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Amag: Leishmaniasis tedavisinde yan etkisi az olan standart bir tedavi semas: bulunmamas: sebebiyle yeni tedavi seceneklerine

ihtiya¢ duyulmaktadir. Sonodinamik tedavi (SDT) de bu seceneklerden biri olmaya adaydir. SDT, disiik yogunluklu ultrason ve bir
sonosensitif ajanin es zamanh kombinasyonu ile molekiler oksijen varliginda hiicrelerde reaktif oksijen turlerinin iiretilmesine

dayanan bir tedavi yéntemidir. Sonosensitizer, ultrason ve molekiiler oksijen bireysel olarak toksik degildir, ancak bu bilegenler bir
araya getirildiklerinde sitotoksik reaktif oksijen tiirleri olusturur. Bu caligmada rose bengal (RB) aracili SDT nin Leishmania tropica
(L. tropica) promastigotlarina etkisinin degerlendirilmesi amaglanmigtir.

Yontemler: SDT, RB'nin farkl: konsantrasyonlar1 (20, 40 ve 80 uM) ve 1 MHz frekansta 1, 1,5 ve 2 W/cm? yogunluklu 10, 20 ve
30 dakika boyunca ultrases kullanilarak gerceklestirilmistir. On sekiz saatlik inkitbasyondan sonra, L. tropica promastigotlarinin
proliferasyonu XTT testi ile, morfolojileri ise Giemsa boyama ile belirlenmisgtir

Bulgular: Tek bagina uygulanan farkh RB konsantrasyonlari ile inkiibasyon L. tropica promastigotlarinda etki gdstermememistir.
L. tropica promastigotlarinin tek bagina ultrases uygulama siiresi 10 dakika olarak tespit edilmistir. Ultrases uygulama yogunlugu
2 W/cm?de daha etkili sonuglar vermigtir. RB (80 uM) ile birlikte 10 dakika boyunca 1 MHz frekansta 2 W/cm?de yogunlukta
ultrasese maruz kaldiktan sonra, promastigotlarin sayisinin, kontrol grubununkinden disiik oldugu belirlenmistir. Morfolojik
olarak ise parazitin yuvarlak, sismis cekirdegi ayirt edilemeyecek atipik formlar1 gozlenmekle birlikte tipik dar hiicre gévdesi
formlar da tespit edilmigtir

Sonug: Bu sonuglar L. tropica tizerinde RB aracili SDT’nin aday bir tedavi yaklagimi olabilecegini géstermistir. Bu yaklagim hem
ytzeysel hem de derin yerlesimlilezyonlar i¢in kullanilabilme potansiyeline sahiptir. Bu ¢aligma, L. tropica promastigotlari tizerinde
RB aracili SDT’nin biyofiziksel mekanizmalarini, ultrasese maruz kalma stratejilerini, giivenilirligini ve klinik ¢eviri yolundaki
zorluklar1 vurgulamgtir.

Anahtar Kelimeler: Leishmania tropica, rose bengal, sonodinamik tedavi

ABSTRACT

Objective: There is a need for new treatment options for treating Leishmaniasis, since there is no standard treatment scheme
with few side effects. Sonodynamic therapy (SDT) is also a candidate to be one of these options. SDT is a treatment method based
on the simultaneous combination of low-intensity ultrasound and a sonosensitizer, and the generation of reactive oxygen species
in cells in the presence of molecular oxygen. Sonosensitizer, ultrasound, and molecular oxygen individually, these components are
not toxic, but when combined form cytotoxic reactive oxygen species In this study, we evaluated the effect of rose bengal (RB)-
mediated SDT on Leishmania tropica (L. tropica) promastigotes.

Methods: SDT was performed using different concentrations of RB (20, 40, and 80 uM) and ultrasound at a frequency of 1 MHz
with an intensity of 1, 1.5, and 2 W/cm? for 10, 20, and 30 min.

Results: Incubation with different RB concentrations applied alone had no effect on L. tropica promastigotes. Ultrasound
application time for L. tropica promastigotes alone was determined as 10 min. Ultrasound application intensity showed more
significant results at 2 W/cm?. It was determined that the number of promastigotes was lower than that of the control group
after 10 min of exposure to ultrasound at 2 W/cm? at 1 MHz frequency for 10 min with RB (80 pM). Morphologically, round,
swollen, atypical forms of the parasite with indistinguishable nuclei are observed, but typical narrow cell body forms have also
been detected.
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Conclusion: These results showed that RB-mediated SDT on L. tropica could be a candidate treatment approach. This approach can be used for both
superficial and deeply located lesions. This study emphasized the biophysical mechanisms, ultrasound exposure strategies, reliability and difficulties in the

clinical practice of RB-mediated SDT on L. tropica promastigotes
Keywords: Leishmania tropica, rose bengal, sonodynamic therapy

