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T0BITAK

Onsoz

Tirkiye Bilimsel Arastirma Kurumu (TUBITAK) tarafindan desteklenen bu proje ile,
2010-2012 yillari arasinda TUBITAK tarafindan desteklenen 109M494 nolu proje
kapsaminda gelistirilen farkli kompozisyonda ilk yerli Gretim mikrokdpukgtklerin morfoloji ve
ultrason altinda in-vitro ve in-vivo stabiliteleri arastiriimistir. Mikroképukglk formulasyonlarina
eklenen PEG4St miktari ile mikrokdplkguiklerin ekojenitelerinde artis oldugu saptanmis;
ancak, mikrokopukguklerin ylzeylerinde PEG4St miktari arttikca mikrokoplkguklerin
ultrason altinda stabilitelerinin  azaldigi  bulunmustur. Ticari mikroképlkglk olan
Vevomarker® ile karsilastirmalarda, arastirma kapsaminda gelistirilen mikrokopukgiklerin
mukayese edilebilir diizeyde olduklari gosterilmistir.

Bu projenin gerceklesmesinde mali destek veren TURKIYE BILIMSEL VE
TEKNOLOJIK ARASTIRMA KURUMU (TUBITAK)a, deneylerin gerceklestirildigi iZMIiR
YUKSEK TEKNOLOJi ENSTITUSU ve DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
Birimlerine’ne, projenin gergeklestiriimesinde emegdi gecen Doktora dgdrencileri Umur AYAZ
ve Gillsah KURKCU'ye, in-vivo calismalarin planlanmasi ve gergeklestirimesinde katki
koyan Prof. Dr. Sule KALKAN, Doktora ogrencisi Meryem CALISIR ve teknisyen Adem
ULU’ya, patoloji sonuglarinin degerlendiriimesinde katki koyan Prof. Dr. Safiye AKTAS’a ve
Biyokimya laboratuvar sorumlusu Dog. Dr. Murat ORMEN’e tesekkiir ederiz.
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Ozet

Ultrasonografi tipta yaygin olarak kullanilan tani ydntemlerinden biridir. Ancak,
ultrasonografide bazi durumlarda gérinti kalitesi istenen dizeyde degildir. Gérlintiinin daha
net ve aciklayici olabilmesi igin ultrason kontrast maddesi mikrokopukgciklerin kullaniimasi
gerekmektedir. Bu calismada, 2010-2012 yillari arasinda TUBITAK tarafindan desteklenen
109M494 nolu proje kapsaminda gelistirilen farkli kompozisyonda ilk vyerli Gretim
mikrokdpukguklerin morfoloji ve ultrason altinda in-vitro ve in-vivo stabiliteleri arastiriimigtir.
Floresan mikroskobu ile yapilan galismalarda, her bir mikrok6plkgigin kendine 6zgu ylzey
kompozisyonuna ve yuzey morfolojisine sahip olduklarini gésterilmistir. Gozlenen yizey
morfolojilerinin mikrokdpukgtklerin Gretim asamasindan goérintileme anina kadar gegen
surede olustugu kanaatine variimistir. MikrokdpukgUklerin ylizeyinde monotabaka yapisi
yaninda kimelenmis molekillerin de olustugu bdlgeler tespit edilmistir. Mikrokdpukglk
formulasyonlarina eklenen PEG4St miktari ile mikrokdpUkg¢iklerin ekojenitelerinde artis
oldugu saptanmis; ancak, mikrokopukcuklerin ylzeylerinde PEG4St miktarn arttikga
mikrokdpukguklerin ultrason altinda stabilitelerinin azaldigr bulunmustur. MikrokdpUkguklerin
ultrason ile konsantrasyonlarinin tespit edilebilmesi icin ydntem gelistirilmistir.
Mikrokoépukguklerin, sican ve tavsan modellerinde in-vivo uygulamalarinda, dolagima verilen
mikrokdpukguklerin stabil olarak akciger bariyerini gecebildigi, kalp tarafindan arterial
sistemik dolasima pompalanarak aortada ekojenite olusturabildigi, ve vaskuler yatagin tum
alanlarini  doldurabildigi  go6sterilmistir. Ticari mikrokdplikclik olan Vevomarker® ile
karsilastirmalarda, arastirma kapsaminda gelistirilen mikrokdpukguklerin mukayese edilebilir
dizeyde olduklari gosterilmistir.
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Abstract

Utrasonography is a one of the widely used diagnostic modality in medicine. The
image quality of the ultrasound however, under some circumstances, is not at the desired
level. It is need to use microbubbles as ultrasound contrast agent in order the images to be
neat and in high resolution. In this project, it was investigated the surface morphology and
in-vitro and in-vivo stability of the microbubbles of diffrent compositions under ultrasound,
which was developed through a project funded by The Scientific and Research Council of
Turkey (TUBITAK) with a project nhumberof 109M494 between years of 2010-2012. In
fluorescence microscopy studies, it was shown that each microbubble has its own
composition and surface morphology. It was concluded that the observed morphologies have
formed during the period from their manifacture to imaging. It was shown that there were
domains composed of not only monolayer but also aggregated molecules on the surface.
With the increase in the amount of PEG4St added to the microbubble formulation, it was
observed an increase in echogenicity, but decrease in stability of the microbubbles under
ultrasound. It has been developed a method to determine the concentration of microbubbles
via ultrasound. In in-vivo studies of rat and rabbit models, it has been shown that, when
these agents has been injected into systemic circulation, these microbubbles can pass
pulmonary barrier, create echogenicity in the aorta when pumped into the arterial systemic
circulation by the heart and fill all areas of the vascular bed. The developed microbubbles
were found to be compararable with the commercial Vevomarker® microbubbles.
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Ultrasonografi tipta tanisal radyolojik yontem olarak sikhkla kullaniimaktadir. Hemen
her hastanede bulunmasi sebebiyle ultrason temel gérintileme ydntemi olarak yaygin bir
kullanima sahiptir. Ancak, bazi durumlarda, amaclanan bdlgeyi ¢cevreleyen dokulardan gelen
arka plan sinyaller, yontemin hassasiyetini azaltmakta, ve bodylece, net bir gorinti elde
edilememektedir. Dogru teshis icin goruntl kalitesinin iyilestiriimesi yoninde, yeni ve
kullanigl  ydntemler gelistirimesi énem arzetmektedir. icleri gaz dolu kiresel bir
monotabakadan olusan mikrokdpuikguklerin goérintilemede kullaniimasi bu yéntemlerden bir
tanesi olabilir.

Goruntileme esnasinda sistemik dolagima enjekte edilen ultrason kontrast ajani
mikrokdpukglkler, kontrast yaratarak, elde edilen gorintinin netligini, kalitesini, ve
¢6zUnarlGgdana artirmaktadirlar. Béylece, olabildigince ¢ok hastalia daha erken ve net bir
tani konulmasi mimkiin olabilmektedir (Moriyasu ve ltoh 2009). Ayrica, bu ajanlarin belirli bir
intravaskller hastalik reseptdriine duyarli antikor (antibody-Ab) veya ligandlarla
hedeflendiriimeleri durumunda, incelenen dokuda mikrokopukguklerin tutunmasi sonucu
gergcek zamanl hedeflendiriimis goruntileme (real-time targeted imaging) yapilabimektedir
(Dayton ve Ferrara 2002, Villanueva vd. 2007). Bunlarin yaninda, hedeflendirilimis ajanlar
tedavi/terapdtik amach olarak, ilag, gen, enzim, DNA, vs. ile yuklenerek, lokal madde
transferinde kullanilabimektedir (Wang vd. 2009). Ustelik, ultrasonografi bu ajanlar ile birlikte,
hldcre duvarinda gecici gézenekler olusturarak (sonoporasyon) ilag, gen, DNA gibi biyolojik
molekdllerin hiicre icine alinmasini daha da kolaylastirmaktadir (Van Wamel vd. 2006).
Mikrokodpukcuklerin bu ve benzeri amaglarla kullanimi stabil ve robast mikrokdpukgtklerin
tasarimi ve Uretimi ile mimkun olabilmektedir.

2010-2012 yillar arasinda TUBITAK tarafindan desteklenen 109M494 No'lu ultrason
kontrast ajani mikroképukguklerin gelistiriimesi projesinde, ilk yerli Gretim ultrason kontrast
ajani mikrokdpukguklerin Uretimi basari ile gerceklestiriimistir. Bu ¢alismada, yerli Gretim
mikrokdpukguklerin ultrason altinda in-vitro ve in-vivo davraniglarinin karakterize edilmeleri
amaclanmigtir.

Mikrokopukcukler, medikal goérintilemede kullanilan énemli kontrast ajanlardir ve
hedeflenmis ilag salinimi igin tasiyici rolunu Ustlenirler. Mikrokdpukgukler fizyolojik bir sivi
icinde dagitilmis mikron boyutlarindaki gaz kabarciklarinin bir fosfolipid tabakasi ile
enkapsulasyonu sonucu olugsmaktadir. Gerek ultrason altinda molekiler gérintileme,
gerekse ilag ylUklenerek terapudik amagh kullanilabilmeleri icin mikroképukgtklerin stabil
olmalari gerekmektedir. Mikrokdpukguklerin stabilitelerinin iyilestirimesinde gaz seciminin
onemli oldugu gosterilmistir.(Schutt vd. 2003) Yapilan pek c¢ok calismada,
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mikroképukgiklerin merkezinde yer alan gazin fizyolojik sivi icinde ¢bzinmeyen yada
kismen daha az ¢ozunebilen 6zellikte olmasi ile baglantili olarak stabilitenin iyilestirilebildigi
disunulmektedir.(Gerber vd. 2006) Mikrokdpukguk stabilitesini etkileyen diger bir parametre
ise gazl enkapslle eden lipid tabakasinin yogunlugudur. Hali hazirda mikrokdpukgtklerin
olusumunda doymus agil zinciri igeren bir fosfokolin ve emuilsifiyer %90-%10 mol oranlarinda
kullaniimaktadir ve mikroképikcik ylzeyinde homojen bir sekilde dagildiklari ve ylzey
kompozisyonun karisim kompozisyonu ile ayni oldugu kabul edilmektedir(Borden vd. 2006).
Ancak, mikrokdpukguklerin mikroyapisi ve stabiliteleri ile iligskisi Uzerine ¢alismalar bilgimiz
dahilinde yeterli degildir. Bu ¢calismada, mikrokdpukgiklerin mikroyapisinin statik ve dinamik
sartlarda incelenmesi hedeflenmistir. Bu amagla, dedisen kompozisyonlarda fosfolipid ve
emdlsifiyer kullanilarak, mikrokdpukgukler olusturulmus ve mikroyapilari floresan mikroskobu
ile nitel ve nicel olarak analiz edilmigtir.

Literatirde, ultrason kontrast ajanlarinin molekiler teshis ve goérintilemedeki
etkinligine isaret eden klinik ¢galismalarin sayisinin giinden glne artmaktadir. Bu, bu alanda
onemli buluglarin olacagini géstermektedir. Ancak, Urin tasarimi konusunda c¢alismalarin
sayisi oldukga sinirhdir. Yapilan calismalar daha ¢ok mevcut bir ticari mikrokdpukgik
tirindn ultrason altindaki uygulamalarda performanslarinin anlasiimasi Uzerinedir.
MikrokdpukguUklerin ultrason altinda kararliliklarinin - dlsik oldugundan daha kararli
mikrokdpukgtklerin tasarimlarinin ve tretimlerinin yapilmasi gerekmektedir.

Ultrasonografik kontrast maddeler gérece daha yenidir. Kontrast maddeler manyetik
rezonans (MR) ve bilgisayarli tomografi (BT) gibi diger gorinutileme yéntemlerinde olasi
patolojilerin saptanmasi ve taninmasi icin siklikla kullaniimaktadir. ABD ve Avupanin bazi
Ulkelerinde genel kullanim izni almis SonoVue®, Optison®, Vevomarker® gibi birkag ultrason
kontrast ajani mevcuttur. Ulkemizde ultrasonografik kontrast madde ithal edilerek
kullanilabilir durumdadir ancak maliyetinin ylksek olusu ve dizenli ithali olmamasi sebebiyle
Ulkemizde pratikte kullanimi yoktur. Ulkemizde yerli Giretim ve ucuz bir ultrasonografi kontrast
maddesinin bulunmamasi bu durumun sebeplerinden biri olarak belirtilebilir. Baglantili olarak,
Ulkemizde bu konuda yapilan calisma sayisi olduk¢a kisith olup literatirde yer alan
calismalar ultrason kontrast maddesi Uretimi bulunan Ulkelerin hakimiyeti altinda
gérinmektedir. Ucuz ve yerli Uretim ultrason kontrast maddesi varliginda bu konuda yapilan
calismalarin artmasi ve olusan yerli literatire bagh olarak rutin kullanim imkani dogmasi
beklenmektedir.
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2. LITERATUR OZETI

2.1.  Ultrason Kontrast Ajani Mikrokoplikgiukler

Ultrasonografi vlicudun bircok alanina uygulanabilen temel radyolojik tani
yontemlerinden birisidir. 1970’li yillarda klinige girmeye baslayan ultrasonografinin, vicut
organlarinin  gérintilenmesi ve hastalik tanisinin konmasindaki kullanimi giderek
artmaktadir. Ayrica, rutin kullanimda bilinen yan etkisi olmadigi icin, bilgisayarli tomografi
(BT), manyetik rezonans (MR), ve anjiografi gibi diger radyolojik goruntuleme ydntemlerine
kiyasla ultrason daha sik tercih edilmektedir. Ultrasonda goérintl, transduserden génderilen
ses dalgalarinin geriye yansimasi sonucu olusur. Ancak, bazi durumlarda ¢evre dokulardan
gelen arka plan sinyaller ile, akustik direngleri birbirine yakin dokulardan gelen sinyaller,
ydéntemin hassasiyetini azaltmakta, dogru teshis icin yeterince net bir gérinti elde
edilememektedir (Klibanov 2002). Bu da taninin konmasini giiclestirebilmekte ve/veya yanlis
tanilarin konmasina sebebiyet verebilmektedir. Goruntileme esnasinda sistemik dolasima
enjekte edilen ve kan dolasim sistemi ajanlari (blood pool agents) olarak bilinen ultrason
kontrast ajanlari  (mikrokdpukgukler), ekojenik olup c¢evre dokulardan gelen akustik
sinyallerden daha farkli frekanslarda ultrason dalgalar yayarak kontrast yaratmakta;
dolayisiyla, Sekil 1 ve Sekil 2'de géruldigu Gzere, elde edilen gérintinin netligini, kalitesini
ve ¢Ozundrligind artirmaktadirlar (Schutt vd.  2003). Ultrason kontrast ajanlari, mikron
boyutunda kiresel bir monotabaka igerisine hapsedilmis gazlardan olugsmaktadir.

Sekil 1. Bir tavsanin kalgasinda olusan timorin ultrason kontrast ajani enjekte edilmeden
once (a) ve sonra (b) goéruntisi. Kontrast ajani enjekte edildiginde timdrin varhgi
daha net bir sekilde gortlebilmektedir (Schutt vd. 2003).
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Sekil 2. Bir hastanin kalp sol ventrikilinin (LV) ultrason kontrast ajani enjekte edilmeden
once (a) ve sonra (b) gérintisu. Sol ventrikil, endokardiyal border ve papiller
kaslar, kalp kaslarinda meydana gelen kasilmalar kontrast ajaninin varliginda daha
net goéruntilenebilmektedir. Normal ¢alisan bir kalpte kasilma sirasinda kalp kaslari
duvarlarinda kalinlagsma olurken, abnormal bir kalpte kalinlasma olmamaktadir
(Schutt vd. 2003).

Mikrokodpukguklerin ultrason gdrintilemede kullaniimasinin hikayesi ilgingtir: Bundan
yaklasik 30-40 yil 6nce, bir tesadlf eseri fizyolojik olarak kabul edilebilir bir maddenin sudaki
¢ozeltisinin iyice calkalanip vicuda enjekte edilmesiyle elde edilen serbest hava
kabarciklariyla gorintl kalitesinde elde edilen iyilesme, gaz/hava kabarciklarinin ultrasonda
kontrast yaratmak ve dolayisiyla goérintinin ¢6zUnarligind artirmasi, bu alanda atilan
adimlarin ilki olmustur (Nanda vd. 1976). Fakat olusan gaz kabarciklari viicutta yeteri kadar
stabil olarak kalamadiklari i¢in ¢ok kesin bir ¢6zUm olamamistir. Gaz kabarciklarinin amfifilik
lipitler, polimerler, veya denature edilmis protein bazli bir monotabaka (shell) igerisine
hapsedilmek suretiyle viicuda enjekte edilmesi ultrason kontrast ajanlarinin etkin bir sekilde
kullanimi igin bir ¢6zim olarak 6nerilmistir. Epstein-Plesset teorisine gore (Epstein Ps 1950)
bu monotabaka hem gaz-sivi ylzey gerilimini disirmekte ve hem de gazin sivi igine
difizyonuna kargi diren¢g gostermektedir. O zamandan bu yana degisik gaz veya gaz
karisimlari (hava, nitrojen, oksijen, SFg, ve florlanmis hidrokarbon gazlari (CsFs, C4F10, CsF12
gibi) ve monotabaka materyali kombinasyonlarindan olusan kontrast ajanlari tasarlanmis ve
Uzerinde in-vivo ve in-vitro testler yapilmistir. Ancak, yapilan ¢alismalarda denature olmus
protein ve polimerden olusan mikrokdpulkguklerde, elastik olmamalarindan dolayi ¢evreleyen
tabakada sonik etki ile yariimalar olmug ve dolayisiyla, gazin hizh bir sekilde difuzyonla
mikrokdpukguklerden ayrildigi goézlenmistir (Chomas vd. 2001, Leong-Poi vd. 2002, Bloch
vd. 2004). Ayrica, polimer ve proteinler yeterince elastik olmadiklari i¢in polimer ve
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proteinlerden olusan mikrokdpukguklerin daha az ekojenik olduklari kanaatine variimistir.
Halbuki, lipid molekilleri gaz etrafinda elastik bir tabaka olusturarak gazin ultrason altinda
kolaylikla rezonans edebilmesine olanak saglamaktadir; dolayisiyla lipid bazl
mikrokdplkgukler oldukga ekojeniktir. Ustelik, lipid bazh mikrokdpulkglkler endotel hiicrelere
yapismadan kanda serbestce akabildiginden in-vivo uygulamalarda tercih edilmektedir. Lipid
bazli mikrokdpukguklerin diger bir avantaji ise, ilag, gen, ve DNA transferinde kullaniimak
Uzere mikrokdpukguklerin belli bir hastalik reseptoériine 6zgl ligand veya antikorlarla
isaretlenerek hedeflendirilmeleri daha kolaydir (Borden vd. 2004) .

Molekiler teshis ve goriuntilemede ve hatta ilag, DNA ve gen gibi lokal madde
transferinde etkin bir sekilde kullanilabilmesi i¢in kontrast ajanlarinin uzun suireli kararli
(stabil) ve maksimum akustik sinyal i¢in elastik olmalari gerekmektedir (Schutt vd. 2003,
Ferrara vd. 2007, De Jong vd. 2009). Ajanlarin kana enjekte edildikten sonra yok olmasina
sebep olan mekanizmanin tam olarak ne oldugu henlz bilinmemektedir. Fakat Gzerinde
birlesilen genel kani gazin ¢bzinerek kana karismasidir (Kabalnov vd. 1998, Kabalnov vd.
1998). Stabil, robast mikrokdpukguklerin tasarimi konusunda akla ilk gelen iki yaklagimdan
biri dlistUk ¢6zUnUrliklG gazlar kullanmak, digeri ise ¢ekim kuvvetlerinin ylksek oldugu
(kohesif) bir tabakanin yeniden tasarlanmasidir. Hava’nin sudaki ¢éziunurliaga perflorakarbon
gazlarina kiyasla daha ylksektir. Dolayisiyla, perflorakarbon gazlar ile elde edilen
mikrokdpukguklerin daha uzun slreli olarak kan dolagsiminda kalabilmeleri beklenebilir.
Nitekim yapilan deneysel calismalarda bu gézlenmistir (Schutt vd. 2003). Ornegin, ticari
olarak ilk etapta Albunex® adi altinda Uretilen icleri hava dolu insan albumin’den Uretilen
mikrokdpukgukler, daha sonra Optison® adi altinda igleri oktafluorapropan gazi ile dolu
olarak Uretilmis olup yari dmdurlerinde iyilesme oldugu belirtiimektedir (Mayer ve Grayburn
2001).

ideal bir kontrast ajanindan beklenen minimum dozda kullanim ile gérintiileme
isleminin tamamlanmasidir. Bu durum, mikrokdpukguklerin ekojenitelerinin yiksek olmasinin
yanisira stabil olmalarini da gerektirmektedir. Minimum doz ayni zamanda uygulama
maliyetini de dugurmektedir. Klinik uygulamalarda mikrokdpukg¢uklerin hentz rutin olarak
kullaniilmama sebeplerinin basinda, mikrokdpukguklerin sinirli yari dmre sahip olmasidir. Bu,
tekrar tekrar kontrast ajaninin enjeksiyonunu gerektirmektedir.

Literatiirde, mikrokdpukgklerin ultrason altinda kullanimlarinin avantajlarina isaret
eden gok sayida galisma mevcuttur. Ote yandan, mikrokopiikgiiklerin geligtiriimesi daha gok
ticari amacgh olarak firmalar tarafindan yapiimaktadir. Literatirde rapor edilen Kklinik
calismalarin ¢ogunda ticari olarak gelistirilen ya da gelistiriimekte olan mikrokpukgukler
kullaniimaktadir. Firmalar, gelistirmekte olduklari mikroképukgukleri ticarilestirmek icin FDA
gibi ilgili ilag dairesinin onayini almak zorunda olduklarindan gerekli testleri yaptirmak
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amacilyla arastirma hastanelerine basvurmaktadirlar. Bu durumda, bazi mikrokdpukguklerin
formulasyonlari gizli tutulmaktadir.

Bir derleme makalede, ticari amacglh gelistiriimis ya da gelistirimekte olan kontrast
ajanlarinin ozellikleri ve kullanimlari ile ilgili bilgiler 6zetlenmigtir (Mayer ve Grayburn 2001).
Burada goriilecegi lizere, gelistirilen mikrokdpuikgiiklerin stabiliteleri oldukga dustiktiir. Ornek
vermek gerekirse, FDA onayi almis olan ve ticari olarak piyasada mevcut olan Definity®
homojenize edilmis bir lipid ¢ozeltisi ve ¢ozelti lUzerinde oktafluropropan gazi igeren 6zel
flakonlarda kullaniciya ulagsmaktadir. Hastaya tatbik Oncesinde dental uygulamalarda
kullanilan yiksek devirli bir cihaz ile c¢ozelti agitasyon edilerek mikrokdplkgukler
olusturulmaktadir. FDA tarafindan kalbin sol ventrikGlinG gdruntilenmesi igin onaylanmig
olan Definity® mikrokopukguklerinin bir bolus enjeksiyonu ile sadece 5 dakika goriintiileme
yapilabilmektedir (Williams vd. 2011). Diger bir FDA onayli kontrast ajani olan Optison®da
oktafluropropan gazi denatiire edilmis insan serum alblmin ile stabilize edilmistir ki, burada
zar matris formunda olup kovalent baglar icermektedir. Optison® mikrokopuikgikleri istem digi
kan damarlarinda hicre duvarlarina yapismaktadirlar ve yaklasik yari omdurleri 31-78
saniyedir (Mayer ve Grayburn 2001). Ustelik zar tabakadaki kovalent baglar nedeni ile
polimer mikrokdpukguklerinde oldugu gibi ekojeniteleri oldukg¢a disuktir (De Jong vd. 2009).
Avrupa’da kullanimi  onaylanan kontrast ajani SonoVue®, kalbin sol boliminin
goruntilenmesi icin uygundur. Baslica Palmitik asit, DSPC, ve DPPG’den olusan lipid
¢Ozeltisinin  dondurularak kurutulmasiyla elde edilen toz formundaki SonoVue®
mikrokdpukgtkler, ardindan stilfir hekzafluorid gazi ile doldurularak 6zel kiigik flakonlarda
saklanir. Hastaya uygulanmadan once farmasotik olarak kabul edilebilir bir sivi ile yeniden
slispansiyon formuna donistirilen SonoVue® mikrokdpukglikler hastaya goérintileme
amagli olarak tatbik edilir. SonoVue® bayanlarda 7 dakika, erkeklerde 5 dakikalik bir yari
Omire sahiptir (Mayer ve Grayburn 2001).

Mulvana ve ark.(Mulvana vd. 2011) tarafindan yapilan bir calismada SonoVue®
mikroképukguklerin akustik davranislarinda sicakh@in etkisi arastiriimistir. Ultrason altinda
SonoVue® mikrokopikglklerin 25 milisaniye iginde oda sicakliinda osilasyonu sirasinda
kiresel formunu koruyabildigi, fakat vicut sicakliklarinda zar yapisinin bozundugu hatta
¢cOktigu gozlenmigtir. Diger bir gelistirimekte olan Imagent® kontrast ajani, iglerisinde
perflurohekzan/hava iceren lipid bazli mikrokdplkglklerden olusmaktadir. Imagent
mikrokdpukgukleri ile kalbin ventrikil odaciklarinda ortalama 2.6 dakikalik bir goérintileme
yapllabildigi bilinmektedir. Borden ve ark. tarafindan degisik hidrokarbon uzunluklarinda kolin
iceren fosfolipid ve emdlsifiyer olarak polietilen oksit konjige edilmis yag asitinden olusan
sivl icinde suUspanse edilmis formda hazirlanmis mikroképukgukler ile ilgili ¢ok sayida
calismaya rastlanmaktadir (Borden ve Longo 2002, Borden ve Longo 2002, Borden vd.
2003, Borden vd. 2004, Borden vd. 2004, Borden vd. 2005, Borden vd. 2005, Borden vd.
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2006). Bu calismalarda daha ¢ok mikrokopukgukleri olusturan zar yapinin faz davranislari
incelenmistir. Bu mikrokdpukguklerin ultrason altindaki davraniglari ilgili olarak sinirli sayida
calisma vardir (Borden vd. 2006). Cox ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada fosfolipidlerin
kuyruk kismindaki hidrokarbon zincirinin doygunluk derecesinin ultrason altindaki
davraniglari incelenmistir (Cox ve Thomas 2010). Genel olarak, 10 mikron ve Uzerindeki
boyutlarda fosfolipidin hidrokarbon zincirindeki doygunluk derecesinin ultrason altinda bir fark
yaratmadigi, fakat 2-10 mikron arasi boyutlardaki mikroképukglklerde, hidrokarbon zincirde
doymamis bag iceren fosfolipidlerden olugsan mikrokdpukguklerin ultrason altinda
boyutlarinin hizla distigu gorilmustar.

Proje yuruticistnin daha onceki icinde bulundugu bir calismada (University of
Pittsburgh Medical Center-Cardiovascular Institute, ABD), degdisik formulasyona sahip, deka-
florakarbon gazi (n-C4F10) iceren mikrokdplikgikler hazirlanmis ve bunlarin intra-vital
mikroskobu kullanilarak in-vivo farmakokinetik davraniglari incelenmistir (Kilic vd. 2005,
Villanueva vd. 2007). Mikrokdpukguklerin farmakokinetik davraniglari ve ultrason altindaki
ekojeniteleri birbirinden farklilk go&stermis ve buradan, monotabakanin bilesiminin
mikrokdpukguklerin 6zelliklerini yakindan etkiledigi sonucuna variimistir. Bu ¢alismalarda
FDA onayli olan Definity® ve Optison® mikrokdpukglkleri karsilastirma amaci ile
kullaniimistir ve mikroképukguikelrin hem ekojenite hemde yari émur olarak Definity® ve
Optison® mikrokdpukgtklerinden daha Ustiin performansa sahip olduklari gériimustur (Kilic
vd. 2005, Villanueva vd. 2007). Daha 6nceki yapilan ¢alismalardan, mikrokdpukguklerin in-
vivo stabilitesini etkileyen parametreler arasinda, gazin zardan difiizlenmesi,
mikrokdpukgukleri olusturan zar yapinin ultrason altinda mekanik olarak bozunmasi ve
karaciger ve dalakta retikllendotel sistem tarafindan bertaraf edilmeleri gdsterilmektedir.
Mor-Avi ve ark. (Moravi vd. 1997) tarafindan yapilan bir calismada, Albunex®
mikrokdpukguklerinin stabilitelerinin hem artan sicaklikla hemde akustik etki ile azaldigi
g6zlemlenmistir. Albunex® ile ayni zar materyaline sahip perfluorakarbon gazi ihtiva eden
mikrokdpukgtklerin ise sicaklik ve akustik etkiden daha az etkilendikleri gdézlemlenmistir.

Ultrason kontrast ajanlari yeni bir konsept olup, Uriin tasarimi ve gelistiriimesi énemli
arastirma konularindandir. Konu ile ilgili literatirde biylk bosluklar bulunmaktadir.
Literatirde farkh kontrast ajanlarinin etkinligini ve &zelliklerini arastirmaya yoénelik giderek
artan sayida in-vivo “klinik” ¢alismaya rastlanmaktadir (Davidson vd. 2010, Fu vd. 2011,
Bettinger vd. 2012, Inaba ve Lindner 2012, Khanicheh vd. 2012, Sorace vd. 2012). Ancak, bu
klinik calismalari yapan arastirmacilar genelde klinisyenler olup, Urin tasarimi konusuyla
ilgilenmemekte, daha c¢ok firmalar tarafindan geligtiriimekte olan ajanlarin molekuler
goruntilemelerde kullanihp  kullanilamiyacagi ve etkinligi konularinda arastirmalara
yogunlagsmaktadirlar. Bu amagla, test edilen kontrast ajanlari gelistiren firmadan temin
edilmektedir. Ote yandan, Uriin tasarimi ile ilgilenen arastirmacilar ise, triiniin fizyolojik
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uygulamalari konusunda bilgi birikimi konusunda yetersiz kalmaktadirlar. Dolayisi ile, 6zellikli
mikrokdpukguklerin gelistiriimesi ile ilgili ok disiplinli calismalar gerekmektedir.

Ultrason kontrast ajanlarinin hastalik teshis ve tedavisinde kullanimina yénelik
calismalarin sayisi literatiirde giinden gune artmaktadir. Bu, buylk bir pazar potansiyelinin
oldugunu gostermektedir. Ultrason kontrast ajanlari Glkemizde yeni bir konsept olup, Urin
geligtiriimesi konusunda Tablo 1 de goéruldiglu Uzere, ABD ve Avrupa’da girisimler

mevcuttur.

Tablo 1. Gelistiriimis/Gelistiriimekte olan Ultrason Konrast Ajani Mikrokdpulkgukler(Alzaraa

vd. 2012)

Table 1  Types of microbubbles®®-115-128
Microbubble Company Shell Gas Size, pm  Charge Storage Preparation Approval
Albunex Mallinckrodt, Inc Albumin Air — — — — —
(5t Lowis, MO)
Cardiosphere/  Point Biomedical, Polylactidefalbumin  Nitrogen 4.1 Stight — Reconstitute Mo
Bisphere Com (5an Caros, negative with 2 mL
CA) H.0 per vial
and dilute
with 150 mL
distilled water
AL-700 Acusphere, Inc Poly-L-lactide co Perfluoracarban 2 Megative — Reconstitute Mo
(Lexington, MA) glycolide with water
Dptison Moleoular Biosystems,  Albumin N- Oct=fluoropropane 2-4.5 Stightly Refrigerate Hand agitate United States/
Inc (San Diego, acetyltryptophan, negative 2°C-8"C Europe
CA) Caprylic acid
Definity Bristol-Myers Sguibb Lipids: DFPA, OPPL, Octaflucropropane 1.1-3.3 Negative Refrigerate Activate through — United States
Metical Imaging, MPEGS000 DPPES 2°[-E°C Vialmix
Inc (Mew York, NY) surfactant agitation
Imagant, Imcor Lipid: Perflunrohesxans 6.0 Meurtral Room Reconstitute United States
Imavist Pharmaceuticals, DMPC/surfactant mitrogen temparature with 10 mL
Inc (San Diego, 15°(-30°C water
CA)
Sonovus Bracco Diagnostics Lipids: Macrogaol Sulfurhexafluoride 2-3 Negative No special Reconstitute Europe
(Princeton, NI) 4000, DSPC, storage with 5 mL
DPPE, Palmitic conditions saline
add required
Levowist Shering AG (Bertin, Galactose,/ palmitic Air 2-d4 Megative Room Reconstitute Europe/Japan
Germany) add tempearature with 5-17 mL
15°-30"C water
Sonazoid GE Healthcare Lipid Perfluorobutane 2.4-36 Megative — Reconstitute Mo
(Piscatzway, NI) with 2 mL
water
Sonovist Shering AG (Bertin, Cyanoacrylate Air 1-2 — — — Ho
Germany) {palymer shell)
Echavist Shering AL (Bertin, D-galactose Bir — — <30 Reconstitute Europe
Germany) with water
BR14 Bracco diagnostic Lipid Perflunrobutane 2.5-3.0 Megative — — —
(Princeton, NIy
EchaGen Somus — Dodecafluoropentane — Megative Refrigerate — —
pharmaceuticals 27C-E"C
(Bothell, WA)

Cok yakin zamanda, Amerikan Gida ve ila¢g Dairesi (America Food and Drug
Administration (FDA)) tarafindan olusturulan bir danisma kurulunca yapilan bir ¢alismada,
kontrast ajanlarinin hi¢ bir yan etkisi olmadigini, konvensiyonel ultrasonun ¢ok yaygin bir
sekilde kullaniimasina ragmen, bazi durumlarda manyetik rezonans veya bilgisayarli

tomografi gibi daha pahali ve daha riskli tekniklerin de beraberinde kullaniimasi gerektigini,
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ancak kontrast ajani kullanimi ile bunlara ihtiyagc kalmayarak maliyetin disecegini
vurgulamaktadir (Asch ve Weissman 2009). Yaptiklari maliyet analizlerinde, acilden servise
kabul edilen hastalarin sayisinda %22 oraninda bir digsme gdzlenecedi ve bdylece yatan
hasta sayisinda disme goérilecedi ve gercekten gerekli olmayan testlerin yapiimamasiyla,
hasta basina yaklasik $900’lik bir tasarruf elde edilecegini ileri slirmektedir. Bu demektir ki,
kontrast ajanli ultrason ABD’de pek yakinda kullanilan rutin testler arasina girebilecektir.
Nitekim Ydraticinin de aralarinda bulundugu Kardiyolog Dr. Villanueva tarafindan
yayinlanan bir makalede ultrason kontrast ajanlarinin artik rutin uygulmalarda kullaniimasi
gerektigi vurgulanmaktadir (Villanueva 2010). Su anda, FDA onayh lipid bazh tek bir
mikrokoplkglk mevcuttur, Definity® , ve bunun da bir kullanimh@ rakip olmadigi igin
pahalidir.

