine tedavi, insan ksenograft BxPC-3 tiimorii
tastyan SCID farelerindeki tiimor biliylimesini, her iki tedaviye kiyasla azaltmistir (McEwan

ve ark, 2016).
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Benzer sekilde Gemsitabin yiiklii O,MK ve Rose Bengal yiiklii O,MK’larin ultrases ile
kombine edilmesiyle uygulanan in vivo sono-kemoterapi ¢aligmasinda, pankreas tiimdriine
kars1 kombine terapinin,tek basina gemsitabin veya Rose Bengal aracili SDT
uygulamalarindan ¢ok daha etkili oldugu gosterilmistir. Bunun yaninda Gemsitabinin
oksijenli mikrokabarcikla konjuge verildigi farelerde (bdbrek ve karacigerlerinde) ilagtan
kaynaklanan herhangi bir yan etki gézlenmemistir (Nesbitt ve ark, 2018).

Ayrica, O,MB'ler, O,'yi timor mikro-ortamina etkili bir sekilde verebilir, boylece
SDT’nin O,'ye bagh etkinligini arttirir. O,'nin yam1 sira sonosensitif ajan/antimetabolitin
verilmesini kolaylastirmak i¢in mikrokabarciklarin kullanilmasi, hem harici olarak uygulanan
ultrason kullanilarak sonosensitif ajanin aktive edilmesi olasiligini giiclendirmekte hem de
kemoterapi ilacinin geleneksel sistemik uygulanmasiyla karsilastirildiginda ilacin etkinliginin

artmasi ve yan etkilerinin azaltilmasiyla daha hedefli bir yaklagim saglanmaktadir (Sekil 19).

Sekil 19. Sono-kemoterapi uygulamasi igin tasarlanan mikrokabarcik. Sonokemoterapi uygulamasi

icin tasarlanan mikrokabarcik ve ajanlarin dagilimimin sematik gosterimi.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar

e Sicak Su Banyosu

e -80 °C derin dondurucu

e invert mikroskop

e Sogutmali Santrifiij

e Steril Kabin

e Karbondioksit inkiibatér

e Plate Reader

e Muse Cell Analyzer

e Olympus BX-50 Floresan Mikroskop (Olympus BX-50, Olympus Optical Co., Tokyo,
Japonya)

e Amalgamator

e Rotary Evoporator

e BTL 5710 Ultrases Cihaz1 (BTL, CZ)

3.2. Kullanilan Kimyasallar

Docetaxel (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, ABD)

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

e 18:0 PC (DSPC) (Avanti Lipids Inc, Alabaster, AL, ABD)

e DSPE-PEG (2000) Amine (Avanti Lipids Inc, Alabaster, AL, ABD)

e C3Fg (Meran Tip Uriinleri Ltd. Sti., Istanbul, TR)

e Glycerol(Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, ABD)

e Propylene Glycol (Sigma-Aldrich, Diegem, Belgika)

e Kloroform (Sigma-Aldrich, Diegem, Belgika)

e DMEM, high glucose, pyruvate (Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,
MA, ABD)
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e FBS (Sigma-Aldrich, Diegem, Belgika)

e Penisilin, Streptozosin (Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, ABD)

e Trypsin —% 0,5 EDTA (Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, ABD)

e PBS-10X, w/o Ca"™" Mg (Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA,
ABD)

e L-Glutamine (Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, ABD)

e Muse® Annexin V and Dead Cell Assay Kit (Millipore; Merck KgaA., Burlington,
MA, ABD)

e Muse® Oxidative Stress Kit (Millipore; Merck KgaA., Burlington, MA, ABD)

e Muse® Mitopotential Assay Kit (Millipore; Merck KgaA., Burlington, MA, ABD)

e MTT (Sigma-Aldrich, Diegem, Belcika)

e Hoechst 33258 (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, ABD)

3.4. Hiicre Kiiltiiri

insan meme kanseri hiicre hattt MCF-7 (ATCC® HTB-22) hiicreleri (pasaj sayist 3)
American Type Culture Collection’dan (Manassas, Virginia,ABD) satin alinmistir. Hiicreler
%10 (v/v) Fotal Bovine Serum (FBS), %1 (v/v) antibiyotik ve %1 L-glutamin igeren
Dubelco’s Modified Eagle Medium (DMEM) igerisinde kiiltiir edilmistir. Hiicreler %5 CO,

ve 37°C sicaklikta nemlendirilmis bir inkiibator igerisinde ¢ogaltilmiglardir.

3.5. Mikrokabarcik Uretimi Ve Karakterizasyonu

DSPC ve DSPE-PEG (1,2-disteroil-sn-glisero-3-fosfoetanol-amin-N-[metoksi(polietilen
glikol)-2000] amonyum tuzu) igeren mikrokabarciklar 85:15 molar oraninda uygun kosullarda
hazirlanmistir. Mikrokabarcik hazirlanmast i¢in uygun miktarda lipid tartilarak kloroform
icinde ¢Oziilmesi i¢in yuvarlak dipli balona alinmistir. Sonrasinda kloroform 65°C’ye
getirilmis rotari evoporatorde uzaklastirilmistir. Yuvarlak dipli balonun dibinde kalan lipid
film tabaka 1:2:7 oraninda gliserol-propilenglikol distile su karistminda ¢oziinmiistir.

Sonunda 0,25 mg/ml lipid konsantrasyonuna sahip stok soliisyon hazirlanmistir (Sekil 20).
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Sekil 20. Mikrokabarcik iiretim asamalart.

Hazirlanan lipid soliisyondan 0,5 ml alinarak 1,5 ml kapakli ependorf tiiplerine pay
edilmis ve tiipiin bos kism1 C;Fg gaziyla doldurulmustur. Son olarak tiipler 4000 devir/dk’da

calisan karistirict cihazda 20 saniye calkalanarak mikrokabarciklar elde edilmistir (Resim 1).

Resim 1. Mekanik aktivasyonun ardindan mikrokabarcik igeren tiipler.
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Mikrokabarciklar sayilmak {izere belli oranda seyreltilerek Thoma lamina alinmig ve
mililitredeki mikrokabarcik miktarlar1 tespit edilmistir. Mikrokabarciklarin boyutlarinin
belirlenmesi i¢in mikrokabarciklar lam {izerindeyken fotograflar1 ¢ekilmistir. Daha sonra bu
gorseller ImageJ programinda pargacik boyut analizi eklentisi kullanilarak analiz edilmis ve

mikrokabarcik ¢aplarinin dagilimi belirlenmistir.

3.5. Ultrases Aracili Mikrokabarcik Yikimi

Hiicrelere ultrases uygulamak amaciyla BTL 5710 Sono ¢ift frekanshi ultrason terapi
cihaz1 (BTL CZ) kulanmilmistir. 30 mm ¢apinda transduser 5 cm'lik bir gazi giderilmis su
banyosu altina yerlestirilmis, 1-MHz frekans, % 100 ¢alisma dongiisiinde siirekli frekans ile
hiicreler ultrasese maruz birakilmislardir (Resim 2). Hiicreler,6 kuyucuklu plaklar tizerinde
kiiltiir edilmisler ve ultrases uygulamasi Oncesi su banyosunun iist kismina sadece bir
kuyucuk denk gelecek sekilde yerlestirilmislerdir.Ultrases giic yogunlugu (yogunluk) 2
W/em? uygulanmistir. Hiicre kiiltlirlerinin igindeki, besiyeri sicaklik artis1 1 © C'den daha
diisiik olmustur. Ultrases uygulamalar1 1s18in olas1 etkilerini dnlemek amaciyla los 1s1kl

ortamda gergeklestirilmistir (Resim 3).

v ‘

Resim 2. Ultrases uygulama diizenegi
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Resim 3. Mikrokabarciklar ve Ultrases etkilesimi.

Gaz dolu mikrokabarciklar (a) ve 2W/cm? Ultrases uygulamasiyla patlayan mikrokabarciklar;
gaz merkezini kaybedip lipid damlaciklar halinde gériinmektedirler (b).