GIRig

Leishmaniasis, parazitik faktorler ve konak¢inin immiin yaniti
arasindaki etkilesime bagl olarak viseral, mukozal ve kutanéz
olmak tizere ii¢ ana klinik durum iceren vektor kaynakh protozoan
bir hastaliktir (1). Hastaliga diinyanin bircok cografi bélgesinde
bulunan 20den fazla Leishmania tirii neden olmaktadir
(2,3). Kutanoéz leishmaniasis (KL) ise ¢esitli deri lezyonlarn ile
karakterize 6nemli bir halk saglig sorunudur. Cesitli yerel ve
kiresel faktorlerin etkisiyle tiim dinyada oldugu gibi Tirkiye'de
de artan bir egilim gostermistir (4,5). KL tedavisinde, lezyonun
yeri, sayisi, siddeti, leishmania tiirii ve kiginin immiin durumuna
bagh olarak, topikal tedavi, sistemik ila¢ tedavisi, intralezyoner
tedavi yontemlerinden biri ya da birkagi birlikte uygulanmaktadir
(6). Ulkemizde tedavide ilk tercih edilen ila¢ meglumin antimonat
bilegikleridir. Fakat meglumin antimonata kars: direncin arttif
calismalarda bildirilmigtir. Ayrica yan etkileri bulunan amfoterisin
B, yan etkileri diigiik ancak maliyeti pahali olan lipozomal
amfoterisin B ve gebelerde teratojenik etkiler gésterdigi bilinen
miltefosinde tedavide kullanilan diger ila¢lardandir (7,8).
Guntmuzde uygulanan tedavi yoéntemleri kiginin klinik
tablosuna, immiin sistemine, etken olan Leishmania tiriine bagh
olarak degismektedir. Leishmaniasis tedavisinde halen yan etkisi
standart bir tedavi gemasi bulunmamaktadir. Alternatif tedavi
arayiglar1 devam etmekte ve bu nedenle, 151k ve ultrason gibi
fiziksel mekanizmalara dayal alternatif anti-leishmanial tedaviler
aragtirilmaktadir.

Fotodinamik tedavi (FDT), apoptoz veya nekroz ile hiicre
olumuni hedefleyen serbest oksijen radikalleri iiretmek i¢in 151k
ve molekiler oksijen varliginda aktive olan bir fotosensitizer
kullanan alternatif bir tedavi yontemidir. Ayrica FDT’nin KL
izerinde yapilan caligmalar gin gectik¢e artmaktadir (9-11).
Sonodinamik tedavi (SDT) de FDT'den tiiretilmis bir tedavi
yontemidir. FDT’ye benzer sekilde, SDT hedef dokular: toksik
olmayan bir sonosensitizer ve digiik yogunluklu ultrasona maruz
birakmay1 iceren giincel bir terapétik yaklagimdir (12).

SDT’nin biyolojik etkileriisi, mekanik etkiler ve akustik kavitasyon
olmak tizere ti¢ farkli mekanizmadan biriyle iligkilidir. Kavitasyon
ultrasesin doku swisinda ilerlemesi sirasinda meydana gelen
basing degisimlerinden kaynaklanan mikrobaloncuklar: tarif
etmektedir (13). Bu etkiler ultrasonun yogunluguna ve frekansina
baghdir. Yiksek yogunluklu sonikasyon 1s1 iiretimine yol acarken
diistik frekansh tedavi kavitasyona neden olur. Biyolojik dokularin
ultrasona maruz kalmasi sonucunda, hiicrelerde hem yapisal hem
de fonksiyonel degisiklikler meydana gelebilmektedir (14).
SDT’nin mekanizmas: ile ilgili arastiricalar farkli dasincelere
sahiptir. Bir grup SDT’nin biyolojik etkilerinin, I. termal etkiler:
Ultrason enerjisinin emilmesi ve dagitilmasy; II. hiicre zan
gecirgenligi degisiklikleri veya hiicre zar yirtilmasi (degisen
akustik basinca tepki olarak 6énceden var olan gaz kiitlelerinin
salimimlar1 veya mikro baloncuklarin buyiyup, kritik bir boyuta
ulastiktan sonra siddetli bir gekilde patlamasindan kaynaklanan
kesme kuvvetleri nedeniyle uygulamalar arasinda hiicre zan
bozulmasi ve bityiik molekiillerin zar 6tesi taginmasina izin veren