Ulkemizde diger radyolojik uygulamalarda (MR ve BT) kontrast maddeler yaygin
olarak kullaniimakla birlikte ultrasonografi alaninda kontrast madde kullanimi yaygin dedgil
hatta yok denecek kadar azdir. Bunun baslica nedeni yerli Gretim ultrason kontrast maddesi
mevcut olmamasi ve yabanci kaynakli ultrason kontrast maddelerinin Glkemizde kolaylikla
bulunmamasidir. Ustelik, bu kontrast maddelerin fiyatlari da gok yiiksektir. Bu sebeplerle
pratik uygulamada ultrason tetkikleri rutin olarak kontrast madde kullaniimadan
gercgeklestiriimektedir. Bu durum ultrasonografik olarak 6zellikle bazi karaciger kitleleri gibi
sinirlari guglikle secilebilen lezyonlarin saptanmasinda uygulayicinin deneyimine goére farkh
sonuglarin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir. Yerli tGretim, glvenli bir ultrason kontrast
maddesinin bulunmasinin, bu maddeye kolay erigilebilir olmasinin ve ultrason kontrast
maddelerinin  yaygin kullaniminin ultrasonografik degerlendirmelerde lezyon saptama
oraninda artisa neden olmasi beklenebilir. Ultrason kontrast madde kullanimi ile BT ve MR
kontrast maddeleri ile ayni etki saglanabileceginden tek bir ydntemle, ayni seansta taniya
ulasma orani artacak, ek inceleme geregi azalacaktir.

Ote yandan, Tirkiye'de ultrason kontrast ajanlari ile yapilmig yok denecek kadar az
sayida klinik calismaya rastlaniimaktadir. Yapilan ¢alismalarda ise daha c¢ok, Avrupa’da
geligtirilen Levovist®?, Echovist® gibi mikrokopuikglkler kullanilmistir. Mesela, proje
danismaninin iginde bulundugu bir ¢alismada, Avrupa’da gelistirilen bir kontrast madde
kullanilarak bir arastirma gergeklestiriimistir (Algul A. 2003). Oysa 6zellikle ABD’de olmak
Uzere ve cogunlukla da hedeflendiriimis goérintlilemeye ydnelik sayisiz klinik ¢alisma
bulunmaktadir. Bunun sebebi, Uretici firmalarin daha ¢ok ABD ve Avrupa Ulkelerinde
bulunmasi ve ticari olarak piyasaya c¢ikarilmadan énce bu firmalarin FDA gibi ilgili Gida ve
ilag Dairesinin Onayini almak Uzere cesitli arastirma hastanelerine bagvurarak bir takim
testleri yaptirmak zorunda olmalaridir. Ancak bu testler yapilirken Grinin formulasyonu firma
tarafindan gizli tutulmaktadir. Ornegin, Point Biomedical firmasi tarafindan geligtirimekte
olan Cardiosphere® olarak bilinen mikrokopulkgtiklerin bazi klinik testleri, proje ylriticisinin
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de icinde bulundugu University of Pittsburgh Medical Center (UPMC)-Cardiovascular
Institute’de yapiimistir (Wang vd. 2005). Daha once de belirtildigi gibi, Turkiye'de Uretimi
olmadig, yeterli sayida yetismis insan glici olmadigi, ve ¢ok pahali olduklarindan Glkemizde
ultrason kontrast ajanlari ile ilgili yapilmis c¢alismalarin sayisi Avrupa ve ABD ile
karsilastirlamayacak seviyelerdedir.

2.2, Mikroképiikgiiklerin Akustik ve Morfolojik Ozellikleri

Bir mikrokdpukgtgun ultrason altinda osilasyonu Denklem (7) ile verilebilir(De Jong
vd. 2009, Qin vd. 2009, Tu vd. 2009, Sijl vd. 2011, Helfield vd. 2016).

o (R4 287) = (a,+z“fﬁf))(ﬁ)_“ (1_3_:&)—2“(5) _HR_ MR, b (1)

Ry Ry R R R?

Burada, R, R, R, sirayla mikrokOplkgugun yarigapi, osilasyon esnasinda zar zarin hizi, ve
ivmesi, p; sivi fazin yogunlugu, P, atmosferik basing, o ylizey gerilimi, k politropik gas Ustel
katsayisi, y mikrokOplkgugu cevreleyen sivinin vizkositesi, ¢ sivida ses yayilma hizi, ve P(t)
uygulanan ultrason basincinin zamanla degdisimini gdstermektedir. Denklemde 4u./R?
mikrokdpukguk zar yapisi igin ilave bir vizkosite terimidir ve osilasyonu yavaslatan bir faktor
olmaktadir (damping etkisi) (De Jong vd. 2009, Tu vd. 2009, Sijl vd. 2011). Zar yapisinin
direnci ayni zamanda, mikrokopukglk rezonans frekansini (f;) artiran da bir parametre olarak
karsimiza c¢ikmaktadir (Doinikov vd. 2009). Bahse konu bu terim Denklem (7)den
cikartildiginda yalin hava kabarcigi icin 6nerilen osilasyon denklemi elde edilmektedir (De
Jong vd. 2009). Denklemde yuzey gerilimi (o) mikrokopukguk capina baghdir.
Mikrokopukguklerin osilasyonu esnasinda Ug¢ farkli durum ortaya c¢ikabilir (Sijl vd. 2011):
Bunlardan ilki, osilasyon esnasinda mikrokdpuikgik capinin yeterince blyimemesi ve
mikroképukgtigin esnek osilasyon icinde olmasi durumudur. Bu durumda yizey gerilimi sabit
ya da sifir degeri alabilir. ikinci durum, mikroképiikgik boyutunun kritik boyutu agmasi ve bu
esnada zar yapisini olusturan monotabakanin kirilmasidir. Bu durumda, mikrokdpukgtk
ylzeyinde lipid azalacagi ve gaz dogrudan sivi ile temas edecedi icin ylzey gerilimi degeri
su icin verilen ylizey gerilim degerine esit alinabilir. Uglincli durum ise, mikrokdpikeigin bu
iki durum arasinda elastik bir osilasyon yapmasidir.

Mikrokopukgukler icin hem vizkosite hem de elastik modilis Sekil 3'de gorilecegi
Uzere mikrokdplUkcgik boyutu ile artmaktadir (Tu vd. 2009, Parrales vd. 2014). Sekilden
anlasilacagi Uzere, buyuk capli mikrokopukclkler ultrason altinda daha esnek osilasyon
yapabilirler. Ancak, boyutlari kritik boyutun Gzerine ¢iktiinda pargalanmaya gitmekte ve
kendilerinden daha klicik boyutlarda yavru mikrokdplkguklerin sayica ortamda artmasina
sebebiyet vermektedirler (Qin vd. 2009). Sekilden goérllecedi Uzere, kiguk boyutlardaki
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mikroképukglkler daha az elastik ve vizkositeleri dislik olduklarindan, ultrason altinda daha

rijit davranmakta ve osilasyona istirak etmemektedirler.
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o Fit for light scattering data
o Van der Meer's result (Fig.8b in Ref. 23)
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Sekil 3. Mikrokdpikglk zar yapisinin (a) elastisite ve (b) vizkositesinin mikroképlkgik ¢api
ile degisimi (Tu vd. 2009).

MikroképukglUklerden yansiyan ultrason intensite degeri Denklem (2) ile verilmektedir
(Kabalnov vd. 1998, Schutt vd. 2003).

I 1 _ k*R%y.+ yqcas®)?
— = —nl

I, 9 dz 2)

Burada, / geri yansiyan intensite, I, gelen intensite, n taneciklerin sayisi, V hacim, k dalga
saylsl, ve R tanecigin yarigapi, y. kompressibilite terimi, ve ys yogunluk terimi olarak
verilmektedir. Denklemden gorulecedi Uzere bir kuresel tanecikten yansiyan ultrason sinyali
tanecigin yari ¢apinin 6.nci kivveti ile orantilidir. Denklemden, mikroképlkgulklerin boyutu
gelen ultrason ses dalgalarinin dalga boyundan c¢ok kig¢lik olmasina ragmen,
mikrokdpukgukler osilasyon yapabilmektedirler. Ultrason altinda mikrokdpukguklerin
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boyutlarinin 4 kati artabildigi dikkate alindiginda (May vd. 2002, Qin vd. 2009), geri yansiyan
ses intensitesinin de katlanarak artacagi goérulmektedir (Stride ve Edirisinghe 2009).
Bir tanecigin ya da mikrokdpukgligin ses dalgalarini yansitma kesit alani Denklem
(3) ile verilebilir(Dejong vd. 1992).
4mR?

-] e .

Burada, os yansitma kesit alani, f. tanecigin resonans frekansi, f uygulanan ultrason

frekansini ve 6 toplam damping degerlerini géstermektedir. Denklemden gorilecedi lzere,
mikrokdpukguklerin ultrason intensitelerine etki eden faktdrlerin basinda mikrokdpukguklerin
resonans frekansi (f;) ve esnek yapilarindan dolayl damping katsayisi (&) degeri olmaktadir.
MikrokoépukglUklerin  resonans frekanslari boyutlarina baglidir. Bir mikroképukgtgin
uygulanan frekansda osilasyon yapabilmesi icin boyutunun belli bir degerin tzerinde olmasi
gerekir. Mikrokdpikgulklerin esnek yapilarindan dolayr damping etkisi kesit alanini ters yénde
etkilemektedir. Bir mikroképukgugin kesit alani yalin bir hava kabarciginin kesit alanindan
kGcUktar. Diger bir ifade ile, yalin bir hava kabarciginin yansitacagi ultrason intensitesi,
damping etkisinden dolayr ayni boyutlarda bir mikrokdplkcligun yansitacagl ultrason
intensitesinden daha ylksektir.

Bir mikrokopikelgin 1 MHz frekansda ultrason altinda osilasyonu, saniyede 108 atim
(cycle) olarak tanimlanir. Her bir atim igin mikrokdpukglgin boyutlarinda artma ve kigilme
beklenir. Dolayisi ile mikrokdpuUkglklerin osilasyon esnasinda buylUylp kugllmeleri ¢ok
hizlidir. Ornegin, mikrokdpukeugiin zar yapisinda bulunan bir lipidin 2.4 MHZ frekansta hizi
yaklasik 700 m/s ve ivmesi 1.2.10'2 m/s? olarak hesaplanmistir(Chomas vd. 2000). Newton
yasasindan F =m.d bagintisi distnildigiinde, mikrokdpiikciik zar yapisi lizerinde bulunan
herhangi bir kitleye etki eden kuvvet tasidigi kitleye denk olacaktir(Chaline vd. 2015). Eger
mikrokdpukguklerin zar yapisini olusturan lipidler esit ve dengeli bir dagilim iginde olurlarsa,
osilasyon esnasinda mikroképukgugun boyutlarindaki daha ¢ok kiresel bir blylime ve
kicllme davranigi gézlenecektir. Ancak, zar yapisi Uzerinde farkli molekul agirliginda farkli
molekdllerin bulunmasi, molekdller arasi topaklasma, mikrokdpukgulklere badlanmis olan
lipozom ve baska isaretleyici molekuller, mikrokdpukglgin ¢ézlinmesi esnasinda zar
yapisinda olusacak faz degisimleri ve topaklasmalar zar yapisinda bir dengesizlije neden
olacagindan, Sekil 4de goérilecedi Uzere, yuksek atim hizlarindan kiiresel olmayan boyutsal
degisimlere sebebiyet verecektir(De Jong vd. 2009). Bu durum, mikrokopulkguklerin
fragmantasyonuna sebebiyet vermekte ve daha kiguk yavru mikrokdpukgiklerin ortamda
artmasina neden olmaktadir (Chomas vd. 2000, May vd. 2002, Stride ve Saffari 2003,
Borden vd. 2005).
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Sekil 4. MikrokopUlkguklerin ultrason altinda farkl morfolojilerde osilasyonlari(De Jong vd.
2009).

Mikrokdpukguklerin parcalanmasi ortama verilen ultrason sinyallerinin mekanik indeks
degerleriyle alakalidir. Mekanik indeks (MI) MI = E.£,/f. olarak tanimlanir ve belli bir frekansta
pik-negatif basing ile orantihdir (Yeh ve Su 2008). Burada, P, ultrasonik basing,
0.3dB/cm/MHz olarak tanimlanir, f. frekansin merkez degeridir. Dusuk mekanik indeks
degerlerinde mikrokopukglkler daha ¢ok elastik osilasyon hareketi yaparken, daha yuiksek
MI degerlerinde mikrokdpiikgikler parcalanarak fragmantesyona ugramaktadirlar. Ornegin,
mikrokdpukgukler 2.25 MHz frekansta yaklasik 25 atim (pulse) ultrason bombardimani
sonucu, yaklasik 1.5um-2.5um boyutlarinda fragmanlara déntismuslerdir (Borden vd. 2005,
Cox ve Thomas 2010, Tang vd. 2011). Mikrokopukguklerin ultrason altinda bozunmalarinda
uygulanan glg¢ ve ultrasona maruz kalma suresi dnemli derecede rol oynamaktadir. Ultrason
altinda mikrokopukguklerin 2 dakika gibi bir stirede bozunduklari ve kigik fragmanlara
ayrildiklari rapor edilmektedir (Tinkov vd. 2009).

Mikrokopukguklerin boyutlari ses dalgasini geri yansitmada énemli bir parametredir.
Ancak genel bir mikrokdpikgtk popllasyonunda mikrokdpukgikler bir boyut dagihmi iginde
bulunacagindan, vyapilan analizlerde tutarli olmayan sonuglara rastlanmaktadir.
Mikrokdpukguklerin ayni boyut dagilminda Uretilmesi igin yéntemler gelistirilmistir (Talu vd.
2006, Hettiarachchi vd. 2007, Segers vd. 2016). Ancak, bu yéntemlerde mikrokdpukguklerin
stabiliteleri beklenen 6lgude yuksek degildir (Kovalenko vd. 2014).

Mikrokopukguklerin ylzey morfolojisi ¢alismalarinda mikrokdpukguk
kompozisyonlarina eklenecek floresan boya miktari 6nemlidir. Dil-C20 floresan boya
kullanilan bir ¢alismada, optimum floresan boya konsantrasyonunun mol cinsinden %2
civarinda oldugu bulunmustur (Benchimol vd. 2013). Burada, daha dusik floresan boya
konsantrasyonlarinda boya molekilleri arasinda sinyali disiren bir quenching etkisi
goOriulmezken, yiksek konsantrasyonlarda, her bir floresan molekli, komsu floresan molekl
tarafindan 15131 absorplanarak floresan verimini dislrmektedir. Ylzey morfolojisi
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arastirmalarinda, boya konsantrasyonunun optimum degerlerin altinda tutulmasina 6zen
gOsterilmelidir.
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Sekil 5. Farkh floresan boya konsantrasyonda (a) mikrokdplikglik ylzeyinden olgllen
floresan goéruntl, (b) normalize floresan 1sik yogunlugu, ve (c) floresan molekillerinin
kendilerini sdnumlendirmesi (self-quenching)(Benchimol vd. 2013).

Mikrokdpukguk zar yapisi literatirde incelenmistir. Mikrokdpukguklerin ylzeylerinde
karanlik ve aydinlik bdlgeler olmak UGzere zar yapisinin bilesenlerine bagl olarak floresan
mikroskop yardimiyla farkli faz yapilari oldugu rapor edilmigtir(Borden vd. 2004, Veatch ve
Keller 2005). Agil-zincir uzunlugu 16 ve daha kiglk olan lipidler igcin olusturulan
mikrokdpukguklerde yluzey tamamen aydinlik olmakta ve floresan boya ile lipidlerin iyi
karistigi rapor edilmektedir (Borden vd. 2004). Ancak, lipidlerin agil-zincir uzunlugu
arttiginda daha c¢ok sikistinimis (kondens) bir faz bdlgesi olustugu ve floresan boya
molekdllerin bu faz icerisinde dagilamadi§i ifade edilmektedir(Borden vd. 2004). Sekil 6(a)
ve Sekil 6(b)de gorilecedi uUzere floresan boya varliginda mikrokdpukciklerin sentezi ve
akabinde sogutulmasi ile farkl buyukliklerde karanhk boélgeler olusmaktadir(Kim vd. 2003).
Bu bolgeler daha ¢ok sikismis (kondens) lipid bolgeleri oldugu ifade edilmektedir. Aydinhk
bolgeler ise daha ¢ok akiskan (expanded) bolgeler oldugu ve floresan boyanin akiskan faz
yapisinda bulunan lipidler ile karistigi raporlanmaktadir (Borden vd. 2005). Sikisgtiriimis faz
bolgelerinin buyukltkleri mikroképikglk sodutma hizina bagh olduklari ifade edilmektedir.
Cok hizhh sgutmalarda daha kiguk ve ¢ok sayida sikistiriimis faz bdlgeleri elde edilirken,
daha yavas sogutmalarda daha bulylk fakat daha az sayida sikismis faz bdlgeleri elde
edilmektedir(Kim vd. 2003, Borden vd. 2004, Borden vd. 2005). Ote yandan,
mikrokdpukgik zar vyapisi  Sekil 6(c)de gorilecegi Uzere, TEM ile dogrudan
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goruntilenmistir(Kim vd. 2003, Borden 2009). Mikrokdpukguklerin zar yapisinin TEM
goérintisinde, zar yapisini olusturan lipid molekullerinin ylzeyde surekli bir dizilis icerisinde
olmadigi, ancak catlaklara benzer fazlara ayriimis bdlgeler olusturdugu goérilmektedir.
Catlaklarin gaz transportu ve mikrokdpukglk ¢ézinmesi Uzerine etkisi literatlirde yeterince
tartisiimamistir. Ancak goértinen o ki, lipid-agil zincir uzunlugu arttikga mikrokdpukguklerin gaz
gegcirgenligi logaritmik olarak azalmaktadir(Pu vd. 2005).

Sekil 6. Mikrokopukguklerin floresan mikroskop yizey morfoloji gorintileri (A) Sogutma hizi
100 °C/dak, (B) Sogutma hizi 1000 °C/dak, (C) mikrokdpikguk zar yapisinin TEM gorintisi
(Kim vd. 2003).

Mikrokopukcuklerin  stabiliteleri, icinde bulundulari ortam kosullarina baglidir.
MikrokoépukguUklerin slspanse edildigi sivinin gaz ¢6zindrliga bakimindan doygun olup
olmadigi, ortamda ¢Ozinmis olan bagska gazlarin varhdi, sicaklik gibi kosullar
mikrokdpukguklerin stabilitelerini etkilemektedir (Borden ve Longo 2001, Borden ve Longo
2002, Borden vd. 2003, Borden ve Longo 2004, Shen vd. 2008). Bir mikrokdpukgigin
doygun olmayan bir sivida ¢dzinme kinetigi Borden ve ark.(Borden ve Longo 2002)
tarafindan incelenmis ve mikroképikgigin boyutlarindaki degisim ile ilgili Denklem (4)

Onerilmigtir.
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Burada, H sivi igerisinde gaz ¢6zUnurlidad icin Henry Sabiti, o mikrokdpikgigin ylzey
gerilimi, P, atmosferik basinci, f sivinin gaz icin doygunluk ylzdesi, D, havanin su
icerisindeki diflizyon katsayisi, ve Rsnen mikrokdplkglk zar yapisinin gaz transportuna karsi
direnci goOstermektedir. Genel olarak gaz ¢oziunurdiginin  distigld  sivilarda
mikrokdpukguklerin boyutlarinda kigllme olmakta ve mikroképUkglkler ¢éziinerek ortamdan
kaybolmaktadirlar. Mikroképukguklerin boyutlarinda kig¢llme zamanla hizlanarak devam
etmektedir(Borden ve Longo 2002). Bunun nedeni, mikrokdpulkgiklerin zar direncinin
mikrokdpukclk boyutu azaldikga azaliyor olmasidir(Shen vd. 2008). Baska bir ifade ile,
mikrokdpukglklerin - ¢ézlinme esnasinda boyutu kiglldikge, c¢bzinmeye karsi
mikroképukgik zar direnci azalacagindan, mikroképukguk ¢6zinme hizi zamanla
artmaktadir. MikrokdpUkglklerin gaz transportuna karsi direnci zar yapisinda bulunan agil-
zincir uzunlugu ile arttigi ve mikrokopukguklerin daha stabil olduklari gésterilmistir (Borden ve
Longo 2002, Lozano ve Longo 2009).

Mikrokopukguklerin  ¢dzlnmesi esnasinda ylzeylerinde bulunan zar yapisindan
lipidlerin ortama saliverilemesi konusunda Sekil 7’de gdrllecegi lzere bazi mekanizmalar
One surilmustir (Borden vd. 2005, Pu vd. 2006). Sekilde mikrokoplkglklerden gaz
¢6zinmesi ile mikrokdpukglk hacminde bir kiigiime olacagi ve bu esnada ylzeyde bulunan
lipidlerin sikisarak sikisik (kondens) faza gecgecekleri distintlmektedir. Mikrokdpukgclklerden
daha fazla gaz ¢dziinmesi, ylzeyde bulunan lipidlerin vezikil olusumu ile yapidan atiimasi
Onerilen mekanizmalardan biridir. Bu gerginligin lipidler tarafindan ylizeyde katlanarak
(folding) azaltma ydénune gitmesi de mumkiandur. Bu katlanma belli bir boyutun Uzerine
ciktiginda, ylzeyden ayrilarak rahatlama gercgeklestirilebilir(Lozano ve Longo 2009). Bu
esnada, ylizeyde meydana gelecek bu tir topaklagmalar ylizeyde farkl faz yapilari olarak da
algilanabilir.
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Sekil 7. Mikrokdpukguklerin ¢ézlinmesi esnasinda zar yapilarindan lipit atma mekanizmalari,
(A) vezikil olusumu, (B) katlanma (folding), (C) ylizey katlanmasi (buckling) ve akabinde
yuzeyden ayrilma (shedding), (D) genel gérunus (Borden vd. 2005, Pu vd. 2006).

MikrokoépukcUklerin ¢éziinmesi esnasinda meydana gelen boyutsal ve morfolojik
degismeler Sekil 8'de gosterilmektedir(Kwan ve Borden 2012). Sekilden gorilecegi lUzere,
mikrokdpukglkler ¢ézinmeden 6nce ilk olarak boyutlarinda bir blylime olmaktadir.
Boyutlardaki bu biyimenin mikrokdplkgligu cevreleyen sivida bulunan ¢dézUnmis gazin
mikrokdpukguk icerisine difizlenmesi dolayisiyla oldugu ifade edilmektedir. Bu stireg ilk 20 s
icerisinde gergeklesmektedir. Bu durumda, ylzey alaninda meydana gelen elastik
genlesmeden dolay! fazlar arasinda bir yirtilma olmaktadir ve fazlar birbirlerinin icerisine
dagilmakta ve homojen bir yizey olusmaktadir. Gazin tekrar mikrokopukgukten sivi faza
difizlenmesi ile mikroképlkglik boyutlarinda bir ki¢ilme olmaktadir. Bu durumda, fazlar
arasinda elastik bir sikisma olmakta ve ylzey morfolojileri tekrar olusmaktadir. Burada
Uzerinde durmamiz gereken bir husus, mikrokdpukgiklerin morfolojilerinin olugsmasinda
gecen slre 20 s civarindadir. Oysa mikrokodpukguklerin floresan mikroskop altinda olgiimler
icin yilkama, tablaya koyma, ve gorintinin netlestiriimesi igin gecen zamam bu slrenin ¢ok
cok ustlindedir. EJer mikrokopukgiklerde bir yizey morfolojisi olusacaksa, bir deney

esnasinda ylzey morfolojilerinin zaten olusmus olmasi beklenir.
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Sekil 8. Mikrokopukgclklerin ¢coziinmesi esnasinda mikroképukclk boyutlarinda ve ylzey
morfolojilerinde degismeler, A-C: ylizeyde genlesme ve fazlarin birbiri igcerisnde ¢ézinmesi,
C-E: fazlarin sikismasi ve yzey morfolojilerin yeniden olusmasi (Kwan ve Borden 2012).

Mikrokopukglk zar yapisinda emiuilsifiyer PEG4oSt molekdlleri ylzeyde firga (brush)
ya da mantar (mushroom) yapisinda olabilirler (Wrenn vd. 2012, Dicker vd. 2013, Abou-
Saleh vd. 2014). Yizeyde PEG’lenmis lipid (6rnegin, DSPE-PEG2000) molekdilleri miktari
arttikga PEG zincirlerinin daha ¢ok firga yapisinda olacaklari rapor edilmektedir (Wrenn vd.
2012, Abou-Saleh vd. 2014). Sekil 9°'de mikroképUkglklerin zar yapisinda firga ya da
mantar formunda bulunan PEG zincirlerinin mikrokdpukgik ultrason stabilitesine etkisi
gOsterilmektedir. Sekil 9 (A)da, DSPE-PEG2000 orani disuk oldugunda molekiller mantar
formundadirlar. Bu durumda, mikrokodpukguklerin ultrason altinda bozunmasinda ultrason
g6zle goérilur bir fark yaratmamistir. Sekil 9 (B)de DSPE-PEG2000 orani artirildigindan
molekdller firgca formuna donmdislerdir. Bu durumda PEG miktari arttikga, mikrokdpukguklerin
ultrason ile stabilitelerinde bir artis meydana gelmistir. Sekil 9 (C)de DSPE-PEG2000
konsantrasyonu yuksek oldugundan PEG molekdlleri firga formundadirlar. Molekul agirhgi
artinldiginda, yani daha uzun PEG zincirler kullanildiginda, mikroképukglklerin ultrason
altinda stabilitesinde bir azalma oldudu gdérilmektedir. Analsilan, mikrokdpUkgiklerin
Uzerindeki yukler ve zincir uzunluklarinin mikrokdpukguklerin stabileteleri tGzerine 6nemli
etkisi bulunmaktadir.
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Sekil 9. MikroképUkglklerin zar yapisinda firga ya da mantar formunda bulunan PEG’lenmis
lipid molekillerinin mikrokopuikglk stabilitesine etkisi, (A) Lipo-polimer orani disik mantar
formunda, (B) Lipo-polimer orani artirildiginda, firca formunda, (C) PEG molekul agirhgi
artirldiginda (Wrenn vd. 2012).

Mikrokdpukguklerin  olusumunda lipid karigsimina konulan oranlarin, Sekil 10’de
gorilecegi Uzere, mikrokdplkclik zar yapisinda da oldugu rapor edilmistir (Borden vd.
2006). Bu sonug daha yiksek lipo-polimer oranlari igin tekrar edilmemistir. Genel kani, lipid
karisiminda bulunan yizdelerin mikrokdpukguk yuzeyinde de ayni oranda olmasidir.

Microbubble Shell Composition

% DSPE-PEG2000 in Shell

0 5 10 15 20
% DSPE-PEG2000 in Bulk
Sekil 10. Mikrokopukguklerin lipid karisimi ile zar yapisi bilesenleri arasindaki

iliskinin "TH-NMR yontemi ile belirlenmesi (Borden vd. 2006).

Farkli PEG miktarlari ile mikro-akis ydntemi ile hazirlanan mikrokdpikglik Uretim
verimi ve mikrokdpukgik stabiliteleri Sekil 11(a)'da verilmektedir. Sekilden goérilecedi Uzere
mikrokopukgik uretim miktari %5 PEG oranina kadar artmis, %40’a kadar calisilan PEG
oranlarinda Uretim miktari hafif azalmakla birlikte neredeyse sabit kalmistir.
MikrokopukgUklerin stabiliteleri %5 DSPE-PEG2000 oraninda en ylksek degere ulasmis,
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daha yuksek PEG miktarlarinda stabilite azalmistir. Bu nedenle literatirde genel
mikrokdplikglik kompozisyonu 9:1 orani olarak rapor ediimektedir. Ote yandan,
mikrokdpukguklerin digaridan gelen kuvvetlere dayanimi Sekil 11(b)de gorulecegi uUzere
PEG miktari ile artmaktadir. Mikro-akis yontemi ile elde edilen bu sonuglarin, sonikator
yontemiyle elde edilecek mikrokdpukguklerde ne olacagl merak konusudur.
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Sekil 11. (a) Mikro-akis Uretim yonteminde PEG% oranlarinda mikrokdpukguk Uretim miktar
ve stabiliteleri, (b) Mikrokdpukglklerin PEG% miktarina gére dayanimlari(Abou-Saleh vd.
2014).

Change in St
o

Mikrokopukglklerin -~ zar yapisini  olusturan lipid ve emililsifiyer miktarlari
mikrokdpukglgin zar yapisinin vizkositesini, osilasyonunu, ve yansittigi ultrason sinyal
glcunu etkilemektedir. Sekil 12'de farkh Uretim metodu ve farkhh mikrokdpukglk
kompozisyonu igin vizkosite ve yansiyan ultrason sinyal glict dgerleri verilmistir (Hosny vd.
2013). Sekil 12(A)da gorilecegi Uzere, sonikasyon yontemi ile uUretilen mikrokdplkguklerin
ylzey vizkositeleri mikro-akis yontemi ile dretilen mikrokdpukglklerin ylzey vizkosite
degerlerinden yuksektir. Mikro-akis yonteminde lipidlerin mikrokdpukg¢uk ylzeyine homojen
bir yapida adsorplanamadi§gi ve ylizeyde farkh kUmelernmelerin  olabilecegi
degerlendiriimektedir. Sekil 12(B)de farkli zar yapisinda bulunan lipidler icin Olcllen
vizkosite degerleri veriimektedir. DSPC lipidin L-alfa-PC lipide kiyasla daha rijid zar yapisina
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sahip mikrokdpukgukler Uretebilecegini gostermektedir. Sekil 12(C)'de DSPC:PEG orani 9:1,
8:2 ve 5:5 olan mikrokopukgukler igin dlgllen vizkosite degerleri verilmektedir. Sekilden
gorilecegi Uzere mikrokopulkguk zar yapisinda PEG miktari arttikga, ylzey vizkosite degeri
azalmaktadir. Bu durumda, yapiya katilan PEG miktarinin mikrok&plkgUkleri daha rijit
yapmakta ve osilasyonda damping etkisini artirmaktadir. Bu durum, Sekil 12(D)'de gosterilen
ultrason sinyal gucindeki disme ile kendini PEG miktari

gOstermektedir. arttikgca

mikrokdpukguklerin osilasyon gugleri azalmaktadir.

12004 L] 1200 4 -
L]
1000 e 1000 Ak,
.
5 - C +
T = (YOS
g 8
$ a0 . £ 400
] L] T
Scnicated Tjunction DSPC L-alpha-pc
C 120
1000 -
o 8004
3 v
%’ 600
o v,
H 3 i
S 4004 )
* e
200
[1] T T T
PEG1:9DSPC  PEG1:4DSPC  PEG 1:1 DSPC
- 104 vv
El
s v
084
3 <
2 os- v v
.
3 :5
@ 0.4 *
-]
m < 4
(4]
9 g2 ¥ 1
v
0.0
PEG1:9DSPC  PEG1:4DSPC  PEG 1:1 DSPC

Sekil 12. (A) Sonikasyon yéntemi ve mikro-akis yontemi ile Uretilen mikrokdpukglkler icin
Olcllen vizkosite degerleri, (B) farkli zar yapisinda bulunan lipidleri igin 6lgllen vizkosite
degerleri, (C) DSPC:PEG orani 9:1, 8:2 ve 5:5 olan mikroképukgukler igin dl¢llen vizkosite
degerleri, (D) farkli oranlarda DSPC:PEG oraninda hazirlanan mikrokdpukguklerin yansittigi
Olgulen ultrason sinyal glict (Hosny vd. 2013).

Mikrokopukgukler bir cok alanda kullaniimaktadir (Tinkov vd. 2009, Suzuki vd. 2011).
Oksijen (Borden ve Longo 2004, Swanson vd. 2010), Nitrik Oksit (NO) (Postema vd. 2006),
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ilac/gen/DNA (Borden vd. 2007, Ferrara vd. 2007, Suzuki vd. 2011) transferinde
mikrokdpukguklerin kullanildigi rapor edilmigtir. Mikrokdpukgukler sonoporasyon etkisiyle
hicrelere ilag/gen/DNA ylklenmesinde etkin olarak kullaniimaktadirlar(Kudo vd. 2009).
Sonoporasyonda, hiicre membranina yakin yada yulzeye adsorplanmis mikrokdpukgiklerin
ultrason altinda jet olusturmalari sonucu transportun arttigi gosteriimektedir (Kudo vd. 2009,
Qin vd. 2009, Wang vd. 2013, Yu vd. 2015).

Farkli boyutlarda mikrokopukglklere atomik mikroskopun kantileveri ile bastirmayla
Olcilen mikrokopukgik direnci  Sekil 13'de veriimektedir(Chen vd. 2013). Sekilden
gorulecegi Uzere, boyutlari 6 ym’dan klguk mikrokdpukglklerin kuvvete karsi verdigi direng
eksponensiyel olarak artmaktadir. Bu kiglk boyutlardaki mikroképukglkler daha rijid ve
stabilitelerinin daha iyi olabilecegi izlenimi vermektedir.
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Sekil 13. Mikrokdpukguklerin atomik mikroskop ile dayaniminin élgtilmesi(Chen vd. 2013).

Bu bilgiler 1s1ginda, mikroképukgUklerin zar yapisi, ultrason altinda stabiliteleri, ve
yluzey morfolojilerinin nasil olacagi merak konusudur.

2.3. Ultrason Goriintiileme

Ses, cisimlerin titresimi sonucu meydana gelir. Elektromanyetik dalgalarin aksine ses
boslukta iletilemez. Ses dalgalari ancak molekiler ortamda iletilebilmektedir. Ultrason,
kulagin duyacagi sinirdan (20 Hz - 20 kHz) daha yuksek frekansli sese denir. Bir kaynaktan
¢lkan ses dalgasi bir nesneye carpip geri yansir ve tekrar kaynagina ulasir. Kaynagina
ulasan ses dalgasi eko (yanki) olarak adlandirilir. Béylece ses dalgasi kaynak ve nesne
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arasindaki mesafeyi iki kez kat etmis olur. Bu uzaklik L, sesin verildigi ortamdaki hizi Vs ve
arada gecen sure t olarak isimlendirilerse Denklem (5) elde edilir:

L=Vs*t/2 (5)
Buna gore, eger sesin ortamdaki hizi ve gegen sire bilinirse, nesne ile kaynak arasindaki
mesafe bulunabilir. Herhangi bir ortam igerisinde ses dalgalarinin hizi, frekans, dalgaboyu,
ve yonden bagimsiz olarak, sabit kabul edilir. Ekolarin intensitelerini belirleyen ses
dalgalarinin miktari, akustik empedans olarak adlandirilir. Akustik empedans, z, sesin
dagildigi ortamin yogunlugu ve hizinin garpimi sonucu bulunur(Zell vd. 2007):

z=pxVs (6)

Bir ses dalgasinin bir ortamda belli bir hizda hareket ederken baska bir ortama
gectiginde hizinin degistigini diistnelim. Araylzeyde, ses dalgasinin enerjisi ile gectigi ortam
arasinda tam olarak bir eglesme olmayacagi igin bu durum dalganin geri yansimasina neden
olur. iki madde arasindaki araylizeyden yansiyan sesin intensitesi, farkli akustik empedans
degerleriyle birlikte Denklem (7) ile gosterilir(Zell vd. 2007):

I?’Eﬂ — (:1 5 ¥

Ifotai (:1 + :3 }i (7)
Ifmrzs =100% — ff”eﬂ

Ifoﬁaf total

Burada, I, ses dalgasinin toplam intensitesi, | , yansiyan dalganin (eko) intensitesi, |

* “trans
gecen dalganin intensitesi’ni gostermektedir. Dolayisiyla, akustik empedanstaki farkhliklar
sesin yansimasina neden olan faktordir. Akustik empedansdaki daha bulylk farkhliklar,
ekonun intensitesinin de daha buyuk olmasini saglamaktadir. Tam tersi de gecerlidir; eger iki
farkli madde bir araylizeye sahipse ve ayni akustik empedans s6z konusu ise bu durumda
eko olugmayacaktir.