3.6. Hiicre Canhihg1 Analizi

Hiicre canliligini tespit etmek icin MTT'nin formazan'a indirgenmesi kullanildi. Kisaca,
24 oyuklu plakalarda tedavilerin uygulanmasinin ardindan 24 saatlik inkiibasyonun sonunda,
hiicreler iki kez fosfat tamponlu salinle (PBS) yikanmig ve MTT (100 mg/100 ml PBS)
sollisyonu eklenmigtir. Hiicreler 3 saat 37 °C'de inkiibe edilmistir. Olusan Formazan
kristalleri, Dimetil siilfoksit (500 ml) ile ¢oziilmiigtiir. Absorbans, plate reader kullanilarak
570 nm'de o&lgiilmiistiir. Uretilen bagil renk, hayatta kalan hiicre sayis1 ile dogrudan

orantilidir.

3.7. Hoechst Boyama ile Apoptotik Yapilarin incelenmesi

Tedavi uygulamalarindan sonra, MCF-7 hiicreleri 24 saat 37 °C'de inkiibe edilmistir.
Hiicreler PBS'de yikanmis ve hem tedavi hem de kontrol hiicreleri, 37 °C'de 5 dakika boyunca
Hoechst 33258 (1 mg/ml konsantrasyonda bir stok ¢o6zeltiden hazirlanmis 5 ug/ml
konsantrasyonda hazirlanmistir) ile boyanmistir. Boyayla hemen inkiibasyonun ardindan

hiicreler bir floresan mikroskobu kullanilarak gozlemlenmistir. Mikroskopta BP330-380
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/LP420 nm Ex/Em filtre seti uyarli ve goriintiiler renkli bir cihaz kameras: kullanilarak

kaydedilmistir.

3.8. Annexin V Apoptoz Tayini

Tedavi gruplarmin canli, erken/ge¢ apoptotik ve 6lii hiicrelerinin kantitatif analizi i¢in
Muse Annexin V & Dead Hiicre Test Kiti (Millipore; Merck KgaA., Burlington, MA, ABD)
ve Muse Cell Analyzer (MuseTM Cell Analyzer; Millipore, Burlington, MA, ABD) cihazi
kullanilmistir. Analiz i¢in apoptotik hiicrelerin membranlarinin dis yilizeyinde bulunan
fosfotidilserinleri boyayan Annexin V boyasi ve bir Olii hiicre belirteci olan 7-
Aminoaktinomisin D (7-AAD) boyas1 kullanilmistir.

Tedavi uygulamalar1 sonrasinda biitiin hiicreler, Tripsin-EDTA (Gibco; Thermo Fisher
Scientific, Inc., Waltham, MA, ABD) ile kaldirilmis ve son konsantrasyon 5x10° hiicre/ml
olacak bicimde %1 Bovine serum albumin (BSA) ve %1 Fetal Bovine Serum (FBS) iceren
tuzlu fosfat tamponu (PBS) (Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, ABD)
igerisinde seyreltilmislerdir. Daha sonra 100 ul Annexin V ve 7-AAD karisimi ile 100 pl
hiicre siispansiyonu bir mikrotiip igerisinde karistirilmis ve 30 dakika boyunca 37°C’de
inkiibe edilmis ve ardindan Muse Cell Analyser’da analiz edilmislerdir.

Apoptotik oran, dort ayr1 popiilasyonun ayirt edilmesiyle su sekilde belirlenmistir:

1.Saptanabilir apoptoz olmayan canli hiicreler : Annexin V (-) ve 7-AAD (-)

2.Erken apoptotik hiicreler : Annexin V (+) ve 7-AAD (-)

3.Apoptotik hiicreler : Annexin V (+) ve 7-AAD (+)

4.Apoptotik olmayan bir yolla 6len 6lii hiicreler : Annexin V (-) ve 7-AAD (+)

Tiim deneyler ii¢ tekrar halinde yapilmistir.

3.9. Oksidatif Stress Analizi

Tedavi gruplar1 arasinda oksidatif strese maruz kalma oranlarini tespit edebilmek i¢in
Muse Oxidative Stress Kit (Millipore; Merck KgaA., Burlington, MA, ABD) kullanilarak
Muse Cell Analyzer cihazinda dl¢timler yapilmistir. Bunun icin tedavi gruplarina ait hiicreler
kuyucuklu plaklardan tripsin-EDTA uygulanarak kaldirilmis daha sonra da hiicreler santrifiij

tiiplerinde santrifiij edilerek tripsin EDTA uzaklastirilmistir. Daha sonra hiicreler 1X ¢alisma
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tamponu igerisinde 1x10’ hiicre/ml konsantrasyonda olacak sekilde siispanse edilmis ve
oksidatif stress reaktifiyle inkiibe edilmistir. Reaktifin icerigindeki dihidroetidyum (DHE)
hiicrelerde olusan ROS’u belirlemektedir. DHE siiperoksit anyonuyla okside oldugunda DNA
ile etkilesime girebilen florofor bir molekiil olan etidyum bromiir olusur ve sonunda etidyum
bromiir DNA’ya baglanir ve kirmizi floresans vermektedir. Olusan floresansin yogulugu da

Muse Cell Analyzer tarafindan dl¢lilmiistiir.

3.10. Mitokondri Membran Potansiyeli Analizi

Bu yontemde, mitokondriyal membran potansiyelindeki degisiklikleri ve hiicre
Olimiiniin bir gostergesi olarak 7-AAD'yi saptamak i¢in Mitopotential Assay Kit(Millipore;
Merck KgaA., Burlington, MA, ABD) kullanilmistir. Bu yonteme gore yiiksek membran
potansiyeli, bozulmamis mitokondrinin i¢ zar1 iginde mitopotansiyel boya birikimine,
dolayisiyla yiiksek floresansa neden olurken,mitokondri membraninin depolarize olan
hiicrelerdefloresansin azaldigi gézlenmektedir. Bundan dolay1 bu akis sitometrisi bazli deney
4  hiicre poptlilasyonunu mitokondri membran potansiyelinin durumuna  gore
farklilastirmaktadir;

1. Depolarize canli hiicreler: MitoPotential(-) ve 7-AAD(-),

2. Canl1 hiicreler: MitoPotential(+) ve 7-AAD(-)

3. Depolarize 6lii hiicreler: MitoPotential (+) ve 7-AAD (+)

4. Olii hiicreler : MitoPotential(-) ve 7-AAD(+)

Tedavi uygulamalarinin ardindan MCF-7 hiicreleri floresan boyalarla inkiibe edilmisler
ve mitokondri membrani depolarize hiicrelerin orani (canli depolarize, 6lii depolarize) Muse

Cell Analyzer ile dl¢lilmiistiir.

3.11. istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analizler GraphPad Prism 6 (San Diego, CA, USA) programi kullanilarak
yapilmistir. Gruplara tek yon varyans analizi (ANOVA) ve Tukey ¢oklu karsilastirma testi
uygulanarak Orneklerin birbirleri arasindaki iliski arastirilmistir.  Yapilan istatistiksel
analizlerden elde edilen sonuglardan P<0,05 olan degerler énemli kabul edilmistir. Tiim

veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Mikrokabarcik Boyut Dagilimi

Mikrokabarciklar iiretildikten sonra lam {izerine alinmis ve 1s1k mikroskopunda
(Olympus BX-50) goriintiileri alinmistir (Sekil 21a). Alinan goriintiilerdeki mikrokabarcik
boyutlar1 ImageJ programiyla analiz edilmis ve boyut dagilim grafigi olusturulmustur (Sekil
21b). Analiz sonucunda mikrokabarciklarin yaklasik ¢apt 1-2 pm, konsantrasyonu 1x10°

mikrokabarcik/ml olarak belirlenmistir.
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Sekil 21. Mikrokabarciklarm 151k mikroskopu altinda goriiniimleri ve boyut dagilimi grafigi.

4.2, Hiicre Canlilig1 Bulgulan

MCF-7 hiicreleri iizerinde uygulanacak Docetaxel dozuna karar vermek icin hiicrelere
artan dozlarda (1; 2,5; 5 ve 10 nM) ilag uygulamasi yapilmistir. fla¢ uygulamalarindan 24 saat
sonra hiicre canliliklar1 MTT testi sonrasi elde edilen absorbans degerleri ile hesaplanmustir.
Buna gore Tablo 1°de goriilecegi gibi 2,5 nM  ve lizerindeki dozlarda hiicre canlilig1 %30°dan
daha fazla azaldig1 hesaplanmistir. Bu nedenle tedavi gruplarinda uygulanacak Docetaxel

dozu olarak 1 nM se¢ilmistir (Sekil 22).
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Tablo 1. Farkli docetaxel dozlarinin MCF-7 hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi.