sonoforez) ve III. serbest radikal olusumu (¢oken kavitasyon
mikro-baloncuklarin icinde bulunan molekillerin pirolizi
ile serbest radikallerin olugsumu) oldugunu dusiinmektedir
(15). Bagka bir grup ise sonodinamik etkiyi molekiillerin
sonoliminesans ile elektronik olarak uyarilmasiyla (yani harici
aydinlatma uygulamas: olmaksizin), ultrason enerjisi ile iiretilen
swilarda akustik kavitasyon sirasinda tretilen 1s1k parlamalar ile
aciklar. Sonoluminesans, sitotoksik singlet oksijen olusumuyla
sonuglanan fotokimyasal siirecleri baglatir (13,16,17).
Sonosensitizerler, bleomisin, adriamisin, amfoterisin B,
mitomisin C, daunomisin, diazikuon ve 5-florourasil gibi yaygin
olarak kullanilan anti-kanser ilaclar1 ve hematoporfirin, fotofrin,
mezoporfirin, ¢inko (II)-ftalosiyanin, protoporfirin, ATX-70
[7,12-bis(1-desiloksietil)-Ga  (II1)-3,8,13,17-tetrametil-porfirin-
2,18-dipropionil diaspartik asit], feoforbid a ve rose bengal (RB)
gibi birka¢ fotosensitizeri icerir (18-24). RB, ksanten tiirevi
bir 1s18a duyarlhlastinadir ve gérinir 1513a maruz kalma ile
yaklasik %100’lik bir kuantum verimiyle singlet oksijen tirettigi
bilinmektedir (25). Ayrica, RB'nin 514 nm'de 1sikta plazma zarn
hasarim ve ayrica ultrason ile aktive edildiginde in vitro hucre
hasarimi inditklemektedir (26,27). Cok sayida ciddi ¢alisma kanser
hiicrelerinin SDT’sine adanmugtir ve bildigimiz kadariyla bu
teknik, leishmaniasis tedavisi i¢in uygulanmamistir. RB, SDT i¢in
sonosensitizer olarak yiiksek potansiyele sahip olmasina ragmen
anti-leishmanial etkisi heniiz gésterilmemistir.

Bu ¢alismada RB aracili SDT’nin Leishmania tropica (L. tropica)
promastigotlarina etkisi sitotoksik ve morfolojik agidan
gosterilmesinin yaninda ultrases uygulama optimizasyonunun
yapilmasi amaglanmigtir.

YONTEMLER

Parazitin Elde Edilmesi ve Uretilmesi

L. tropica promastigotlar1 Aydin Adnan Menderes Universitesi
Tip Fakiltesi Parazitoloji Anabilim Dalindan Prof. Dr. Hatice
Ertabaklar'in koleksiyonundan temin edilmistir. Promastigotlar
kullanilincaya kadar siv1 azotta saklanmigtir. Promastigotlar sivi
azottan alinip hizhi bir sekilde ¢ézdirulditkten sonra %10 FCS
iceren RPMI-1640 besiyerinde kiltiire alinmigtir. Ekim yapilan
flasklar 26 °C’lik ettivde inkiibe edilmigtir.

RB’nin Stok Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

RB stok sulu solusyonu (Sigma-Aldrich, ABD) 320 puM
konsantrasyonlarinda PBS i¢inde hazirlanmig ve 0,22 um’lik
filtreden gecirilmigtir. Stok 320 uM RB soliissyonu RPMI 1640
hicre kiltart soliisyonu ile % seri dilisyon olacak sekilde
hazirlands. dilisyonlar  olusturulduktan sonra
kuyucuklara 1x107 hiicre olacak gekilde inokiile edilmistir ve 80,
40, 20 uM’lik RB konsantrasyonlar: olusturulmustur.

Parazitler

Deney Gruplari

Grup 1: Kontrol grubu RB ya da ultrases uygulanmamusgtir.

Grup 2: 1x107 promastigot/mL olan parazit érnekleri 20 40 ve
80 puM dozlarda bir saat boyunca karanlikta 26 °C’de RB’ye maruz
birakilmig ve ultrases uygulanmamusgtir.
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Grup 3: 1x107 promastigot/mL olan parazit 6rnekleri 20 40 ve
80 uM dozlarda bir saat boyunca karanlikta 26 °C’de RB’ye maruz
birakilmig ve daha sonra serbest RB ortamdan uzaklastirilip,
orneklere 1 MHz frekansta 1, 1,5, 2 W/cm? yogunlukta 6rneklere
2 cm mesafeden 10-20-30 dk boyunca ultrases uygulanmigtur.
Grup 4: 1x10” promastigot/mL olan parazit érnekleri 1 MHz
frekansta 1, 1.5, 2 W/cm? yogunlukta 6rneklere 2 cm mesafeden
10-20-30 dk boyunca ultrases uygulanmistir.

Sonodinamik Tedavinin in vitro

Belirlenmesi

Etkinliginin

RB aracihi SDT i¢in deneysel kurulum $ekil 1'de gésterilmistir.
1x107 olan L. tropica promastigotlar: hiicre proliferasyonunu
belirlemek icin degisik dozlarda 1 saat boyunca RB’ye maruz
birakildiktan sonra 6rnekler 1500 devirde 5 dakika boyunca
santrifiijlenip, dipte kalan ¢ékelti PBS ile 3 kez yikanmis ve RB
uzaklagtirilarak tizerine PBS eklenmigtir. Hiicreler 15 mLlik
falconlara aktarlarak suyun igerisinde 1 MHz frekansta 2
cm mesafeden 1, 1,5, 2 W/cm? yogunlukta ultrasese maruz
birakilmigtir. Bitin ultrases uygulamalari sirasinda ultrasesin
termal etkisi gézlemlenmis ve sicaklik artig1 izlenmistir. Ultrases
uygulamasindan sonra 6rneklere taze besiyeri eklenmis, 18 saat
boyunca 26 °C’de inkiibe edilmistir.