Ultrasonografide kullanilan frekanslar ylksek oldugundan, bu kadar yliksek titresimi
elde etmek igin piezo-elektrik (basing-elektrik) olayindan yararlanilir. Gérantulemeyi saglayan
ultrasonik ses dalgalari pulslar (vurular) halinde Gretilir. Bu olay, kuartz gibi bazi kristallerin
elektrik enerjisi verildiginde genigleyip daralarak titresmeleri ve dolayisiyla ses olusturmalari,
kendilerine gelen sesi ise yine ayni yontemle elektrik enerjisine ¢evirmeleridir. Bu sekilde
enerji cevirici maddelere transdiser (gevirici) denir. Ultrason aygitlarinda transdiseri
koruyucu olarak seramik diskler kullanilir. Transdiser’i tagsiyan bashda prob adi verilir. Bir
ultrason sistemde ekoskop adinda bir tarayici, medikal gorintulemede kullanilan ultrason
pulslarina benzer kisa voltaj pulslarini transdiisere gonderir. TransdUser ise voltaj pulslarini
ultrason pulslarina dénustirerek ortamda yayar ve daha sonra geri dénen ekolari alici olarak
algilar. Tarayici, dénen her bir puls igin gereken zamani kaydeder ve daha sonra sesin hizini
ekoyu yansitan nesneye olan uzakhda donustirur. Intensite, amplitude=genlik, ya da A-mod
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sinyal, geri dénen ekonun intensitesine karsilik zaman garafigi cizilerek olusturulur(Sun vd.
2014). Eko intensitesi, uzakhda bagli olarak yansitici (reflektif) arayizeylerin olustugu
bolgelerde pik verir. Zamana karsilik gelen bdyle bir grafik, eger ortamdaki sesin hizi bilinirse
derinlik/uzaklik grafigine donusturulebilir.

Gri-Skala (B-mod) gorintide ise gorintl olusturulurken dénen ekonunun yansima
miktari (donen dalganin genligi) ve proba ulasan ses dalgasinin gonderilmesiyle alinmasi
arasindaki slire hesaplanarak, dénen dalga, dalga siddeti (amplitude ya da genlik) degerine
gore farkli gri tonlarda kodlanmaktadir. Bu bilgilere ek olarak, yansiyan ses dalgasi ile B-mod
gOrunta olusturulurken faz, dalga boyu ve frekans gibi bilgiler dikkate alinmamaktadir.

Ses maddeyi gecerken, absorbsiyon ve yansima nedeniyle intensitesi azalir.
Absorbsiyon sesin frekansi, sesin gectigi maddenin absorbsiyon katsayisi ve kalinlk ile
dogru orantiidir. Suyun absorbsiyon katsayisi ¢ok diusuk, 6te yandan i¢i dolu kati bir
maddenin ise ylksektir. Bu nedenle ses sivilardan zayiflamadan geger. Yansima ise sesin
gectigi maddenin atom ve molekillerinin ses dalgasinin olusturdugu harekete gosterdigi
direng (akustik impedans) farkhliklari ile ilgilidir. Sesin yayilim yénindeki ortamlar arasindaki
farklilik ne kadar fazla ise yansima da o kadar ¢ok olacaktir.

2.4. Mikrokoplik¢iik Morfolojisi ve Floresan Mikroskop ile Goriintiileme

Fosfolipit mikrokdpukgtklerinin sonikasyon ile olusturulmalari sirasinda, probun hava-
sivl arayuzeyinde hareketi sonucu sivida kavitasyon ile gaz kabarciklari olusturulmaktadir.
Sivida ¢ok katmanli (multilayer) ve/veya iki katmanh (bilayer) vezikiller halinde bulunan
fosfolipitler, sividaki gaz kabarciklari ile biraraya geldiklerinde gaz kabarciklarinin etrafinda
kondense olarak mikroképukgukleri olusturmaktadir. Gaz-sivi ara yuzeyindeki ylizey gerilim
farkindan dolayi, fosfolipitler vezikillerden ayrilarak gaz kabarciklarinin ylzeyine adsorbe
olmaktadir. Fosfolipit adsorpsiyonunun gaz ylzeyindeki denge ylzey gerilimi 25 mN/m
oluncaya kadar devam ettigi dustnilmektedir (Borden 2009, Kwan ve Borden 2012). Ote
yandan, fosfolipit molekillerinin ylzeye adsorbe olduktan sonra laplace basinci altinda
mikrokdpukgukler icindeki gaz ¢dézinmeye gitmekte ve lipitler arasi intermolekiler mesafeler
belirli bir denge degerine ulasincaya kadar ¢éziinme devam etmektedir. Molekdlerin biraraya
gelmesi ile beraber hidrofobik ve van der Waals kuvvetleri daha baskin hale gelmekte, yuzey
gerilimini minimize edecek sekilde molekiller oriyante olmaktadir. Mikrokdplkgukleri
olustururken hava yerine suda ¢6zinUrligu disuk perflorakarbon gibi gazlarin kullaniimasi,
lipit adsorpsiyonunu artiracagi, dolayisiyla mikrokdpukguklerin  stabilizasyonunu artiracagi
bilinmektedir (Szijjarto vd. 2012). Havaya kiyasla daha hidrofofik gazlarla Uretilen
mikroképukglkler daha kiguk boyutlarda olmaktadir (Szijjarto vd. 2012). MikrokodpUkgik
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olusum mekanizmasi Kwan ve Borden tarafindan Sekil 14’deki sekilde sematize edilmistir.
Mikrokopukguklerin ylzeyindeki molekillerin bu sirada faz ayirimina giderek kati ve akiskan
fazlar olusturdugu kabul edilmektedir.(Kim vd. 2003, Borden vd. 2006, Borden 2009,
Lozano ve Longo 2009, Kwan ve Borden 2012, Schutt vd. 2014)
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Sekil 14. Sematize edilmis mikrokdpikglk olusum mekanizmasi(Kwan ve Borden 2012)
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Fosfolipitlere kiyasla ¢ok daha blyuk bas gruba sahip emilsifiyer molekullerinin lipit
kondensasyonuna karsi direng gostererek, daha ¢ok akiskan faza gectigi kabul edilmektedir.
Buradan emiilisifier molekilleri mikrokdpukguk stabilizasyonunu olumsuz etkiledigi gibi bir
géris ciksada, emulsifier molekdlleri mikrokdpukglik olusumu igin gereklidir. Yapilan
calismalarda fosfolipitlerin tek basina mikroképukglk olusturmadiklari gértlmuistir (Borden
vd. 2004, Abou-Saleh vd. 2014). Fosfolipitler tek baslarina sulu fazda dagitildiklarinda
termodinamik olarak en kararl yapi olarak lipozomlar halinde bulunurlar (Kozlov vd. 1997).
Lipozomlar, fosfolipit moleklllerinin sulu fazda olusturduklari iki katmanl yapilarin kiresel
formudur. MikrokopukglUkler ise, gaz-sivi araylizeyinde monotabaka sekilde absorbe
olmasiyla olusan kiresel yapilardir. Gazin yogunlugunun sividan ¢ok disik olmasi sebebi ile
képlkglk goérinimuindedirler. Fosfolipitler gaz-sivi araylizeyinde bir bariyer olarak gaz
difizyonunu engelleme gorevini Ustlenirler. Dolayisiyla, gaz-sivi araylzeyindeki ylzey
gerilimini minimize etmek ve boylece mikrokdpukglklerin stabilizasyonunu artirmak icin gaz
kabarcik ylzeyinin tamami ile molekuller tarafindan kusatiimis olmasi sart olmaktadir.

Mikrokopukclklerde gaz-sivi araylizeyindeki ylzey gerilimini minimize etmek igin
degisik calismalar yapiimistir. Borden ve ark. tarafindan yapilan ¢ok sayida calismada
fosfokolin lipitlerinin kuyruk agcil zincir uzunluklari artirildiginda fosfolipitler arasindaki
hidrofobik ve van der Waals kuvvetleri arttigindan, mikrokopukguklerin stabilitelerinin artigi
savunulmaktadir (Borden ve Longo 2002, Borden ve Longo 2002, Borden ve Longo 2004,
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Borden vd. 2004, Pu vd. 2005, Kwan ve Borden 2012). Ancak, DSPE-PEG5000 ile degisik
acil zincir uzunluklan sahip fosfokolin lipitlerle olusturduklar mikroképukguklerin statik
¢6ziinme davranislarini inceledikleri bir galismada, DPPC (n=16) den DBPC (n=22) e dogru
stabilitede bir iyilesme oldugu, agil zincir uzunlugu n=24 (DLiPC)’e artinldiginda stabilitenin
azaldigi, mikroképukeik igindeki gazin hizla ¢6zindigl gordlmistir.(Garg vd. 2013)
Maalesef, in-vitro ve in-vivo ¢alismalarda benzer bir trend gézlenememigtir. Fosfolipitlerin agil
zincirleri arasindaki hidrofobik ve van der Waals kuvvetleri stabilite Gzerinde etkilidir. Nitekim,
Cox ve ark. (Cox ve Thomas 2010) tarafindan yapilan bir ¢galismada DSPE-PEG2000
emulsifier olarak kullanilarak DOPC ve DSPC mikroképukgukleri tretilmis ve ultrason altinda
tek bir mikrokdpukglge ait ¢ézinme davraniglari incelenmigtir. DOPC mikrokoépukcukleri
hizla ¢ézinlr ve ortamdan yok olurken, DSPC mikrokdpukguklerinin ultrason altinda daha
stabil kaldiklari goralmuagtir. Agil zincirinin saturasyonunun stabiliteyi artirdigi goéralmastar.
Acil zincirinin uzunlugu mikrokoépukglk boyut dagilimini etkisi ile geliskili sonuglar litratiirde
mevcuttur. Swanson ve ark. (Swanson vd. 2010) tarafindan yapilan bir calismada DSPC ile
uretilen mikroképukglklerin DPPC’ye kiyasla daha dar bir boyut dagilimina sahip olduklari,
ancak DSPC mikrokopukguklerinin daha fazla buyime egiliminde olduklari goralmustar.
Populasyondaki bliylime kiglik mikrokdplkguklerin laplace basinci altinda daha c¢abuk
cbzunmeleri ve ortamdan daha erken yok olmalarindan kaynaklaniyor olabilir ki, bu varsayim
Epstein-Plesset teorisi ile uygunluk icindedir (Epstein ve Plesset 1950). Ote yandan, farkl bir
calismada farkli emdlsifiyer oranlari ile hazirlanmig DSPC mikrokdpukguklerinin DPPC
mikrokdpukguklerinden nisbeten biraz daha buylk olduklari bulunmustur (Kooiman vd.
2014).

Mikrokopukguklerin ylzeyindeki mikroyapilar ile stabilite iliskisinin anlasiimasi tGzerine
yaplimig ¢aligmalarda mevcuttur. Mikrokdpukguklerin yuzeyindeki mikroyapilari aydinlatmak
Uzere, Langmuir-Blodgett Film metodu ve Floresan mikroskobu yaygin olarak
kullaniimaktadir (Kim vd. 2003, Borden vd. 2004, Borden vd. 2006, Pu vd. 2006, Borden
2009, Kwan ve Borden 2012). Mikrokopulkgik Uretiminde yaygin bir sekilde kullanilan
PEG4St'In fosfolipitlerle olusturduklari mikrokdpukgtklerde, kullanilan floresan probun sivi-
dizensiz (liquid disordered, expanded) faz ile karstigi kabul edilmektedir (Borden vd. 2004).
Dolayisiyla, karanlk bolgelerin fosfolipitce zengin, aydinlik bdlgelerin ise emulsifier
bakimindan zengin bdlgeler oldugu kabul edilmektedir. Borden ve ark. (Borden vd. 2004)
tarafindan degisik acil zincir uzunluklarina sahip fosfokolin lipitlerle  yapilan
mikrokdpukguklerde, kisa agil zincirli (n=12->14) fosfokolin lipitlerin emulsifier ile homojen bir
dagihm icinde mikrokdpukguk yuzeyinde dagildiklari rapor edilmigtir. Zincir uzunlugu n=16 ve
yukari olan fosfokolin lipitlerle Gretilen mikrokopukgiklerin floresan goérintilerinde karanlik ve
aydinlik alanlar (domainler) gorilmis ve emulisifierin uzun agil zincirli fosfokolin lipitlerle

homojen bir sekilde karismadigi sonucuna varilmistir (Borden vd. 2004). Agil zincir uzunlugu
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n=18 ve Uzeri fosfokolinler ile olusturulan mikrokdpikguklerin isitma/sogutma altindaki
morfolojik degisimleri incelendiginde, faz gecis sicakhdinin Ustinde bir sicakliga
istildiklarinda floresan probun mikrokdpulkgik ylzeyinde homojen bir dagihim goésterdigi
gorulmus, sogutma hizina bagh olarak domain olusumlari gézlemlenmistir (Borden vd. 2004,
Borden 2009). Hizli sogutma modunda karanlik (floresan prob icermeyen) domainlerin
sayisinin arttigl, ancak daha kig¢ik domainlerin olustugu, yavas sogutma modunda ise daha
az sayida fakat daha buylk karanlik domainlerin olustugu gértlmustir (Borden vd. 2004).
Mikrokopukclklerden gaz gegirgenliginin olusan bu domain olugumlari ile yakindan ilgili
oldugu gérulmis, kicik domain olusumlarinda gaz gegcirgenliginin arttigi  goérilmus,
dolayisiyla gazin monotbakanin sivi-dizensiz fazi Uzerinden ¢6zUunduglu sonucuna
varilmistir.(Pu vd. 2005) Artan agil zincir uzunlugu ile monotabakadan gaz gegirgenliginin
eksponensiyel olarak azaldigi gérulmustur (Pu vd. 2005). Artan sogutma hizi ile birlikte daha
kiiglik domainlerin olustugu Kim ve ark. tarafindan yapilan bir calismada da gézlemlenmis ve
bunun klasik ¢ekirdek teorisi ile aciklanabilir bir durum oldugu dile getirilmistir (Kim vd.
2003). DSPE-PEG5000’nin emulsifier olarak kullandigi bir calismada ise, yine faz gecis
sicakhgdinin Ustinde bir sicakliga isitildiklarinda, monotabakanin sivi-duzensiz faza gectigi ve
floresan probunun homojen bir sekilde dagildigi goériimuistir. Ancak, hizli sogutulan
mikrokdpukguklerin, herhangi bir domain olusumuna gitmedikleri, floresan molekulinin
mikrokdpukguk ylizeyine homojen bir sekilde dagildigi gértlmastir (Schutt vd. 2014).

Floresan mikroskop calismalarindan, mikrokdpukgikleri olusturan monotabakada
domain olusumlarinin gazin ¢éziinmesine sebebiyet verdigi anlasiimaktadir. Gazin
¢6zinmesi ile birlikte monotabakada ¢ékme (kollaps) baslamaktadir. Cékmede, sivi-dizensiz
fazinda c¢ogunlukla yer alan emulsifier molekullerinin vezikiller olusturarak monotabaka
yapisindan ayrildigi ve bununla beraber ylzey deformasyonlarinin basladigi kabul
edilmektedir (Pu vd. 2006, Kwan ve Borden 2012).

Floresan mikroskobu, en yaygin bigimde, hlcre biyolojisi arastirmalarinda floresan
molekdllerin lokalizasyonu belgelemek amaciyla kullaniimaktadir. Floresan mikroskobunun
biyomedikal alanda kullanilan numunelerin yapisinin ve nicel analizlerinin yapilmasinda
kullanimi ise giderek yayginlagsmaktadir.(Wallace vd. 2001) Nicel analizleri etkileyen
faktérlerden en O6nemlisi numunenin fazla floresan 1siIgina maruz kalmasi nedeniyle
floresanin 6zelliginin kaybolarak solmadir (photobleaching). Floresan mikroskobunda yapilan
analizleri etkileyen temel parametreler: objektifin numerik agiklidr ve buyutmesi, sogutmal
kamera olmasi ve kameranin 1X1 bining modunda olmasi vb. sayilabilir. Bunlara ek olarak
floresan 1sik yogunlugu (excitation light intensity), 1s1ga maruz kalma slresi (pozlama suresi:
exposure time), sinyal/gurilta orani, gértntl netligi de nicel analiz yapilabilmesi igin optimize
edilmesi gereken parametrelerdendir.(Waters 2009)
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Floresan nicel analizler sogutmali CCD kamera ile cekilen dijital gorintilerden
yapiimaktadir. Olgiilen floresan yogunluklari hem floresan boyanin o&zelliklerine ve
konsantrasyonuna hemde uyarici i1sik siddetine baghidir. Yayilan 1s1din intensitesi asagidaki

baginti ile verilir:

F=glo(-eC) (8)

Burada, F yayilan isik intensitesi, ¢ kuantum verimliligi (uyarniimis haldeki molekullerin
floresan emisyonu yaparak temel seviyeye donme yiizdesi), € molar absorpsiyon katsayisi, b
Isik yol uzunlugu ve c floresan boyanin molar konsantrasyonunu goéstermektedir. Derigik
olmayan konsantrasyonlar i¢in sbc < 0.05 kabul edilir ve esitlik asagidaki basit forma

indirgenebilir.
F=k ¢ Ig &bc (9)

Gordldugu Uzere, diger parametreler sabit tutuldugunda yayilan is1gin intensitesi
floresan boyanin konsantrasyonu ile dogru orantiidir. Buradan floresan boyanin
konsantrasyonu ne kadar ylksekse yayilan 1s1gin intensitesi o kadar ylksek olur gibi
disunilsede, ylksek floresan boya konsantrasyonlarinda komsu floresan molekdlleri
tarafindan 1s1§in sénimlenmesi (quenching) etkisi ile intesite azalmaktadir. Numunedeki
floresan boya konsantrasyonu arttikga, uyariimis molekiller 1s131 yaymak yerine birbiri ile
etkileserek enerjisini  kaybetmektedir. Self quenching denilen bu etki, ylksek
konsantrasyondaki floresan problardan vyayilan 1sigin detektor yerine diger bir prob
tarafindan emilmesinden kaynaklanmaktadir.(Benchimol vd. 2013) Bu ylzden nicel analiz
oncesi floresan boya konsanstrasyonunun optimize edilmesi gerekmektedir.

Floresan mikroskobu ile nicel analiz yonteminde, yayilan 1s1gin intensitesi dedektore
ulasan foton sayisi ile orantilidir. Bu nedenle detektoriin doygunluk seviyesi altinda olmak
gerekir. Kamera detektorunun topladigi foton miktari uyarici 1sik yogunlugu, i1s1gin
homojenizasyonu ve numunenin 1siga maruz kalma slresinden (pozlama suresi)
etkilenmektedir.(Waters 2009) Belli bir uyarici 1sik siddeti araliginda, floresan isigini
artirdigimizda pozlama suresi (exposure time) azalmakta, dusiurdigimizde de pozlama
suresi (exposure time) artmaktadir ki, bu pozlama dengesi kurali (reciprocity law) olarak
bilinir.(Martin vd. 2003) Yuksek uyarici isik yogunluguna bagh olarak 6rnek solabilir
(photobleach) ya da dislk isik siddeti yiksek pozlama siresine bagli olarak dijital gériintide
cok fazla gurdlti (noise) olabilir. Pozlama dengesi kuralinin gecgerli olmadigi durumlarda
goruntilerden saglikli nicel analiz yapilmasi mimkuan dedgildir.

Nicel analiz yapilacak dijital goérintilerde sinyal/glriltli (signal-to-noise) oraninin
yuksek olmasi gerekir. Dijital gurdltinin 3 farkli bileseni vardir. Bunlardan bir tanesi her
kamera detektoriinin dark noise olarak adlandirilan karanlk pixel yogunlugudur. Hi¢ bir
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foton ya da uyar detektdre gelmemesine ragmen (6rnek yok, uyarici isik yok, ortam
tamamen karanlik) alinan goéruntlilerde pozlama suresine bagl olarak bir gurulta verir.
ikincisi ise 1sik ve pozlama siiresinin birbiri ile uyumsuziugundan kaynaklanir. Dusik 1Sk
yiuksek pozlama suresi dijital gérintide gurdltd olusumuna sebep olmaktadir. Son olarak
ornegin vyeterli konsantrasyonda floresan icermemesi ve detektorin yeterli foton
toplayamamasindan kaynakli gurulti olugsmaktadir. Bu parametrelerin optimize edilerek nicel
analiz yapilmasi gerekmektedir.(Pang vd. 2012)

Sadece dijital goruntilerden gorsel olarak mikrokdpukcuklerdeki floresan
yogunluklarini, domain olusumlarini ve buna bagl olarak mikroyapilarini karsilastirmak
saglkl sonuclar vermeyebilir. Zira, her ne kadar mikrokdpikguk formulasyondaki floresan
ylzdesi sabit tutulsa da, mikrokdpukgik yapisina giren floresan miktari kompozisyona goére
degisim gosterebilir ve yapiya giren miktara gérede domain olusumlari ve morfolojiler farklilik
gOsterebilir. Mikroyapida karanlik bélgelerin goriimesi o bdlgede lipid ve/veya emudlsfier
olmadigi anlamina gelmez. Sadece floresan probun var olmadigi séylenebilir.

2.5. Bolus Enjeksiyon Yontemi ile Analiz

Bolus enjeksiyon yoénteminde bir akis ortamina enjeksiyonu yapilan belirleyici
(indikator) molekuller akis ortaminda yayilma, seyrelme, Brownian hareketi, laminar akis,
veya tlrbllanstan dolayi dilisyona ugrarlar. Bdylece, bolus enjeksiyon sonrasi indikator
molekiller (mikroképukgukler) ilgili bolgeden degisik zamanlarda gecer ve bir dilisyon egrisi
uretirler. Indikatér diliisyon egrisi, mikrokopiikgiklerin gecis sirelerinin olasilik yogunluk
fonksiyonu ile tanimlanabilir(Harabis vd. 2013). Bu durum birim zamanda ilgili bélgeden
gecen mikrokdpukgtklerin miktariyla orantihidir. Bolus enjeksiyondaki mikrokdplkgik miktari,
m, bilinirse ve zamanin bir fonksiyonu olarak mikroképukglk konsantrasyonu ilgili bélgede
Olgulebilirse hacimsel akis hizi (Q) ve kan hacmi (V), egri altindaki alan (AUC) ve ortalama
gegcis suresi (MTT) cinsinden asagida verilen denklemler vasitasiyla hesaplanabilir(Strouthos
vd. 2010, Harabis vd. 2013):

Q=m* (AUC)" (10)
V=Q*MTT (11)

Ultrason sisteminde, mikrokdpukglk konsantrasyonu yerine geri sagilan akustik dalga
intensitisi /(t) dlculur, dolayisiyla Q ve V degerlerini dogrudan &6lgmek mumkidn degildir.
Bununla birlikte, dislik mikrokdplk¢ik konsantrasyonlarinda geri sacilan intensite
konsantrasyonla orantihidir. Bu, Q ve V ile orantii olan miktari dlgmemize olanak
saglamaktadir. Yuksek kan akisi hizlarinda mikrokdpukgukler ilgili bolgeye daha hizl hareket
ederle ve maksimum seviyeye (pik) ulasma suresi (f,) daha kisa olur. Dolayisiyla, kan akis
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hizinin yiksek oldugu vaskiilarize kétii huylu timér bélgelerinde, zaman-intensite egrisinde
normal parenkimal bdlgeye gore daha kisa bir yikselme beklenir.

Birtakim 6n kabuller yapilarak bolus enjeksiyon sonrasi olusacak zaman-intensite
egrilerini modellemek Uzere temel olarak 4 teorik model turetilmistir(Strouthos vd. 2010).
Bunlar; log-normal fonksiyon, Erlang ve Gamma degiskeni fonksiyonlari, drift model difiizyon,
ve gecikmeli normal fonksiyon modelleridir. Asagida bu modellerden bizim ¢alismalarimiza
en iyi uyan Log-Normal ve Drift Diflizyon Modelleri kisaca tanitilacaktir.

Log-Normal Fonksiyon: istatistikte, eger bir degisken cok sayida bagimsiz rastgele
degiskenin Urlinl ise o degisken log-normal dagiim ile ifade edilebilir. Log-normal dagilim
fonksiyonu (12) ile verilebilir.

He) = AucC
vZme(t — t,)

Burada, I(t) zamanin bir fonksiyonu olarak geri sagilan sinyal intensitesini (mikrokdpukguik

e (Im(e—co)-?}/ (2%} 4 [ (12)

konsantrasyonu ile orantili) gostermektedir. y ve o degiskenleri ise sirasiyla, bagimsiz
degisken fnin logaritmasinin normal dagiiminin ortalama ve standard sapmasini
goOstermektedir. Zaman-Intensite egrisi, /'yl degistirerek yatay olarak dlgeklendirilebilir ve o
degerini arttirarak daha da egriltilebilir. Taban ¢izgisi intensitesi, Iy, temelde intensite off-set
degeridir, bu da gorintideki gurilti seviyesinden kaynaklanir.

Ortalama gegis suresi, MTT, olasilik yogunluk fonksiyonundan (/(f) — lo) bolusun varis
zamaninin (fo) ¢ikarilmasi sonucu bulunur. MTT ve t, su sekilde ifade edilir:

oW+ 2MTT = ghto™/2 (13)

ty = e*™ " (14)
Drift Difiizyon Modeli: Bu modelde, mikroképikglklerin dolasim sistemine dogru
hareketi lineer konveksiyonun Uzerine boylamsal difizyonun eklenmesi olarak ele
alinmaktadir. Sistemdeki cikista 6zel sinir kosulunun olmadigi durumlarda, geri sagilan
sinyalin intensitesiyle orantii olan herhangi bir pozisyon ve andaki mikrokdpukguk
konsantrasyonunu, C(x,t), belirlemek icin bu model kullaniimaktadir. Lokal yogunluk

rastlantisal hareket (LDRW) modeli olarak bilinen fonksiyon su sekildedir:

et i Y 1 M (t—to)
f(e) = 4uc. (?) () |2t (& fol)+( u )] rh ")

Burada, u = x¢/v, xo ilgili bélgenin (ROI) girisi ve ¢ikisi arasindaki uzaklik, v, sivi ya da kan

akis hizidir. Dolayisi ile p bir mikrokdpuketgin xo uzakhigini katetmesi igin gereken ortalama
gecis slresidir. Diger bir parametre, A, A = uv?/2D olarak ifade edilir. Burada, D efektif
boylamsal difiizyon katsayisr’'dir. Zaman-intensite egrisinin egriligi A"e esittir. D parametresi,
timor mikrosirkllasyonundaki kan akisi gibi karmasik sistemlerde, tlrbllansh karisma ve
Brownian hareketi gibi degisik fiziksel mekanizmalardan gelen katkilari yansitan genel bir
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parameterdir. Peclet sayisi (Pe), Pe = 1p/1c olarak ifade edilir. Burada, 1o, o = Xo?/D
mikrokdpukguklerin difuzlenme suresidir. 1. ise toplam gecis sUresidir ve p'ye esittir.
islemlerin yapiimasindan Pe = 2 A bulunur. Bu ANnin dogrudan fizyolojik 6nemini
belirtmektedir. Bu modelde, mikrokdpukguklerin ilgili bélgeye bir¢cok kere girdigi ve ¢iktigr gbz
onlne alindiginda, ilgili bolgede mikrokdpulkguklerin ortalama kalis stresi (MRT) MTT'den
blyuk olacaktir. LDRW modelde MTT, MRT ve t, parametreleri su sekilde ifade edilir:

MRT = n(H%) (16)

MIT = (17)

ty = (;—A) (Vi+az-1) (18)
MRT ile MTT arasindaki fark /A = 2D/v?dir, bu da diflizyon sabiti olarak D degerinin biyuk
olmasinin sistemden c¢ikistaki mikroképukgik gegislerinin  artisina neden oldugunu
gostermektedir. Eger v2, 2D degerinden daha blyik olursa, mikroképulkglk diflizyonunun
etkisi ihmal edilebilir dizeyde oldugu ve MRT degeri ile MTT degerinin birbirine yaklastigi
sdylenebilir.

LDRW modeli gibi, tek gecis zamani (FPT) modeli de drift model diflizyon denklem
igin bir ¢6ziim olabilir. ki model arasindaki tek fark, gikistaki sinir kosuludur. FPT modeli,
¢lkis duzleminde absorbe edici bir bariyer oldugunda gegerlidir. Burada, indikatér sinirdan
sadece bir kere gegebilirken, LDRW modelinde birgok gegis s6z konusudur. Dolayisiyla FPT
modelinde, MRT MTT'ye esittir. FPT modeli igin deneysel datalara en iyi uyan model
denklem su sekildedir:

I(t) = AUC. (1—1)‘/% .(&_“—fo))%.exp [—%;t (& _‘“fo))—i_ (& ;m)] + I, (19)

Burada, olcim yapilan ilgili alanda (ROI) ortalama gegis zamani (MTT) ve intensitenin pik

seviyesine ulasma zamani (tp) asagidaki esitliklerle verilebilir.
MTT =MRT = u (20)

ty = (55) (VO + 47 -3) 21)
Bu modellerden elde edilecek egri altinda kalan alan (AUC) degeri ile Denklem (10)'da
gOrilecegi Uzere indikator (mikrokdpulkgik) konsantrasyonu ve Denklem (11) ile oélgllen
(ROI) alanin hacmi hesaplanabilir. Ancak, bu yontemle elde edilen bilgilerin yeniden analiz
edilmesi gerekmektedir.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Kimyasallar

Projede kullanilan malzemelerden disterol-glisero-fosfokolin (DSPC, %99) Avanti
Polar Lipids (Alabaster, AL), Polietilen glikol-40-stearat (PEGa4oSt), propilen glikol (PG, US
Pharmaceutical grade) ve ¢ozlicu olarak kullanilan kloroform Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)
firmasindan, floresan isaretli mikrokdpukguklerin hazirlanmasinda kullanilan FITC-DHPE
Invitrogen’den ve NBD-PC Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL) firmasindan temin edildi. Bu
malzemelerin kimyasal yapilari Tablo 2'de go6sterilmistir. Mikrokdpukguklerin Gretiminde
kullanilan perflorabliitan gazinin temini ise Synquest firmasindan yapilmistir. Karsilastirma
amaciyla ticari Vevomarker® marka mikrokopikgukler (Visualsonics) kullaniimistir.

Tablo 2. Kullanilan mikrokdpUkcglk malzemeleri ve kimyasal yapisi.

Kimyasal Adi Kimyasal Yapisi

. . . o] o]
distearol-glisero-fosfokolin /\/\/\/\/\/\/\/\)\0/\{\0’?‘0\/\«
O H - ~

(DSPC) R S o [
0
Polietilen glikol-40 Stearat Ho.C )I\O/\O/\“(CHZCHZO)SQH
(PEG40St)

Florescein-5-Thiocarbamoyl)-

1,2-Dihexadecanoyl-sn- 0
CHS[CH2)14—C —0(|)H2
Glycero-3- CHy(CH,), ~C—OCH O
Phosphoethanolamine, s & _E_OCHchENH_E H
Triethylammonium Salt .
(FITC-DHPE) el
2-(12-(7-Nitrobenz-2-Oxa- 0 0

1,3-Diazol-4-yl)amino) O”K\O’C;Ff“o\/\rlqi

O
N N 0 H
Dodecanoyl-1-Hexadecanoyl- | o Q H Y Y TN
B 3
N\O,N

sn-Glycero-3-Phosphocholine
(NBD-PC)
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3.2 Mikrokoplikgiiklerin Hazirlanigi ve Karakterizasyonu

Mikrokopilikgiiklerin Hazirlanisi: Mikrokdpukguklerin - Gretimi, 2010-2012 vyillari
arasinda TUBITAK tarafindan desteklenen 109M494 no’lu projede gelistirilen yéntem ve
formulasyonlarda gercgeklestirildi. Mikrokdpukguklerin  hazirlanmasinda fosfolipid olarak
distearol-glisero-fosfokolin (DSPC) ve emillsifiyer olarak Polietilen glikol-40-Stearat
(PEG40St) kullanildi. Farkli molar oranlarindaki lipid/emdulsifiyer karigimlari toplamda 40
pmol olarak hazirlanarak kloroformda ¢ozildd. Ortamdaki kloroform azot gazi ile
uzaklastirlarak lipid/emdalsifiyer filmi elde edildi. Olusturulan film fosfat tamponlu ¢oézelti
(FTC) ve propilen glikol (PG) karisimindan olusan (hacim orani 4:1) ¢ozelti ile 55 °C’deki su
banyosunda 2 saat hidratasyona tabi tutuldu. Su banyosundan cikarilan 6rnekler problu
sonikatdér (Misonix S4000) vyardimi ile mikrokoplkclik haline getirildi. Olusan
mikrokdpukgukler solusyonuna fosfat tamponlu ¢bzeltiden eklenerek 1200 rpm’de 4 dakika
santrifiij yapildi ve flotasyon yontemi ile ortamda var olabilecek istenmeyen buyuklikteki
mikrokdpukgukler ile mikrokdplkglklerin yapisina katilmamis olan lipidler, lipozomlar,
miseller bir siringa yardimi ile atildi. Yukarida asilti halinde bulunan mikrokdépukgukler
pH=7.2 olan FTC tamponu ile yikanip tekrar santrif(ij yapildi. Yikama sonucu, dipteki seffaf
sivl siringa vasitasi ile gekilerek atildi. Ustte kalan mikrokopikgiikler FTC ile ikinci bir
yikamaya tabi tutuldu. ikinci yikamanin sonunda FTC:PG ¢dzeltisinden 1 mL eklenerek 2 mL
hacimli tlp icerisinde saklandi. Mikroképukguk iceren tlpler 4 °C’de buzdolabinda saklandi.
Mikroképukguklerin karakterizasyonlari bir giin sonra 4 °C’de stabilize edildikten sonra
yapildi.