Docetaxel Dozlar: 1 nM 2.5 nM SnM 10 nM

Hiicre Canlhihg: (%) Ortalama 90,37+1,33  69,17+1,29 57,14+0,85 34,44+1,03

ve Standart Sapma
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Sekil 22. Farkli docetaxel dozlarimin MCF-7 hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi.

Benzer olarak tedavi gruplarinda uygulanacak Ce6 dozunun belirlenmesi i¢in MCF-7
hiicrelerine artan dozlarda Ce6 uygulamasi yapilmistir. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan
hiicre canliliklart MTT testi sonrasi elde edilen absorbans degerleri ile hesaplanmustir.

Buna gore, Tablo 2°de de goriilecegi gibi 10 uM Ce6 uygulamasindan itibaren hiicre
canlilig1 yaklasik %20 ve lizerinde diigiis goriilmistiir. Tedavi ugulamalart i¢in SuM Ce6

dozu secilmistir (Sekil 23).

51



Tablo 2. Farkli Ce6 dozlar1 uygulamasi sonrasinda MCF-7 hiicrelerinin canlilik
yiizdeleri.

Ce6 Dozlar: 1M 5puM 10 pM 20 uM

Hiicre Canlihgi (%) Ortalama ve 95,79+1,65 90,23+049 81,05+1,24 68,87+ 1,04
Standart Sapma
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Sekil 23. Farkli Ce6 dozlarinin MCF-7 hiicre canliligi iizerindeki etkisi.

Belirlenen Doc ve Ce6 dozlaryla birlikte tedavi gruplari olusturulmus ve uygulamalar
yapilmistir. Tedavi uygulamalarindan 24 saat sonra MTT testi yapilarak gruplar arasindaki
hiicre canlilig1 yiizdeleri karsilagtirilmistir (Tablo 3). Buna gore biitiin tedavi gruplar1 kontrol
grubuyla karsilagtirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. Tedavi

gruplar1 arasinda hiicre canlilig1 yiizdesinin en diisiik bulundugu grup Ce6+DOC+MK/US
grubu olmustur (Sekil 24).
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Tablo 3. Tedavi gruplarinin hiicre canlilig1 yiizdeleri

Gruplar Kontrol MK/US Ce6+DOC DOC+MK/ Ce6+MK/ Ce6+DOC+M
usS UsS K/US
Hiicre 99,504+2,37 91,07£2,55 89,00+1,60 70,68+1,87 68,42 +2,44 58,46+2
Canhliklar: (%)
Ortalamasi ve
Standart Sapma
1004
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Sekil 24. Tedavi gruplari hiicre canliliklarinin (%) karsilagtirilmasi.a, kontrol grubu ile diger
gruplar arasindaki istatistiksel fark (a: p<0,0001, a*: p<0,001); b, MK/US grubu ile diger
gruplar arasindaki istatistiksel fark (b: p<0,0001); ¢, Ce6+DOC grubu ile diger gruplar
arasindaki istatistiksel fark (c: p<0,0001); d, DOC+MK/US grubu ile diger gruplar arasindaki
istatistiksel fark (d: p<0,0001); e, Ce6+MK/US grubuyla diger gruplar arasindaki istatistiksel
fark (e: p<0,0001).
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4.3. Floresan Mikroskopik Apoptoz Bulgular:

Kontrol MK/US Ce6+DOC
DOC + MK/US Ce6 + MK/US Ce6 + DOC + MK/US

Sekil 25. Floresan mikroskopta deney gruplarina ait apoptotik yapilar.

Hoechst boyama ile deney gruplarina ait hiicreler floresan mikroskopta incelenmistir.
Homojen mavi boyanan hiicreler herhangi bir DNA fragmantasyonu olmadigini ve hiicrelerin
canli hiicreler oldugunu gostermekte, mavi daha parlak odaklarin bulundugu hiicreler ise
apoptotik DNA kondensasyonuna isaret edecegi icin bu hiicreler apoptotik olarak
degerlendirilmistir. Buna gore Kontrol grubuna ait hiicrelerde ¢ok nadir olarak apoptotik
hiicreler goriilmiis hiicrelerin biiyiik cogunlugu canli olarak gdzlenmistir. Aynmi sekilde
MK/US grubu hiicreleri de biiyiik oranda canli hiicrelerden olustugu goriilmiistiir. Ce6/DOC
ve DOC+MK/US grubu hiicrelerinde apoptotik cisimcikler bir miktar daha sik goriilmekle
birlikte hiicrelerin ¢ogu yine canli hiicrelerin ¢ogunun yine canli hiicrelerden olustugu
gozlenmistir. Ce6+MK/US ve Ce6+DOC+MK/US grubu hiicrelerinde apoptotik hiicrelerin

yogunluklarimin ciddi oranda arttiklar1 gézlenmistir (Sekil 25).
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4.4. Annexin V Apoptoz Bulgular

Tablo 4. Tedavi gruplarinin apoptoz bulgular1 (%).

Canh Toplam Erken Geg¢ Debris
Apoptoz Apoptoz Apoptoz

Kontrol 93,14+0,25 5,73+0,37 32,36+ 1,80 3,83+0,60 1,14+ 0,14
MK/US 91,53+0,38 6,77+0,63 3,33+0,53 3,44+ 0,27 1,7+ 0,45
Ce6+DOC 89,97+0,31 8,93+0,32 5,163+0,29 3,76 +0,28 1,10 £ 0,04
DOC+MK/US 67,39+0,39 2249+098 1,42+0,16 21,06 + 1,13 7,90 £ 0,59
Ce6+MK/US 68,96 +£0,59 26,20+0,37 14,53+£0,25 11,67+0,42 6,41 £0,07
Ce6+DOC+MK/US 57,04+223 3236+1,80 13,62+0,40 18,75+1,79 10,59+ 0,66

Annexin V apoptoz analizi sonucunda total apoptoz orani en fazla olan grup

sonokemoterapi grubu (Ce6+DOC+MK/US) olmustur. Erken apoptoz goriinen hiicrelerin en

fazla Ce6+MK/US grubunda oldugu saptanmistir. Ge¢ apoptotik hiicre sayisi en fazla olan

grubun ise  DOC+MK/US grubu oldugu gorilmiistiir.
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Sekil 26. Tedavi gruplarindaki MCF-7 hiicrelerinin apoptotik profilleri:a, kontrol grubu ile
diger gruplar arasindaki istatistiksel fark (a: p<0,0001, a*: p<0,01); b, MK/US grubu ile diger gruplar
arasindaki istatistiksel fark (b: p<0,0001, b*: p<0,001); ¢, Ce6+DOC grubu ile diger gruplar arasindaki
istatistiksel fark (c: p<0,0001); d, DOC+MK/US grubu ile diger gruplar arasindaki istatistiksel fark (d:
p<0,0001, d*: p<0,01); e, Ce6+MK/US grubuyla diger gruplar arasindaki istatistiksel fark (e: p<0,01).

4.5. Oksidatif Stres Bulgulari

Tedavi uygulamalarinin ardindan MCF-7 hiicrelerinin oksidatif stres profilleri
karsilastirilmistir.  Sekil 27°de goriilecegi gibi en fazla ROS pozitif hiicrenin
Ce6+DOC+MK/US grubunda oldugu saptanmistir. Bu gruptan sonra en fazla ROS pozitif
hiicre bulunan grup ise Ce6+MK/US grubu olmustur.
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Sekil 27. Tedavi gruplarinin oksidatif stres bulgulari.a, kontrol grubu ile diger gruplar
arasindaki istatistiksel fark (a: p<0,0001, a*: p<0,001); b, MK/US grubu ile diger gruplar arasindaki
istatistiksel fark (b: p<0,0001, b*: p<0,01); ¢, Ce6+DOC grubu ile diger gruplar arasindaki istatistiksel
fark (c: p<0,0001); d, DOC+MK/US grubu ile diger gruplar arasindaki istatistiksel fark (d: p<0,0001);
e, Ce6+MK/US grubuyla diger gruplar arasindaki istatistiksel fark (e: p<0,01).

4.6. Mitokondri Membran Potansiyeli Degisim Bulgular:

Deney gruplarina ait hiicrelerin mitokondri zar membran potansiyeli degisimleri Muse
Analyser kullanilarak degerlendirilmistir. Sekil 28’de goriilecegi gibi mitokondri membrani
zar potansiyeli en fazla bozulan grup sono-kemoterapi grubu (Ce6+DOC+MK/US) ve
ardindan da Ce6+MK/US grubu olmustur.