XTT [2,3,-bis(2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-
tetrozolium-5- kaboksanilit tuzu] Testi

XTT yoéntemi kullanilarak RB, RB aracli SDT ve ultrasesin
sitotoksik  etkisi  degerlendirilmistir. ~ Ornekler ~ 96lik
mikroplatelerde XTT soliissyonu kullanilarak spektrofotometrik
yontem ile degerlendirilmistir. Hicre canliligy ytuzdesi,

Vo Hilcre Canlulys, Oe8M OD degeri — Blank) o
oHiicre Canliligy (Kontrol OD degeri — Blank) *

formiiliine goére hesaplanmisgtir.

Rose Bengal

Giemsa Boyama

Kontrol, ultrases kontrol, RB ve RB aracili SDT gruplar i¢in tiger
preparat hazirlanmigtir. Her bir gruptan bir miktar parazit érnegi
alinip lam tizerine yayilip kurumasi beklenmis, kuruyan hiicrelere
metanol damlatilmigtir. Preparatlarin tizerine bire bir oraninda
hazirlanan boya damlatilip 20 dakika boyunca beklenmis ve 151k
mikroskobunda hiicre morfolojileri incelenmistir.

istatistiksel Analiz

Tam deneyler, tglit kuyucuklar da en az ti¢ kez tekrarlanmigtur.
Tum veriler, SPSS 25.0 program kullanilarak analiz edilmis ve
veri analizi icin tek yénli ANOVA varyans analizi ve ardindan
Tukey post-hoc testi kullanilmigtir. P-degeri 0,05’ten kiiciik ¢ikan
sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmisgtir.

BULGULAR

Farkl1 Konsantrasyonlarda
Uygulamasinin L. tropica
Proliferasyonuna Etkisi

Tek Basma RB
Promastigotlarinin

SDT uygulamasina ge¢meden 6nce L. tropica promastigotlarinda
tek bagma RBmnin farkh konsantrasyonlardaki etkisine
bakilmigtir. Bunun amaa tek bagina RB uygulamas: ile L. tropica
promastigotlarinin etkilenmemesidir. Rose bengal'in 20 uM
konsantrasyon uygulamasinda kontrol grubuna gére anlamh fark
bulunamamugtir (p=0,152). Diger konsantrasyonlar 40 pM ve 80
pM RB uygulamas: sonrasi hiicre canlihiginda kontrol grubuna
gore anlamli olarak azalma olsa da RB uygulanan tiim gruplarda
hiicre canliligs %85’in altina dismemistir (p=0,001; p=0,008).
Tek bagina RB uygulamasinin L. tropica promastigotlarina etkisi
saptanmamigtir (Sekil 24).

Ultrases Uygulama  Siiresinin L.

Promastigotlarina Etkisi

tropica

SDT uygulamasina ge¢meden 6nce belirlenmesi gereken
bir diger basamak ise sadece ultrases uygulamas: ile L.

IMHz frekansta 1, 1.5 ve 2
W/em? yogunlukta 10, 20,
30 dakika boyunca ultrases
uygulamasi

18 saat sonra

Hiicre Canlihig

Morfolojik
Degerlendirme

Sekil 1. Rose bengal aracili SDT i¢cin deneysel kurulum
SDT: Sonodinamik tedavi
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Rose Bengal Grubu
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Sekil 2. A) Sadece RB uygulanan L. tropica promastigotlarimin % canhlik dagihmi. B) L. tropica promastigotlarimn farkl siirelerde
ultrases optimizasyonu (**p<0,001,**p<0,01 *p>0,05, hata ¢ubuklar:1 %95 giiven aralig)

RB: Rose bengal

tropica promastigotlarimin  etkilenmemesidir. Yani ultrases
uygulamasinin herhangi bir toksik etkisi olmamasi gerekmektedir.
Daha 6nce litarattrde L. tropica promastigotlarina SDT uygulama
calismalar1 olmadigindan sadece ultrases uygulamasinin L. tropica
promastigotlarina etkisinin belirlenmesi i¢in siire denemeleri
yapilmigtir. Ultrases optimizasyonu i¢in 2 W/cm? yogunlugunda
10, 20 ve 30 dk boyunca parazitlere ultrases uygulanmigtir.
Siire ne kadar artar ise ultrasesin termal etkisinin ortaya ¢iktig:
gozlemlenmistir. Ozellikle 30 ve 20 dk ultrases uygulamalarinin
hicre canliigimi sirasiyla %41,3 ve %47’ye distrdigi tespit
edilmigtir. 10 dk uygulamasinda ise hiicre canhiifi %93,6
bulundugundan ve tek basina ultrases uygulamasinin L. tropica
promastigotlarin etkilememesi tizerine tiim caligmaya 10 dk ile
devam edilmistir (Sekil 2B).