Mikrokopukgiiklerin Boyut ve Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi:
Mikrokopukguklerin konsantrasyonu ve buyuklik dagihimlari optik yontemle tayin edildi. Bu
amagcla, optik mikroskoba (Carl Zeiss Axiolmager M2 model) bagh dijital bir kamera (Carl
Zeiss AxioCam 506 mono) kullanildi. Daha énce hazirlanan mikrokdpulkgik stispansiyonlari
farkl oranlarda pH=7.2 olan fosfat tamponu (FTC) ile seyreltildi. Olusturulan solusyondan 10
ML alinarak Thoma lamina aktarildi ve optik mikroskopta 5X, 10X, 20X ve 40X blyutmelerde
incelendi. MikrokdpukgUklerin ylksek sicakliklardaki stabilizasyonlari vicut sicakhgi olan 37
°C’'de test edildi. Bu amagla, mikrokdépikglkler, sicakhgr énceden 37 °C’ye set edilmis
termostath  sicak su banyosuna konuldu. Belli araliklarla su banyosundaki
mikrokdpukguklerden érnekler alinarak ve gerekli seyreltmeler yapilarak mikroskop altindaki
goruntileri alindi. Her bir 6rnek igin thoma laminin tamamini tarayacak sekilde 9 farkh
bdlgeden fotograflar cekildi ve bu cekilen fotograflar Imaged (NIH) programi ile analiz
edilerek mikrokdpukguklerin blyuklik dagihimlari saptandi. Thoma laminda lam ile lamel
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arasindaki boslugun kalinligi 1/10 mm’dir. Mikroskopta bakilan alanin kenar uzunluklari
saptanarak, hacmi mm3 cinsinden hesaplandi. mm®ten mL’ye gegmek igin bulunan sonug
103 ile carpildi. Bakilan alandaki mikrokdplkgukler Imaged programi ile sayildi ve seyreltme
faktéri  ile  carpilarak mL’deki  mikrokdpuikgik  konsantrasyonu  hesaplandi.
Mikrokopukguklerin zamana karsl boyut dedisimleri ise 63X/0.75 objektif (Carl Zeiss Plan-
Neofluar) ile lamel kullaniimadan takip edilerek incelendi. Ayni zamanda, mikrokdpukguklerin
Beckman Coulter-Counter tanecik sayici cihazi ile dogrudan sayilari belirlenmistir.

33 Mikrokopiikgiiklerin Floresan Mikroskopu ile Morfolojilerinin incelenmesi:

Mikrokdpukgulklerin  yuzey morfolojilerinin degerlendirmeleri icin  100X/1.25 yagl
objektif (Carl Zeiss Plan-Apokromat) kullanildi. Bu amagla, degisik oranlarda (% 0.1 ile % 1.5
arasinda degisen oranlarda) FITC-DHPE igeren DSPC:PEG4St mikrokdpikleri hazirlandi.
Morfolojik incelemeler igin mikrokdpukgukler stok sollisyonlarindan cekilerek kendi pH’indaki
FTC solisyonu ile seyreltme yapilarak lam-lamel arasinda konuldu. Mikrokdpuikg¢ukler
icerdikleri hava nedeniyle bulunduklari sollisyon icinde yukari dogru ylkselme
egilimindedirler. Bu nedenle, lamel ylzeyine yapismalarini engellemek i¢in mikroképukgukler
lam Uzerine konulmadan 6nce vakum yagi kullanilarak bir havuz olusturuldu.(Berden vd. 2004)
Olusturulan havuz i¢ine mikroképikgik solusyonu konulduktan sonra lamel ile kapatildi. Ters
cevrilerek, mikrokdpukguklerin cama yapismayan tarafindan gorintiler alindi. Boylelikle
mikrokdpukguklerin solusyonda yukselmesi sonucu lamel ile temas etmesi sonucu olabilecek
morfolojik degisimlerden kacginilmis oldu. Vakum yagdi ile olusturulan ylkselti sayesinde
mikrokdppukgukler lam ile lamel arasinda ezilmeden Ug¢ boyutlu yapilarini korumalari
saglandi. Floresan probunun isik altinda solmasini engellemek icin goérintiler aydinlik
alanda bulundu ve sonrasinda floresan mikroskop moduna gegilerek fotograflar ¢ekildi.

Mikrokopiikgiiklerin Floresan Yogunlugunun Nicel Analizi: Mikrokdpukguklerin
yluzey morfolojisini incelemek Uzere, mikroképlkglik karisimina floresan molekill olarak
Tablo 2'de verilen FITC-DHPE ve NBD-PC'den degisik oranlarda ilave edildi ve
mikrokdplikciikler benzer sekilde hazirlandi. Uretilen floresanli mikrokdpiikgiikler, kamera
atagmanh yukardan aydinlatmali floresan mikroskobu (Carl Zeiss Axiolmager M2 model)
altinda incelenerek dijital kamera (Carl Zeiss AxioCam 506 mono) ile fotograflari cekildi.
Floresan mikroskobu ile nicel floresan yogunluk olgumleri igin 100X/1.25 yagli objektif (Carl
Zeiss Plan-Apokromat) ve 63X/0.75 objektif (Carl Zeiss Plan-Neofluar) kullanarak orta
dizlemden goruntdleri alindi.

Floresan yogunlugunu 6lgmek i¢in mikrokdpikgukler stok sollisyonlarindan gekilerek
kendi pH’indaki FTC sollsyonu ile seyreltme yapilarak lam-lamel arasinda konuldu. Floresan
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probunun 1sik altinda solmasini engellemek igin goérintiler aydinlik alanda bulundu ve
sonrasinda floresan mikroskop moduna gegilerek fotograflari ¢ekildi. Floresan mikroskobu ile
goruntilemede, floresan goértntlsunin kalitesi dedektoriin quantum verimliligi ve dedektoére
ulasan fotonlarin sayisi ile orantilidir. Diger bir degisle dedektdre ulasan fotonlarin sayisinin
artmasi ile goruntinidn floresan yogunlugu artmaktadir. Genel olarak, kamera pozlama
suresinin artinlmasi dedektére ulasan foton sayisini artirmaktadir. Ancak, dedektor
doygunluga ulastiktan sonra gelen fotonlar piksel yogunluguna bir katki bulunmayip,
dedektoriin lineeritesini etkileyecegi igin nicel dlgimlerde hatall sonuglar verecektir.(Waters 2009)
Kameranin doygunluk seviyesinin altinda kalmak Uzere, tim floresan mikroskop
calismalarinda dedektdér doygunluk ylzdesi %50 olarak set edilerek goéruntileri alindi.
Mikrokopukglk floresan yogunlugu, mikrokdpukglklerin gérintide ¢apinin en blyuk oldugu
orta duzlemden (mid-plane, Sekil 15) alinarak(Elmas vd. 2005, Benchimol vd. 2013) ve
Denklem 1’de verilen formil kullanilarak hesaplandi.(Pang Z 2012) Boylelikle fokusa bagl
farkliliklar elimine edilmis oldu.

Sekil 15. Mikrokdpukgik ¢apinin en yiksek oldugu orta dizlem (mid-plane) gorintisu

) _ (Mikrokopikeiik FL.Yo0)-(Arkaplan FL.Yo) (22)
Normalize FL.Yog =

Kamera Pozlama Siiresi
pH’In mikroképikguklerin floresan yogunluklar Uzerindeki etkisini incelemek Uzere

+4°C saklanan mikrokdpukgiklerin alt fazi gekildi ve degisik pH’larda hazirlanan FTC ile
karistirilarak goéruntleri alindi ve floresan yogunluklari hesaplandi.

34 Mikrokopiikgiiklerin Yiiksek Hizda Osilasyonlari

Mikrokopukgukler'in ultrason altinda yiksek hizli osilasyonlari University of
Pittsburgh-Medical School (UPMC)’da Dr. Flordeliza Villanueva’nin labaratuvarinda bulunan,
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“Ultra Yuksek Hizli Kamera Sitemi” ile gorintilendi. Ultra ylksek hizli gérintl sisteminde,
lipid mikrokopukgikler bir kapiler tlp igerisine yerlestirildi. 1 MHz frekansinda (saniyede 108
salinim) ultrason mikrokopukgcikler Gzerine génderildi. Bu esnada bolgesel basing, kurulan
deneysel dlizenek Uzerinden 0.5 MPa’a ayarlandi. Video kayit hizi 5.10° fps olacak sekilde
kameralarin resim alma hizlari ayarlandi ve video kaydi yapildi. Toplanan resimlerden
saniyede 16 resim olmak Uzere 16 fps hizinda yeni bir video olusturuldu. Elde edilen video
goruntiler kullanilarak mikrokdpukguklerin osilasyonlari esnasinda boyutlarindaki degismeler
Imajed programi kullanilarak tespit edildi.

3.5 Mikrokopiikgiiklerin Hidrostatik Basing Altinda Stabiliteleri

Mikrokopukguklerin basing altinda boyutsal degisimleri ve bu esnada zar yapisinda
olabilecek degisimleri anlamak Uzere $ekil 16’de gdérulen hidrostatik sabit basing sistemi
tasarlanmis ve geligtiriimistir. Hidrostatik sabit basin¢ sistemi basin¢ yaratmak Uzere bir
pompa, istenilen seviyede basing dederi elde edebilmek Uzere bir basing regllatérl, basing
degerlerini olgebilmek icin basing sensérleri, basinci istenilen seviyede sabit tutabilmek
Uzere bir geri basing kontrol vana ve numunenin konuldugu bir géruntileme hicresinden
olusmaktadir. Goérintileme hicresi iki akrilik plaka arasina yerlestiriimis mikroskop
lamellerinden olugsmaktadir. Mikrok&pukgUkler goriinti hiicresine yerlestirildikten sonra farkli
basinglarda kamera’li mikroskop altinda gorintileri bilgisayar vasitasiyla kaydedilmistir.
Sabit basing sistemmi ile ilk olarak farkli boyutlarda hava kabarciklarinin basing ile
boyutlarinda meydana gelen degismeler incelenmigti. Daha sonra, hazirlanan
mikrokdpukguklerin basing altinda boyutlarinda meydana gelen dedismeler ve yizey
morfolojilerinde olusan farkhliklar énce 1sik mikroskopu ile ve daha sonra floresan mikroskop

=T -

yardimiyla incelenmistir.

L

Sekil 16. Hidrostatik sabit basing sistemi. 1. Su, 2. Pompa, 3. Basing regllatori, 4. Tekyon

vana, 5. Numune kabi, 6. Mikroskop, 7. Kamera, 8. Bilgisayar.
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3.6 Mikrokopiikgiiklerin Ultrason Altinda Stabiliteleri

Hazirlanan mikroképukguklerin ultrason altinda stabilitelerini  belirlemek Uzere
labaratuvar o6lgceginde kurulan ultrason diizenegi, ve kiglk hayvan deneylerine dedike ¢ok
amach Vevo2100 ultrasonografi cihazi kullaniimigtir. Labaratuvar o6lgeginde tasarlanan
ultrason deney dizenegi Sekil 17°da gorilmektedir. Deney dizenedi GamPT model ultrason
cihazi kullanilarak hazirlanmigtir. Labaratuvar deney diizenegdi kisaca, sesin iletildigi bir su
kabi, bir ultrasonik prob, ultrasonik ekoskop, ultrasonik jel, hidrofon, peristaltik pompa,
plastik boru, ve siringa’dan olusmaktadir.

Ultrasonik prob i¢in hidrofon ile odak bdlgesi belirlenmesi: Labaratuvar ultrason
deney dizeneginde Ug¢ farkli 1 MHz, 2 MHz ve 4 MHz frekanslarda ultrason prob i¢in odak
bolgeleri (maksimum intensite bdlgesi) akustik eksen boyunca hidrofon yardimi ile olgtldu.
Sekil 17’da géruldaga Gzere, i¢i deiyonize su dolu bir kapda ultrason probun karsisina
gelecek sekilde hidrofon yerlestirildi. Prob ise ultrasonik jel yardimiyla kabin yanal yizeyine
herhangi bir hava boslugu kalmayacak sekilde yerlestirildi. Prob ultrasonik ekoskobun
vericisine, hidrofon ise aliciya baglandi. Ekoskop ise bilgisayara baglandi. Ses hizinin
deiyonize su icerisinde 25°C'de 1496 m/s oldugu bilindiginden, bitin labaratuvar
galismalarinda bu deger kullaniimistir. Ekoskop Uzerinde ses dalgalarinin dogrultusunu
belirleyen iki mod bulunmaktadir. Bunlar, Yansima (Reflectance) ve Gegirgenlik
(Transmittance) modudur. Bu deneyde, probdan cikan ses dalgalari hidrofona ulastiktan
sonra, hidrofon, gelen ses dalgalarini elektriksel olarak ekoskopa ilettigi icin gegirgenlik
modu kullaniimaktadir. Olgiilen degerler, ekoskop ile birlikte verilen bir program ile A-scan
modunda grafiksel olarak géruntilenmistir. Ekoskoptaki vericinin ¢ikis gii¢c digmesi 10, 20 ve
30 desibel (dB) olarak (g farkli konumda kullanilabilmektedir. Ses siddeti (i¢ prob icin de 10
dB olarak ayarlanmistir. Hidrofonun ucu probun tam karsi pozisyonunda yerlestirildikten
sonra, hidrofon proba yakin bélgeden baslayip kabin yatay ekseni boyunca en uzak bdlgeye
dogru sulrulerek gidilen her noktadaki volt (V) cinsinden maksimum genlik degeri ve
hidrofonun ucu ile prob arasindaki mesafe kaydedilmistir. Elde edilen verilere gore voltaja
karsilik uzakhk grafigi olusturulmustur.
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Sekil 17. Ultrasonik prob icin odak bélgesinin hidrofon ile belirlenmesi

Ultrasonik ekoskopun karakterizasyonu: Ekoskopta iki farkh gl¢ digmesi
bulunmaktadir. Verici digmesi, ¢ikis dB degerini, dolayisi ile ses ¢ikis glcunu; alici digmesi
ise giris dB degderini, yani yansiyan sesin alicidaki siddetini ayarlamakta kullaniimaktadir.
Verici dugmesinde 3 farkli kademe bulunmaktadir: 10, 20 ve 30 dB. Alici dugmesinde ise 7
farklh kademe bulunmaktadir: 5, 10, 15, 20, 25, 30 ve 35 dB. Deney sisteminde,
mikrokdpukguklerin farkl guglerde ultrasona maruz birakilmasi, verici digmesindeki ¢ikis
dB’ler ile ayarlanabilmektedir. Alici digmesindeki giris dB’leri, sistemden geri yansiyan sesin
genlik degerinin volt (V) cinsinden ayarlanmasinda kullaniimaktadir. Ultrason ekoskopun
karekterizasyonu icin Sekil 18’de gdsterilen deney dizenegi tasarlanmigtir. Deneyde ici
deiyonize su ile doldurulmus bir kap ve su igerisine daldiriimis bir plastik boru kullanilimigtir.
ilk denemelerde, 2 MHZ'lik ultrason prob bir jel ile kabin yanal yiizeyine yerlestirilmistir. Daha
once problar igin elde edilen odak bdlgesi bilgisi kullanilarak, boru ile prob arasi maksimum
genlik degerinin oldugu bolge olacak sekilde segilmistir. Ekoskop Uzerinde yansima modu
secilerek, borudan yansiyan ultrason ses dalglari bir bilgisayar vasitasiyla kaydedilmistir.

Deneylerde 6nce boru bos iken karekterizasyonlar yapilmistir. Daha sonra boru
icerisine fosfat tampon ¢oézelti (FTC) konularak denemeler yapilmistir. Son olarak da, FTC
iserisinde mikrokdpukgukler ihtiva eden sollsyon ile denemeler yapilmistir.
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Sekil 18. Ultrasonik ekoskop ile karekterizasyon deney dizenedi

Mikrokopiikgiiklerin  ultrason altinda A-scan ve B-scan mod’da
karakterizasyonu: Ultrason ekoskop ile mikrokdplkgiklerin karekterizasyonunda $ekil
18'de gosterilen deney dlizenegi kullaniimistir. Deneylerde 2 MHZlik prob kullaniimis
ekoskoptaki vericinin ¢ikis glicii 10 dB olarak ayarlanmistir. ilk asamada, borunun igi bos
iken A-scan modda genlik degerleri ve B-scan modda elde edilen resim surekli modda
kaydedilmistir. ikinci asamada, siringa yardimi ile FTC (pH 7.2) borunun igerisine
yuklendikten sonra tampon c¢ozelti igcin A-mod genlik degerleri ve resimler kaydedilmistir.
Uglincli asamada ise, mikrokoplikgiik FTC sollisyonu igerisinde 1/10 oraninda seyreltildikten
sonra siringa ile borunun igine enjekte edildi ve veriler ve resimler bilgisayar ile kaydedildi.

Bagka bir deneyde, borunun igerisine mikrokdpikguik sollisyonu enjekte edildikten
hemen sonra, hem A-scan hem de B-scan modda veriler ve resimler kaydedildi. Daha sonra,
karistirma durduruldu ve mikroképUkgUklerin borunun Ust kismina dogru yukselmesi
go6zlendi. Bu sure icerisinde belirli araliklarla A-scan ve B-scan modda veriler ve resimler
kaydedildi.

A-scan modda kalibrasyon c¢alismasi: MikroképUkgUklerin  solisyon igindeki
konsantrayonlar A-scan’deki maksimum genlik degerine goére kalibrasyon ¢alismalari yapildi.
Bunun icin Sekil 18’de gosterilen deney dizenegdi kullanildi. Ekoskopta vericinin ¢ikis gucu
10 dB olarak ayarlandi. ilk deneyde, borunun igerisine siringa ile FTC enjekte edildi ve A-
scan modda veriler kaydedildi. Daha sonra, stok mikroképukglk solisyonundan alinan
mikrokdpukgukler 1/100, 3/100, 7/100, 4/100, 5/100, 7/100 ve 10/100 oraninda FTC
icerisinde seyreltmeler yapilarak her bir seyreltiimis solusyon ayri ayri boruya enjekte edildi
ve A-scan modda sinyal beklemeksizin kaydedildi. Mikroképukglklerin konsantrasyonunu
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belirlemek lzere stok sollisyonundan 1/100 oraninda seyreltme yapilarak optik mikroskopta
10X buylatmede belli bolgelerden resimler gekildi ve daha sonra Imaged programinda
mikrokdpukgtklerin sayimlari yapildi.

Mikrokoplikgiiklerin ultrason altinda stabilitelerinin belirlenmesi:
Mikrokopukguklerin  stabilitelerini  belirlemek  lzere belli bir konsantrasyonda
mikrokdpukgukler bir siringa ile ultrasona maruz birakildi. Zamanla konsantrasyondaki farklar
gozlendi. Bu amacla Sekil 18'de gosterilen deney duzenegi kullanildi. 2 MHz frekansta, 10
dB cikis glcinde ultrason etkisi gézlenmeye calisildi. Stok mikroképikglk soltisyonu FTC
icerisinde 1/25 oraninda seyreltilerek boruya siringa ile enjekte edildi. Yaklasik 1 saat sire
boyunca belirli araliklarla karigtirma yapilarak o andaki B-scan modda elde edilen resimler
kaydedildi. ikinci deneyde ise, bu sefer mikroképlikgiikler FTC yerine deiyonize su igerisinde
ayni oranda seyreltildi ve deney tekrarlandi.

Mikrokopiikgiiklerin  farkhh kayma gerilimlerinde ve ultrason altinda
stabilitelerinin belirlenmesi: Mikrokopukguklerin  stabiliteleri  bir peristaltic pompa
vasitasiyla ultrason bolgesine slrekli modda devridaim yapilarak test edildi. Deneyde,
peristaltik pompa ile sirkiilasyon yapilarak plastik boru icerisinde surekli karistirma saglandi
ve ultrason altinda mikrokdpukguklerin zamanla stabilitesine bakildi. Bu amagla, Sekil 19°de
gosterilen deney dizenegdi tasarlandi. Sekilde, 2 MHZ'lik prob jel ile i¢i deiyonize su dolu
olan kabin yanal yluzeyine, 2 mm c¢apindaki plastik boru ise kabin icerisine probun kargisinda
ve odak bdlgesinde olacak sekilde yerlestirildi. Ekoskoptaki vericinin ¢ikis giicii 10 dB olarak
ayarlandi. Plastik boru yardimiyla ependorf tip igerisinden Ornekler alinarak peristaltik
pompaya ve pompa ¢ikisl ultrason bolgesine akacak sekilde dizenek saglandi. Ultrason
bdlgesinden dbénen akis ise tekrardan ependorf tipe aktarildi. Bdylece sirkilasyon esnasinda
olusacak hava kabarciklar sistemden atiimis oldu. ilk deneyde, borunun igi bos iken ve daha
sonra i¢i FTC ile doldurularak B-scan modda resimler kaydedildi. Daha sonra, stok
mikroképukglk solisyonundan FTC igerisinde 1/10 seyreltme yapildi, ve peristaltik pompa
FTC sirkilasyona devam ederken, ependorf tip igerisine 1 ml mikrokdpikg¢ik sollisyon
eklendi. Pompa surekli modda yaklasik 4 dakika calistirildi ve B-scan modda elde edilen
resimler kaydedildi.

Baska bir deneyde, peristaltik pompadaki akis hizi daha dislik olan 8.1 ml/dk olarak
ayarlandi. Stok solisyonundan 1/20 seyreltme yapildi, ependorf tipln icerisine 1 ml eklendi
ve sistem calistirildi. Yaklasik 80 dakika boyunca sirklilasyon gerceklestirildi ve B-modda
elde edilen resimler kaydedildi.
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Sekil 19. Farkli kayma gerilimlerinde ve ultrason altinda mikrokdpukgik stabilite deney

dizenegi.

Ultrason kontrast maddesi mikrokdpiikgiklerin in-vitro stabilitelerinin
belirlenmesi: Mikrokopukgciklerin in-vitro stabilitelerinin analiz edilmesi i¢in Sekil 20(a)‘da
gésterilen yeni bir karistirmall kap deney diizenegdi tasarlandi. ici saf su dolu bir su kabinin
yanal ylzeyine ultrasonik prob jel yardimi ile yerlestirildi. Probun tam karsisinda ve odak
bolgesinde olacak sekilde duvarlari diiz olan polipropilen malzemeden yabilmis 20 ml'lik bir
kivet, su dolu kabin igine daldirilarak kabin tabanina yapistirici ile yapistiriimis ve ortasi
oyulmus kopuk icerisine yerlestirildi. Deney sirasinda klvetin ylzeyinden yansiyacak olan
ses sinyallerinin cismin hareketiyle degismesi istenmeyen bir durum oldugundan, deney
suresince kivetin tamamen hareketsiz kalmasi saglandi. Su kabi manyetik karistiricinin
Uzerine konuldu. Manyetik karistirici ile mikrokdplkguiklerin ultrason altinda homojen bir
sekilde karismasi saglandi.

Kivet igerisinde sadece fosfat tampon c¢ozeltisi (FTC) varliginda kuvetten geri
yansiyan akustik sinyaller karakterize edildi. Sekil 20(b)‘'de gorilecegi lUzere, kivetin 6n ve
arka duvarindan iki ses sinyalinin pik verdigi géruldu. Kuvetin iki duvar arasindaki genigligi
yaklasik 22 mm olarak oélguldl. Buna goére iki sinyal arasindaki uzakligin da 22 mm oldugu
teyit edildi. Kuvet icerisinde sadece FTC var iken kivetin arka yuzeyine ulagan ses dalgasi
herhangi bir enerji kaybina ugramadan geri sisteme belli oranda yansirken, klvetin igerisine
belirli konsantrasyonlarda mikroképukgukler konulduguda kivetin 6n duvarindan gegen ses
dalgasi ortamdaki mikrokdpUkcUklerden dolayi enerji kaybina ugramakta ve kivetin arka
duvarina gegcememektedir. Buradaki enerji kaybi atenlasyon olarak adlandiriimaktadir.
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Boylece arka duvardaki ses sinyali azalmakta ve yiksek konsantrasyonlarda
mikrokdpukgukler varliginda sinyal kaybolmaktadir. Mikrokdpukguk konsantrasyonuna bagh

atanlasyondaki azalma Denklem (23) ile verilebilir. (Dejong vd. 1992, Frinking ve De Jong
1998):

E‘q’ﬁﬂ = o ~HedC (23)
ER@f

Burada, laien kUvet icerisine mikrokoplkguk koyulduktan sonra arka duvardan geri yansiyan
ses dalgasinin intensitesi, Irer klivet icerisinde sadece FTC var iken arka duvardan geri
yansiyan ses dalgasinin intensitisi, ye sonimlenme katsayisi, d kivet igerisinden ses
dalgasinin gectigi aralik, ve C mikrokoplkciik konsantrasyonu'nu gostermektedir. Tipki UV
absorplamada oldugu gibi, burada da intensite oraninin eksi loaritmasi ortamda bulunan
mikrokopukgik konsantrasyonu ile dogru orantili olacadi goériimektedir. Bu 06zellikten

faydalanarak, mikrokdpukguklerin ultrason altinda stabiliteleri belirlenmistir.
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Sekil 20. Ultrason kontrast maddesi mikrokopukglklerin ultrason altinda in-vitro

stabilitelerinin belirlenmesi icin laboratuvar dlgeginde tasarlanan deney duzenegi.
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3.7 Farkh Kompozisyonda Mikrokdpiikgiiklerin In-Vitro Ekojenitelerinin
Belirlenmesi

Ultrason kontrast maddesi mikrokdpuikguklerin in-vitro ekojeniteleri $ekil 21’de
gOsterilen hayvan deneylerine dedike ylksek ¢ozunurlikli Visual Sonics Vevo 2100 model
ultrasonografi cihazi ile tespit edilmistir. Cihaz, kalp ritmi ve solunum fonksiyonlarini takip
edebilen sensorler ihtiva eden ve sabit sicaklik saglayan bir tabla, sonikatér probu, bu
probun X-Y-Z dizleminde ayarlamasini yapabilen bir kaldirma ve sabitleme platformu, ve
sabit voltaj Unitesi ihtiva etmektedir. Olgiimler, bu cihazin ylksek ¢ézinurliikli problarindan
biri olan 9-18 MHz MS 200 prob ile gergeklestirilmistir.

Sekil 21. Deneylerde kullanilan Vevo 2100 deney hayvanlarina dedike ultrasonografi sistemi,

uc boyutlu transducer konumlandirma sistemi ve deney hayvani stabilizasyon tablasi.
Mikrokodpukcukler 2 adet vaskller fantom modeli igerisinden farkli akis hizlarinda

Sekil 22’de gdsterilen (¢ damar egditim fantomu ve periferal vaskiler doppler akim darlik
fantomundan gegirilerek ultrason altinda élgimleri yapilmistir.

F"’ ﬁ" )

=

Sekil 22. (a) ATS Laboratories Model VP-3 Ug damar egitim fantomu (b) ATS Laboratories
Model 525 periferal vaskuler doppler akim darlik fantomu.
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Ultrason kontrast maddelerin ekojenitelerin belirlemek lGzere $ekil 23’da gosterilen
Akis Fantomu deney duzenegi kullanilmigtir. Ultrason prob akis fantomu Gzerine
yerlestiriimis ve bir pompa vasitasiyla sabit akis sivisina ultrason kontrast maddeleri belli bir
bolus hacimde enjekte edilmistir. Ultrason kontrast madde mikroképukciklerin boru
icerisinde yayilmasi sonucu, geriye yansiyan ultrason sinyaller B-mod’'da kaydedilmistir. Akis
daha sonra bir toplama kabinda toplanmistir. In-vitro deney ile mikrokdpukguklerin degisik
akis hizi, konsantrasyon ve hacimde davranis sekillerinin degerlendiriimesi amacglanmistir.
Bu amagla %10dan %90'a kadar degisik oranlarda PEG4St oranlarina sahip
mikroképukglkler deneylerde kullaniimistir. Bu deneyde ¢odunlugu 40 pl olmak tzere 10 ila
60 ul arasinda degisen hacimlerde enjeksiyonlar yapilmistir. Ayrica %10-%90 arasinda
degisen PEG oranlarina sahip kontrast maddelerin 105, 10°, 107, 10® #/ml diizeyinde degisik
konsantrasyonlari uygulanmistir. Akis hizlann  (1080-4000 rpm) arasinda degisen
enjeksiyonlar gerceklestirilmistir. Her enjeksiyon serisinde bir dedisken degistiriimis, diger

_____ Ultrason
Sinyal Islemg

degiskenler sabit tutulmustur.

I
I
I
I | I
Kontrast Madde  1Ultrason
Swvi Enjeksiyon Probu
Tanki
———
Fantom

Pompa

Sekil 23. Ultrason kontrast maddelerin Akis Fantomu ile ekojenitelerinin tespiti icin deney
dlzenegi.

3.8 Mikrokopiikgiiklerin Ex-Vivo Gorintileri

Uygulayicinin deneyimini arttirmak ve mikroképukcigin ex-vivo dokudaki davranis
seklini degerlendirmek amaciyla ex-vivo deneyler planlanmis ve gerceklestirilmistir. Ex-vivo
deney modelleri olarak tavuk gégsu, kuzu karacigeri, rat karacigeri, rat gluteal kasi, rat dalagi
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secilmistir. Ex-vivo deneyler Vevo2100 yiksek ¢dzinlrlUklG ultrasonografi cihazi altinda 9 -
18 MHz prob ile gerceklestirilmistir.

Baska bir calisma sonucu sakrifiye edilen bir sicanin karacigeri eksize edilerek
cikartiimis ve portal venden 24G branll yerlestirilerek enjeksiyona uygun bir sistem
hazirlanmigtir. Hazirlanan giristen 0,02 mL hacimde 3x107 #/mL konsantrasyonda
mikrokdpuikgik uygulanarak es zamanl olarak ultrasonografi altinda degerlendirme
gerceklestiriimistir. Bu enjeksiyon ile portal agac¢ vaskiler yatagi mikrokoépukcikler ile
doldurulmus ve dokunun vaskullarizasyonu ve perfuzyonu ultrasonografik olarak
gorinttlenmistir. Gorlintiler video olarak kaydedilmistir. Bu karaciger dokusundan 5,4 mm?2
alana sahip ROl ile élcimler yapildmis ve dokudaki ekojenite artisi gdsterilmigtir.

3.9 Mikrokopiikgiiklerin In-Vivo Toksisiteleri

in-vitro ve ex-vivo deneylerin ardindan mikroképlkglklerin hayvan modelindeki
uygulanimina yonelik deneyim kazanmak amaciyla tek bir sican(rat)da enjeksiyon
uygulamasi yapilmistir. Bagka bir calismadan c¢ikartilan rat Uzerinde deneme amagcli
enjeksiyon gercgeklestirilmistir. Visual Sonics Vevo 2100 model hayvan deneylerine dedike
yuksek c¢ozindrlikll ultrasonografi cihazi deney dizeneginde rat'in stabilizasyonu ve
monitorizasyonu i¢in blyuk hayvan tablasi yer almaktadir. Sigana planlanan oranda ketamin
hidroklorid ve ksilazin ile genel anestezi uygulanmistir. idame anesteziye gerek kalmamistir.
Sican buyluk hayvan tablasinda stabilize edilmigtir. Kuyruk veninden igne ile kataterizasyon
gerceklestirilmistir. Ust abdomen diizeyine yerlestirilen MS 200 prob, ayni kesitte vena kava
inferior(VCI), abdominal aorta ve portanin goruntulenebilecedi sekilde konumlandirilarak
sabitlenmistir. Sicanin kuyruk veninden hazirlanan mikrokopikgiklerden yaklagik 108 #/ml
konsantrasyonda 0,1 ml volimde uygulanmistir. Es zamanl olarak ultrasonografi gérantaleri
kaydedilmistir. Gorintiler bu veri degerlendirmesi icin dedike olarak hazirlanmis Vevo CQ
yazilim programi ile islenerek degerlendirilmigtir. VCI, aorta ve vena portaya yerlestirilen ROI
(region of interest)ler ile Vevo CQ yazilimi kullanilarak damarlardaki mikrokdpukguk dagilimi
zaman-ekojenite intensite egrisi seklinde grafige dokulmustur.

In-Vivo deneylerde agirliklari 200-400 g arasinda degisen Wistar Albino Hannover
soyu erkek si¢an ile agirliklar 2-3 kg arasinda olan erkek Yeni Zelanda tavsani kullaniimigtir.
Hayvanlar Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakultesi Multidisiplin Laboratuvari Deney Hayvanlari
Biriminden temin edilmis, calisma slresince ayni laboratuvarda standart sigan ve tavsan
kafeslerinde barindirimis ve 12 saat-gece/12 saat-giindiz olacak sekilde aydinlatma
yapilmigtir. Hayvanlarin yem ve su ihtiyaglar ad libitum olarak karsilanmigtir. Deneysel
calismalar igin Dokuz Eylil Universitesi Multidisiplin Laboratuvari Hayvan Deneyleri Yerel
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Etik Kurulu’'ndan onay alinmis ve Yerel Etik Kurulun belirledigi kurallara uygun olarak bakim
ve beslenmeleri yapiimistir.

Hayvanlarin kafeslenmesi ve etiketleme: Sicanlar yeni ortamlarina alismalari icin
deneye baslamadan iki glin 6nce her kafeste 4 hayvani gegmeyecek sekilde gruplandiriimis
ve kuyruk isaretleme yontemi ile etiketlenmigtir. Tavsanlarin kulaklarina renkli kalemle
isaretleme yapilmis ve her kafeste iki hayvan olacak sekilde barindiriimigtir.

Siganlarin bazal kan ve idrarlarinin alinmasi: Hayvanlarin ultrasonografi ile
goruntilemeleri yapilmadan 6nce bazal kan ve idrar Ornekleri alinmistir. Hayvanlar
Ketamin/Ksilazin 80-100/5-10 mg/kg kombinasyonu ile i.p olarak anesteziye alinmistir.
Ketamin/Ksilazin’in vazokontriiksliyon yarattigi gézlenmis, bazi durumlarda eter ile anaestezi
uygulanmistir. Her hayvandan anestezi altinda kuyruk veninden 2’ser ml kan alinarak
biyokimya laboratuvarina gonderilmistir. Kan alim islemi bittikten sonra anestezinin
etkisinden uyanan hayvanlar, tikettikleri su ve yem miktari ile yaptiklar idrar ve digki
miktarini 6lcmek amaciyla Sekil 24'de gosterilen metabolizma kafeslerine alinmig ve burada
24 saat boyunca tutulmuslardir. Hayvanlarin yedigi yem, ictigi su miktari ile digki ve idrarlari
kontrol edilmis ve Olctlmustar. Yirmi dort saatin sonunda hayvanlarin idrarlari toplanarak
analiz i¢in biyokimya laboratuvarina génderilmistir.