57



CELL HEALTH PROFILE CELL HEALTH PROFILE CELL HEALTH PROFILE

-

Dead
Dead
Dead

34

24

VIABILITY

VIABILITY
VIABILITY

L

. 97.35% = e g g
3 0 01 Live 2 i = - Live 3 'r:zédn.lv: - Live
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
tow  MITOPOTENTIAL  Hign Low  MITOPOTENTIAL  High Low  MITOPOTENTIAL  High
Kontrol MK/US Ce6+DOC
CELL HEALTH PROFILE 4 CELL HEALTH PROFILE - CELL HEALTH PROFILE
% "Joepotarzeamead Dead % "oepolarizeaDead Dead )

1420 %

15.50 %

VIABILITY
VIABILITY
VIABILITY

2 Live 2 Live 2 § Live
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
tow  MITOPOTENTIAL  High Low  MITOPOTENTIAL  High tew  MITOPOTENTIAL  High

DOC+MK/US Ce6+MK/US Ce6+DOC+MK/US

b

100
%0
80
70
60
2 Kontrol MKUS Ce6+DOC DOC+MKUS  Ce+MKUS  Ce6+DOCHMENS

w0lii Hiicreler 0,05 09 1,08 085 1 13

# Toplam Depolarize Hiicreler 26 885 43 14 N5 U3

u Canli Hilcreler 9738 9025 84,65 s 545 139

Sekil 28. Tedavi gruplarindaki MCF-7 hiicrelerinin mitokondri membran potansiyellerindeki

degisimler.
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5. TARTISMA

5.1. Mikrokabarcik Destekli Sonokemoterapinin Se¢ilmesi

Ultrases hedefli mikrokabarcik yikimi, solid tiimor tedavisinde sinirli bir alana ilag
saliminda umut vadeden bir yontem olan yeni bir tedavi yaklasimidir (Mayer ve ark, 2008).
Mikrokabarciklar lipid ya da polimer bir kabuk ile cevrelenerek stabilize edilmis 1-10 pm
capindaki gaz dolu mikrokiirelerdir (Sirsi ve Borden, 2009). Diisiik akustik basing altinda
mikrokabarciklarda tekrarlayan hacimsel bir titresim gergeklesir, bu duruma kararh
kavitasyon adi verilir (Stewart ve Sidhu, 2006). Yiiksek akustik basinglarda ise
mikrokabarciklar siddetli genisleme-biiziilmeler gecirir ve patlarlar (destruction), buna
dinamik kavitasyon denilmektedir (Hernot ve Klibanov, 2008; E. Stride ve Saffari, 2003).
Kanser tedavisinde mikrokabarciklarin dinamik kavitasyon etkisinden faydalanilmaktadir.
Mikrokabarciklarin hedef tiimér bolgesindeki damarlarin igerisinde ultasesle patlatilmasi,
ilacin ve ilag tastyici sistemlerin ekstravazasyonu, penetrasyonu ve hiicre igine aliminin
artmasi ile sonuglanir (Kooiman, Vos, ve ark, 2014; 1. Lentacker ve ark, 2014). Bunun disinda
sonokemoterapi ile mikrokabarciklarin birlikte uygulanmasi oksidatif hasari1 arttirarak da
sitotoksik etkiyi arttirmaktadir ( R. Carlisle,). Ultrases enerjisinin ii¢ boyutlu insan dokusuna
odaklanabilmesi 0zelligi sayesinde, cevre dokuya hasar vermeden hedef bdlgeye ilag
tasinmas1 i¢in ultrases aracili mikrokabarciklarin kullanilmasi miimkiindir (E. Stride ve
Saffari, 2003). Mikrokabarcik yapisina ilag ilave edildigi ya da birlikte uygulandig: takdirde,
gonderilen ilaglar mikrokabarciklarin patladigi bolgede birikmekte, boylece mikrokabarciklar
tiimor hiicreleri lizerinde daha hedefli bir tedavi saglayabilmektedir (Mayer ve ark, 2008; Sirsi
ve Borden, 2012).

Mikrokabarcik aracili ila¢ salimi dogrudan ve dolayli olarak iki sekilde
gerceklesebilir. Dogrudan ilag saliminda ilag molekiilleri mikrokabarcik kabugunun igine ya
da ylizeyine yliklendikten sonra patolojik olan bolgeye gecici ve lokal olarak kontrol edilebilir
sekilde salinirlar. Dolayli ilag saliminda ise ila¢ ya da ila¢ tasiyici sistem mikrokabarcik ve
ultrases ile birlikte uygulanmaktadir (B6hmer ve ark, 2010; Koczera ve ark, 2017; Lammers
ve ark, 2012; F. Y. Yang ve ark, 2011).

Son yillarda, mikrokabarcik aracili ultrases destekli ila¢ salimi i¢in umut vadeden

cesitli arastirmalar yapilmis ve ticari mikrokabarcik formlar1 da gelistirilmistir (Martin ve
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Dayton, 2013; Tsutsui ve ark, 2004; Unga ve Hashida, 2014). Bu ¢aligmalarda SonoVue®,
Optison ™ veya Definity® gibi mikrokabarciklarin aktif iceriklerle yiiklendiginde veya
birlikte enjekte edildiginde ultrases 1ile olan etkilesimleri ve terapotik etkinlikleri
arastirilmistir.

Timor mikrogevresine SDT ve/veya kemoterapi ajani ile birlikte mikrokabarcik
uygulamasinin, sistemik kemoterapétik uygulamasina gore timor hiicrelerine daha hassas
olarak hedeflenmis bir uygulama saglamakta; bunun yaninda olusturdugu oksijen radikalleri
ile sitotoksik etkiyi arttirmaktadir (Burkard ve Van Liew, 1994; McEwan ve ark, 2015).
Nomikou ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, SDT’de sonosensitif ajanin bir mikrokabarcik
esliginde uygulanmasinin, tek basina sonosensitif ajan kullanilmasina gore daha fazla singlet
oksijen olusumunu saglayacagi, bu yolla sitotoksik etkisinin de daha yiiksek olacagi
gosterilmistir (Nomikou, Fowley, ve ark, 2012). Mc Ewan ve arkadaslar1 in vitro pankreas
kanser hiicreleri iizerinde yaptiklari ¢calismada SDT ile birlikte 5-Florourasil kemoterapotik
ajan1 ve oksijen yiiklii mikrokabarcik kombinasyonunu uygulamis, sonug olarak sadece SDT
ve sadece 5-Florourasil tedavisine gore tiimor hiicre canliliginda anlamli diizeyde azalma
oldugunu gostermislerdir (McEwan ve ark, 2016). Nesbitt ve arkadaslarinin pankreas
kanserinin tedavisinde gemsitabin ve mikrokabarcik ile desteklenmis sonokemoterapi
uygulamasinda geleneksel kemoterapi uygulamasina gore 240 kat daha diisik
konsantrasyonda gemtisabin ilaci uygulanmis 1ile akut toksisite ve yan etkiler
gozlemlenmeden daha etkin bir terapotik etki olustugu gozlemlenmistir (Nesbitt ve ark,
2018).

Mikrokabarcik ve ultrases aracili indirekt ilag salimi son yillarda klinikte hastalar
tizerinde de denenmektedir. Dimcevski ve arkadaglarimin 2016 yilinda yaptig1 Faz 1 klinik
aragtirmada, ileri evre pankreas kanseri olan 10 hastanin tedavisinde sistemik uygulanan
gemtisabinin etkisinin, lokalize ultrases ve intravendz mikrokabarcik uygulamas: ile arttigi
gosterilmistir (Dimcevski ve ark, 2016). Sonug olarak bu kombine tedavi protokoliiniin tek
basina gemtisabin kemoterapisine gore ilave bir toksisite olusturmadigi ya da yan etki
sikligim1 arttirmadigi, hastalarin ge¢mis gemtisabini taha iyi tolere edebildigi, 5 hastada
maksimum tiimdr ¢apinin kii¢iildiigii, bunun yaninda hastalarin ortalama sagkalim siiresinin
de 8,9 aydan 17,6 aya kadar uzadig1 gosterilmistir. Benzer bir preklinik ¢alismada farelerde
ksenograft pankreas kanseri tedavisinde gemtisabin ile birlikte mikrokabarcik destekli
sonoporasyon uygulandiginda timor capinda belirgin azalma oldugu, ortalama sagkalim
stiresinin %10 uzadig1 gosterilmistir (Kotopoulis ve ark, 2013).Bunun disinda gliablastoma

hastalar1 {izerinde ilk defa yapilan bir uygulama ile doksorubisin ile sonoporasyon
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uygulamasinin etkileri incelenmeye baglanmistir, bu calismanin sonuclar1 da heyecanla

beklenmektedir (Carpentier ve ark, 2016).