RB Aracili SDT Uygulamasinin Farkh
Konsantrasyonlarinin L. tropica Promastigotlar:
Proliferasyonuna Etkisi

Farkl konsantrasyonlarda (80 pM 40 uM 20 uM) RB ve farkh
yogunluklarda (2 W/cm? 1,5 W/cm? 1 W/cm?) 10 dakika
ultrases uygulamasinin 18 saatlik inkiibasyon sonuglarina gére

Rose Bengal +SDT Grubu (10 dakika)

m 2W/em?
u 1.5 W/em?
u 1W/em?

Canlilik (%)

80uM RB 40uM RB  20uM RB US-Kontrol

Konsantrasyon (uM)

Sekil 3. On dakika boyunca RB + SDT uygulamasimin farkh
konsantrasyonlarinin ve farkli yogunluklarinin XTT sonuglar
(***p<0,001, hata ¢ubuklar1 %95 giiven aralig1)

RB: Rose bengal, SDT: Sonodinamik tedavi

80 uM 40 uM 20 uM RB ile 2 W/cm? yogunluklu ultrases birlikte
uygulanmasinin ultrases-kontrol grubundaki hiicre sayisina gore
istatistiksel olarak anlaml azaldif: tespit edilmistir (p<0,001).
80 pM RB ardindan 1 MHz frekansta 2 W/cm? yogunlukta
ultrases uygulama sonrasi L. tropica promastigot canliligi %71,3%e
dugmiustiir. 80 40 ve 20 uM RB ardindan 1 MHz frekansta 1,5 W/
cm?yogunluklu ultrases uygulama sonrasi hiicre canlilig sirasiyla
%78,5 %78,7 %79 olarak belirlenmistir. 1 W/cm? yogunluklu
ultrases uygulamasimnin L. tropica promastigot canliligi 80 40
ve 20 puM konsantrasyonda siwrasiyla %85,6 %86,1 ve %86,7
bulunmugtur. Ultrases kontrol grubunda 2 W/cm? 1,5 W/cm?
1W/cm? yogunluklu uygulama sonrasi ise canlilik sirasiyla; %93,6
%94 ve %94,8 olarak tespit edilmigtir (Sekil 3).

Hiicresel Morfolojik Degerlendirme Bulgular

Giemsa boyama bulgular:

Giemsa boyama sonuglarina gére RB ya da ultrases uygulanmamis
kontrol grubundaki parazitlerde tek ¢ekirdek, kamgi, kinetoplast
ve dar hiicre gévdesi ile tipik morfolojik ézellikler tespit edilmisgtir
(Sekil 4).

Sadece ultrases uygulamasinin L. tropica promastigotlar: tizerinde
Giemsa boyama sonuglarina gére, uygulama siiresinin artmasi

' E ~ ;i 3
- : I
T e o
‘- e

Sekil 4. Kontrol grubu. Herhangi bir sonosensitif ajan veya
ultrases uygulanmamigtir
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parazitler iizerinde morfolojik olarak etkilere yol agmistir. Ultrases
stiresinin 20 ve 30 dk uygulanmasiyla parazitlerin ¢ekirdeklerinin
ve kinetoplastlarinin birbirinden ayirt edilemedikleri parazitin
kaybettikleri
gozlemlenmistir ($ekil 5A, B). Bu da XTT sonuglari ile uyumluluk

tipik formundan uzaklagtiklari kamcilarinm
gostermigtir. Ultrases siiresinin 10 dk uygulanmasinin ise
parazitleri morfolojik olarak etkilemedigi gézlemlenmisgtir.
Parazitlerde tek cekirdek, kamei, kinetoplast ve dar hiicre gévdesi
ile tipik morfolojik 6zellikler gérillmustir (Sekil 5C). Sadece
80, 40 ve 20 puM konsantrasyonlarinda RB uygulamasinda
da parazitlerin tek c¢ekirdek, kamgi, kinetoplast ve dar hiicre
go6vdesi ile tipik morfolojik 6zellikleri korudugu gézlemlenmistir.
Parazitler tizerinde tek basina RB uygulamasinin hem XTT hem
de morfolojik sonuclara gére bir etkisine rastlanmamigtir (Sekil
5D-F).