Sekil 24. Sigan metabolizma kafesi

Tavsan bazal kanlarinin alinmasi: Hayvanlar Ketamin/Ksilazin 35/5 mg/kg
kombinasyonu ile i.m. olarak anesteziye alinmis ve her hayvandan anestezi altinda kulak
veninden 4’er ml kan alinarak biyokimya ve hemogram testlerinin analizi igin biyokimya
laboratuvarina génderilmistir. Tavsanlarda idrar ve diski élgiimleri yapiimamistir.

Ultrasonografik Goriintiileme: Ultrasonografi ile gériintiileme, karaciger ve bobrek

goéruntileme olmak Uzere iki fakli sekilde yapiimistir. Bazal kanlari alinmig ve etiketlenmis
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sicanlar Ketamin/Ksilazin 80-100/5-10 mg/kg kombinasyonu ile i.p. olarak anesteziye
alinmistir. inceleme yapilacak bolgeye gére degismekle birlikte supin pozisyonda karacigeri
veya pron pozisyonda sol bdbregi gorintlileyecek sekilde bdlgedeki tiyler, tly dokicl
kremle (Nair, Church&Dwight Co. Inc.-Princeton) temizlenmigtir. Kuyruk veni kataterize
edilmistir. Hayvan, ultrason goérintilemenin yapilacagi tablaya, karaciger icin sirt Ustd
pozisyonda, bobrek gdruntilemesi igin yluz Ustu pozisyonda yatiriimig ve sabitlenmigtir.
Rektal prob takilmistir. Ultrason goérintileme icin enjekte edilecek madde olarak serum
fizyolojik, mikrokdpuikglik, ve Kkarsilastirma amacgli piyasada bulunan Vevomarker
mikroképukguk kullaniimistir. Ultrason gorintileme igin enjekte edilecek madde verilmis ve
ultrason ile goérintileme yapiimigtir.

Ultrason gorintileme bittikten sonra her hayvana 2 ml serum fizyolojik enjekte
edilmis ve ayri bir kafeste ayilmasi beklenmigtir. Anestezinin etkisi gectikten sonra hayvanlar
tekrar metabolizma kafeslerine alinmis, 24 saat boyunca metabolizma kafesinde su ve yem
tuketim miktari ile idrar ve digki miktari gézlemlenmistir. Metabolizma kafesinde 24 saat
tutulan hayvanlarin idrarlari toplanmistir. Hayvanlar yiksek doz anestezik madde kullanilarak
sakrifiye edilmig ve vena cava caudalisten biyokimya ve hemogram parametreleri igin kan
alinmistir. Akabinde her iki bobrek, karacigerin lobus hepatis sinister, sag akcigerin loblari ve
beyin organlari alinarak patoloji laboratuarina génderilmigtir.

Tavsanlar Ketamin/Ksilazin 35-50/5-10 mg/kg kombinasyonu ile i.m. olarak
anesteziye alinmis ve kateterizasyon kulak veninden yapilmistir. Géruntileme karaciger ve
abdominal aortadan yapilacagi igin batin tly dékicu kremle temizlenmistir. Hayvan ultrason
goéruntilemenin yapilacagi tablaya sirt Usti pozisyonda yatiriimistir. Ultrason gdrintileme
icin enjekte edilecek mikrokdplkglk verilmis ve ultrason gérintileme yapilmistir. Tavsanlar
metabolizma kafeslerine alinmamis, normal barindirma kafeslerinde tutulmusur. Tavsanlar
ultrason gérintilemeden 24 saat sonra yiuksek doz anestezik madde kullanilarak sakrifiye
edilmistir. Hayvanlardan vena cava caudalisten biyokimya ve hemogram parametreleri icin
kan alinmistir. Sonrasinda her iki bébrek, karacigerin lobus hepatis sinister, sag akciger
loblari ve beyin organlari alinarak patoloji laboratuarina génderilmigtir.

idrar drneklerinde kreatinin ve Ure degerleri dlgllmustir. Kan érneklerinde 6lgiilen
biyokimya parametreleri kreatinin, Ure, alanin aminotransferaz (ALT), aspartat
aminotransferaz (AST), alkalen fosfataz (ALP), albimin, direkt, indirekt ve total bilirubindir.
Kanda &gulen hemogram parametreleri alyuvar sayisi (RBC), hemoglobin, hematokrit,
ortalama alyuvar hacmi (MCV), ortalama alyuvar hemohlobin konsantarsyonu (MCHC),
alyuvar dagihm genigligi (RDW), trombosit, ortalama trombosit hacmi (MPV), PCT, akyuvar
(I6kosit), noétrofil, lenfosit, monosit, bazofil ve eozinofildir.

Sican’da Tanisal Doz Calismasi: Deney ginid numaralandiriimis 7 sigan deneye
alinmistir. Siganlar hayvan tablasina sabitlenmistir. Hayvan tablasindaki sensorler ile
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solunum ve kalp atigi ultrasonografi ekraninda gorintilenebilmektedir. Solunum ve kalp ritmi
goéruntl kaydi sirasinda es zamanl olarak da kayit altina alinmistir. Siganin vicut sicaklik
Olcima igin tabla ile uyumlu calisan rektal prob uygulanmistir. Solunum ve kalp ritmi gibi
vicut sicakligi da bu prob araciligi ile ultrasonografi ekraninda izlenmis ve goérintller
kaydedilmigtir. Tanimlanan sekilde hazirlanan ve stabilize edilen siganin kuyruk veninden
27G igne ile kataterizasyon gergeklestiriimigtir. Bir sigan damar yolu agilamadigi i¢in deney
disi birakilmistir. Ust abdomen diizeyine yerlestirilen MS 200 prob, ayni kesitte vena kava
inferior (VCI), abdominal aorta ve vena portanin goruntilenebilecegi sekilde
konumlandirilarak sabitlenmigtir. Konumlandirma ve sabitleme icin Sekil 25'de gérilen
Vevo2100 model hayvan deneylerine dedike ylksek ¢6zinUrliklG ultrasonografi cihazinin
komponenti olan ¢ boyutlu konumlandirma sistemi kullaniimistir. Sicanin kuyruk veninden,
hazirlanan mikrokdéplkglkler degisik konsantrasyonlarda 50 pl hacimde uygulanmistir. Es
zamanl olarak ultrasonografi gorintileri kaydedilmistir. Her bir enjeksiyonda 20 dakika
boyunca goérinti kaydi alinarak mikrokdpukguklerin  Olgllebilen anlamli  ekojenite
olusturmadigi zamana dek beklenmistir.

Sekil 25. Ug boyutlu konumlandirma sistemi ve siganda abdominal degerlendirme.

Goruntuler Vevo CQ yazihm programi ile islenerek degerlendirilmigtir. VCI, aorta ve
vena portaya yerlestirilen ROl (region of interest) ile Vevo CQ yazilimi kullanilarak
damarlardaki mikrok&pukguk dagilimi zaman-ekojenite egrisi seklinde grafige dokilmugtur.

Mikroképiikgiiklerin Bilinen ticari form ile karsilagtirmasi: ikinci deney grubu
olarak mikrokopukgcuklerin referans ticari mikrokdpukgik ile karsilastiriimasi planlanmistir. Bu
amagcla, 4 sicana mikrokopukglk, 3 sicana ticari referans mikrokoplikclik ve 3 sigana ise
sham olmak Uzere toplam 10 sigcanlik deney grubu olusturulmustur. Referans ticari
mikrokopUlkelik olarak Visualsonics Vevomarker® kullaniimistir.  Vevomarker® deney
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hayvanlarina yoénelik gelistiriimis ve bu amacgla yaygin olarak kullanilan mikroképUkgik
formulasyonudur. Bu deney grubu igin de 6nceki grupta uygulanan bazal metabolizma kafesi
sureci, anastezi, ilagc uygulama, takip metabolizma kafesi, sakrifikasyon ve patolojik
degerlendirme basamaklari aynen tekrarlanmigtir.

Siganlarda bobrek modeli ekojenite ¢alismasi: Planlanan deney icin 2 adet pilot
sigan uUzerinde bdbrek modelinin uygulamasi gerceklestirilerek deneyim kazanilmistir. Baska
bir calisma sonucunda alinan iki sican Uzerinde pilot calisma yapilmistir. Bu deney
modelinde sican, benzer sekilde anesteziye alinmis ve buylk hayvan tablasinda ylz Usti
pozisyonunda stabilize edilmistir. Sol bobrek bakisi igin sicanin sirt ve sol yan bolgesi tly
dokicl krem ile tuylerden arindinimistir. Bu alana konumlanan ultrason probu ile
degerlendirme gercgeklestiriimistir. Diger tim veri kayit basamaklari ve hazirliklar, énceki
deney dizenegindeki gibi olusturulmustur. Bu deney grubu icin de mikrokdpukglk
uygulamasi ardindan takip metabolizma kafesi, sakrifikasyon ve patolojik degerlendirme
basamaklari aynen tekrarlanmistir.

Bobrek modeli deney grubunda 13 sigcan Uzerinde tanisal doz galismasi ve ticari Grlin
ile karsilastirma gergeklestiriimistir. Bu grupta 2 sigan deney disi kalmis olup 3 sigana
Vevomarker 5 x 108 konsantrasyonda, diger 4 sicana 2.5 x 108 ve 4 sigcana 5 x 108
konsantrasyonda mikroképulkglk konsantrasyonlari uygulanmistir. Tim enjeksiyon volimleri
0,15 mldir. 2.5 x 108 ve 5 x 10® enjeksiyon gruplarindan birer sigan kuyruk problemi
sebebiyle cikariimistir. Bunun sonucunda her grupta 3 adet enjeksiyon bulunmaktadir. Tim
bu enjeksiyonlarda gorsel olarak ekojenite artisi secilebilmistir. Tim enjeksiyonlar Vevo CQ
ve manuel yéntem olmak Uzere iki ydéntemle dl¢iimustr.

Siganlarda toksik doz galigmasi: 12 enjeksiyon grubu ve 4 sham olmak Uzere
toplam 16 sican Uzerinde deney gergeklestiriimistir. Bu siganlar énceki deneylerdeki gibi
hazirlanarak ayni veri kayit basamaklari ile goruntilemeye tabi tutulmustur. Bu
goruntilemede verilen yiksek doz ile benzer sekilde atenltasyon olustugu izlenmis olup
yiksek dozda mikrokdpikgiuk uygulandiginin ultrasonografi ile saglamasi yapilmigtir.
Enjeksiyon sonrasinda siganlar akut toksik etkiler icin metabolizma kafesine alinmistir. Geg
toksik etkiler icin 14 glin boyunca takip edilen siganlar bu stre¢ sonunda sakrifiye edilerek
organ ornekleri patolojik degerlendirmeye gonderilmistir.

Tavsan toksik doz ¢aligmasi: Tavsan deneylerinde ilk olarak 2 pilot tavsan lizerinde
deneyim kazanilmistir. Bunun ardindan toksik dozun sicana gére daha buyulk bir modelde
degerlendiriimesi amaci ile 6 adet tavsana ylksek doz mikrokdpikgik enjeksiyonu
planlanmistir. Tavsanlarin abdominal bdélgelerindeki tlyler uzaklastirildiktan sonra 3 boyutlu
konumlandirma sistemi ile ultrasonografik degerlendirme gerceklestiriimistir. Bu deneyde
ultrasonografik degerlendirmenin amaci kontrast maddenin sisteme ulastigindan ve beklenen
sekilde yiksek dozda oldugunu disindirecek sekilde atentiasyon olusturdugundan emin
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olmaktir. Bu deney sonucunda 24 saat takip edilen tavsanlar sakrifiye edilerek dokulari
patolojiye génderilmistir.

4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Ultrason Kontrast Ajani Mikrokopiikgiiklerin Uretilmesi ve Verimi

Mikrokopukcukler bir sivi igerisinde slspansiye olmus, icleri gaz dolu, yizeyi farkli
kompozisyonlarda lipid ve emiilsifiyer ihtiva eden mikro boyutlarda taneciklerdir. igleri gaz
dolu olmasindan dolayi yogunluklari sivi yogunlugundan dasuktir ve sivi ylzeyine yikselme
egilimindedirler. Daha kararli mikrokdplk¢lik Uretebilmek icin iginde bulundugu sivi
ortaminin, icini dolduracak gaz turinin ve zar yapisini olusturacak lipid kompozisyonunun
her birinin dikkatlice secilmesi ve tasarlanmasi gerekmektedir.

Mikrokopukclkler in-vivo c¢alismalarda kullaniimak (izere vucuda verileceginden,
mikrokdpukgukleri ortamda siispanse edecek sivinin distile su, serum fizyolojik sivi (SF), ya
da serum tiri sivilar olmasi gerekmektedir. Labaratuvar 6lgekli calismalarda iginde
suspanse edilecek sivi ortami hacimce 4:1 oraninda fosfat tamponlu ¢ozelti ile propilen glikol
(PG) karisimindan olugsmaktadir. Ortam pH’i 7.2 olarak ayarlanmistir.

Mikrokdpukgukleri olusturan gaz fazi hava, azot (N2), perflorokarbon gazlari (PFC)
olabilir. Bu gazlardan en ucuz ve bol olani havadir. PFC gazi suda ¢6zinmeyen bir gaz
oldugundan mikrokoépukguklerin stabilitesini artirdigi bilinmektedir. Ancak,
mikroképukglklerin Gretim maliyetlerini 6nemli dlgiide artirmaktadir.

Mikrokopukguklerin zar yapisini biyolojik hicre membraninda bulunan lipidlerden
DSPC ve benzerleri olusturmaktadir. Ancak lipidler tek baslarina monotabaka yapisi
olusturmadiklarindan ortama mutlaka bir emulsifiyer eklenmesi gerekir. Literatirde DSPC ve
PEG4St komponentlerden 9:1 oraninda karistirilarak mikrkoépikglkler olusturulmaktadir
(Borden ve Longo 2002, Cox ve Thomas 2010, Kwan ve Borden 2010, Swanson vd. 2010).
DSPC genel olarak pahali bir lipid'dir ve Uretilen mikroképukglklerin fiyatini artiran da bir

unsur olmaktadir.

ici Hava Dolu Mikrokopiikgiik Uretimi: Yapilan galismalarda ilk olarak icleri hava
dolu, farki DSPC ve PEG4St kompozisyonlarinda mikroképukgukler hazirlanmigstir.
Hazirlanan mikroképukglklerin 1sik mikroskop gorintileri Sekil 26(a)'da gosterilmektedir.
Resimlerde gorulecegi Uzere, hava mikrokopukguklerinin boyutlari PEG4oSt miktari arttik¢a
azalmaktadir. DSPC:PEG4,St orani 9:1 oldugunda, hem buylik hem de kiicik boyutlarda
mikrokdpukguklerin - oldugu, DSPC:PEG4St orani 5:5'e gittikge mikrokdpUkgiklerin
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boyutlarinin distliigl ve daha homojen boyutlarda mikroképukglkler Gretildigi gorilmektedir.
Hava mikrokopukclklerin boyut dagilimi optik yéntemiyle olgliimis ve Sekil 26(b)'de
verilmektedir. Sekilden goérilecegi Uzere 9:1 mikrokoplkglkleri 20 ym’a kadar bir boyut
dagilimina sahipken, 5:5 mikrokdpukglkleri ancak 8 um boyutlara kadar bir dagilim
gostermektedir. PEG miktari arttikga boyut dagiliminda bir daralma gorilmektedir. 5:5
mikrokdpukglklerin daha dar bir tanecik boyut dagilimina sahip olduklari goérilmektedir.
Sekil 26(c)'de goéruldigu lzere, 5:5 mikrokdpukgliklerin tanecik sayisi diger kompozisyonlara
goOre daha fazladir. Farkli kompozisyonlardaki mikroképtkguklerin kimdalatif boyut dagihmlar
Sekil 26(d)’de veriimektedir. Farkh kompozisyonda hazirlanan hava mikrokdpukguklerin
ortalama boyut dagihmlari Sekil 26(e)de o6zetlenmistir. Sekilden goérilecedi Uzere,
mikroképukgik kompozisyonunda PEG4St miktari arttikga, mikrokdpukguklerin boyutlari
kigulmekte ve daha homojen bir boyut dagilmi elde edilmektedir.

Bu bulgu o6nemlidir, c¢lnkd  mikrokoplkglklerin  resonans  frenkanslari
mikrokdpukguklerin boyutlari ile degismektedir(May vd. 2002). Mikrokdpukguklerin boyutlar
ile resonans frekanslari arasindaki iligki pratikte f.2R= 3 m/s olarak verilebilir. Bu durumda, 1
MHz frekans igin yaklasik 3 pym UGzeri boyutlarda mikroképUkglkler resonansa gecerken,
hayvan modeline dedike 18 MHz ultrason prob i¢in daha ¢ok 0.4 um Gzeri mikrokopukgikler

rezonansa gecebileceklerdir.
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Sekil 26. Farkli DSPC:PEG40St oranlarinda hazirlanan igi hava dolu mikrokdpukguiklerin (a)
mikroskop goéruntileri, (b) boyut dagilimlari, (c) Gretim miktarlari, (d) kimalatif boyut
dagilimlari, (e) ortalama boyutlari.

ici Perflorokarbon (PFC) Dolu Mikrokopiikgiik Uretimi: Farkli DSPC:PEGySt
oranlarinda hazirlanan PFC mikrokdpukguklerin  boyut dagilimlan  Sekil 27(a)da
verilmektedir. Sekilden gorllecegdi Uzere PFC mikrokdpukguklerinin boyut dagilimlari hava
mikrokdpukgtklerinin boyut dagilimlarindan daha dar bir aralikta seyretmektedir. 9:1 ve diger
oranlardaki PFC mikrokoépukgUkleri 12 ym’a kadar bir boyut dagihmi goésterirken, PFC 5:5
mikroképukglkleri 6 um boyutlara kadar bir dagiim géstermektedir. Ortalama mikrokdpUkgik
boyutu ise yaklasik 3.5 um civarindadir. DSPC:PEG4St orani 5:5 PFC mikroképUkgik
kompozisyonu diger kompozisyonlar yaninda en optimum boyut dagilimina sahip
mikrokdpukgik kompozisyonu oldugu anlasiimaktadir.

DSPC:PEG4St orani 9:1°den 1:9’a kadar olan kompozisyonlarda mikrokdpukguk
Uretim miktarlarina Sekil 27(b)de verilmektedir. Sekilde goérilecegi lzere, mikrokdplkglk
Uretim miktarlann PEG miktar arttikga artmaktadir. Ancak, DSPC:PEG4St orani 55
kompozisyonundan sonar daha ylksek PEG4St miktarlari ile Uretilen mikrok&pUkgik
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miktarlarinda gozle goérilir bir azalma olmustur. Boylece mikrokdpulkgik kompozisyonu
DSPC:PEG4St orani 5:5 olarak belilenmis ve bircok c¢alismada 5:5 mikrokdpUkgik
kompozisyonu kullaniimistir.
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Sekil 27. Farkli DSPC:PEG40St oranlarinda hazirlanan i¢ci PFC dolu mikrokopukguklerin (a)
boyut dagilimi, (b) dretim miktarlari.

DSPC:PEG4St orani 5:5 olan mikroképukclik kompozisyonu icin farkl toplam lipid
miktarlarinda hava, N, ve PFC ihtiva eden mikroképukguklerin dretim miktarlar Sekil
28(a)'da verilmektedir. Sekilden goérilecegi lizere, her bir gaz ihtiva eden mikrokdpukgik icin,
harcanan lipid miktalarina gbre mikrokdplikgik konsantrasyonu dogrusal bir artis
g6zlenmistir. Mikrokdpukgtkler icin elde edilen lipid basina mikrokdpulkguk miktari dogrularin
egimlerinden bulunabilir. Bu, hava mikrokdplkgikleri igin 3.107 #/ml, N2 mikroképUkglkleri
icin 8.10" #/ml, ve PFC mikrokoplkglkleri icin 20.107 #/mldir. Mikrokdplkguk
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konsantrasyonunun kullanilan lipid miktar ile dogrusal bir trend gdstermesi, arzu edilen
konsantrasyon i¢in harcanmasi gereken lipid miktari hakkinda bilgi vermektedir.

Farkli gaz kompozisyonlarinda hazirlanan miikroképukgikler icin Olglilen ortalama
boyut degerleri Sekil 28(b)'de gdsteriimektedir. Farkli gazlar icin élglilen ortalama boyut
degerleri yaklasik 5 ym civarindadir. En disiUk ortalama mikrokopukguk boyutu, yaklasik 2.5
pm ile 5:5 DSPC:PEG4St kompozisyonun PFC gazi ihtive eden mikrokdpukgukler igin
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Sekil 28. DSPC:PEG4,St orani 5:5 olan mikrokdpikgik kompozisyonu igin farkh toplam lipid
miktarlarinda hava, Nz, ve PFC gazlar ihtiva eden mikrokdpulkgiklerin (a) tretim

miktarlari (b) ortalama boyutlari.
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Mikroképiikgiik Uretimi igin Verim Hesabi: Teorik olarak iiretilebilecek maksimum
mikrokdpukglik konsantrasyon degerleri toplam harcanacak lipid miktarina ve
mikrokopukguklerin boyutlarina gére hesaplanmistir. Bu amagla, bir mikrokdpukgugun ylzey
alani S ve mikrokdpukguk miktari da ml'de # ise, lipidlerin yerlesebilecedi toplam ylzey alan
(S.#) olur. Bir lipidin ortalama molekil basina alani a ise, toplam lipid sayisi
mikrokdpukgtgin alaninin toplam lipid alanina bélinmesiyle bulunabilir. Lipidleri mol olarak
hesaplamak icin lipid sayisini Avagadro sayisina, N = 6.02.102 molekil/mol, bdlmek
gerekir. Bu durmda, Uretebilecek maksimum konsantrasyon igin elde edilen teorik baginti,
Denklem (24) ile verilebilir.

# = (n.a N)/(m D) (24)

Burada, n mol olarak harcanan lipid miktari, D mikrokopukgik boyutu ve lipid ve
emiilsifiyerin ortalama molekdil alani, sirasiyla DSPC icin 40 A2/molekiil ve PEG4oSt igin 30
A2/molekildiir  (yayinlanmamis  bilgi). Buna goére, elde edilebilecek maksimum
mikrokdpukgik konsantrasyonu, mikrokdpulkgik boyutuna gére ve toplam lipid miktarina
gOre ayri ayri Sekil 29'de hesaplanmistir. Sekilde goérilecegi lizere, yaklasik 5 um boyutta ve
40 pmole lipid miktarinda yaklasik 5.10° mikrokopuikgiik Uretilmesi miimkiin olabilecektir.

Ote yandan, Sekil 28(a)'da elde edilen egim degerleri kullanilarak Denklem (25) ile
mikrokopukguklerin Uretimi icin verim hesabi yapmak mimuandur.

Verim% = (egim). (7. D?)/(a. N). 100 (25)
Burada, mikrokdpUkgUk Uretim verimi mikrokdpukguklerin boyutunun karesi ile orantili oldugu
gorulmektedir. Burada, degerler bilindigine gore, Sekil 28(a)da elde edilen egim
degerlerinden, 5 pm boyutlarinda mikroképUkgik dretimi icin verim degerleri hava
mikrokdpukgukleri icin %1.12, N2 mikrokdpukgukleri igin %2.98, ve PFC mikrokopukgukleri
icin %7.45 olarak hesaplanmistir.

Hesaplanan verim degerlerinden gorllecegi Gizere, ortama konulan lipidlerin blyuk bir
kismi mikrokdpukglk yapisina girmeden yilkama esnasinda atilmaktadir. MikrokdpUkgik
Uretiminde verimin artirlmasinin yollarina bakilmalidir.
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Sekil 29. Elde edilebilecek maksimum mikroképlkglk konsantrasyonun hesaplanmasi, (a)

mikroképukglk boyutuna gore, (b) toplam lipid miktarina goére.

4.2 Mikrokopiikgtliklerin Yiuizey Morfolojisi

Floresan mikoskobu ile yapilan ¢alismalarda genel olarak floresan probun lipidlerin
faz davraniglarini etkilemedigi kabul edilmektedir. Probun, lipitlerin faz davranislarini
etkilemeyecek kadar az; ancak sinyal-gurultd orani yuksek gorintu alinabilmesi icin probun
belli bir miktarin Ustiinde formulasyona katilmasi gerekir. Bu proje kapsaminda, Sekil 30'de
gorileceqi Uzere, Florescein-5-Thiocarbamoyl)-1,2-Dihexadecanoyl-sn-Glycero-3-
Phosphoethanolamine, Triethyl-ammonium tuzu (FITC-DHPE) ve 2-(12-(7-Nitrobenz-2-Oxa-
1,3-Diazol-4-yl)amino) Dodecanoyl-1-Hexadecanoyl-sn-Glycero-3 Phosphocholine (NBD-PC)
olmak Uzere iki farkh floresan probu kullanilarak morfolojik degisimler incelenmistir. NBD-PC
literatlirde mikrokopukguklerin floresan mikroskobu ile yapilan ¢alismalarda en sik kullanilan
prob olarak karsimiza ¢ikmaktadir ve genel olarak %1 oraninda mikrokdpukguk karigimina
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ilave edilmektedir (Borden vd. 2004, Borden vd. 2005, Borden vd. 2006). Sekilde
gorilecegi tzere, NBD-PC probunun floresan grubu fosfolipitin hidrofobik kuyruk kisminda
yer alirken, FITC-DHPE’de hidrofilik bas grup kisminda yer almaktadir. NBD-PC
mikrokdpukguklerin i¢ kisminda yer almasi dolayisiyla, hidrocarbonlar arasi hidrofobik ve van
der Waals kuvvetlerin azalmasina sebebiyet verdidi, ve bu ylizdende sivi-dlizensiz fazi daha
cok tercih ettigi ve o bodlgelerde bir aydinlanma sagladigi duastnulebilir. FITC-DHPE’de
floresan grup fosfolipidin bas kisminda yer almaktadir ve blylk bas gruplari arasindaki sterik
etkilesimler nedeniyle yine sivi-dizensiz faz i¢cinde karistigi distnulebilir. Bordovsky (Stefan
S. Bordovsky) tarafindan yapilan bir ¢alismada, FITC-DHPE'nin sivi-diizensiz faz i¢inde
daha ¢ok dagildig! rapor edilmistir. Bas grupta floresan grup igeren Texas Red-DHPE’nin de
yine sivi-dizensiz faz iginde karnistigi belirtimektedir (Skaug vd. 2011). NBD-PC
molekilinin mikrokdpukguklerde daha ¢cok emdlsifiyer bakimindan zengin faz ile karistirdigi,
dolayisiyla aydinlik boélgelerde emulsifier yogunlugunun daha fazla, karanlik bélgelerde de
fosfolipit oraninin yiksek oldugu ifade edilmektedir (Borden vd. 2004). Sonug olarak, bu
probun sivi-diizensiz faz (liquid-disordered phase) icinde dagildigi kabul edilmektedir
(Borden vd. 2004, Pu vd. 2005). Sekilde gorildugu tzere, kullanilan floresan probun tirtine
ve miktarina goére morfolojiler farklihk goéstermektedir. FITC-DHPE ile hazirlanan
mikrokokopukguklerde surekli faz aydinlik gorindrken, NBD-PC probu ile surekli fazin
karanhk bolgeler oldugu gérulmektedir. FITC-DHPE ve NBD-PC floresan molekiilleri ile
uretilen mikrokdpukguklerde olugan yuzey morfolojilerinde aydinlik bdlge ile karanlik bolgeler
birbirinin tamamlayicisi gibi gézikmektedirler. Literatirde bahsedildigi Uzere, NBD-PC
molekill daha cok emdlsifiyer fazi igerisinde karisma egilimi var ise, FITC-DHPE
molekilinin DSPC lipid faz iginde dagildigi gibi bir durum ortaya ¢ikmaktadir.

Literatirde, NBD-PC probunun sivi-dizensiz faz iginde dagildigi, bu ylzden
mikroképukgiklerde parlak boélgelerin emulsifier bakimindan zengin, karanlik bolgelerin ise
fosfolipit bakimindan zengin oldugu kabul edilmektedir (Borden vd. 2004, Pu vd. 2005).
Daha o6ncede bahsedildigi gibi, NBD-PC ile tim mikroképukguklerin floresan isaretli
olmadiklari, sadece belirli blUyukliklerdeki mikroképUkguklerin isaretli olduklari gérulmastr

Morfoloji incelemelerinde probun yapisi dnemli olmaktadir. Schutt ve ark. (Schutt vd.
2014) tarafindan yapilan bagka bir galismada lipofilik katyonik bir floresan prob olan DilC18
kullaniimistir. Yapilan ¢alismada tim mikrokokdpukguklerin floresan isaretli olduklari, ancak
mikrokokopukguklerin - ylzeyindeki mikroyapilarin  belirgin  bir gekilde gorulemedigi
belirtilmistir.
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DHPE-FITC NBD-PC DHPE-FITC NBD-PC
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Sekil 30. Mikrokoplikglik morfoloji ¢alismalarinda kullanilan floresan problarin molekiler
yapisi ve %0.5 FITC-DHPE ve NBD-PC problari isaretlenmis 9:1 ve 5:5 DSPC:PEG4St

mikrok&koplkguklerinin floresan mikroskop géruntuleri.

NBD-PC’nin %1 molar oraninda ilave edilmesiyle elde edilen mikroképukguklerin
optik mikroskop ve floresan mikroskop gorintuleri karsilastirildiginda, Sekil 31'da gorllecegi
Uzere tim mikrokopukguklerin floresan isaretli olmadiklari, sadece belirli buyukliklerdeki
mikrokdpukguklerin isaretli olduklari gértlmistir. Benzer gézlem, Borden ve ark. tarafindan
gerceklestirilen calismada da rapor edilmistir (Borden vd. 2004). Bu durumda, literatiirde
rapor edilen floresanl mikrokdpukglk gorintilerinin segilmis resimler oldugu anlagiimaktadir.
Ote yandan, FITC-DHPE ile hazirlanan mikroképiikgiiklerde biyiikliikleri ne olursa olsun tim
mikrokdpukguklerin floresan isaretli olduklari gérilmuastir. Calisilan mikroképukgik boyutlari
10 pum’den kiglk oldugundan mikrokopukglklerin ylzey morfolojilerinin incelenmesinde
FITC-DHPE molekiler floresan probu ile devam edilmesine karar verilmistir.

(9,1
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(a)

Sekil 31. %1 NBD-PC ilave edilmis 9:1 Mikroképukguklerinin genel (a) optik mikroskop (b)
birlestiriimis optik-floresan mikroskop (c) floresan mikroskop gérintuleri

(c)

4.2.1 Floresan Boya Konsantrasyonu Etkisi

Floresan calismalarinda elde edilen floresan yodunlugu konsantrasyon ile dogru
orantihdir. Diger bir deyisle, ylksek kontrast ve floresan isik yogunlugu igin floresan
konsantrasyonunun artiriimasi gerekmektedir. Ancak, belirli bir konsantrasyonun Gzerinde
floresan molekiilleri ylizeyde birbirlerine yakin istiflenecedinden bir molekilin yaydigr 1sik
komsu diger floresan molekill tarafindan absorplanacagi icin kamera detektériine beklenen
miktarda 1sik gelmeyecektir. ‘Self-quenching’ olarak bilinen bu olayda yiksek prob
konsantrasyonlarinda floresan yogunlugunun dustiga bilinmektedir (Benchimol vd. 2013).
Dolayisiyla yuksek kontrast gorinti icin floresan konsantrasyonunun optimize edilmesi
gerekmektedir.

DSPC ve PEG40St molekillerinin molar oranlarinin esit oldugu 5:5 mikrokopukgukleri
kullanilarak optimum floresan konsantrasyonu belirlenmigtir. Mikroskop ile yapilan
calismalarda goriuntileme fokusu degistiginde mikroképlkglklerden alinan floresan
yogunlugu degismektedir. Bu nedenle, mikroképlkglk gibi klresel yapilarda, degisik
kompozisyonlarda ve farkh caplarda floresan yogunluk karsilastirmasinin yapilabilmesi icin
goruntd fokusu hepsinde sabit ve mikrokoplkgugun ayni bdlgesinden olculmelidir. Bu
nedenle tim mikrokopukguklerin floresan yognlugunu hesaplamak icin goérinti fokusu
¢aplarinin en blylk oldugu orta kisimdan alinmistir. Normalize floresan yogunluklari
Denklem (22) ile hesaplanmistir (Pang Z 2012).

Farkli FITC-DHPE oranlarinda DSPC:PEG4St orani 5:5 olan mikrokdpukgtkler
sonikasyon yontemi ile hazirlanmistir. Her bir FITC-DHPE miktari ihtiva eden
mikrokdpukguklerin bir arada bulundugu floresan mikroskop gérintileri popllasyon olarak
Sekil 32(a)’da verilmistir. Sekilden goérilecegdi Gzere, her bir boya konsantrasyonunda hemen

hemen birbirlerine benzeyen morfolojilerde mikroképuikglkler bir arada bulunmaktadir. Farkli
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FITC-DHPE konsantrasyonunda diger mikrokdpukgukleri temsilen segilen mikrokdplkgukler
Sekil 32(b)'de gosteriimektedir. Sekilden goérilecedi Uzere, mikrokdplkgulklerin ylzeyinde
olusan karanlik ve aydinlik bolgeler, literatirde gosterilen morfolojilere benzer sekilde
olusmaktadir. Borden ve ark. (Borden vd. 2004, Borden vd. 2005, Borden vd. 2006),
karanlik ve aydinhk bdlge olusumlarini, mikroképukguklerin sentezlenmesinden sonra
soguma esnasinda boyutlarinin kiiglilmesi, bunun sonucu olarak lipid molekillerinin ylizeyde
sikismasi, bu esnada DSPC lipidlerin kondens faz olusturmasi, PEG4St molekiillerinin ise
expand fazda kalmasi, bu esnada FITC-DHPE boya molekillerin ekspand faz olan PEG4eSt
ile karistigi, dolayisi ile aydinlik bolgeler olarak gorinen bu bdlgelerin boya ihtiva eden
PEGaoSt olduklari ifade edilmektedirler. Ancak, burada karanlk ve aydinlik bdlgeler ylksek
boya konsantrasyonu ihtiva eden mikroképukgukler icin daha belirgin, disuk boya
konsantrasyonu ihtiva eden mikrokdpukgukler icin ise daha az belirgin olarak karsimiza
cikmaktadir. Sekilde beyaz oklar ile gosterildigi Uzere, disik boya konsantrasyonu ihtiva
eden mikrokodpukglklerde c¢okkenar bdlgelerin kenar cizgilerini olusturan floresan lipid
yogunlugunun artmaya basladigi gorilmektedir. Bu artig, lipidler arsinda bir faz ayriminin
oldugunu gdstermektedir. Mikrokodpuikglk yuzeyinde lipidler difizyon yoluyla ¢ok cabuk yer
degistirebilmektedirler. Ayni tir lipidlerin bir araya gelerek faz olusturduklari anlasiimaktadir.
Bu fazlar, mikroképlk¢ik ylizeyinde monotabaka olabilecegi gibi, dimerler, polimerler ve
topaklagsmalar seklinde de olabilir. Nitekim, floresan 1sik yogunlugu artisindan bu olusumlarin
meydana geldigi sekilde izlenebilmektedir. Ote yandan, mikrokodpukguk yiizeyinde karanhk
bdlge ve aydinlik bdlgenin homejen oldugu floresan boya karigiminin orani 0.5% oldugu
anlasiimaktadir. Karisima daha fazla oranda boya yiklendiginde, mikrokdpukgik ylzeyinde
aydinlik alanin artti§i ve karanlik bdlge alanlarinin kiguldigu gorilmektedir. Bu durum,
yuksek boya konsantrasyonlarda kameraya gelen 1sik yodunlugunun ylksek olmasi
nedeniyle goruntlinun Gzerinde bir gélgeleme etkisi olabilecedini de dustndirmektedir.