Giliniimiize kadar yapilmig olan preklinik ve klinik aragtirmalarin da gosterdigi gibi
kemoterapi ilacinin SDT ve mikrokabarcik ile kombine edilmesi, kemoterapi ilacinin klinik
etkisini arttirabilecek, yasam kalitesini 1iyilestirebilecek, sagkalimi uzatabilecek bir
uygulamadir. Ayrica bu {i¢lii kombinasyon herhangi bir ilave toksisiteye yol agmamaktadir.
Kullanilmas1 gereken kemoterapdtik ilacin dozunun azalmasi ve ilacin kanserli bolgeye

odaklanmasi da arttig1 i¢in, saglikli organlara verilen hasar en aza indirilmektedir.

Mikrokabarcik aracili ila¢ salimi dogrudan ve dolayli olarak iki sekilde
gerceklesebilmektedir. Dogrudan ilag saliminda ilag molekiilleri mikrokabarcik kabugunun
icine ya da yiizeyine yiiklendikten sonra patolojik olan bolgeye gecici ve lokal olarak kontrol
edilebilir sekilde salinirlar. Dolayli ilag saliminda ise ilag ya da ila¢ tasiyict sistem
mikrokabarcik ve ultrases ile birlikte uygulanmaktadir (Béhmer ve ark, 2010; Lammers ve
ark, 2012; F. Y. Yang ve ark, 2011). Bu calismada dosetakselin mikrokabarcik destekli
sonokemoterapi yontemi ile uygulandiginda meme kanserinde sitotoksik etkisinin arttiginin
gosterilmesi amaglanmaktadir. Bu sebeple dolayl: ilag salim yontemi tercih edilmis ve meme

kanseri hiicrelerine dosetaksel mikrokabarciklar ile birlikte es zamanli olarak uygulanmistir.

5.2. Sonosensitif Ajanin Se¢cimi

Sonodinamik terapide sonosensitif ajan olarak porfirin ve tiirevleri, kemoterapotik
ilaclar, nonsteroid antiinflamatuarlar ve klorinler gibi pek cok kimyasal kullanilmaktadir
(Haijun Chen ve ark, 2014b; Rosenthal ve ark, 2004; Wan ve ark, 2016). Klorin e6 (Ce6)
klorofil ekstrakti sonosensitif bir bilesiktir. Daha once yapilan ¢aligsmalardan, Ce6’nin tiimor
dokularinda selektif olarak birikebildigi, saglikli dokulardan c¢abuk elimine edilebildigi ve
toksik etki olusturmadigi bilinmektedir (B. Chen ve ark, 2013; H. Shi ve ark, 2011).

Li ve arkadaslar1 insan kronik myelositik 16semi K562 hiicreleri iizerinde Ce6 aracili
SDT uygulamasinin mitokondri-bagimli apoptoz yolagini aktive edebildigini gostermislerdir
(Y. Li, Wang, ve ark, 2014). Wang ve arkadaslar1 meme kanseri iizerinde Ce6 aracili SDT
uygulamasini arastirdig1 calismada 4T1, MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre ¢ozeltilerini 1 pg/ml

Ce6 ile inkiibe ettikten sonra ultrases uygulamis, sonu¢ olarak bu kombine tedavi ile
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mitokondri hasart ve ROS iiretimi iizerinden kanser hiicrelerinin apoptoza ugradigini
ispatlamiglardir (P. Wang ve ark, 2015).

Chen ve arkadaslarinin insan akciger adenokarsinom hiicresi SPCA-1 {izerinde yaptigi
calismada Ce6 varliginda/yoklugunda ultrasesin terapotik etkileri incelenmis, Ce6’nin timor
dokusunda birikim konsantrasyonunun tiimor yakinindaki kas dokusuna gore belirgin yiiksek
oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismada ayrica in vivo ortamda ultrases (0,4-1,6 W/cm?) ya da
Ce6 (1040 mg/kg) tek basina uygulandiklar takdirde anlamli sayilabilecek bir anti-tiimor
etkisi gostermedikleri, ancak Ce6 ultrases ile (1.6 W/cm?) kombine uygulandiginda timor
boyutunda belirgin azalma (p<0,05) oldugu kanitlanmistir (B. Chen ve ark, 2013).

Baska bir ¢alismada (Haiping Wang ve ark, 2013) meme kanseri MDA-MB-231
hiicreleri iizerinde 0,36 W/cm? ve 0,72 W/cm® yogunlugundaki ultrases ile birlikte gesitli
konsantrasyonlarda Ce6’nin (1, 2, 5, 10 ug/ml) sitotoksik etkisi incelenmis, ROS iiretimi ve
mitokondri membran potansiyelindeki azalmanin 0,72 W/cm?® yogunlugundaki ultrases ile
yiiksek Ce6 konsantrasyonlarinda (5 ve 10 pg/ml) daha belirgin oldugu gézlemlenmistir.

Bu calismada da yan etkilerinin azlig1 ve benzer arastirmalardaki tedavi basarisinin
yiiksekligi goz oOnilinde bulundurularak, SDT uygulamasinda sonosensitif ajan olarak Ce6
kullanilmistir. Bu amagla meme kanseri hiicre hattt MCF-7 hiicrelerine artan dozlarda Ce6
uygulanmis, MTT analizi ile hiicre canliliklar1 degerlendirilmistir. Buna gore Ce6 tedavi

uygulamasi i¢in hiicre canliliginin en ytiksek oldugu (%90) doz olan 5 uM dozu se¢ilmistir.

5.3. Ultrases Frekans ve Yogunlugunun Secilmesi

Sonodinamik terapide ultrases ayariyla ilgili parametreler mikrokabarcik-hiicre
etkilesimini arttirarak ya da azaltarak ila¢ salim siirecini etkilemektedir. Frekans ve akustik
basing olusacak kavitasyon ¢esidi, tedavi alaninin derinligi ve ulasilmak istenen odak hacmi
ile iligkiliyken, ultrases yogunlugu ve uygulama siiresi gibi diger parametreler dokudaki 1s1
artis1 ve tedavi diizeyi arasinda bir denge kurulmasini saglamaktadir. 3-5 cm derinligindeki
dokularda ultrasesin absorbsiyonu i¢in yaklagik 1 MHz frekansinda, daha yiizeyel lezyonlar
icin ise yaklastk 3 MHz frekansinda uygulanmasi daha uygundur (Speed, 2001).
Mikrokabarcik destekli SDT ¢alismalarinda ise ultrases genellikle 1 MHz frekansina
ayarlanmaktadir, ¢linkii bu diizey standart mikrokabarcik formiilasyonlarinda (= 3 pm
boyutunda) kabarciklarin ¢ogunun rezonans frekansi ile kabaca eslesmektedir (Roovers ve

ark, 2019). Sonodinamik terapide genellikle canli hiicreler iizerinde termal ya da mekanik
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etkiler olusturmayacak, giivenli olarak kabul edilen diisiik yogunlukta ultrases (0,5-4 W/cm?)
kullanilmaktadir (Serpe ve ark, 2012). fla¢ alimini arttirmak icin 80 kPa- 1,1 MPa araliginda
akustik basing¢ kullanilmaktadir (Kooiman ve ark, 2011; Kudo ve ark, 2009). Bu aralikta hem
kararli, hem dinamik kavitasyon tetiklenebilmektedir. Bunlarin disinda ultrasesin uygulama
stiresi ve atim tekrar1 gibi parametrelerin maksimum terapétik diizeyine, ¢alisilan hiicre tipine

gore karar verilmelidir.
Bizim c¢alismamizda 1x106 konsantrasyonda MCF-7 hiicresi siispansiyonu iizerine 1,

1,5 ve 2 W/cm2 yogunlukta ultrases (1 MHz) 20 saniye boyunca uygulanmis, kullanilan en
yiikksek ultrases yogunlugunda (2 W/cm?) dahi hiicre canhlik oranmin %97'nin iizerinde
kaldig1 gozlenmistirtir. Benzer ¢alismalara ve bizim 6n ¢alisma verilerimize bagli olarak tim
deney gruplarimizda 1 MHz frekansinda, 2 W/cm? yogunlugunda, 20 saniye siire ile ultrases

uygulamasi yapilmistir.