Giemsa ve XTT sonuglarina gére sadece ultrases uygulama stresi
L. tropica promastigotlarinin etkilenmedigi stre olan 10 dakika
olarak belirlenmistir. Farkli RB konsantrasyonlari ve farkli ultrases
yogunluklar1 arasinda morfolojik olarak farklar gézlenmistir.
RBnin 80 puM konsantrasyonda, 2 W/cm? yogunlukta, 10
dk boyunca ultrases uygulamasinin parazitlerde ¢ogunlukla
yuvarlak, sismis, cekirdegi ayirt edilemeyecek atipik formlar
gozlenmekle birlikte tipik dar hiicre gévdesi formlar: da tespit
edilmistir ($ekil 6A). RB'nin 40 uM ve 20 pM konsantrasyonda, 2
W/cm? yogunlukta, 10 dk ultrases uygulamasinda ise herhangi bir
morfolojik degisiklige rastlanmamgtir. Kontrol grubu hiicreleri
ile uyumlu morfoloji géstermislerdir (Sekil 6B, C). RB'nin 80, 40
ve 20 pM konsantrasyonlarinda, 1,5 W/cm? yogunlukta 10 dk
ultrases uygulamasindan sonra parazitlerin kontrol grubundaki
gibi tipik morfolojik 6zelliklerini korudugu gézlemlenmisgtir.
Gruplar arasinda morfolojik olarak farkhilik gézlenmemigtir
(Sekil 6D-F). RB'nin 80, 40 ve 20 pM konsantrasyonlarinda, 1
W/cm? yogunlukta 10 dk ultrases uygulamasinda da herhangi bir
atipik parazit morfolojisine rastlanmamustir. Kontrol grubundaki
gibi tek cekirdek, kamgi, kinetoplast ve dar hiicre gévdesi tipik
morfolojik ézellikler tespit edilmigtir (Sekil 6G, I).

TARTISMA

Leishmaniasis tedavisinde uygulanan yoéntemler Leishmania
turiine gore farklihk gostermektedir. Her Leishmania tiirii kendine
6zgu biyokimyasal ve molekiler 6zelliklere sahiptir. Bu hastalik
grubunun tedavisinde kullamilabilecek, daha énce denenmemis,
yeni ilaglarin gelistirilmesi, bitki ekstreleri ve bitkisel kaynakl
anti-leishmanial etken maddelerin aragtirilmasinin  énemli
oldugunu vurgulayan aragtirmalar bulunmaktadir. Ozbilgin
ve ark/min (28) 2014 yilinda Turkiye'nin belirli bélgelerinden
topladiklar1 bitki ekstraktlar1 ile yaptiklari bir ¢alismada
Eryngium thorifolium ve Centaureae calolepis ekstraktlarinin L.
tropica uzerinde hem in vitro hem de in vivo etki gosterdigini
bildirmislerdir. Kivcak ve ark/nin (29) yaptiklar1 bir ¢alismada
Arbutus unedo L'nin yapraklarindan elde edilen etanol, su ve
n-hekzan ozlerinin L. tropica promastigotlarina karsi in vitro
test edilmis ve A. unedo yapraklarinin etanol ekstresinin diger
ekstrelerden daha etkili oldugunu bildirmiglerdir. Limoncu
ve ark. (30) L. tropica uzerine moksifloksasin ve linezolid ile
kaspofunginin, potansiyel anti-leishmanial etkilerinin in vitro
olarak aragtirmiglardir. Moksifloksasinin ile ilgili bagarili sonuclar
bildirmislerdir. Gériilldugu tzere alternatif tedavi arayiglar: her
gecen giin artmaktadir. SDT de ucuz ve toksik olmamasi, kolay
uygulanabilirligi ile Leishmaniasis’e aday olabilecek alternatif
tedavi yontemlerinden biridir.

RB, yesil 1sikla birlikte kullaniminin yani sira ultrases ile de
kombine olarak tip alaninda uygulanmaktadir. Umemura ve ark.
(27) RB gibi baz1 ajanlarin, geri déniisii olmayan hiicre hasarina
neden olabilen, nekroz veya apoptozu indiklemek icin hiicrelerin
membran yapisini ve fonksiyonel ézelliklerini degistirebilen gaz
kabarciklarinin olugumu ve salinimi olarak tanimlanan ultrasonik
kavitasyonu indiikleyebildigini bulmustur. Bu nedenle, derin
timér hiicreleri tizerinde ultrases ile aktiflestirilmis RB’nin
sonodinamik etkisini aragtirmiglardir. Isiga duyarhlastiricilardan
olan hematoporfirinler ve ksanten boyalarinin, ultrasesin anti-
tumor etkisini artirabildigini ve tiimérlerin tedavisi i¢in yeni bir
modalite yani SDT’yi énerdiklerini bildirmislerdir (27). Ayrica,
Sugita ve ark.’min (31) yaptig1 bir ¢alismada sarkom hiicreleri
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Sekil 5. L. tropica promastigotlar: iizerine sadece ultrases ve sadece RB uygulamasi. A) 30 dk ultrases grubu, B) 20 dk ultrases grubu,
C) 10 dk ultrases grubu, D) 80 uM RB grubu, E) 40 puM RB grubu, F) 20 uM RB grubu
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uizerine RB’nin ultrases ile birlikte uygulanmasi, sadece ultrases
uygulanan hiicreler ile kargilagtirildiginda, RB ve tiirevleri aracih
ultrasesin sarkom 180 hiicrelerinde artan in vitro hiicre hasarim
indukledigi gosterilmigtir