Sekil 32(c)'de farkli FITC-DHPE boya consantrasyonlari icin 6lgllen normalize
floresan isik siddeti yogunlugu degerleri verilmektedir. Sekilden goérilecedi Uzere, floresan
IsIk yogunlugu 0.35% boya konsantrasyonu degerine kadar dogrusal olarak artmaktadir. Bu
konsantrasyonlarda, farkli mikrokdpuikcUk sayilari igin dlgilen degisim oldukga kUguktar.
Ancak, yuksek boya konsantrasyonlarinda “quenching” etkiden dolayi flloresan isik siddeti
degeri dusmektedir. Ayrica, mikrokdpuikgikler arasinda floresan 1sik yogunlugu ayni
konsantrasyon boya ylklenmis mikrokodpukcikler arasinda birinden digerlerine farkhliklar
gOstermektedir. Morfolojik yapi olussa da, floresan i1sik yogunlugu degerleri yiksek boya
konsantrasyonlarinda homojen bir dagilim vermemektedir.
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Sekil 32. DSPC:PEG4St 5:5 mikrokopukgiklerinin farkli FITC-DHPE oranlarinda (a)
populasyonun floresan mikroskop gdruntuleri, (b) temsilen tek bir mikrokdpukgtgun floresan
mikroskop gorintisl, (c) floresan boya konsantrasyonuna karsi normalize floresan isik
yogunlugu verilerini gosteren grafik, 100X/1.25 objektif, pH=7.2. Beyaz oklar ile faz ayrimi
baslangicini ve lipidler arasi birlesme ve topaklasmalari gésteriimektedir.
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4.2.2 Mikrokoplikg¢iik Yiizey Morfolojisine pH Etkisi

Bilindigi Gzere FITC-DHPE pH’a duyarl bir floresan probudur ve ancak iyon formunda
olan FITC-DHPE isima yapmaktadir. Buna gore, mikrokopukguklerin yizey morfolojisinin
aydinlatiimasinda pH bir parametre olabilir. Farkli oranlarinda FITC-DHPE boya ylklenmis
DSPC:PEG40St orani 5:5 olan lipid karigsimlarindan sonikasyon ydntemiyle mikrokdépukgukler
Uretilmis ve bunlardan bir numune farkli pH’lara ayarlanmis fosfat tampon ¢oézeltisi icerisinde
dagitilmiglardir. Her bir mikroképUk¢igun floresan mikroskop géruntileri elde edilmis ve
Sekil 33'de gosteilmektedir. Boya orani %0.5 ihtiva eden mikrokdpukgukler farkh pH
degerlerinde ortamlara konuldugunda olusan ylzey morfolojileri Sekil 33(a)da
gOsterilmektedir. Sekilden gorilecegdi Uzere, mikrokdpukgukler farkll pH degerlerinde benzer
yuzey morfolojileri géstermektedirler. Ancak, pHa bagh olarak floresan isik yogunlugu
farkhiliklar géstermektedir. Digslik pH degerlerinde floresan 1sik yogunlugu olduk¢a disuk,
pozlama suresi ise ylUksektir. Mikrokopukgik ylzeyinde karanhk ve aydinlik alanlar
segilebilmektedir. pH artikga, aydinlik alanlarin ip gibi uzandigi ve balpetegdi yapisinda yuzey
morfolojilerin olustugu goézlenmektedir. Yliksek pH degerlerinde, floresan isik siddeti
yodunlugu artmistir. Balpetedi seklinde olusan ylzey morfolojilerinin kenarlarini olusturan
aydinlik bélgeler yiuksek pH’larda daha parlak goérinti vermektedir. Hatta, ok ile gosterilen
bazi bolgelerde diger bolgelerde olmayan i1gimalarin olmasi, bu bolgelerde floresan ve diger
molekdllerin dimer, polimer, c¢ok-tabaka birlesmeler, ya da topaklasma gibi yapilar
olusturduklar! izlenimi vermektedir. Cok ylksek pH’larda, ¢ok parlak araylzey isimlar
yaninda, karanlik bélgelerden de floresan isiginin geldigi goériimektedir. Bu durum, bir
mikrokdpukglgin vyalnizca karanlik ve aydinhk bdlgeler ile fazlara ayriimis bdlgeler
bulunmadigi, fakat belli oranlarda her iki fazin da karistiklari ytzeyler olabilecekleri sonucu
dogurmaktadir.

Yiksek pH 8.40 degerinde farkli konsantrasyonlarda FITC-DHPE boya yuklenmis
mikrokdpukguklerin floresan mikroskop gérintileri Sekil 33(b)de goériimektedir. Sekilden
gorulecegi Uzere, dusuk konsantrasyonlarda boya ihtiva eden mikrokopukguklerde goéruntu
alinabilmesi icin gegen pozlama slresi 20 s civarindandir. Boya miktari artirildiginda
pozlama siresi 0.6 s mertebesine kadar dismustir. Cok disuk boya konsantrasyonunda
yuzey morfolojisi belirgin degildir. Ancak, boya molekillerinin bir araya gelerek morfoloji
olusturma egilimi, ok ile gosterilen artan floresan 1sik yogunlugundan, anlasiimaktadir. Bu
durumda, her bir boya konsantrasyonunda boya miktari arttikgca mikroképukcigin ylizey
morfolojileri daha belirgin hale gelmektedir. Cok ylksek boya konsantrasyonunda, yizey
morfolojileri olmakla birlikte, asiri floresan i1sik yogunlugu ytzeydeki morfolojiyi bir bulut gibi
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ortmektedir. Cok yiksek boya konsantrasyonlarinda, ylzey camur gibi kaplanmakta ve

yuzey morfolojisi gerektigi gibi analiz edilememektedir. Bu durumda, optimum pH ve optimum
boya konsantrasyonlarinda yizey morfolojilerinin ¢calisiimasi gerektigi anlasiimaktadir.

pH=6.02 pH=6.52 pH=7.20
[FITC]=0.5% [FITC]=0.5% [FITC]=0.5%
to,=10.8 8 to,=0.62 5 to,=1.61's

pH=8.40
[FITC]=0.5%
te;=0.62.8

(b) pH=8.40
[FITC]=0.01% ¢
t,,,=20.0's

pH=8.40
[FITC]=0.35%

pH=8.40
[FITC]=0.05%
tey,=20.0 s

pH=8.40
[FITC]=0.5%

pH=8.40
[FITC]=0.15%
t.,=4.11 s

exp

pH=8.40
[FITC]=1.00%

ten=5.63 s

exp’

t,,,=0.62/5 te;=2:59 §

Sekil 33. DSPC:PEG4St 5:5 mikrokdpukguklerinin (a) farkli pH ve (b) farkli oranlarinda
FITC-DHPE boya yuklenmis mikrokdplkglklerin yliksek pH=8.40 degerinde floresan
mikroskop goruntuleri.

FITC-DHPE floresan molekulinun iyonik formu floresan 6zelligi gostermektedir.
Boyanin protonlu formu floresan 1s1§1 yaymamaktadir. Boyanin protonlanmasi ise iyonik bir
denge reaksiyonu olup Henderson-Hasselbalch denklemi ile verilebilir.
pH = pK, + log([4™)/[HA]) (20)
Toplam boya miktari, [HA].=[A]+[HA], Denklem (26)ya ilave edildiginde, boya
konsantrasyonunun pHa bagh oldugu floresan 1sik yodunlugu Denklem (27) ile

hesaplanabilir.

1

Fo [A_] = [HA]Q—[]- F 1{1@1{.“_?&}]

(27)
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Burada, FITC-DHPE'nin pK, dederi 6.2 olarak verilmektedir (Soucaille P 1988). pKa
degderinin uUstundeki pH degerlerinde floresan i1sima yogunlugunun artmasi beklenmektedir.

Sabit FITC-DHPE boya konsantrasyonunda hazirlanmis DSPC:PEG4St 5:5
mikrokdpukguklerin farkli pH’larda alinmis orta dizlem (mid-plane) floresan gorintileri ve
secilen mikroképukglklerin farkli pH’larda oOlgllen normalize floresan i1sik yogunlugu
degerlerinin model denklem ile karsilastirimasi Sekil 34’'da verilmistir. Sekil 34(a)da
gorulecegi Uzere, mikrokopukgik floresan yogunlugu, mikrokopukguklerin
goOrintilenmesinde ¢apinin en blylk oldugu orta dizlemden (mid-plane) gorintiler alinmis,
boylelikle fokusa bagl farkhliklar elimine edilmistir (Elmas vd. 2005, Benchimol vd. 2013).
Sekilden gorilecegi Uzere, mikrokdpukguklerden alinan floresan isik yogunlugu pH ile
artmaktadir. Cok kiigik pH degerlerinde karanhk gorintl, yiksek pH degerlerinde ise daha
parlak bir goérintl elde edilmektedir. Orta dizlem (mid-plane) goérintlilerde vyizey
morfolojileri, mikroskobun fokusu orta dlzleme ayarlandigindan belirgin bir sekilde
gOrulememektedir. Duslk pH degerlerinde sinyal-gUrilti  de@erleri  birbirine  yakin
oldugundan, her ne kadar goérinti alinabilir ve morfoloji gorulebilirse de, nicel bir analiz
yapmak igin yeterli olmayabilir.

Her bir pH degerinde slspansiye edilen mikrokopukclklerden alinan floresan
goOruntilerinden farkl mikrokdpukgukler icin dlgllen normalize floresan intensite degerleri
Sekil 34(b)’'de verilmektedir. Sabit bir boya konsantrasyon degeri icin Denklem-(27)’'den elde
edilen sonuglar da ayni grafik Gzerinde karsilastirimistir. Sekilden gérilecegdi Uzere, distk
pH degerlerinde mikrokdépukgik floresan isik yodunlugu degerlerinde farkli mikroképukgukler
icin pek bir fark olmayip hemen hemen benzer yogunlukta floresan 1sik vermektedirler.
Ancak pH degeri arttikca, mikrokdpuikguklerden elde edilen i1sik yogunluklarinda farkliliklar
g6ze carpmaktadir. Ayrica, eger her bir mikrokdpikgik kompozisyonu ayni olsaydi, farkh
mikrokdpukgukler igin farkli pH’larda Olgllen normalize floresan isik yogunlugu degerleri
model denklem Uzerinde olacakti. Oysa, her bir pH solisyonunda bulunan
mikrokdpukguklerin  sahip oldugu floresan miktari da model denkleme gbére farkhlik
gOstermektedir. Burada, “her bir mikroképukgtgin ylzey kompozisyonu ayni olmayip, her bir
mikrokdpukeugun yuzeyinde bulunan lipid, PEG4St, ve FITC-DHPE kompozisyonlari
farklidir” sonucuna ulasilabilir. Bu sonug, Borden ve ark. (Borden vd. 2006) tarafindan Sekil
10’da verilen sonug ile gelismektedir. Bahse konu arastirma grubu, %20 DSPE-PEG2000
konsantrasyonlarina kadar lipid karigimi ile mikrokdpukgik zar kompozisyonunu test etmis
ve lipid karisimindaki kompozisyonun aynen zar kompozisyonunda da olabilecegini ifade
etmislerdir. Burada elde edilen sonuglara goére, DSPC:PEG4St 5:5 oraninda
mikroképukgtkler igin bu durumun gecerli olmadigi anlasiimaktadir.
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Sekil 34. Sabit FITC-DHPE boya konsantrasyonunda hazirlanmigs DSPC:PEG4St 5:5
mikroképukguklerin (a) farkli pH’larda alinmis orta dizlem (mid-plane) floresan goérintileri,
(b) farkli pH’larda ol¢lilen normalize floresan isik yogunlugu ve model Denklem-(27) ile
karsilastiriimasi.

Farkli pH degerlerinde kullanilan FITC-DHPE boya konsantrasyonuna gére elde
edilen “ortalama” normalize floresan 1gsik yodunlugu degerleri Sekil 35'da verilmektedir.
Sekilden gorulecegdi Uzere, floresan 1sik yogunlugu 0.5% boya konsantrasyonu degerine
kadar konsantrasyon ile artmakta ancak bu optimum degerden sonra azalmaktadir. Bu, diger
pH degderleri icin de gecerli oldugu gorilmektedir. Ancak, disik pH degerlerinde ylksek
boya konsantrasyonlarinda floresan 1silk  yogunlugu degerleri 6nemli dlglude
degismemektedir. Bu durum, boya konsantrasyonu ylksek olsa dahi, diisik pH degerlerinde
yuzey morfolojilerinin daha iyi gézlenebilecegini ortaya koymaktadir. Buradan ¢ikartilacak
sonug, “boya ile yiklenmis mikrokopukglklerin yizey morfolojileri hem boya konsantrasyonu
hem de pH ile ayarlanabilir”.

65



3000

pH /,B'_‘~\\
3 2500 || 0602 v
< X 6,52 s N
& 2000 ||72 / B,
= A801 [/ LT e A
= 08,4 Pt "D~
= 1500 - /0a,” o IS
) SO0 A
£ 1000 ;A g x X
© N Vs
g B.a R 9
E 4 ’ /” Bl
= s00 | /¥ X

,/,/ ”/

/,’O

0 I I I I I I I I I I I I I

0,0010203040506070809101112131,4
Floresan Boya Consantrasyonu, mole%

Sekil 35. Farkli pH degerlerinde kullanilan FITC-DHPE boya konsantrasyonuna gore elde
edilen “ortalama” normalize floresan 1sik yogunlugu.

4.2.3 Mikrokopiikgiik Kompozisyonu ile Yiizey Morfolojisi

DSPC:PEG4St karigimindan 9:1°den 1:9a kadar degisen oranlarda uretilen
mikrokdpukguklerin - ylzey  morfolojileri  incelenmistir.  Sekil  36(a)da  degisik
kompozisyonlardaki mikrokdpukguklerin genel floresan mikroskop goértnttleri verilmistir. Her
bir kompozisyonda florasan géruntilerinden segilen benzer morfolojilerde mikroképukgukler
yine kompozisyonlarina goére $Sekil 36(b)de siralanmistir. Mikrokopukguklerin genel
populasyonuna bakildiginda, artan PEG4St orani ile ortalama c¢aplari azalmaktadir.
incelemelerde belli bir mikrokdpiikgiik solusyonundan érnek alindiginda  farkli
blyukliklerdeki mikroképukgiklerde yine de benzer morfolojiler goérilmektedir. Sadece
mikroskobun ¢ozundrligu ile alakali olarak morfoloji daha az belirgin olmaktadir. Fakat yine
de morfolojiler gorilebilmektedir. Bunun yaninda, mikrokdpUkguklerin buyUklukleri ayni
olmasina ragmen, bir mikrokopukgikte morfoloji gozlenirken, digerinde herhangi bir
morfolojinin gézlenemedigi durumlar da olabilmektedir. Herhangi bir morfoloji gézlenmemis
olmasi DSPC ve PEG4Stnin homojen bir sekilde mi karistilar sorusunu akillara
getirmektedir. Floresan mikroskobu ile yapilan c¢alismalardaki diger bir gdzlemimiz ise,
5:5'den 9:1 DSPC:PEG4St kompozisyonuna gidildikce benzer morfoloji gdzlenebilen
mikrokdpukguklerin - sayisindaki artistir. 9:1, 8:2, 7:3 ve 6:4 mikrokdpukguklerinde
blyuklikleri farkli olmasina ragmen c¢ok sayida mikrokopulkgikde morfoloji gézlenmesine
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karsin, 5:5 mikrokopukgiklerinde futbol topu goriniminde morfolojili mikrokdplkgukler
gOrulmustir. Bu gbézlem, 5:5 mikroképukcuklerinde artan PEG4oSt yogunlugu sonucu PEG
zincirlerinin mikrokdpukclik ylzeyinde firga tipi bir konfigurasyon edinmesi (Abou-Saleh vd.
2014) ve tipki DSPC gibi daha dislik molekll basina disen alana sahip olmasina
atfedilebilir. PEG4St molekillerinin firgca konfigirasyonunda disik molekll alana sahip
olmasi, DSPC gibi bir molekiler konfiglirasyona sahip olmasi dolayisiyla DSPC ile daha iyi
karigabilmesi ve daha fazla molekilin ylzeye adsorbe olmasi, ve dolayisiyla stabilitenin
artmasi anlamina gelir ki, 5:5 mikrokdpukgukleri buyuklik ve konsantrasyonlari bakimindan
daha stabil davranis gostermektedir. Ayni kosullarda sentezlenmesine ragmen verim 5:5
mikrokopukguklerinde en yuksektir. Ayrica, homojen dagilimdan 6tiru, lateral kuvvetlerin
daha dengeli olacagi ve bu yluzden de stabilitenin artmis olabilecegi distintlmektedir. Farkh
kompozisyonlardaki drnekler floresan mikroskobundan incelendiginde farkli yizey
morfolojilerinin hakim oldugu goérilmektedir.

Sekil 36(b)’de 9:1'den 5:5 oranina kadar Uretilen mikroképukguklerde belirgin ylizey
morfolojiler gézlenmigstir. PEG40St miktari %50 oranindan daha fazla olan mikrokdpukgukler
icin, stabilitelerinin disik olmasi sebebiyle ylzey morfolojisi icin yeterli gbzlem
yapilamamistir. Bu mikrokdplikglUklerde verim ¢ok diusuk ve mikrokdpukgiklerin Uretim
sonrasinda dayanikliliklari ¢ok azdir. Bu mikroképlkglikler +4 °C’de dahi stabilitelerini
koruyamamiglardir. Diger kompozisyonlarda oldugu gibi, ayni tapten o6rnek alinarak
tekrarlayan goézlemler yapilamamistir.
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Sekil 36. Farkl DSPC:PEG40St oranlarinda mikrokdpikguklerin (a) genel floresan mikroskop
goruntileri (Blyutme: 40X) (b) mikrokdpukguklerin yiuzey morfolojilerinin  gdruntileri
(Buyatme: 100X).

Labaratuvarimizda yapilan denemeler isiginda, DSPC:PEG4St oranlarina goére
mikrokdpukguklerin  yizey morfolojilerinin siniflandiriimasi Sekil 37‘de verilmigtir. 8:2
oraninda hazirlanan mikrokdpukguk yluzeyi yaprak gibi, 7:3 oranindaki mikrokdpukguk yonca
yapragi, 6:4 oraninda hazirlanan mikrokdpukglik aripetegine ve 5:5 oranindaki
mikroképukgukler futbol topuna benzer bir morfolojiye sahiptir. Alinan her tilpte
tanimlamamiza uymayan farkli yizey sekline sahip mikrokdpukgukler olmasina ragmen her
oranin (8:2, 7:3, 6:4, 5:5) baskin bir morfolojide oldugu anlagiimaktadir. Ote yandan, ilging
olarak 9:1 oraninda hazirlanan mikrokdpukgiklerden alinan  Orneklerde diger
kompozisyonlarda olan morfolojilerin yaygin olarak bulunduklari gérulmustur.
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Sekil 37. Farkli DSPC:PEG4St oranlarinda mikrokopukgiklerin ylzey morfolojilerinin
goruntasi (Buyutme: 100X).

Floresan mikroskop ile nicel analizlerde, floresan isigin intensitesi dedektére ulasan
foton sayisi ile orantilidir. Bu nedenle, detektdériin doygunluk seviyesi altinda ve lineer
calisiyor olmasi esastir. Kamera detektoriiniin topladigi foton miktari uyarici 1sik yogunlugu,
ISIgIn homojenizasyonu ve numunenin 1siIda maruz kalma slresinden (pozlama suresi)
etkilenmektedir (Waters 2009). Bunsen ve ark. (Greene 2013), kamera dedektori lineer
oldugu durumda, belirli bir uyarici 1sik siddetinde, floresan yogunlugu ile pozlama siresinin
ters olarak degismesi gerektigini, floresan yogunlugu ile pozlama siliresi carpiminin sabit
kalmasi gerektigini ifade etmektedir. Bu, pozlama denge kurali (reciprocity law) olarak bilinir
(Roeckelein 1998, Martin vd. 2003). Yilksek pozlama slresinde numune solabilir
(photobleach), dusik oldugunda ise dijital goérintide ¢ok fazla gurllti (noise) olabilir.
Pozlama dengesi kuralinin gecerli olmadigi durumlarda goéruntitlerden saglikli nicel analiz
yapiimasi mimkuin olmayacaktir.

%0.5 FITC-DHPE iceren degisen DSPC:PEG4St oranlarindaki mikrokdpukgiklerinin
100X/1.25 ve 63X/0.75 objektif ile alinan gérintilerinden yapilan nicel analiz sonuclari Sekil
38'de verilmektedir. Mikrokoépukglk formulasyonunda DSPC:PEG4,St orani degistirilirken,
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toplam lipittemilsifiyer miktari 40 pmol olarak sabit tutulmustur. Dolayisiyla, tim
mikrokdpuikgik kompozisyonlarinda floresan miktari %0.5 olacak sekilde formulasyona
katilmistir. Floresan yogunlugunun artan PEG% ile azaldigi her iki objektif ile géraimugtar.
Burada, PEG% miktarlarina gére olusan mikroképuUkguklerin boyutlari géz ardi edilmemelidir.
5:5 mikrokopukgiklere gidildikge ortalama mikrokdpulkgik boyutu kicilmektedir. Dolayisiyla,
Sekil 38'da artan PEG% ile birlikte floresan yogunlugunun azalmasi, fosfolipit ve emulsifiyer
molekdllerinin  mikrokdpukgik ylzeyinde daha dizenli ve kondens bir monotabaka
olusturacak sekilde adsorbe olduklari, dolayisiyla daha az FITC-DHPE’nin monotabaka

yapisina girebildigi sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir.
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Sekil 38: % 0.5 FITC-DHPE iceren degisen DSPC/PEG oranlarindaki mikrokdpukguklerinin
100X/1.25 ve 63X/0.75 objektif ile alinan gorintilerinden hesaplanan normalize floresan

yogunluklari

4.2.4 Mikrokoplik¢iik Monotabaka Yapisi ve Morfoloji Olusum Mekanizmasi

Ultrason kontrast maddesi stabil mikrokdpUkglk igin en dnemli kriter olarak gazi
cevreleyen lipid tabakasinin gaz difuzyonunu engelleyecek sekilde gaz etrafinda kondens
olmasi gerektigi disinilmektedir (Borden ve Longo 2002, Borden ve Longo 2002).
Mikroképukguklerin olusumundaki genel kani, lipid ve emidlsifiyer molekdllerinin bir gaz
kabarciginin etrafinda adsorplanarak bir monotabaka olusturdugu ve mikrokoplkglk
yuzeyindeki DSPC:PEG40St oraninin mikrokdpukguk olusumu icin hazirlanan DSPC:PEG4eSt
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karisiminin oraniyla ayni oldugu, lipid ve emdilsifiyer molekillerinin gaz-sivi araylizeyinde
adsorplanirken hidrofilik taraflari sulu faza, hidrofobik taraflari ise gaz tarafina yonlenecek
sekilde organize oldugudur. Mikrokopukgukler, genel olarak lipid ve emilsifiyer molekdillerinin
mikron boyutlarindaki gaz kabarciklari Uzerine adsorbe olmug hali olarak tanimlanir.
Mikrokpukguklerle yapilan z-kademe (z-stack) gorintilemeler bu gorisi destekler
niteliktedir. Sekil 39°de mikroskobun z-stack 6zelligi kullanilarak ¢ekilen mikrokopukguklerin
X,Y,Z dizleminde 3 boyutlu (3D) resimleri gosterilmektedir. Sekilden, mikrokopukgiklerin
kresel bir yapida oldugu ve iglerinin gaz ile dolu oldugu agik bir selkilde gortlmektedir.

Sekil 39. Bir Mikrokdpukguklerin 3 Boyutlu (3D) Floresan goériuntileri (blyttme: 100X).

Ug boyutlu resimlerden segilen bir mikrokdpiketugin degisik agilardan alinan
goruntileri Sekil 40’de verilmistir. Mikrokopukcugun yuzey seklinin homojen ve degisik
acilarda birbirine benzer ve kiresel yapida oldugu agikca goériimektedir. Sekilde gortlecegi
Uzere, mikrokopukglklerin ylzeylerinde oklar ile gosterilen bolgelerde farkli oranlarda ve
farkl dagihmlarda PEG4cSt molekilleri, DSPC lipid molekilleri, ve floresan boya molekilleri
yer almaktadir. Floresan probunun mikrokdpikglUkler Gzerinde esit dagiimadigi, belirli
bdlgelerde kiimelestigi sekilde belirgin bir sekilde gézlenmektedir. Hatta, bu kiimelesmelerin
parlak floresan 1sik yogunlugundan farkh kalinliklarda olduklari da anlasiimaktadir.
Kimelesme sonucu, mikrokdplk¢ik ylzeyinden lipidlerin ayrilmakta olduklari da 3D
goruntisinden tespit edilebilmektedir.
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Sekil 40. Bir mikroképukgtgin 3 boyutlu (3D) floresan goérintistnin farkh acilardan
gorunimu. Oklar lipid-emdilsifiyer-boya kimelesmelerini  gostermektedir.
(Buyutme: 100X).

Z-stack 3D-goruntusu alinan bir mikrokdpukgugin, X-X ve Y-Y duzlemlerinde 5 farkh
acilardan bakildigindaki resimleri Sekil 41’de goérulmektedir. Sekil 41 (a)da 3D resim X-
dizlemine gbére alinmig, Sekil 41(b) X- dizlemine gbre sola dondurilmas, Sekil 41(c) 3D
goruntl X- dizlemine gore saga dondurilmis; Sekil 41 (d)'de Y- diizlemine gére yukari, ve
Sekil 41 (e) Y- dizlemine goére asagdi dondirilmus resimleri gdsteriimektedir. Bitin
resimlerde mikrokopukgugin benzer ylzey morfolojisinin hakim oldugu
gorulmektedir.Mikroképlkgugin 3D resimleri  degisik acilarda incelendiginde,
mikrokdpukcugun kiresel yapida oldugu, floresan probunun mikroképltkgigin butin kiresel
ylzeyine dagiimadigi fakat kimeleserek belirli bir ylizey morfolojisi olusturdugu gézlenmistir.
MikrokopuUkguk ylzeyindeki karanlik bdlgenin ne oldugu tam olarak bilinememektedir.
Karanlik bélge, ya floresan molekult bulunmayan kondens DSPC molekdllerinin bulundugu
alan, ya da hicbir DSPC ve PEG40St molekiillerinin olmadigi ve sadece gaz fazinin sivi faz ile
temas igerisinde oldugu yalin ylzeyi gdsteriyor olabilir. Literatiirde TEM resimlerinden bu
bolgenin DSPC tarafindan kaplanmis alan oldudu anlasiimaktadir (Kim vd. 2003). Sekilde,
yluzey morfolojisi olusumu esnasinda, PEG4St (ve belki DSPC) molekilleri ile birlikte
floresan boya molekdlleri belli bir alanin (domain) kenarlarina dogru difizlenmesi ve
kenarlarda kimeleserek morfoloji olusturduklari  gorilmektedir. Bu kimelesmenin
molekdllerin  monotabaka dizilisinde olmadigi anlasiimaktadir. Hatta, topaklasmis
molekdllerin ylzeyden ayrilmakta olduklari da resimlerden gérilmektedir.
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Sekil 41. Bir mikrokdpukgugin 3 boyutlu (3D) floresan goérintistnin farkl agilardan
gorinimu (a) X dizlemine goére alinmis z-stack gorintlisi (b) sola (c) sada (d)
asagidan yukari (e) yukardan asagi gevrilmis hali. (Buyutme: 100X)

DSPC:PEG4St 5:5 kompozisyonunda mikrokoépukciklerin floresan mikroskop
gruntisu ve floresan 1sik yogunlugu Sekil 42°'de verilmektedir. Sekilden gérulecegdi Uzere,
mikrokdpukglgin ylizey morfolojisi daha 6énce gosterilen ici karanhk etrafi aydinhk
morfolojilere benzemememektedir. Sekil 42(a)da gorilecedi Uzere, mikrokdpulkguklerin
ylzeyinde sinirlarla gevrili bdlgelerin olustugu goérilmektedir. Bu bolgelerin igerisi floresan
boya molekdilleri ile kaplanmis ve bdlgenin her bir noktasindan isik sa¢gmaktadir. Ceuvrili
bolgelerin sinirlari ise karanlik bélgedir. Karanlik bélgenin DSPC molekdilleri ile mi, yoksa su
molekdlleri ile mi dolduruldugu kesinlik kazanmamistir. Bu tlr olusumlar mikroképuikgigun
zar yapisini gosteren TEM resimlerinde de goérulmektedir (Kim vd. 2003). Kanaatimizce,
sinir bélgeleri daha ¢ok su fazi ile doldurulmus olup, cevrili bélgelerin ylzey gerilimi etkisiyle
stabil kalmalarini saglamaktadir. Sekil 42(b)de mikrokdplikglik ylzeyinde floresan isik
yogunlugu degerleri goérulmektedir. Sekilden gorilecegi Uzere her bir gevrili alanin 1sik
yogunluklari ve boyutlar farkhlik gostermektedir. Yaklasik 10 pm boyutlarinda bir
mikrokdpukguk icin cevrili alan boyutlari 0.5 pym ile 2.5 ym arasinda degismektedir. Ceuvrili
alandan gelen gk siddetinin farklihk godstermesi, monotabaka yapisinin homojen
dagiimadigini géstermektedir.
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Sekil 42. 5:5 DSPC:PEG4,St mikrokdpukguguin ylzeyde (a) sinirlarla gevrili bolgelerin
olusumu, (b) floresan 1sik yogunlugu. (Bayutme: 100X)

Bagka bir calismada, mikrokdpukguklerin boyutlarinda ve yizey morfolojilerinde
zamanla meydana gelen degismeler floresan mikroskop gorintileriyle izlenmistir. Mikroskop
tablasina yerlestirilen mikrokdpukglk stispansiyonu isik enerjisi altinda kurumaya birakilmis,
yuzey gerilimi etkisiyle sikistirilmakta olan mikroképukglklerin her saat basi floresan
goruntileri  kaydedilmigtir. Floresan mikroskopu ile degisik ylzey morfolojisine sahip
mikrokdpukgukler Sekil 43'de gdsteriimektedir. Sekilde gorilecedi Uzere, sikisma etkisiyle
birbiri ile sikisan mikrokdpukglkler aralarinda bir birlesmeye gitmemekte, stabil yapilarini
muhafaza etmektedirler. Her bir mikrokdpukgtgin sinirlart belirgin sekilde goézlenmektedir.
MikrokoépukgUkler birbirlerine dokunmus ve sikistirimis olmalarina ragmen aralarinda
birlesme olmamasi, membran yapisinin bozulmamasi bu mikrokdpUkcukguklerin statik
kosullarda kararli yapida, dayanikli olduklarini didstndirmektedir. Baslangi¢ta benzer
morfoloji gdsteren bu mikrokodpukguklerin, sicaklik, basing gibi termodinamik kosullarin

74



v

T0BITAK

degismesiyle farkli morfolojiler géstermesi dinamik bir sistemin oldugunu, faz gecislerinin
mikrokdpukgtugin bayukligine ve floresan probun dizenli (ordered) ve dlzensiz
(disordered) veya kati (solid) ve akiskan (fluid) fazlarda farkl hizlardaki difizyonuna bagli
olabilecedi degerlendiriimektedir. Buna gore, sekilde isaretlenen her bir mikrokdpuikgigin
davranisindan derslar ¢ikartilabilir. Burada, 1 No’lu mikrokopukcik zamanla takip edildiginde,
yluzeyde sinirlar gevrili alanlar oldugu ve bu alan igerisinde floresan molekdlinin ker
noktadan sinyal verdigi gériilmektedir. ilerleyen zmanlarda, gevrili alanlarin ortalari karanhk
bolgeye donugirken, kenar bolgeler aydinlk gizgiye dogru donigmektedir. Benzer gekilde, 2
No’lu mikroképlkeglk ylzeyinde sinirlari cevrili ve her noktasindan floresan isik sacilan
alanlar izlenirken, zaman ilerlediginde, mikroképlk¢igin boyutunun blyludigu ve ortada
bulunan boyanin kenarlara dogru ¢ekilerek ip seklinde alani gevreleyen sinirlar olusturdugu
goOrulmektedir. Benzer davranisg, 3 ve 4 No’'lu mikrokdpukgiklerde de gérilmektedir. 5 No’lu
mikrokdpukguk icin ise, net bir yizey morfoloji gorintisi alabilmek icin, mikrok&pukgik
ylzeyini, o6zellikle floresan molekull ihtiva eden, bir sivinin kaplamamasi gerektigi
anlasiimaktadir.