5.4. Kemoterapotik Ajanin Sec¢ilmesi

Dosetaxel meme kanseri tedavisinde tek basima kullanilmakta olan, taksol grubunun
tiyesi sistemik etkili bir kemoterapi ilacidir. Mikrotiibiil polimerizasyonunu inhibe etme
ozelligi kanser hiicreleri lizerinde sitotoksik etki gostermektedir. Giiniimiizde basta meme
kanseri olmak {iizere, over, prostat, mesane, mide ve akciger kanseri tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir 20,21. Molekiil agirligi 807,9 g/mol'diir. DMSO ve etanolde ¢oziiniirken,
sudaki ¢ozilinlirliigii oldukca distiktiir. Taksol ailesinin diger iiyesi olan paklitaxele gore
dosetaxelin hiicre i¢ine alimi daha iyi, hiicreden atilmasi daha yavas, yar1 d6mrii daha uzun ve
tiibiilinlere kars1 afinitesi daha yiiksektir. Ayrica dosetaxel hiicre mitozunun hem sentez, hem
boliinme fazlarini engelleyebilmektedir. Biitiin bu 6zellikler dosetaxelin kanser tedavisindeki
potensini arttirmakta ve kemoterapide tercih edilmesini saglamaktadir (Ali ve ark, 1995; Diaz
ve Andreu, 1993; Marchettini ve ark, 2002).

Dosetakselin  hiicreyi apoptoza gotiirmesi li¢ farkli mekanizma {izerinden
gerceklesmektedir: mikrotiibiil dinamiklerini bozmak (esas etki), hiicre siklusunu kesintiye
ugratmak ve Bcl-2' nin fosforilasyonunu indiiklemek. Bu mekanizmalar MCF-7 meme
kanseri hiicre hatt1 basta olmak {izere, ¢esitli insan hiicre hatlarinda in vitro olarak
gosterilmistir (Lyseng-Williamson ve Fenton, 2005).

Dosetakselin antikanser ila¢ olarak yaygin kullanimina ragmen, tedavideki basarisini
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kisitlayan bazi etkenler bulunmaktadir. Bunlardan en 6nemlisi kemik iligini baskilamas1 ve
hastalarda ajana kars1 var olan ya da sonradan gelisen ilag direncidir. Bu faktorler cogu zaman
ilacin doz kisitlamasina ya da tedaviye ara verilmesine sebep olmakta, ve silireci olumsuz
etkilemektedir (Rowinsky ve ark, 1993). Hemen hemen tiim kemoterapdtik ilaglarda oldugu
gibi dosetakselde de yan etkilerin azaltilabilmesi, basarili bir kanser tedavisi igin bilylik dnem
tagimaktadir. Bir¢ok in vitro ve in vivo calismalarda desteklendigi iizere, ilaglar bir takim
tasiyici sistemlerle aktif veya pasif olara istenilen hedef dokuya yonlendirilebilmekte, ultrases
esliginde ilacin toksik etkisi arttirilabilmekte, bu sayede c¢ok diisiik dozlarda ilag kullanilarak
bile hedef dokuda yiiksek ila¢ konsantrasyonlarina ulasilabilmektedir. Boylece yan etkiler
veya diger saglam dokulara verilen hasar da en aza indirilebilmektedir.

Bu nedenle bu g¢alisma kapsaminda ciddi yan etkileri ve kisitlamalar1 olan, ama
giiniimiizde klinikte hala yaygin bir sekilde kullanilmakta olan dosetaksel secilmis ve ilag
ultrases esliginde tasiyici sistemler ile birlikte uygulanarak terapdotik etkinligi incelenmistir.

Bayet-Robert ve arkadaslarinin 2009 yilinda MCF-7 hiicre hatt1 ¢alismalarinda
kullanilan dosetaksel dozuna dair yaptiklari arastirmada, %5 DMSO ic¢inde ¢ozdiiriilerek
hazirlanan 5 uM (yliksek doz) ve 1 nM (diisiikk doz) uygulamasi sonuclar1 karsilagtirilmistir.
Yiiksek doz uygulamasinda hiicre mitozunun uzun siireli durakladigr ve belirgin diizeyde
hiicre 6limi oldugu gozlemlenmistir. 1 nM Doc uygulamasinda ise hiicre ¢ogalmasinda 24
saatte %6,3 (p<0,05) mitotik arrest oldugu gdsterilmistir. (Bayet-Robert ve ark, 2010).

Insan kanser hiicre hatlar1 Hs746T (mide), AGS (mide), HeLa (serviks), CaSki
(serviks), BxPC3 (pankreas) ve Capan-1 (pankreas) iizerinde dosetakselin IC50 (yari
maksimum inhibitér konsantrasyon) konsantrasyonunun sirasiyla 1 nM, 1 nM, 0,3 nM, 0,3
nM, 0,3 nM ve 0,3 nM oldugu gosterilmistir (Balcer-Kubiczek ve ark, 2006).

Morse ve arkadaslarinin farkli meme kanseri hiicreleri iizerinde yaptiklar1 ¢alismada,
MCEF-7 hiicrelerinde 24 saat docetaxel uygulamasinda IC50 degerinin 3,87 nM oldugu
gosterilmistir. Aym1 ¢alismada MCF-7 hiicreleri 24 saat 10 nM Docetaksel ile inkiibe
edildiginde hiicre oOliimiiniin %4,5-12.2 oldugu, 100 nM dozu kullanildiginda ise hiicre
Oliimiiniin %25,4 oranina ¢iktig1 gosterilmistir (Morse ve ark, 2005).

Bu ¢alismada deney gruplarina uygulanan dosetaxel dozuna karar vermek i¢in MCF-7
hiicrelerine artan dozlarda dosetaxel uygulamasi yapilmis ve MTT analizi ile hiicre canliliklari
degerlendirilmistir. Buna gore hiicre canlilik oraninin en yiiksek (%90) oldugu 1 nM dozu,
tedavi dozu olarak kabul edilmistir. Caligmada sadece kemoterapotik ajanin degil,
mikrokabarciklarin sonokemoterapi ile birlikte kombine olarak uygulanmasinin terapdtik

etkinliginin degerlendirilmesi amaglanmaktadir. Hiicrelerin biiyiik ¢ogunlugunu apoptoza
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gotiirecek olan yiiksek doz degil, diisiik doz olarak degerlendirilen 1 nM dozunun segilmesi,

bu amagcla da tutarli bir uygulamadar.

5.5. Mikrokabarcik Bilesenlerinin Secilmesi

Mikrokabarcik ve ultrases kombinasyonu, sonoporasyon ve sonopermeabilizasyon
mekanizmalar1 araciligiyla damar duvari ve hiicre membran biitiinliigiinii etkilemektedir
(Karshafian ve ark, 2010; Tran ve ark, 2007). Kararli ve/veya dinamik kavitasyon sayesinde
olusan bu gegici perforasyon ve artmis endo/transitozis ilacin sinirl bir siire iginde belirli bir
bolgeye salimi i¢in (6rnegin solid tiimdér ya da kan-beyin bariyeri) oldukg¢a yararli bir
durumdur (Derieppe ve ark, 2015; Unger ve ark, 2001; van Wamel ve ark, 2006).
Sonoporasyon esliginde artmig ilag saliminin altinda yatan kesin mekanizma tamamen
¢oOziilmiis degildir. Ancak sonoporasyon potensinin mikrokabarcigin kabuk ve icerdigi gaz
yapisina bagh olarak degiskenlik gosterdigi bilinmektedir (H. L. Liu ve ark, 2014; Ting ve
ark, 2012). Bu sebeple mikrokabarcik kapsiiliinii olusturan bilesenlerin ve mikrokabarcik

merkezine yiiklenen gazin ¢esidi hassasiyetle segilmelidir.