SDT iizerine rapor edilen ¢alismalarin ¢ogu kanser tedavisine
odaklanmigtir (13,32,33). Bununla birlikte 2009 yilinda SDT’nin
antibakteriyel etkinlige sahip olabilecegi hipotezi ortaya atilmigtir
(34). Sonodinamik tedavinin in vitro antibakteriyel etki i¢in ilk
kullanim1 2011 yilinda Liu ve ark. (35) tarafindan Escherichia
coli (E. coli) uizerinde gésterilmistir. Sonosensitizer 6zellige sahip
bir antibiyotik olan florokinolon ve 40 kHz ultrasesin E. coli
tizerine birlikte uygulanmasinin, ilacin kendisinden daha iyi bir
terapétik aktivite gosterdigi bildirilmistir (35). Pourhajibagher
ve ark’nmin (36) S. mutans tizerinde Kurkumin aracii SDT’nin
etkisini inceledikleri ¢calismada 1 MHz 1,56 W/cm? yogunluklu 1
dk ultrases uygulamasinin bakteri canlihifinda azalma meydana
getirdigini bildirmislerdir. Bunun yaninda, Zhang ve ark.’nin
(37) Porphyromonas gingivalis tzerinde HMME araali SDT'yi
aragtirdiklan calismada, 40 g/mL sonosensitizer uygulamasinin
ardindan 10 dakika 1 MHz 3 W/cm? yogunluklu ultrases
uygulamasinin ROS turetiminde artiga neden oldugu, bakteri
sayisinda ise azalma meydana geldigini géstermiglerdir. Li ve
ark. (38) bir antibiyotik olan levofloksasini bir nano partikille
konjuge ederek Mycobacterium smegmatis ve E.coli tizerinde
yaptiklar1 SDT ¢alismasinda 0,67 W/cm? yogunlukta ve 42 kHz
frekansta ultrason uyariminin bakteriyel enfeksiyonu in vitro ve
in vivo olarak etkili bir sekilde ortadan kaldirdigin bildirilmistir.

Simdiye kadar yapilan antibakteriyel SDT ¢aligmalarinin ¢ogu
in vitro ve in vivo olarak bakterilerin élduriilmesi ile ilgiliyken,
SDT ile mantar ve mayalarin inaktivasyonu hakkinda sadece iki
caligma rapor edilmistir (39,40). Ayrica virtsler tzerinde hentiz
SDT ¢aligmalar: bulunmamaktadur.

Literatiirde  leishmaniasis uzerine SDT  ¢aligmalan
bulunamadigindan paraziter organizmaya en yakin olan bakteri
hicresinde yapilan ultrases c¢ahgmalar referans alinarak
ultrases optimizasyon c¢alismalari yapilmigtir. Nakonechny ve
ark/nin (41) RBnin E. coli ve Staphylococcus aureus (S. aureus)
iizerindeki sonodinamik etkisini inceledikleri ¢alismada E. coli
tizerine 15 uM RB, 1-2 saat boyunca 28 kHz frekansta ve 0,5 W/
cm? yogunluklu ultrases uygulamasinin ardindan, bakterilerin
kontrole kiyasla inhibe oldugunu bildirmiglerdir. S. aureus’larin
ise SDT’ye E. coliden daha duyarh oldugunu ve 5 pM RB aracih
ultrasesin kontrole kiyasla azaldigim gostermislerdir (41). Alves
ve ark. (40) Candida albicans tzerinde RB aracili ultrases (1
MHz frekansta, 2,5 W/cm? yogunlukta, 5 dakika) uygulamas:
ile bakterilerin proliferasyonunu 6énemli ¢l¢iide azaldigim
bildirmislerdir. Costley ve ark. (42) RB aracili SDT’nin etkinligini
daha da artirmak i¢in RB’yi antimikrobiyal peptit ile konjuge
etmiglerdir. Konjugat ile tedavi ve ardindan 1 MHz frekansta, 3
W/cm? yogunlukta, 10 dakika ultrases uygulamasi ile sirasiyla
S. aureus ve P. aeruginosa planktonik kiiltirlerinin sayisinda
azalma ile sonu¢landigini bildirmiglerdir. Caligmanin in vivo
sonuglar: ise, farelerde konjugatla tedavi edilen P. aeruginosa
ile enfekte olmusg yaralarin ultrason uygulamas: ile énemli bir
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Sekil 6. Rose bengal aracili SDT uygulamasi. A) 80 pM RB + 2 W/cm? ultrases uygulamasi, B) 40 pM RB + 2 W/cm? ultrases uygulamasi,
C) 20 uM RB + 2 W/cm? ultrases uygulamasi, D) 80 uM RB + 1,5 W/cm? ultrases uygulamasi, E) 40 uM RB + 1,5 W/cm? ultrases
uygulamasi, F) 20 uM RB + 1,5 W/cm? ultrases uygulamasi, G) 80 uM RB + 1 W/cm? ultrases uygulamasi, H) 40 uM RB + 1 W/cm?
ultrases uygulamasi, I) 20 pM RB + 1 W/cm? ultrases uygulamasi