Sekil 43. Mikrokdpukgiklerin  boyutlari ve yuzey morfolojilerinin floresan mikroskop
gorantaleri. (Buyutme: 100X)
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Mikrokopukgcuklerin yizey morfolojilerinin incelenmesi sonucu kazanilan bilgi ve
tecrubeler 1siginda Sekil 44’da gorilecegi Uzere, mikrokoépukglklerin ylzey morfolojisi
olusum mekanizmasi Onerilmistir. Sekilde, mikrokoplkclik ylzeyini temsil eden sinirlari
cevrili bdlgeler gorilmektedir. Mikrokdpikgukler, yapi tasi olan DSPC molekilinin Ty,
sicakhigi olan 55 °C’in lzerinde 65 °C sicaklikta sentezlenmektedirler. Mikrokopukgukler ilk
sentezlendiklerinde lipid, emdlsifiyer, ve floresan molekilleri yuzeyde sinirlari gevrili bolge
icerisinde homojen bir sekilde karistigi farzedilmeketdir. Hemen akabinde mikrokoplkgukler
sogutulmaktadir. Sogutma esnasinda sicakhgin disurilmesiye mikrokdplkguklerin boyutlari
kicllmekte, ve ayni zamanda mikrokopukguklerin stspansiyon edildigi sivinin gaz tasima
kapasitesi artacagindan mikrokdpukgiklerden gaz cikigi ile mikroképlkglk boyutu daha da
hizli azalmaktadir. Sogutmanin hizli yada yavas yapilma derecesine gore sinirlarla cevrili
alanin blyUklGga kiglk ya da biylk olabilmektedir. Soguma esnasinda, mikrokdpukgigin
boyutu kuclleceginden ylizeyde lipidler sikismakta ve sikismis (kondens) DSPC fazi
olusmaktadir. Diger PEG40St ve floresan molekull i¢in T, sicakligi daha dusik oldugundan,
bu iki molekll ylizeyde daha cok extended faz olarak kalmakta ve ylzeyde sikismis ve
dagiimis olarak bulunmaktadirlar. Sekil 44(a)yda gorilecedi Uzere, floresan boya yukli
mikrokdpukgukler goérintileme igin mikroskop tablasina konmadan dénce yikanmakta ve
cogunlukla fosfat tampon c¢oézelti olan bir dagitma sivisi igerisinde slispansiyon olarak
mikroskop altina konmaktadirlar. Bu sivinin ¢ézinmus gaz kapasitesi mikrokdpukguklerin
orjinal olarak saklandigi sivinin 6zelliklerinden farkli olacagindan, mikrokdpukguklerin
boyutlarinda bir artma olacak ve sinirlarla gevrenelmis alanda bir genisleme olacaktir (Kwan
ve Borden 2012). Bu durumda, extended fazda bulunan PEG4,St ve floresan molekiilleri
cevrili alanin kenar bolgelerine dogru difizleneceklerdir. Boylece ilk karanhk ve aydinhk
alanlar olugacaktir. Sekil 44(b)’de gorulecegi Uzere, mikrokdpukguklerin boyutlarindaki artma
devam ettiginde ve difizlenme hizlandiginda, PEG40St ve floresan molekdilleri ¢evrili alanin
kenarlarinda toplanarak ayri bir faz olusturacaklardir. En sonunda sinirlari gevrili alanin
kenarlarinda kiimelesmis PEG4cSt ve floresan molekilleri Sekil 44(c)'de tasavvur edildigi
sekilde mikrokdpukgtgun morfolojisini olusturacaktir.

Buradan cikarilacak sonug¢ sudur: Mikrokdpukglklerin ylzeyleri beklendigi gibi
monotabaka yapidan olusmamaktadir. Mikroképukguklerin ylzeylerinde farklh bayukliklerde
sinirlarla cevrili alanlar ve bu alanlarin etraflarinda kiimelenmis boélgeler olusmaktadir.
Bdylece, yuzeyde bir kutle farki dogmaktadir. Bu da bir mikroképlkgugun osilasyonunu, bu
esnada homojen ya da farkh morfolojilerde boyutsal biylmelerini ve mikroképukgigin
stabilitesini, yavru mikrokdpukgUklere parcalanma davranisini  ve ekojenitelerini
etkilemektedir.
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Zaman

Sekil 44. Mikrokodpukguk ylzeyinde olusan karanlik ve aydinlik bolgeler igcin 6nerilen
mikrokdpukguk ylzey morfolojisi olusum mekanizmasinin sematik ¢izimi.

4.3 Mikrokopiikgiiklerin Yiiksek Hizda Osilasyonlari

MikrokopukglUkler'in ultrason altinda davranislarini anlamak ve bu c¢alisma
kapsaminda yeni yaklasim tarzlar olusturabilmek igin, University of Pittsburgh-Medical
School (UPMC)'da Dr. Flordeliza Villanueva’nin labaratuvarinda bulunan, “Ultra Yiksek Hizli
Kamera Sitemi” ile goruntuler elde edildi ve bu video goruntuler kullanilarak analizler yapildi.
Bu analizlerde amacimiz, mikrokdpukguklerin ultrason altinda davranislarini belirlemek ve
uygun yéntemler gelistirmektir.

Ultra yliksek hizli gorinti sisteminde, lipid mikroképukgikler bir kapiler tlip icerisine
yerlestirildi. 1 MHz frekansinda (saniyede 10° atim) ultrason mikrokdpUkgukler Uzerine
gonderildi. Bu esnada bdlgesel basing, kurulan deneysel dizenek (zerinden 0.5 MPa’a
ayarlandi. Video kayit hizi 5.10° fps olacak sekilde kameralarin resim alma hizlari ayarlandi
ve video kaydi yapildi. Toplanan resimlerden saniyede 16 resim olmak tzere 16 fps hizinda
yeni bir video olusturuldu. Bu video “UPitt-lipidsMB36s” isminde bir dosya olarak Ek’de
verilmistir. Video 1’de vyer alan lipid mikrokdpikguklerin bir resmi $Sekil 45°de
gOsterilmektedir.
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Lipid Mikrokoptkgikler, 1 MHz Ultrason,
. 0, ° é 0.5 MPa Basing, 5.10° fps kayit, 16 fps
‘ ® video oynatma (Video icin Ek’e bakiniz)

Sekil 45. University of Pittsburgh Medical Center (UPMC)'de “Ultra Yuksek Hizli Kamera
Sistemi” ile kaydedilmis video goéruntisu.

Video 1. “UPitt-lipidsMB36s” (Video igin Ek’e bakiniz)

Yiksek hizli kamera sisteminde ilk osilasyon esnasinda farkli zamanlarda
mikrokdpukglklerin boyutlarindaki kiglilme ve blyime hareketi Sekil 46’de verilmektedir.
Sekilden gorilecegi belli bir boyutun altindaki mikrokdpukgikler hi¢ osilasyon yapmaz iken,
mikrokdpukguklerin osilasyonu igin belli bir boyut esik dederinin asilmasi gerekmektedir. Bu
mikrokdpukguklerin resonans frekansi olarak bilinmektedir ve f.d = 3 m/s gibi tahmini bir
esitlikle verilebilir. Bu durumda, 1 MHz frekansa sahip ses dalgalarinin 3 pm boyutlarinda
mikrokopukgukleri osilasyona gecirebilecedi anlasiimaktadir.
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Sekil 46. Yuksek hizli kamera sisteminde ilk osilasyon esnasinda farkli zamanlarda
mikrokdpukguklerin boyutlarindaki kigilme ve biylime hareketi.

Video géruntllerini olugturan her bir resim icin farkli boyutlardaki mikrokdpukguklerin
osilasyonlari incelenmistir. Ultrason altinda sirasiyla yaklagik 2.6 ym ve 1.6 ym boyutlarinda
mikrokdpukglklerden elde edilen gorintiler Sekil 47(a)da gosteriimektedir. Sekilde
gOrilece@i Uzere, boyutu buyudk olan mikrokdpukguk ultrason altinda boyutu artarak
osilasyona baslamaktadir. Yakininda bulunan hemen hemen benzer boyuttaki baska bir
mikrokdpukguk ile birlesmekte ve daha sonra tek bir mikrokdpukcuk gibi hareket etmektedir.
Yine, yakinda bulunan bagka iki mikrokdplUkg¢igin birlesmesinden olusan yeni birlesik yapi
ile birlestikten sonra osilasyona tek bir mikrokdpukcukmus gibi devam etmektedir. Ylzey
morfolojisinden her bir mikroképukgtgin birleserek homojen yizey olusturdugu degil, farkli
mikrokdpukguklerin yer aldidi bir birlesik mikrokdpukguk taneciginin oldugu goérulmektedir.
Ancak, osilasyonun ilerleyen asamalarinda, mikrokdptlk¢lik homojen ylzeye sahip tek bir
ylzey gibi hareket etmekte ve zamanla boyutu kigulmektedir. Bu davranig, ultrason altinda
mikrokdpukguklerin nigin konsantrasyonlarinin azaldigi ve ekojenete dederlerinin distiguni
de aciklayabilir.

Yukarida bahsedilen bu durum Sekil 47(b)de verilmektedir. Bahsedilen
mikrokdpukgugun osilasyona baglamasiyla boyutlarinda bir kigilme ve blyume hareketi
goOrulmektedir. Ne zaman mikrokdplkglik yakininda bulunan benzer boyuttaki bagka bir
mikrokdpukguk ile etkilesime girdiginde, mikrokdpukgtugun boyutlarinda meydana gelen
osilasyon peryodik bir osilasyon olmaktan c¢ikip, damping etkisiyle peryodik olmayan bir
osilasyon meydana gelmektedir. iki mikrokdpikgigin birlesmesiyle mikrokoplikgik boyutu
blylmus ve osilasyon siddeti artmistir. Birlesik mikroképlkcigin milisaniye mertebesinde
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zamanla ¢ozilmesiyle, mikrokdplkgik boyutunda bir kiicliime olmus ve osilasyon siddetinde
bir disme meydana gelmistir.

1.6 um boyutlarinda 2 No’lu mikrokdplik¢ligin boyutlarinda meydana gelen degisme
ve osilasyon davranigi Sekil 47(c)de gdsteriimektedir. Sekilde gérilecegdi Uzere, 1.6 pm gibi
bir boyutta olan mikrokoplkglkler beklenen osilasyonu gdstermemekte, vyalnizca
kompresyon (compression-only) hareketi yapmaktadir. Kiglk boyutlu bu mikrokdpUkgik
baska bir mikrokdplkgik ile birlesinceye kadar boyutlarinda goérinir bir artma
g6zlenmemektedir.  Buradan,  mikrokdpukguUklerin  ultrason  altinda  osilasyonlari
mikrokdpuikguklerin boyutlarina baghdir gibi bir sonug cikartilabilir. Ote yandan, ultrason ile
gorinti elde edilmesinde, sinyal siddeti mikrokdpikgigin boyutunun 6.nci kuvveti ile orantil
oldugu dikkate alindiginda,(Kabalnov vd. 1998) kiiglik boyutlu mikrokdplkguklerin sinyal
siddetlerinin dislk olabilecedi de degerlendiriimektedir.
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Sekil 47. (a) 2.6 ym ve 1.6 ym boyutlarinda 1 ve 2 No’lu mikrokdpukguklerin ultrason altinda
davraniglarinin hizli kamera goérintist, (b) 2.6 um boyutunda 1 No’lu mikrokdpuikgigin
boyutlarinda meydana gelen degisme ve osilasyon davranisi, (¢) 1.6 ym boyutunda 2 No’lu
mikrokdpukglgun boyutlarinda meydana gelen degisme ve osilasyon davranisi.
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4.2 um boyutlarinda 3 No’lu mikroképlkcigin ultrason altinda osilasyonu Sekil
48(a)da gOsterilmektedir. Bahse konu mikrokdpukcik etrafinda bulunan herhangi bir
mikroképukgik ile birlesmemekte, ancak osilasyonun ilerleyen asamalarinda yakininda
bulunan baska bir mikrokdpikglk ile temasta bulunmaktadir. Bu durum iki mikroképuikglk
arasinda damping etkisi diyebilecegimiz esnek c¢arpismaya neden olmaktadir. Osilasyon
esnasinda, mikrokdplUkg¢iugin yuizeyinde degisikler oldugu ve jet olustugu da goérilmektedir
(Ref). Burada 6nemli olabilecek bir bulgu da, her ne kadar mikroképukglkler birbirleriyle
temas halinde olsalar da, yuzey gerilimlerinden dolayr kendi sinirlarini korumakta ve
birbirlerine difizlenmeden yapilarini koruyabilmektedirler. Bahse konu mikrokdpukgtgin
ultrason altinda boyutlarindaki degisim Sekil 48(b)'da gosterilmektedir. Sekilden gorulecegi
Uzere, mikrokoplkglk ultrason ile birlikte osilasyona baslamakta ve mikrokopukgigin
osilasyon c¢api cevrede bulunan bagka bir mikrokdpukglk ile temasi sonucu zamanla
azalmaktadir. Burada, iki mikrokdpukgugun birbirleriyle birlesmedigi, osilasyon esnasinda
boyutlarinda degisme olmasina ragmen stabil olarak zar vyapilarini koruyabildikleri
goOrulmektedir. Sekilde gorilecegi Uzere, mikrokoplkglik tek basina iken sahip olunan
osilasyon siddeti damping etkisi nedeniyle esnek carpisma sonucu zamanla sénime dogru
gitmektedir.
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Sekil 48. (a) 4.2 ym boyutlarinda 3 No’lu mikrokdpukg¢ugun ultrason altinda davraniginin hizli
kamera gorintisd, (b) 4.2 um boyutlarinda 3 No’lu mikroképukgigun boyutlarinda meydana
gelen degisme ve osilasyon davranisi.
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3.0 um boyutlarinda 4 No’lu mikroképukglgin ultrason altinda davranisi Sekil
49(a)‘da gdsterilmektedir. 4 No’lu mikrokdpukclik komsu mikrokdpukgik ile temas halinde
iken osilasyona baslamakta, boyutlari kiigtldiginde iki mikrokdpuikgik arasindaki mesafe
artmakta, ancak tekrar boyutlari ilkine gére daha fazla blyudugunde iki mikrokdpukguk
birlesmektedir. Bu birlesme ilk asamada tek bir mikrokdplkgige dénismedigi, hala iki farkli
mikrokopukguk gibi davrandiklari gorulmektedir. Osilasyonu ileriki agsamalarinda komsu yeni
mikrokdpukgukler ile birlesmelerin oldugu, bu esnada, mikroképukglk icerisindeki gazin bir
mikrokdpukgukden digerine aktarildigi, ve bu mikrokdpukgugun zar yapisi dagilirken, diger
mikrokdpukelgin tek bir mikrokdplkclk olarak osilasyona devam ettigi goriimektedir.
Burada, bir arada bulunan mikroképukciUklerin osilasyon esnasinda birbirleri ile temasta
bulunarak birlesmeye gittikleri, ortadan kaybolduklari, ve sayica azaldiklari anlagiimaktadir.
Zamana kargl 4 No’lu mikrokopukguk igin boyut degisimi Sekil 49(b)’de verilmektedir. Sekilde
gorilecegi Uzere, mikrokoplkclk ultrason ile osilasyona baglamakta, komsu mikroképukguk
ile temasindan dolayi periodik bir osilasyon yapamamaktadir. Komsu baska mikrokdpukgik
ile birlesmesinden dolay! osilasyon siddeti artmaktadir. Ancak, sonlara dogru boyularindaki
kigullme ve periodik osilasyon mikroképukgigin kiculdaga ve yalniz basina hareket ettigini
gOstermektedir.
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Sekil 49. (a) 4 No’lu mikrokdpukguklerin ultrason altinda davraniglarinin hizh kamera
goruntasi, (b) 4 No’lu mikrokdpukgugun boyutlarinda meydana gelen degisme ve osilasyon

davranisi.

Her dort mikrokdpukeugun ultrason altinda boyutlarinda meydana gelen degigsmelerin
karsilastirmalarin yapildigi grafik Sekil 50(a)'da gdsterilmektedir. Sekilde gorilecegi tzere,
mikrokdpukguklerin osilasyon frekanslarinda ihmal edilebilecek derecede kiglik bir fark
oldugu, bunun mikroképtk¢ik boyutuna ve mikroképukgiklerin komsu mikrokdpukgtkler ile
temaslarindan kaynaklandigi degerlendiriimektedir. Ayrica, mikroképukgiklerin boyutlarinin
ultrason altinda orijinal boyutlarina gére 2 kat'a kadar arttigi ve azaldigi da goériimektedir. 2
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No’lu 1.5 pm olan mikrokdpikelgin ise osilasyon davranisinin sinirh oldugu dikkati
cekmektedir. Mikrokdpukguklerin ultrason altinda boyutlarinda meydana gelen degisim Sekil
50(b)de daha belirgin olarak gosterilmistir. Sekilde gorilecegi tzere, mikrokdplkguklerin
boyutlarina bagh olarak osilasyona baglama zamani farkhdir. Mikroképukguklerin ¢cevredeki
baska mikrokoptkglkler ile birlesmesiyle osilasyon siddeti artmaktadir. Birlesme sonrasi
mikrokdpukgugun zar yapisinda meydana gelen yeniden dizenlemeler, birlesme ve birlikte
hareket etmeler, mikrokoplikglik boyutundaki kigllmeler, ve komsu mikroképukgukler ile
temas sonrasi esnek ¢arpismalarin getirdigi sbnimleme hareketi sekilde gérulmektedir.
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Sekil 50. (a) Mikrokopukglklerin boyutlarinda meydana gelen degismelerin karsilastiriimasi,
(b) Mikrokopukguklerin  normalize edilmis boyutlarinda meydana gelen degigsmelerin
karsilastirilmasi. 1. Mikrokodpukglk birlesmesi, 2. Yapisal oryantasyon, 3. MikrokdpUkglk
¢6zinmesi ile boyutta kicllme, ve 4. Komsu mikrokdplkc¢ik ile temas ile esnek carpisma

sonucu séniimlenme davranisi.

Mikrokopukcuklerin ultrason altinda osilasyon goérintilerinin analizi sonrasinda,
mikrokdpukguklerin 0.1 MHz — 20 MHz frekanslarda ultrason altinda osilasyonlarini
goruntileyecek bir sistem Turkiye’de mevcut degildir ve sistem birka¢ milyon dolar
mertebesinde oldugundan alinma durumu da mimkin olmamaktadir. Mikroskop atagmanli
kameralar yaklasik 50 fps hizlarda (video kayit hizi daha disulk) ¢ekim yapabilmektedir. Bu
nedenle, bu ¢alismada, ultrason frekanslarinda hizli goérinti alinamayacagindan,
mikroképukglklerin  buylime ve kigllme osilasyon davraniglarini  olusturmak Uzere
hidrostatik basing diizenegi gelistiriimigtir.
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4.4 Mikrokopiikgiiklerin Hidrostatik Basing Altinda Stabiliteleri

MikroképukgUklerin ultrason altinda olusan boyutsal degdisimleri, bu esnada zar
yapisinda olabilecek degisimleri, mekanizmalari anlamak Uzere Sekil 16’de gdrilen
hidrostatik sabit basing sistemi tasarlanmisgtir. Hidrostatik sabit basing sistemi ile ilk olarak,
Sekil 51(a)’da gorilecedi lizere, farkh boyutlarda hava kabarciklarinin basing ile boyutlarinda
meydana gelen degismelere bakilmigstir. Sekilde hava kabarciklarinin ortasinda oval bir
gorunta olustugu goérilmektedir. Basing arttikga, hava kabarciklarinin boyutlarinda kigtlme
meydana gelmektedir. Basing yeniden azaltilinca, kigik hava kabarciklarinin tamamen
¢6zindigu ve buylk hava kabarciginin boyutunun arttigi ve yeniden eski boyutlarina ulastigi
gOrulmektedir.

Farkli basinglarda hava kabarciklarinin boyutlarinda meydana gelen degismeler Sekil
51(a)de gosteriimektedir. Sekilde goérulecedi Uzere, basing arttikca, hava kabarciklarinin
boyutlarinda kiglilme meydana gelmektedir. Bu esnada kiglk hava kabarciklarinin
tamamen ¢Ozundugu gorulmektedir. Buyudk hava kabarciginin ise, basin¢ arttikgca boyutu
kiicllmekte, ancak basing yeniden disurildiginde, bu hava kabarciginin boyutu hemen
hemen orijinal boyutuna ulagmaktadir. Burada gdriinen o ki, basing artmakla birlikte hava
kabarciginin ylzey gerilimi arttigindan gaz fazinda bulunan havanin sivi igerisinde
¢oziinmedigi, ve basing tekrar disurildiginde orijinal boyutlarina donebildigidir. Ote
yandan, kic¢uk hava kabarciklari, artan basing ile belli bir kritik ¢capin altina kadar boyutlar
kiguldigunde, ortamda tamamen ¢dzinerek yok olmaktadir.
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Sekil 51. (a) Farkh boyutlarda hava kabarciklarinin basing ile boyutlarinda meydana
gelen degismelerinmikroskop goérintileri, (b) Farkh basinglarda hava kabarciklarinin
boyutlarinda meydana gelen degismeler.

Benzer bir deneyde, farkh boyutlarda hava kabarciklarinin basing ile boyutlarindaki
degismelere bakilmistir. Sekil 52’de gdérilecegi Uzere, hava kabarciklarinin boyutlari
baglangicta sabittir. Basing kademeli olarak artinldiginda, hava kabarciklarinin boyutlari
klgulmektedir. Kiglk boyutlara sahip hava kabarciklari belli bir kritik c¢apin altina
ulastiklarinda ortamdan ¢6zinerek kaybolmaktadirlar. Blyuk boyuta sahip hava kabarciginin
basing ile boyutlarinda kigilme gézlenmekte, basing kademeli olarak disurildiginde hava
kabarciginin boyutlarinda orantili olarak buyime oldudu goérulmektedir. Basing tamamen
atmosferik basinca dusiruldugunde, hava kabarcigi orijinale yakin bir boyuta yeniden
blyUmektedir.
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Sekil 52. Basing ile hava kabarciklarinin davranigi

Ote yandan, hava kabarciklari uzunca bir siire basing altinda birakildiinda
boyutlarinin kiguldigu gorilmektedir. Sekil 53'de goérllecegi Uzere, bir hava kabarcigi
atmosferik basingta (0 bar) uzun sdre birakildiginda boyutlarinda bir degisim
gorulmemektedir. Benzer boyuttaki baska bir hava kabarciginin, 2.91 bar basingta
boyutunun kiguldigdld ve sonunda ortamda ¢6ziUndugu gdrtilmektedir. Kabalnov ve ark.
tarafindan yapilan teorik modellemede de benzer bir davranis gézlemlenmistir.(Kabalnov vd.
1998) Benzer olarak, farkh boyuttaki iki hava kabarcigi 4.38 bar basing altinda birakildiginda,
her iki hava kabarciginin boyutlarinin kiguldigid ve sonunda c¢ozinerek ortamdan
kayboldugu goérulmektedir. Kiaglk boyuttaki hava kabarciklari ayni basingta daha hizli
¢oziinmektedirler. Basing arttikga ¢dziinme hizli olmaktadir. Yine hava kabarciginin ¢api

azaldikga, ¢6ziinme hizinda bir artis trendi gdézlenmektedir.
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Sekil 53

. Farkli basinglarda ve farkli boyutlarda hava kabarciklarinin zamanla boyutlarindaki
degisim.

Lipid mikrokdplUkc¢lklerin basing ile boyutlarinda meydana gelen degismeler

g6zlenmistir. Basing ¢ok yuksek oldugunda, lipid mikroképlkgikleri ¢ok hizli ¢éziinerek
ortamdan kaybolmuslardir. Ancak dusuk basinglarda, S$ekil 54’da gorilecegi Uzere,
mikrokdpukgtiklerin basing ile boyutlarinda meydana gelen degismeler gézlemlenebilmistir.
Sekilde goériulecedi uUzere, lipid mikrokdplikgikleri atmosferik basinglarda kiresel sekilde

dizguin zar yapisina sahip mikrokoépukglklerdir. Basing artinildiginda, zar yapisinda bir
degisme meydana gelmekte, blizismekte, ve farkli bdlgelerde c¢ikintilar olusmaktadir. Basing
yeniden disurildiginde mikrokdplkgukler plrizsuz kiresel yapilarina geri dénmektedirler.
Basincin artinldigi ve azaltildii birgok slire¢ sonunda mikroképUkgUkler basing altinda
birakildiginda boyutlari kigllmekte, ¢ézinmeye gitmekte, hatta farkli boyutlarda kiglk

mikrokdpukguklere ayrilmakta, ve en sonunda ¢dzlinerek ortamdan kaybolmaktadirlar.
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Sekil 54. Lipid mikrokopukgtklerin basing altinda davranislari.

Mikrokopukciklerin basing altinda boyutlarinda ve ylizey morfolojilerinde olusacak
degisimleri incelemek maksadiyla hidrostatik basing deneyleri yapilmigtir. Geligtirilen sabit
basing deney dizenedi ile istenilen diizeyde sabit basing degerleri elde edilebilmistir. Lipid
mikrokdpukguklerin 0.11 bar basing altinda davraniglari 151k mikroskop, floresan, ve
birlestiriimis gorintd olarak $ekil 55de goOsterilmistir. Sekilden gorileccegi Uzere,
mikrokdpukgtklere 0.11 bar basing uygulandiginda, mikrokdpikgtkler dig basincin etkisiyle
yUzeylerinde bukulmeler oldugu acgikga goriulmektedir. Ancak bu bukilme, mikroképukgugin
yiizeyinin bir kisminda bir gizgi gibi belirmektedir. ilerleyen zamanda, bazi mikrokdpiikgiikler
¢ozlinerek yok olurken, bazi mikrokopukguklerin yeniden kiresel formuna geri dondukleri

gOrulmektedir.

91



v

T0BITAK

Isik Mikroskop Floresan Birlestirilmis

8?ar11 | 1! ‘?h :

(@) .12

Pressure, bar
°o o e
E & B &

o=
=
53

(=]

o 50 100 150 200 250 300

time, sec

Sekil 55. Lipid mikrokdpukguklerin 0.11 bar basing altinda davranislari.

Sekil 56(a)da goéruldigu Gzere, basing 0.19 bar seviyesine ¢ikarildiginda, Sekil 56
(b)'de gorildigl tzere, mikrokdpukguklerin 2 dakika gibi bir siirede ¢6zindugu ve ortamdan
yok olduklari géralmustir. Sekilde, basing atiriimasiyla, mikrokdpikguk boyutlarinda hizli bir
disme go6zlenirken, mikrokdpukgik sayilari da hizla azalmistir. Ortamdan yok olan
mikrokdpukgukler basing hicresinin Ust camina yapismiglardir. Liidlerin bukilme ve
katlanmalarindan dolayi olusan ipliksi kimelesmeler Sekil 56(c)de gdsterilen floresan
resimlerde acgik¢a goérilmektedir. Doalyisi ile 1sik mikroskopunda gérilmeyen bu topaklar,
floresan mikroskopunda rahatga izlenebilmektedir.
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Sekil 56. Lipid mikrokdpukguklerin 0.19 bar basing altinda davraniglari, (a) basing, (b)
zamanla mikroképlikglk sayisi ve boyutlarinda degisim, ve (c) mikrokopukglklerin isik,
floresan, ve birlestiriimis mikroskop goértntuleri.

Ultrason altinda mikrokdpukguiklerin osilasyonlarini anlamak Uzere farkli basing
pulslarinda mikroképukglklerin boyutlarinda, sayilarinda, ve morfolojilerinde meydana gelen
degisiklikler incelenmistir. Sekil 57(a)’da goérllecegi lizere, basing kisa sureli pulslar halinde
mikrokdpukgliklere uygulanmistir. ilk dnce 0.04 bar basing uygulanmis, Sekil 57(b)de
goérllecegi Uzere, ne mikrokdpuUkgUklerin boyutlarinda ne de sayilarinda bir degisim
g6zlenmemistir. Mikrokdpukgtklerin boyutlarind da bir degisim olmamistir. Basing 0.16 bar
seviyelerine ¢ok kisa slre cikarilip tekrar normal sartlara geri getiriimistir. Bu esnada,
mikrokdpukguklerin boyutlarinda kigilme goériimustir. Basing, ¢ok kisa sireligine 0.36 bar
seviyelerine c¢ikarildigi ve akabinde hemen normal seviyelere dusurildigunde,
mikrokdpukguk boyutlarindaki kigilme hizlanmis ve bir ¢cok kiguk boyutlu mikrokdpUkgik
ortamdan kaybolmustur. ikinci basing sokunda mikrokdpikgiikler tamemen coziinerek
ortamdan kaybolmusglardir. MikrokopuUkguklerden geriye kalan zar yapilarinda bulunan
lipidler, Sekil 57(c)'de gorulecedi Uzere, cam yuzeyine yapismis olarak floresan mikroskop

ile izlenmistir.

93



v

T0BITAK

Isik Mikroskop Floresan Birlestirilmis

)_

(c
(a) 04s

0.4

0.35
0.3
0.25
0.2

0.15
0.1 0.16-0 bar
0.05 | 2125
(1]
[i] 50 100 150 200 250 300
Zaman, s
. 14-0 bar
s

Basing, bar

=

b) 35 30
g ik ————————————— A\ =01, bubble
= 3G------------- <] "é_\_'&‘ =0=2, bubble 25
k=) - 7
5 2
>25 \ -3, bubble B3
8 " 20 8
~ 1 | A-number of =]
302 " MBs 3
= " 15 3
[=% [N} :Q
215 W K
= o
g 1 ‘lll 10 =
s =
'
s A ]
05 [N
s===s==zz=====QR=@=0-O_
o R=R-O-_ o
0 40 80 120 160 200 240 280 320
Zaman, s

Sekil 57. Mikrokopukguklerin kisa silreli basing pulslarinda davranislari, (a) basing degisimi,
(b) zamanla mikrokdpukguk sayisi ve boyutlarinda degisim, ve (c) mikrokdpukguklerin isik,
floresan, ve birlestiriimis mikroskop gortntuleri.

Basing calismalarindan gorilecedi Uzere, basing altinda strese sokulan
mikrokdpukgukler, iclerindeki gazin sikistirilmasiyla hacimleri kigllmete ve bu esnada
ylzeylerinde katlanma ve bukuilmeler meydana gelmektedir. Mikroképikguklerin stlispansiye
edildigi sivinin basincinin artirilmasi ile sivinin tasiyabilecedi doygunluk gaz konsantrasyonu
artacagindan, mikroképukguklerden siviya gaz aktarimi olacagindan mikrokdpukguklerin
hacimlerinde klgllmeye neden oldugu tahmin edilmektedir. Bu esnada, mikrok&pUkgik
yluzeyinde bulunan katlanma ve bukidlmeler normal durumarina geri donerek,
mikrokdpukgugun kuresel yapisinina geri donmesi saglanmaktadir. Ancak, ylksek
basinglarda, hem dis basing etkisi, hem de c¢6zinme etkisi ile ¢ok kisa bir sirede
mikrokdpukgukler yok olmaktadir.

Yapilan deney sonucunda mikrokoplUkglklerin  basing altinda stabilitelerini
kaybettikleri de anlasiimistir. MikroképUkguklerin, 6zellikle fare deneylerinde kuruk veninden

cok kucguk caph 27G igne ile enjeksiyonlari esnasinda siringada basing birikmesi
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olacagindan, mikrokopukcuklerin stabilitesinde azalmalara neden olacak, sayilarinda
azalmalar olabilecektir.

4.5 Mikrokopiikgiiklerin Ultrason Altinda Stabiliteleri

Mikrokopukglklerin ultrason altinda stabilitelerini arastirmak Uzere labaratuvar
Olcedinde c¢alismalar yapilmisti. Bu maksatla, farkli konfiglrasyonlarda dizenekler
tasarlanmis ve mikroképukgulklerin stabiliteleri dlgtlmustir.

4.5.1 Ultrason Duzeneginin Karakterizasyonu

Ultrasonik problar i¢in hidrofon ile odak bélgesi belirlenmesi : 1 MHz, 2 MHz ve
4 MHZ'lik problar i¢in odak bdlgesi hidrofon yardimi ile $ekil 17°da gosterilen deney dizenegi
ile berlirlenmistir. Her bir proba farkli uzakliklarda genlik degerleri hidrofon yardimiyla
Olcliimustar. Her prob icin vericinin ¢ikis gicu 10 dB, alicinin giris gicld 15 dB olarak
ayarlanmistir. Genlik degerleri normalize ettigimizde, Sekil 58de gorilecegi lizere, 1 MHZ'lik
prob yaklasik 40 mm uzaklikta, 2 MHZ'lik prob yaklasik 100 mm uzaklikta, ve 4 MHZ'lik prob
yaklagik 130 mm uzaklikta maksimum genlik degerine ulagmaktadir. Bu odak noktalarinin
disinda bir konumda, intensite degerlerinde bir azalma oldugu goérilmektedir.

11
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Sekil 58. Farkli frekanslardaki problar icin 6lglilen odak noktalari
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Ultrasonik ekoskopun karakterizasyonu: Ultrasonik ekoskop dizeneginin
tanimlanmasi icin Sekil 18'de gosterilen deney diizenegi kurulmustur. Deneyde bir tampon
¢Ozeltisi ihtiva eden plastik borudan farkli kademelerde giris ve c¢ikis dB’lerde dlgimler
yapildi. Sekil 59(a)da tampon ¢ozelti ihtiva eden boruda A-scan modda tipik genlik profili
gOsterilmektedir. A-scan modu genlik bilgisinden borunun proba yakin ve uzak olan duvari ile
borunun iginin ayri ayri pikler verdigi gortlmektedir. Sekilde gorulecegi Uzere, deneyde
kullanilan plastik borunun ¢api yaklasik 1.9 mm, duvar kalinhigi ise yaklasik 0.5 mm’dir. Boru
icerisine konulan numunelerden alinan sinyaller ayrica degerlendirildi. Cikis glici 10 dB’de
iken giris gucu arttikga borunun duvarinin ve tampon ¢ozeltisinin verdigi maksimum genlik
degerlerinin Sekil 59(b)'de goruldigu tzere eksponansiyel bir sekilde arttigi goérilmektedir.
Ote yandan, fosfat tampon ¢ozelti ve borunun 6n duvarinin genlik degerlerini birbiriyle
oranladigimizda, bu oranin yaklasik 0.75 civarinda sabit kaldigi gértlmektedir. Bu yaklasim,
ortamda genlik degerleri degistirildigi zaman dahi, genlik de@erleri artmasina ragmen oran
degerlerinin degismedigi ve oran degerlerine bakilarak karakterizasyon vyapilabilecegi
izlenimi vermigtir.

Plastik borunun i¢i FTC ile doldurularak vericinin ¢ikis guicu farkli kademelerde (10,
20 ve 30 dB) sabit tutularak alici giris glcu degistirildi ve boru duvarindan alinan pik ile
tampon ¢ozeltinin verdigi pik degerleri dlguldi. Farkh ¢ikis glici degerlerinde boru icerisinde
farkh alci glglerinde tampon ¢o6zeltide Odlgilen genlik degerleri  Sekil 59(c)de
gOsterilmektedir. Sekilde goérilecegi Uzere, tampon ¢ozeltisinin Ug farkli ¢ikis glticinde (10,
20 ve 30 dB) dedisik giris glclerine gdre genlik degerlerinin giris glcu arttirildiyinda
eksponansiyel olarak artigi gérilmektedir. Sabit alci glicinde ¢ikis glicu ile genlik degerleri
ayni oranda artmaktadir. Ug farkh cikig glciinde, tampon ¢ozelti ve boru duvarina ait
maksimum genlik degerleri birbiriyle oranlandiginda Sekil 59(d)’'de gérilecegi lizere, artan
giris gucune karsilik oranlarin 0.8 civarinda sabit kaldigi gérilmektedir. Bu sonuglara gore,
¢ikis glicu sabit oldugunda giris glglerini degistirsek bile oran hemen hemen degismedigine
gore borunun duvari Olgtigumuz herhangi bir Ornek igin bir referans olarak kabul
edilebilecegi anlagiimaktadir.
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Sekil 59. (a) Tampon ¢o6zelti dolu boruda tipik genlik profili, (b) Cikis glici 10 dB’de farkh
alici guglerinde tampon ¢ozelti ve boru duvarindan élgllen genlik degerleri ve oranlar , (c)
Farkli ¢ikis gicu dederlerinde boru igerisinde farkli alici glglerinde tampon ¢oézeltide dlcllen
genlik degerleri, (d) Tampon c¢ozeltisinin farkli ¢ikis ve alici guglerde o6lgilen maksimum
genlik degerleri ve oranlar.