5.5.1. Mikrokabarcik Kabugunun Tasarlanmasi

Mikrokabarcik kabuk bilesenlerinin yapist mikrokabarciklarin stabilizasyonu i¢in
onemli olup, terapotik yiikiin hedeflenen bolgede ve istenen zamanda mikrokabarciktan
serbestlenmesini saglamak i¢cin dnemlidir. Mikrokabarciklarin stabilize edilmesi i¢in ¢esitli
caligmalarda hidrofobik kuyruk ve hidrofilik kafa gruplarindan olusan tek tabakali bir lipid
kapstil kullanilmistir (Ibsen ve ark, 2011; McEwan ve ark, 2015). Bu lipid tabakasi,
mikrokabarcik ultrasese maruz kaldiginda pargalanarak igerisindeki hidrofobik yiikii hedef
bolgeye (timor dokusu) serbest birakmaktadir.

Kabuklari lipid materyalden olusan mikrokabarcik tasarimlari modifiye edilerek hem
lipofilik hem lipofobik ila¢ ve/veya ajanlarin taginmast miimkiin kilinabilmektedir(Ine
Lentacker ve ark, 2009; Roovers ve ark, 2019; Sirsi ve Borden, 2009). Borden ve arkadaslari
daha uzun yag asidi zincirlerinin, kabuk stabilizasyonunu arttirdigini, mikrokabarcigin
¢coziinmeye kars1 daha direngli hale getirdigini kanitlamistir (Borden ve ark, 2005). Bu durum

yiiksek kohezite (molekiiller arasi ¢ekim kuvveti) ve bu tiir kabuklarin esnekligi ile
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aciklanabilmektedir. Van Rooij ve arkadaslart DPPC (16 karbonlu) bazli mikrokabarciklarin
akustik stabilitesinin DSPC (18 karbonlu) tiirevlerine gore daha diisiik oldugunu gostererek
bu durumu dogrulamislardir (van Rooij ve ark, 2015). Kooiman ve arkadaslarinin yaptigi
calisma da kabuk yapisinda DSPC bulunan kabarciklarin ¢oziinmeye karsi daha direngli
oldugunu gostermistir (Kooiman, Kokhuis, ve ark, 2014).

Bu veriler 1s181nda bizim ¢alismamizda da kabuk stabilizasyonunu daha gii¢lii saglamasi

sebebiyle, uzun yag asidi zincirli bir fosfolipid olan DSPC tercih edilmistir.

5.5.2. Mikrokabarcik Cekirdeginin Tasarlanmasi

Perflorokarbon  gazmin  ¢oziiniirliigiiniin =~ diisik olmasi, in  vivo ortamda
mikrokabarciklarin dolasimda daha uzun siire kalabilmelerini saglamaktadir (Podell ve ark,
1999). Boylece mikrokabarcigin yar1 dmrii uzamakta, mikrokabarcik hedeflenen bdlgede
istenilen zamanda patlatilabilmesi kolaylagsmaktadir. Calismamizda bu sebeple bir

perflorokarbon tiirevi olan C3F8 oktofloropropan gazi kullanilmistir.

5.6. Mikrokabarcik Karakterizasyon Calismalari

Isik mikroskobunda mikrokabarciklarin yaklasik capr 1-2 um, konsantrasyonu 1x10°
mikrokabarcik/ml olarak belirlenmistir. Bu boyut ve konsantrasyon 6l¢iimleri, mikrokabarcik
uygulamalarinin yapildigi daha onceki caligmalarla uyumluluk gostermektedir (McEwan ve

ark, 2015).

5.7. MCF-7 Hiicre Hattinda Toksisite Calismalari

Sonokemoterapinin in vitro etkinligini belirlemek igin preklinik c¢alismalarda rutin
olarak kullanilan insan meme kanseri hiicre hattt olan MCF-7 96 kuyucuklu plate’lere
ekilmistir. Hiicrelerin tedavi gruplart su sekilde uygulanmistir: (i) kontrol, (i1)
mikrokabarcik(MK)/US, (iii) Ce6 + DOC, (iv) DOC + MK/US, (v) Ce6 + MK/US, (vi) Ce6 +
DOC + MK/US. Biitiin deney gruplarinda kullanilan Ce6 ve Dosetaxel dozlar1 sirasiyla 5 uM
ve 1 nM olarak ayn1 tutulmustur.
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5.7.1. Hiicre Canhilik Analizi

Calisgmamizin sonuglara gore hiicre canliligi en diisiik grup, mikrokabarcik destekli
sonokemoterapi ile tedavi edilen grup (Ce6+DOC+MK/US grubu) olarak tespit edilmis, bu
grup ile diger gruplar arasinda anlamli fark (p<0.0001) bulunmustur.

Sadece SDT uygulanan grupta (Ce6 + DOC grubu) hiicre canliligt %89,
sonokemoterapi uygulanan grupta (DOC + MK/US) hiicre canlilig1 %70,68, mikrokabarcik ve
SDT uygulanan grupta (Ce6 + MK/US) %68,42, mikrokabarcik ve sonokemoterapi grubunda
(Ce6 + DOC + MK/US ) ise %58,46’dur.

Logan ve arkadaglarmin 2019 yilinda MCF-7 hiicre hattinda ultrases hedefli
mikrokabarcik yikimi yontemi ile Rose-Bengal aracili SDT ve paklitaksel-doksorubisin
kemoterapisini kombine etmisler, mikrokabarcik ile sonokemoterapinin birlikte uygulandigi
grupta hiicre canlilifinda %72,6 oraninda bir azalma (p<0,001) oldugunu gdstermislerdir
(Logan ve ark, 2019). Nesbitt ve arkadaslarinin 2018 yilinda pankreas kanseri hiicreleri
tizerinde gemtisabin destekli sonokemoterapi ile mikrokabarciklarin kombine etkisini
inceledikleri ¢aligmada hiicre canliliginda %60’1n {izerinde bir azalma oldugunu (p<0,001)
gostermisglerdir (Nesbitt ve ark, 2018). McEwan ve arkadaslarinin pankreas kanserinde 5-
Florourasil ile kombine edilmis MK/US nin terapotik etkinligini in vivo ve in vitro ¢alismada
da (McEwan ve ark, 2016), sonokemoterapi uygulanan grupta tiimor hiicre canlilik oraninin
yaklasik %60 oraninda azaldigi, bu diisiisiin de kemoterapi ajaninin ya da SDT nin tek basina

uygulanmasina gore anlamli diizeyde daha diisiik oldugu (p<0.01) gosterilmistir.

5.7.3. Oksidatif Stres

Ultrases ve mikrokabarcik yoklugunda Ce6 ve dosetakselin birlikte uygulamasindaki
etkinlik yetersizligi, ilaglarin sub-lethal dozlar1 kullanildigindan sasirtict degildi. Bununla
birlikte, ultrases ve mikrokabarcik maruziyetini takiben tiimor hiicrelerindeki sitotoksik
etkinin 6nemli oranda artiyor olmasi, dosetakselin hiicre igine alimini artiran bir sonoporatif
etkiden kaynaklanabilir. Kombine dosetaksel, mikrokabarcik ve SDT tedavi grubunda hiicre
koloni sayisindaki en biiyiik diisiisiin gézlemlenmesi, bu ii¢ tedavinin birbirini tamamladigini

ve gozlenen genel sitotoksik etkiyi arttirdigini gostermektedir.
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Glinlimiize kadar mikrokabarcik destekli sonokemoterapi yontemi iizerine yapilmig
siirl sayidaki aragtirma degerlendirildiginde, hiicre canlilik analizine dair ¢alismamizdan
elde ettigimiz verilerin ge¢mis sonuglarla korele oldugu goriilmektedir. Bu durum,
mikrokabarcik destekli sonokemoterapiyi, geleneksel kanser tedavi yontemlerine alternatif

olan ¢181r acici bir uygulama yapmaktadir.

5.7.2. Apoptoz Bulgulan

Deney gruplarinin erken apoptotik yiizdeleri karsilastirildiginda, mikrokabarcik ve
SDT’nin birlikte uygulandig1 gruplarda (Ce6+MK/US ve Ce6+DOC+MK/US gruplar1) erken
apoptotik hiicre yiizdesi sirayla %14,53 ve %13,62 olup, bu oranlar diger gruplara gore
anlamli ve belirgin olarak yiiksek bulunmustur (p<0.001). Ge¢ apoptoz degerlendirildiginde
ise, dosetaksel ve mikrokabarcigin birlikte uygulandigi gruplarda apoptoz yiizdesi sirasiyla
%21,06 ve %18,75 olup, diger gruplara gore anlamh yiiksektir (p<0,001). Toplam apoptoz
yiizdeleri degerlendirildiginde ise en yiiksek apoptoz orani (%32,36), sonokemoterapinin
mikrokabarciklarla birlikte uygulandigi gruptadir. Elde edilen veriler Docetaxelin daha ¢ok
gec apoptozu, Ce6 ve ultrasesin ise daha ¢ok erken apoptozu tetikledigini diisiindliirmektedir.