RB: Rose bengal, SDT: Sonodinamik tedavi
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bakteriyel eradikasyona neden oldugunu géstermistir (42). Bu
calismada ise yaptigimiz optimizasyon denemeleri sonucunda
10 dk boyunca 1 MHz frekansta, 1 1,5 ve 2 W/cm? yogunluklu
sadece ultrases uygulamasinin L. tropica promastigotlar: tizerinde
termal veya sitotoksik etki gostermedigi tespit edilmigtir. L.
tropica promastigotlari i¢in sitotoksik olmayan ultrases uygulama
zamani 10 dk olarak belirlenmigtir. Parazitler tizerine tek basina
80 40 20 uM RB uygulamasinin sitotoksik etkiye yol agmadigi, 80
pM RB ile 2 W/cm? yogunluklu ultrases birlikte kullanildiginda
kontrol grubuna gére hiicre sayisinda azalma meydana geldigi
gézlemlenmigtir. Morfolojik olarak da bu grupta atipik ézellikli
parazit formlarina rastlanmigtir.

Ultrases, sonosensitizer ve oksijen dahil olmak iizere ti¢ temel
bilegen, birlikte sonodinamik “6ldiirme etkisi” isleminin sonucunu
etkiler. Bunlarin her biri farkli derecelerde diizenlenebilir, ultrases
genellikle kontrol edilmesi en kolay ve oksijenin belirlenmesien zor
olan parametredir. Bu arada, sonosensitizer, tedavinin etkinligini,
seciciligini ve givenligini artirabileceginden, sonodinamik
stratejinin bagarisim1 en ist dizeye ¢karmada ¢ok 6nemli
bir rol oynar (43). Giig, frekans, yogunluk ve ultrason basina
gibi SDT ile ilgili parametreler icin tek tip bir standardizasyon
gelistirilmelidir. Bu sorunlarin ¢éziimi, SDT’de klinik déntgimii
hizlandiracaktir. Akustik parametrenin belirlenmesi ultrasesin
dozu, sonosensitizerin etkinligi ve lezyonun pozisyonu ile ilgili
oldugu ¢alismalarda bildirilmistir (44).

SDT terapétik agidan faydali bir strateji olarak biiyitk bir
potansiyele sahip gériinmektedir. Ancak incelenen antibakteriyel
SDT ¢alismalar1 kendi arasinda farklilik gosterdiginden, verilerin
kargilagtirilmasini ve rasyonellegtirilmesini belirsiz kilmaktadur.
Ayni zamanda, ultrases dozunda standardizasyon eksikligi ve
SDT’nin mekanizmalarmin kurulmasimi smirlandirmaktadar.
SDT de yer alan baskin mekanizmalar muhtemelen ultrases
parametrelerine, biyolojik sisteme ve sonosensitizerlerin
fizikokimyasal 6zelliklerine baghdir. Ayrica, frekans ve enerji gibi
optimal parametreleri belirlemek ve optimum SDT stratejisini
olusturmakicin ayni kogullar altinda ¢ok sayida deney yapilmahidur.
Bu simirlamalara ek olarak, mevcut sonosensitizerler, digiik
ozgulluk, hizli agregasyon ve potansiyel toksisite nedeniyle
SDT’nin etkinligini sinirlar. Mitkemmel hedef 6zgillugia ve
biyouyumlulugu olan yeni nano-sonosensitizerler gelistirmek icin
6nemli cabalar sarf edilmesine ragmen, normal dokular tizerindeki
yan etkiler, karmagik hazirlama yaklagimlari ve hedef bélgede
optimal olmayan birikim dahil olmak tzere ¢esitli zorluklarin ele
alinmas: gerekmektedir. Bu nedenle odak noktasi, gelismis hedef
ozgullugi, biyouyumluluk, biyogivenlik ve terapétik etkinlige
sahip sonosensitizerler gelistirmektir. Ayrica bu ¢alismanin bir
diger sinirlamast ise L. tropica promastigotlarina kargt RB aracil
SDT’nin in vitro tabanh bir tasarim olmasidir. Bu analizlerden elde
edilen sonuglar baz1 sinirlamalar 1s131nda degerlendirilmelidir.
Sinirlamalar, hiicre i¢i amastigotlarin veya deneysel hayvan
modellerinin olmamasiyla ilgilidir. Ancak, calismamizin baz gii¢la
yonleri de vardir. Ultrases uygulama optimizasyonu ile literatiire
6nemli bir katki saglanacaktir. Parazitler tzerine yapilan RB
aracili SDT ile ilgili calismalar degerli bilgiler sunmaktadar.

SONUC

L. tropica promastigotlar1 tzerinde RB araali SDT’nin
mekanizmalar1 ve guvenilirligini kesfetmek, RBnin tam
ozelliklerini ve avantajlarim1i  kullanmak i¢in daha fazla

aragtirmaya ihtiya¢ olduguna inaniyoruz. Cesitli alanlarda elde
edilen umut verici sonuglar ve RB aracili SDT nin sundugu ilging
bakis acilar: nedeniyle, gelecekte RB aracih SDT’nin biyomedikal
uygulamalarda kullanimina odaklanacak daha fazla c¢aligma
olacagini éngodriyoruz.
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