Calismamizda Hoechst boyama ile tespit edilen floresan mikroskopik apoptoz
bulgular1 ile Annexin-5 apoptoz kitinden elde edilen sonuglar birbirini desteklemektedir.

Daigeler ve arkadaslarinin 2010 yilinda mikrokabarcik destekli SDT ve taurolidin
ilacinin sinerjistik etkilerini ve insan fibrosarkoma hiicreleri iizerinde apoptotik etkilerini
inceledikleri calismada, mikrokabarcik destekli sonokemoterapi uygulamasinda apoptoz
oraninin yaklasik %55’e ulastig1, bu oranin diger tedavi gruplarina gore anlamli diizeyde

yiiksek oldugu (p<0,001) gosterilmistir (Daigeler ve ark, 2010).

5.7.3. Oksidatif Stres

Calismamizda reaktif oksijen tiirevlerinin dl¢iimiiyle belirlenen oksidatif stres bulgulari

degerlendirildiginde, mikrokabarcik destekli sonokemoterapi grubunda (Ce6+DOC+MK/US)

oksidatif stresin en yiiksek oldugu gozlenmistir. ROS {iretiminin en yiliksek oldugu ikinci grup

ise, Ce6 ile mikrokabarciklarin ultrases ile birlikte uygulandigi Ce6+MK/US grubudur.
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Oksidatif stres, hiicre i¢cinde reaktif oksijen tiirevlerinin artmaso sonucu DNA, protein
ve lipid hasar1 olugmasidir. Wan ve arkadaglarinin 2016 yilinda yaptiklari calismada SDT nin
yiiksek miktarda hiicre i¢i ROS olusumunu tetikleyerek malign hiicrelerde dogrudan
sitotoksik etkiye neden oldugu gosterilmistir (Wan ve ark, 2016).

Sonodinamik terapide kararli ve dinamik kavitasyonlar, ultrasesin uygulandigi bolgede
cesitli kimyasal reaksiyonlar sonucu serbest radikal ve singlet oksijen olusumuna neden
olmaktadir. Ayrica 6zellikle dinamik kavitasyon sirasinda ortaya ¢ikan enerji, sonosensitif
ajanlan aktiflestirerek ROS {iretimine neden olmakta, bdylece hiicrenin apoptozunu
tetiklemektedir. Ancak sonosensitif ajan olmadan ultrases uygulanan hiicrelerde apoptozun
kimyasal degil, fiziksel mekanizmalar {izerinden tetikleniyor olmasi (Rosenthal ve ark, 2004),
sonosensitif ajanin ROS iretimi ve oksidatif hasar olusumundaki 6nemini gostermektedir.
Sonosensitif ajanin aktiflesmesi sonrasi hiicre iginde olusan ROS, mitokondri membran hasari
ve sitokrom c yolu lizerinden de hiicrenin apoptozunu saglamaktadir (Wan ve ark, 2016).

Wang ve arkadaglarinin 2019 yilinda yayinladiklar1 bir ¢alismada karaciger kanser
hiicreleri ilizerinde oridonin kemoterapi ilacini protohemin sonosensitif ajani ile birlikte
mikrokabarcik destekli sonokemoterapi uygulamalarinda kullanmislar, en yliksek ROS
tiretiminin bu grupta oldugunu gostermislerdir (Wang ve ark, 2019). Yine Wang ve
arkadaslarinin 2015 yilinda yaptiklari ¢alismada meme kanseri hiicre hatlarinda da Ce6 aracili
sonodinamik terapinin ROS iiretimi ve mitokondri hasar1 {izerinden apoptozu indiikledigi
bildirmistir (P. Wang ve ark, 2015).

Mikrokabarciklarin da olusturduklar1 kavitasyon etkisi sirasinda ROS iiretimi ile
oksidatif hasara neden olduklar1 bilinmektedir. Mikrokabarcik kaynakli ROS, BKCa kalsiyum
kanallarin1 aktive ederek hiicrenin hiperpolarize olmasini saglar, endositozu tetikler ve
membran biitlinliigliniin bozulmasina sebep olur (Van Bavel ve ark, 2007, Lariccia ve ark,
2011, Juffermans ve ark, 2008). Calismamizda ROS iiretiminin mikrokabarcik ve Ce6’nin
birlikte uygulandigi gruplarda en fazla olmasi, oksidatif hasarin olusumunda Ce6 ve

mikrokabarciklarin sinerjistik etki ile ¢alistiklarini gostermektedir.

5.7.4. Mitokondri Membran Potansiyeli

Mitokondri memraninin depolarizasyonu mitokondri hasarin1  yansitmaktadir.
Sonokemoterapi grubundaki hiicrelerin biliylik ¢ogunlugunun mitokondri membran

PR

potansiyelllerinin degistigi goriilmektedir. Li ve arkadaslari, insan kronik miyelojendz 16semi
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K562 hiicrelerinde Ce6 aracili SDT uygulamasi yapmis, Ce6’nin mitokondri membran
potansiyelini bozarak apoptozu tetikleyebilecegini gostermislerdir. Wang ve arkadaglarinin
2015’te yaptig1 calismada meme kanseri hiicre hatlarinda Ce6 aracili sonodinamik terapinin
mitokondriyel hasara neden oldugu ve ROS iiretimiyle apoptozu indiikledigi bildirilmistir
(Wang ve ark, 2015).

Calismamizda elde ettigimiz mitokondri membran hasari1 sonuglari, daha 6nce Ce6 ile
yapilan sonodinamik c¢alismalariyla paralellik gostermektedir. Bu da mikrokabarcik destekli
sonokemoterapide, sonosensitif ajan olarak Ce6 kullanmanin, apoptozu mitokondriyal yolak

tizerinden de uyarabilecegini gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Mikrokabarciklar MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde sonokemoterapinin sitotoksik
etkisini arttirarak kanser tedavisinde daha gii¢lii yanit alinmasini saglamaktadir. Bu sitotoksik
etkiler calismamizda hiicre sagkaliminin azalmasi, apoptozun artmasi, oksidatif hasarin
tetiklenmesi ve mitokondri membran potansiyelinin bozulmasinin gosterilmesi ile
kanitlanmigtir.  Calismamizdan  elde  ettiimiz  veriler, mikrokabarcik  destekli
sonokemoterapinin meme kanseri tedavisinde etkili bir yontem oldugunu gostermektedir.

Mikrokabarciklarin lokalize uygulanan ultrases ile istenilen zamanda, istenilen
bolgede patlatilabilmesi, mikrokabarcitk ve SDT’nin lokalize etkilerinin yani sira,
kemoterapotik ajanin da sadece hedef bolgede etki gostermesini saglamaktadir. Bu durum
hedefe yonelik tedavinin bagarisini arttirmaktadir.

Mikrokabarcik destekli sonokemoterapide kullanilan Dosetaksel dozu, konvansiyonel
kemoterapi dozundan daha diisiiktiir. Bu yontemde tedavi etkinligi daha yiiksek olmasinin
yaninda, kullanilan dozun azalmasindan dolay1 kemoterapi ilacinin saglikli dokulara yaptigi
yan etkileri minimuma inmektedir. Tedavide  kullanilarn  bilesenlerden  her  biri
(mikrokabarciklar, dosetaksel, klorin E6, ultrases) daha oOnceki c¢alismalarda insanlarda
giivenle kullanildigindan dolayi, calismada kullandigimiz tedavi yaklasimi da hizla klinik
uygulamaya gecirilebilecek bir imkan saglamaktadir.

Farkli kanser hiicreleri {izerinde in vitro ve in vivo ortamda yapilacak ileri ¢alismalar
ile, mikrokabarcik destekli sonokemoterapi yontemi teknolojisi gelistirilerek, sadece meme
kanseri degil, diger kanser tiirlerinde de klinik uygulamaya aktarilabilecek etkili bir yontem

olacaktir.
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