Mikrokopiikgiiklerin  ultrason altinda A-scan ve B-scan mod’da
karakterizasyonu: Yaklasik 1.9 mm capindaki plastik boru ile sirasiyla hava, tampon ¢dzelti,
ve mikrokdpukgik slspansiyonu ihtiva eden ¢ozelti varliginda A-scan modda alinan genlik
degerleri Sekil 60(a)da gosteriimektedir. Sekilde goérilecegdi Gzere, boru duvar kalinhgi
yaklasik 0.5 mm oldugu icgin, A-scan modda 0.5 mm’lik araliga karsilik gelen borunun 6n ve
arka duvarlari ile borunun icinin verdigi pikler rahatga gorulebilmektedir. Grafigi
inceledigimizde, en ylksek pik borunun i¢i bos iken hava oldugu durumda gérilmektedir. Ses
dalgalar su ve hava arasinda gecise neden oldugunda, Denklem (7) ile verilen akustik
impedans nedeniyle ortam degisikligi en ylksek kontrasti yaratmakta ve bdylece genlik
degeri maksimum seviyeler elde edilmektedir. Borunun arka duvarinin verdigi pikten sonra
olusan iki pik ise ses dalgalarinin ortamdan uzaklastikga belirli bir yayilim gdstererek ikinci,
Gglnci eko ile sénimlenmeye qittigini géstermektedir. Boru FTC ile dolduruldugunda ise
genlik degeri minimuma inmektedir. Bunun sebebi kabin igindeki su ile borunun igindeki
tampon c¢ozelti sivi oldugu icin yeterince yansima olusmamakta, sesin blylk bir kismi
ortamdan gecerek yansima minimum dizeyde olmaktadir. Bunun sonucu olarak kontrast
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olusmamakta ve boylece sisteme geri dénen yanit minimum degderde olmaktadir. Ayrica,
borunun duvarinin genlik degerinin FTC’nin genlik dederinden daha yiksek oldugu
gézlemlenmektedir. Ote yandan, borunun ici mikrokdptikgiik sollisyonu ihtiva ettiginde genlik
degeri belirli bir seviyeye kadar yikselmektedir. Bu sonug, mikrokdpukglklerin ses
dalgalarina kargi yanit verdigini ortaya koymaktadir.

A-scan modda oldugu gibi, hava, FTC, ve mikrokdpukgukler icin B-scan mod
goOruntiler bilgisayara kaydedildi ve Sekil 60(b)’'da gorilecegi Uzere incelendi. B-scan modda
resimler, her saniyede olusturulan kareler ard arda birlestirilerek elde edilmektedir. B-Scan
goruntilerde, ortamin verdigi genlik yanitina gore parlaklik dedismektedir. Buna gore, genlik
degeri ile resimdeki parlakhdin birbiriyle orantili oldugu goérilmektedir. Parlaklik ayni
zamanda resimdeki piksel intensitesi hakkinda bilgi vermektedir. Resimleri inceledigimizde,
en fazla parlaklik A-scan’de oldugu gibi borunun icinde hava varken goézlemlenmektedir.
Tampon ¢o6zeltide parlakhk en az, mikrokdpikgukler oldugunda ise belirli oranda havaya
gore daha dusuk bir parlaklik gortlmektedir. Ayrica, tampon ¢ozelti varliginda borunun arka
duvarinin da resimde belirdigi gorilmektedir.

(a) &
--Hava

0.5 duvan duvari '.'Tampon C629|ti
-=-Mikrokopuikgiik

0.4

0.3

Genlik, V

0.2
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(b)
Mikrokopikglik

Sekil 60. (a) Ultrason altinda A-scan modda mikrokdpukguklerin karakterize edilmesi, (b)
Hava, tampon ¢o6zelti, ve mikrokdpuikglklerin B-scan modda gértintilenmesi.

Baska bir calismada, FTC boruya enjekte edildi. A-scan modda genlik degerine
bakilarak, Sekil 61(a)de oklar ile gorilecegi Uzere, ultrasonun boru Uzerinde odak noktasi
tespit edildi. Daha sonra borunun igi bosaltildi ve mikrokdpikglk solisyonu enjekte edildi.
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Karistirma yapilmadigi durumda, mikroképukguklerin U-seklinde olan boruda yukari dogru
yukseldikleri gbézlendi. Resimlerde mikrokdpukguklerin solisyona verdigi beyaz renk yukari
yukselmeden dolayi gitgide kaybolduklari goérilmektedir. Mikrokopukguklerin ylkselmeleri
esnasinda alinan A-scan modda genlik degerleri Sekil 61(b)'de gdsteriimektedir. Sekilde,
borunun merkezinin ultrason proba yaklasik 93.5 mm uzaklikta konumlandidi olcllen pik
degerinden anlasiimaktadir. Ultrason proba yakin noktada alinan ilk pik boru duvarina aittir.
Borunun merkezinde alinan pikler mikrokdplkguklere aittir. Sekilde, 5 dakika igerisinde
mikrokdpukguklere ait genlik degerinin  boru igerisinde mikrokdpukgiklerin  yukari
yukselmelerinden dolayi azaldigi ve minimuma indigi goérilmektedir. Mikrokdpukguklerden
alinan maksimum genlik degerleri, borunun 6n duvarindan alinan genlik degeri, ve bu iki
degerin oranini gosteren veriler Sekil 61(c)'de verilmistir. Sekilde gorilecegi lzere, boru
duvarindan gelen genlik degerleri ¢ok dedismemesine ragmen, numuneden gelen genlik
degerinin 6nemli dl¢clide ortamda bulunan mikrokdpikglk konsantrasyonuna bagh oldugu
anlasiimaktadir. Benzer gsekilde, oran degerinin ortamda bulunan mikrokdpukguk
konsantrasyonu ile orantili oldugi anlasiimaktadir. Her ne kadar genlik degeri mikrokdpukguk
konsantrasyonu hakkinda bilgi veriyor olsa da, oran degerlerinin daha glvenilir sonug verdigi
deg@erlendirilmigtir.
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Sekil 61. (a) Mikrokopukglklerin boru icerisinde yukselmesini gosteren fotograf kareleri. (i)
FTC tampon c¢ozelti, (i) mikrokdplkguk solisyonunun enjekte edildigi anki goruntd, (iii)
enjekte edildikten 2 dakika sonraki goriuntl, (iv) enjekte edildikten 5 dakika sonraki gorinta,
(b) zamanla boru igerisinde yukari dogru cikan mikrokopukguklerin genlik degerlerindeki
azalma, (c) mikrokopukguklerin maksimum genlik degerleri, borunun 6n duvarindan yansiyan

genlik degeri, ve bunlarin birbirine oranlarinin zamanla degisimi.
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A-scan ve B-scan modda mikrokoépiik¢iik kalibrasyonu: A-Scan ve B-Scan
modda genlik degerlerinin mikrokdpuk¢uk konsantrasyonlariyla orantih olup olmadigini
belirlemek igin Sekil 18’deki deney dizenedi kullanilarak kalibrasyon ¢alismalari yapiimistir.
Optik mikroskopta, toplam mikrokdplkgik sayimi yapildi ve sayima gdre konsantrasyon
hesaplandi. Stok solisyondan belirli seyreltmeler yapilarak deneyler gergeklestirildi. Farkli
mikroképukgik konsantrasyonlarda sollisyonlar ve boru duvari icin A-Scan ve B-Scan genlik
intensite degerleri olculdu. Sekil 62(a)da mikrokopukgik konsantrasyonlarina karsi boru
duvari genlik degerine gore oranlari alinan mikrokdpukgik oran degerleri verilmektedir.
Sekilden gorilecegi lGzere hem A-Scan ve hem de B-Scan délglimlerinde mikrokdpUkgik
konsantrasyonlari arttikga 6lgtlen genlik degeri oranlarinda bir azalma olmaktadir. Bu oran,
mikroképukgik konsantrasyonun logaritmasi ile dogru orantili oldugu Sekil 62(b)'de agik¢a
gorulmektedir. Sekilde, ylksek mikrokdplkclk konsantrasyonlarinda konsantrasyon ile
genlik degerleri arasinda logaritmik bir iligki oldugu anlagiimaktadir.
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Sekil 62. (a) Mikrokdpukgukler igin A-scan mod kalibrasyon grafigi, (b) A-scan mod
kalibrasyonda ylksek konsantrasyonda mikrokoéplkclk konsantrasyonun logaritmasi
arasinda dogrusal iliski.
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Ug farkli frekansta ve dort farkh gikis giiciinde, mikrokdplkglk konsantrasyonlarina
karsilik normalize genlik degerleri Sekil 18'deki deney duzenegi ile Olgulmustur. Sekil
63(a)da 1 MHz, Sekil 63(b)de 2 MHz ve Sekil 63(c)de 4 MHz ultrason problar ile elde
edilen kalibrasyon grafigi verilmektedir. Sekillerden gérilecegi Uzere, genlik ile
konsantrasyon arasinda logaritmik bir iliski oldugu anlasilimaktadir. Cok disuk
konsantrasyonlarda genlik degeri daha dogrusal bir artis gOstermektedir.Tablo 3'de
kalibrasyon egrilerinden turetilen kalibrasyon denklemleri verilmektedir. Sonraki stabilite
galismalarinda elde edilen genlik degerleri kullanilarak denklemlerden konsantrasyon
degerleri hesaplanmistir. Daha sonra yapilan denemelerde, ylksek konsantrasyonlarda
mikrokopukgukler kullanildiginda, ultrason ses dalgalarinin boru ylzeyinde bulunan yogun
mikrokdpukgik tabakasi tarafindan absorplandidi gdzlenmistir. Bdylece, ses dalgasinin
blylk bir kisminin aslinda ylzeyden geri doéndurildagid, hedeflenen alanda bulunan
mikrokdpukgik konsantrasyonuna ulasamadiglr anlasiimistir.  Sonug¢ olarak, ultrason
galismalarinda ultrason kontrast maddeleri i¢in bir konsantrasyon limitinin oldugu ve dusuk
konsantrasyonlarda c¢alisiimasinin gerekecedi ortaya ¢ikmistir.
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Sekil 63. (a) 1 MHZlik, (b) 2 MHZlik, ve (c) 4 MHZlik frekansta farkli ¢ikis glglerinde
kalibrasyon egrileri.

103



®

T0BITAK

Tablo 3. Farkli frekanslarda mikrokdpuikgik kalibrasyon denklemleri. Burada, ‘X,
konsantrasyonu, ‘y’ ise normalize genlik degerini belirtmektedir.

1 MHz 2 MHz 4 MHz
y = 1.15893In(x) -
0dB y = 0.1879In(x) - 1.6064 | y = 0.606In(x) - 8.3731
17.776
y = 1.5286In(x) -
10 dB y = 0.621In(x) - 8.2799
y = 0.2128In(x) - 2.043 22.723
y = 2.1054In(x) -
20 dB y = 0.1947In(x) - 1.52 y =0.7998In(x) - 11.715
33.154
y = 4.3267In(x) -
y =0.2591In(x) - 2.9688 | y = 0.9055In(x) - 14.372
30 dB 73.235

4.5.2 Mikrokopiikgiiklere Kayma Gerilimi (Shear) Etkisi

MikrokoépukgUklerin ultrason altinda stabiliteleri Sekil 19'deki deney dizenegi
kullanilarak dl¢ulmUstur. Peristaltik pompa ile kapali devre sirkile edilen mikrokdpukguklerin
B-mod gorintist Sekil 64(a)da gosteriimektedir. Sekilde gorilecegi lzere, kapali devre
sistemde yalnizca FTC dolasiyorken B-mod intensite dederi sabit ve daha karanliktir. Ayrica,
sivi  bdlgeden gegmekte olan ses vyanki sinyali acikca gorulmektedir. Ortama
mikrokodpukgukler verildiginde, boru icerisinden alinan sinyaller daha beyazdir. Sensorin
oninden her geciste mikrokdplkglik kimesinden gelen parlak sinyal rahatga
gériilebilmektedir. ilerleyen zamanlarda, ortamda bulunan mikrokdpikgciklerin diliisyana
ugradigi ve beyaz sinyalin azaldigi goérilmektedir. Bu esnada, mikroképikglik varliginda
sesin geri yansimasi sonucu goérllemeyen borunun arka duvari, mikrokdpukguklerin
konsantrasyonu azaldikga goérindr duruma gelmistir.

B-scan modda zamanla elde edilen mikrokdpukgUklerin intensite dederleri, borunun
duvarina ait intensite degerlerine oranlanmistir. Surekli modda 3.66 ml/s akis hizinda
zamanla mikrokopukclklerin stabilitesindeki degisimi Sekil 64(b)de gosteriimektedir.
Sekilden gorilecedi Uzere, ultrason ve kayma gerilimi (Shear) altinda mikrokopukguklerin
konsantrasyonu azalmakta ve yuksek akis hizlarinda yaklagsik 2 dak. sonra
mikrokopukguklerin ortamdan tamamen yok olduklari anlagiimaktadir.
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Akis hizi disik benzer baska bir calismada ultrason ve kayma gerilimi altinda
mikrokdpukguklerin - stabiliteleri test edilmistir. Bu amagla, bir deney tlpU igerisinde
seyreltiimis mikrokoplkglkler kapall sisteme verilmis ve 0.135 ml/s akis hizinda oran
degerleri hesaplanmistir. B-scan modda mikrokdpikguk piksel intensitelerinin boru duvari
piksel intensitelere oranlari zamana bagl olarak Sekil 64(c)de gdsteriimektedir. Sekilden
gOrilecegi Uzere, intensite orani yaklasik 80 dakika icerisinde azalarak hemen hemen
tampon c¢ozeltisinin seviyesine gelmektedir. Dusik akis hizlarinda ve disuk kayma
gerilimlerinde mikrokdplkgukler daha stabil olarak ortamda kalabilmektedirler.
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Sekil 64. (a) Peristaltik pompa ile kapal devre sirkile edilen mikrokdpukguklerin B-mod
goruntist (b) Peristaltik pompa ile surekli modda zamana karsilik stabilite grafigi, (c)
Peristaltik pompa ile 8.1 ml/dk akis hizinda mikrokdpukguklerin stabilitesinin zamana bagl
degisim grafigi.
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Sivi akis hizinin mikroképukguk stabilitesine etkisi arastiriimistir. 2 MHz frekans ve 10
dB cikis gliciinde farkli akis hizlarinda mikrokdpukguklerin stabiliteleri olglimustar. Sekil
65'de normalize genlik ve kalibrasyon denklemlerinden hesaplanan konsantrasyonlarin
zamanla degisimleri gosterilmektedir. Sekilde diusuk akis hizlarinda mikrokdplkguklerin kisa
zamanda ortamdan kaybolduklarini gdérmektedir. Akis hizi arttikga mikrokdpukgiklerin
stabiletelerinde bir artis oldugu anlasiimaktadir. Bunun sebebi, deney sirasinda, goézle de
goruldigu Uzere, mikrokdpikglkler dusik akis hizlarinda borunun iginde yavas hareket
ettiklerinden yukari ¢ikma egilimi gostermekte ve borunun i¢ duvarina yapismaktadirlar. Bu
peristaltik pompanin mikrokdpukgukler Uzerine etkisini artirmaktadir. Bundan dolayi, bir sire
sonra mikrokopukguklerin buyluk ¢ogunlugu akustik bélgeye ulasamadiklarindan elde edilen
sinyal dusmekte ve sifira ulasmaktadir. Peristaltik pompa akis hizi arttikga,
mikroképukgiklerin daha uzun sire dolasimda kaldigi gérilmektedir. Mikroképukgukler 10
ml/dk volimetrik akis hizinda yaklasik 5 saat dolasimda kalabilmislerdir. Bu bizim
calismalarimiz icin oldukga uzun bir zamandir. Ote yandan, yiksek akis hizlarinda hem
kayma gerilimi etkisi ve hem de peristaltik pompanin ddénen aksamlarinin devirinin
artmasindan dolayr mikrokdpukguklerin  sayisindaki azalma hizlanmaktadir. Grafikte
goéruldigu Gzere, en iyi sonucun 10.089 mil/min akis hizinda oldugu ve bir optimum akisin
s6zkonusu oldugu anlasiimaktadir.
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Sekil 65. Farkh akis hizlarinin mikrokdpukguklerin stabilitesine etkisi.

Baska bir cgalismada, ultrason c¢ikis guclinin mikrokdpUkglk stabilitesine etkisi
arastiriimigtir. DUstk 0.135 ml/s sivi akis hizinda 2 MHz frekans degerinde ve 6.107 #/ml
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baslangic konsantrasyonunda, farkli ¢ikis glclerinde mikrokdpukguklerin stabiliteleri
incelendi. Sekil 66'te normalize genlik ve kalibrasyon denklemlerinden tiretilen
mikroképukgik  konsantrasyonlari  degerleri  gosteriimektedir. 0 dB  degerinde
mikrokdpukgukler Gizerinde minimum seviyede ultrason etki etmektedir. Bu nedenle, mevcut
dB etkisini 0 dB oélgliimlerine baz alinarak yapilabilir. Sekilde goéraldigu Gzere, cikis dB’i
arttikca mikrokdpukguklerin stabilitesi digsmektedir. 10 dB’d yaklasik 30 dak, 20 dB’de
yaklasik 10 dak, ve 30 dB’de 5 dakikadan az bir slire sonra mikroképukglkler stabilitelerini
kaybetmektedirler. Bu sonu¢ beklenen bir durumdur. Normalde oda sicakliginda
mikroképukguklerin denge durumunda (sirkilasyon olmadan) 1 saatten ¢ok daha uzun sire
kaldig1 daha énceki ¢calismalarda ortaya konmustur. Fakat ultrason etkisi yok denecek kadar
az iken bile 0 dB’de mikroképlkglklerin konsantrasyonunda az da olsa bir azalma oldugu

gOrulmektedir.
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Sekil 66. Farkli dB’lerin stabiliteye etkisi.

Peristaltik pompa ile stablite gcalismasinda mikrokdplikglklerin konsantrasyonlarindaki
azalmada etkili olan iki nedenden s6z edebiliriz. Birincisi, borunun bulundugu peristaltik
pompa haznesinde peristaltik pompa merdanesinin  boruyu sikistirmasi sonucu
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mikrokdpukguklerin patlamasidir. Bu etki ylksek akis hizlarinda ¢eki¢ etkisine dénismekte
ve ¢ok daha hissedilir oranda mikroképlkgiik stabilitesini etkilemektedir. ikinci etken ise,
sirkilasyon sonucu mikrokdpukguklerin akiskan icerisinde belirli bir kayma gerilimine maruz
kalmasi sonucu gittikce stabilitelerini kaybetmeleridir. Birinci yaklasimda, peristaltik
pompanin sivi akigi saglamasi esnasinda boru duvarini ve mikrokdpikgukleri ezdigi ve
bdylece mikrokdépukgiklerin stabilitelerini kaybettikleri kullanilan borunun incelenmesinden
anlasiimistir. Sekil 67'da peristaltik pompa doéner aksaminda kullanilan silikon borunun
duvari goérilmektedir. Beyaz ok ile gdsterilen kisimda mikrokdplkgiklerin parcalanmasi
sonucu silikon boru duvarinda biriken lipid agregatlari goérulmektedir. Bu durum
mikrokdpukglklerin zamanla stabilitelerinin azalmasinda rol oynadiginin bir gdstergesidir.
Bundan sonraki calismalarda bu olumsuz etkiyi ortadan kaldirmak icin peristaltik pompa
yerine daha bagka diizenekler kullaniimasi amaclanmistir.

Sekil 67. MikrokdpuUkglklerin stabilitelerinin belirlenmesinde kullanilan peristaltik pompa
doner aksaminin mikrokdpukglkleri ezdiginin  gostergesi. Beyaz ok ile ezilen
mikrokopukguiklerden arta kalan lipid agregatlari gérilmektedir.

4.5.3 Mikrokopilikgiiklerin Ultrason Altinda Stabiliteleri

Mikrokopukcuklerin ultrason altinda stabiliteleri icin Sekil 20'de gdsterilen karistirmali
kap deney duzenegi gelistirilmigtir. Bu yeni deney duzeneginde, farkli kompozisyonlarda
mikroképukgtiklerin ultrason altinda stabiliteleri élgtimustdr.

Mikrokopilikgiik Kalibrasyonu: Yeni deney dizenegi ile farkli frekanslarda
mikrokdpukglk konsantrasyonu kalibrasyonlari yapildi. Bu amagcla 10 dB ¢ikis glicinde 1, 2
ve 4 MHZ'lik problar kullanildi. Her frekansa ait odak bdlgelerinde olacak sekilde probun tam
karsisina ici FTC dolu kuvetler yerlestirildi ve ilk 6nce MK olmadan arka duvarin referans
genlik degerleri kaydedildi. Referans genlik degerlerinin kivetin agisina bagh olarak her Ug¢
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frekans icin ayni olmasina dikkat edildi. Manyetik karistirici galistirildi. ik olarak, stok
suspansiyondan 1 pl hacim en disuk mikrokdpikglk konsantrasyonu 1E+02 #/ml olacak
sekilde klvete eklendi. Hemen sonra, arka duvar sinyali kaydedildi. Benzer sekilde, artan
konsantrasyonlarda stok mikrokdpukgik konsantrasyonu kivere ilave edilerek her ekleme
sonrasi pik sinyalin genlik degerleri kaydedildi. Mikrokdplkgukleri ortama eklendikge sinyalin
dustigu goruldu. Her bir konsantrasyon icin elde edilen ultrason sinyaller ve kalibrasyon
grafigi Sekil 68'de gdsteriimektedir. Sekil 68(a)da goérllecedi Uzere, bir kiverin arka
duvarinda en yiUksek sinyal ortamda hi¢ mikrokdpukglk yokken elde edildi. Mikrokdpukguk
konsantrasyonu arttiginda, arka duvarda gorulen genlik degerinde bir azalma oldu. Denklem
(23) kullanilarak, Sekil 68(b)'de gorilecegi lizere, atentiasyonda dederleri ile mikrokoplkglk
konsantrasyonu arasinda dogrusal bir iligki bulundu. Ancak, sekilden gorulecegi Uzere,
mikroképukgik konsantrasyonu 1E+03 ile 5E+06 #/ml arasinda dogrusal bagint karsimiza
cikmaktadir.
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Sekil 68. (a) Klvette sadece FTC var iken kiivetin 6n ve arka ylizeyinden geri yansiyan ses

dalgalarinin goruldugu sinyal pikleri, (b) mikrokdépukgik atantiasyon kalibrasyon grafigi.
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Benzer kalibrasyon grafigi diger 1MHz ve 2 MHz frekanslar icin de o&lgildi. Farkh
frekanslarda mikrokoplikglik kalibrasyon grafikleri Sekil 69'de verilmektedir. Sekilde
gorulecegi Uzere, konsantrasyona-genlik degerleri ile konsantrasyona-atentasyon degerleri
arasinda ters bir oranti oldugu gorilmektedir. Sekil 69(a)’da disik konsantrasyonlarda ses
dalgasi herhangi bir yansimaya ugramadan ortamdan gectiginde maksimum genlik degeri
elde edilmektedir. Mikroképlkgik konsantrasyon ile bu deder azalmaktadir. Ote yandan,
Sekil 69(b)de gorilecegi Uzere konsantrasyon dislk sevilerde iken atenlasyon degeri
Denklem (23)'den sifir olarak hesaplanmaktadir. Her bir frekans degerlerinde dar bir
konsantrasyon araliginda mikrokdpukgiklerin genli,k ve atentdasyon kalibrasyonlari elde
edilmis olup, farkli kompozisyonlarda mikrokopukgiklerin stabilitelerinin  élgtilmesinde

kullaniimistir.

a)1200
( ) Cikis Glicli = 10 dB Frekans
1000 7e=--_A@-_-_-.A(2\ 31 MHz
B----B--og. "2 MHz
TSV -4 MHz
> 800 |
£ R
= ‘\A I
c
& 600 ' ® \EJ
AQ
400 \A v
S
200 | %b M

1E+02  1E+03  1E+04 1E+05 1E+06 1E+07 1E+08  1E+09
(b) Mikroképukgik Konsantrasyonu, #/ml
2,0

A X DO
18 | [HiMHz b HED
-0-2 MHz !
16 | Ag
-4 MHz l’
14 - !
4 1
4,
1,2 [N0)
Iy
1,0 ]
A, n
08 | A
0,6 '
7 ’ !
AP
0,4 A
02 | AL
0,0 [MP-mmepfBmcmfT= ‘ ‘
1E+02 1E+03 1E+04 1E+05 1E+06 1E+07 1E+08 1E+09
Mikroképukgiik Konsantrasyonu, #/ml

\‘E~____

Ataniiasyon, dB/cm

Sekil 69. Farkli frekanslarda mikrokopukguk kalibrasyon grafikleri, (a) konsantrasyona-genlik

degerleri, (b) konsantrasyona-atenliasyon degerleri.

Farkli Kompozisyonda Mikrokopiikgiiklerin Ultrason Altinda Stabilitesi: ici
perflorokarbon dolu mikrokdpukgukler farkli DSPC:PEG40St oranlarinda (9:1, 8:2, 7:3, 6:4 ve
5:5) retildi ve ultrason altinda stabiliteleri ol¢uldi. Yilksek frekans (4 MHz) ve cikis
glcunde (30 dB) her bir mikrokdpukglk tird ayni kosullar altinda ultrasona tabi tutuldu.
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Deneylerin tekrarlanabilir oldugunu gérmek icin deneylerin ¢ok sayida tekrari yapildi. Deney
suresince mikrokdpuikgik konsantrasyonu ve arka duvara ait genlik degerleri olculdi ve
kaydedildi. Buna goére konsantrasyon ve atenliasyondaki degisimleri gosteren grafikler
cikarildi. Sekil 70'da farkh (9:1; 8:2; 7:3; 6:4; ve 5:5) kompozisyonlarda mikrokdpukguklerin
ultrason altinda zamanla konsantrasyon ve atenlasyon Kkatsayisindaki degisim
gOsterilmektedir. Her bir kompozisyon igin hem 6lglilen konsantrasyonlardaki degisim, hem
de atenlasyon dederlerindeki degisim sirali olaras sekilde verilmektedir. Ayni baslangic
konsantrasyonlari ile her bir mikroképulkglk kompozisyonu i¢in deneyler tekrarlandi. Sekilde,
9:1 kompozisyonunda mikrokopukguklerde oOlgllen konsantrasyonun ve atenlasyon
deserlerinin dismedigi ve ylksekte kaldigi goériimektedir. Bunun nedeni, mikrokdpukgiklerin
parcalamasi esnasinda kilguk yavru mikrokopukguklerin olusmasi, yada pargalanma sonucu
ortamda misel, lipozom ya da lipid topaklari olmasindan dolayi olabilecegdi degerlendirildi.
Mikrokopukguklerin bozulmaya baslamasiyla ortamda olusan hava baloncuklarinin kivetin
on duvarina tutunmus halde bulundugu gdézlemlendi. Dolayisiyla, probtan gelen ses
dalgalarinin bir kisminin hava baloncuklari tarafindan atentie olmasi sonucu ses dalgasi arka
duvara yeteri kadar ulasamadi ve sistemde arka duvardan yansiyan herhangi bir sinyal piki
gorilmedi. 9:1 mikrokopukgukleri icin yaklasik 80 ila 200 dakika sonra atenlasyon
degisiminden konsantrasyon degerlerinin oélguleblilir limitlere geldigi goéraldid. 8:2
mikrokopukgukleri igin ilk 20 dakika konsantrasyon dedismezken, sonrasinda ultrason
etkisiyle mikrokdpukguklerin konsantrasyoda azalma gézlendi. Atentasyon 6lgimi ancak 40
dakika sonra Olgulebilir konsantrasyona ulastt ve 80 dakika sonra mikrokopukgukler
tamamen yok oldu. 7:3 kompozisyonda mikrokdpukglkler icin ilk 25 dakika sonunda
mikrokopukgukler knsantrasyonu dismeye basladi ve azalarak devam etti. Atenlasyon
Olcimi ancak ilk 50 dakika igerisinde o6lgulebilir mikrokdpiikglik konsantrasyonu seviyesine
dismis ve vyaklasik 200 dakika sonra mikrokdpikglikler tamamen oratamdan
kaybolmuslardir. 6:4 kompozisyonu en az stabil olan mikroképlk¢ik kompozisyonu olarak
bulundu. ilk 40 dakika igerisinde bu mikroképiikciikler ortamdan tamamen kayboldular. Son
olarak 5:5 mikroképukgukler igin, ilk 20 dakika igerisinde konsantrasyonda hemen hemen bir
degisiklik gérilmezken, sonrasinda hizli bir dlisusle75 dakika sonra ortamdaki hemen hemen
batin mikroképUkcikler bozundu. Atenlasyon ilk 30 dakika sonunda olgllebilir
konsantrasyonlara mikroképukguklerin distiglini gdstermektedir ve yaklasik 80 dakika
sonunda ortamdaki batin 5:5 mikrokdpukgukler yok olmustur.
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Sekil 70. Farkh (9:1; 8:2; 7:3; 6:4; ve 5:5) kompozisyonlarda mikroképukgtklerin ultrason

altinda zamanla konsantrasyon ve atentasyon katsayisindaki degisim.
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Tdm bu deneylerden sonra, farkli kompozisyonda mikrokdpukgiklerin stabilitelerinin
karsilastirimasi Sekil 71’de verilmistir. Her bir mikroképik¢lk kompozisyonun igin en az 3
defa konsantrasyon ve atentasyon olgimleri yapilimis, mikrokoplkgulkler stabiliteleri
hesaplanmistir. Sekilde mikroképlkglklerin atenliasyon ile Olgillebilir konsantrasyonlara
gelme sdrelerinin ortalamasi alinarak standart sapma degerleri ile birlikte sekilde verilmigtir.
Sekilden gorilecegi tzere, PEG40St% artmasyla birlikte, mikrokdpikguklerin stabilitesinde
bir azalma oldugu gorilmektedir. Goériinen o ki, mikrokopukglklerin zar yapisinda bulunan
PEG40St miktari arttikga, monatabaka yapisi kalinlagsmakta ve beli bdlgelerde farkli kitle
birikimlerine sebep olmaktadir. Newton’nun r-nma prensibine goére, ultrason altinda
monotabakanin yilksek hizlarda atimi esnasinda sdzkonusu kitle Uzerine asiri kuvvet
uygulanacagindan, bu mikrokopukgiklerin  daha kisa zamanda pargalanacagi
degerlendirilmektedir.

200

Frekans = 4 MHz
180 1 Cikis Giicii = 30 dB
160 |

140 -
120 - \
100 | \

80 - \

60 1 \\ P \\
40 - \Cll', R -
~ PR

20

Mikrokopukglk Stabilitesi, dak
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Mikrokdplikgik Kompozisyonu, PEG,,St%

Sekil 71. Farkh kompozisyonda mikrokopukgulkler ultrason altinda stabilitelerinin

karsilastiriimasi.

4.6 Farkli Kompozisyonda Mikrokopukguiklerin Ekojeniteleri

Farkli kompozisyonlarda mikroképukgulklerin ekojenitelerini 6lgmek maksadiyla Sekil
23'de gosterilen deney duzenegi tasarlanmigtir. Deneylerde, hayvan deneylerine dedike
yuksek ¢ozundrlikli Visual Sonics Vevo 2100 model ultrasonografi cihazi kullanilmistir.
Olglimler, bu cihazin ylksek ¢ozinurliikli problarindan biri olan 9-18 MHz MS 200 prob ile

113



@
TORITAK

gerceklestiriimistir. Ultrason kontrast maddelerin ekojenitelerini belirlemek lizere $Sekil 23’de
gOsterilen akis fantomu deney duzenegdi kullaniimistir. Mikrokdpukguklerin degisik akis hizi,
konsantrasyon, ve hacimlerde bolus enjeksiyon ile élgimler yapilmistir. Elde edilen intensite-
zaman verileri Denklem-(19) ile degerlendiriimis ve hesaplamalarda kullaniimak tzere AUC
ve MTT degerleri bulunmustur. Hesaplamalarda, literatide Denklem-(10) ve Denklem-(11) ile
Onerilen bagintilarin tekrarlayan sonuglar vermedigi anlasiimis ve yeniden degerleme ile
gerekli esitlikler tiretilmistir. Burada, ilk olarak bolus enjeksiyon yontemi ile hesaplama
metodu tanitilacaktir.

4.6.1 Bolus Enjeksiyon Yontemi icin Hesaplama Metodu Gelistirme

Bolus enjeksiyon ile 3 damar fantum igerisine enjecte edilmis mikrokdpukgtiklerin akis
goérintist Video 2'de gdsterilmektedir. Video’da mikrokdpukgulklerin enjeksiyon sonrasi
artan intensitede gorintu vermesi ve zamanla azlalarak intensitedeki azalmayi

gOstermektedir.
Video 2. Mikrokdpukguklerin 3 damar fantumda akis goérintisu.

Ancak, mikrokopukguk konsantrasyonu ¢ok ylksek degerlerde oldugunda, gelen ses
dalgasi borunun Ust duvarindan geri yansitilacagindan, Video 3'de gorulecedi Uzere, arka

bdlgelerede gblgelenmeler olmakta ve dogru intensite degerleri okunamamaktadir.

Video 3. Yiksek konsantrasyonlarda mikrokdplkguik bolus

enjeksiyonu igin ses dalgasi zayiflamasi ve gblgelenme olusmasi.

Bu durum, Sekil 72’'de gorilecegdi Uzrere, dlgimde de ylksek ekojenite yerine daha
disuk bir pik ekojenite, ardindan golgeye ait ekojenitenin distliglu bir alan olarak
izlenmektedir. Videodan ve sekilden acgikga gorllecedi Uzere konsantrasyon ile intensite
ancak duslk konsantrasyonlarda dogrusallik gostermektedir.
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Sekil 72. Ekojenite-zaman grafiginde ilk pik, akista ©énde gelen ve ylzeydeki
mikrokopukcukleri temsil etmektedir. Ardindan olusan dislk ekojenitedeki kisa plato yogun
mikrokdpukcUklere ait gdlge ve atentasyonu temsil etmektedir. Daha sonrasinda
konsantrasyonun dismesi ile atenuasyon olusturmayan ancak yiksek konsantrasyondaki
mikrokdpukcuklerden veri alinabilmekte ve ikinci bir pik izlenmektedir.

Bolus enjeksiyon yontemi igin hesaplama metodu gelistiriimesinde kullanilan model
dizenek Sekil 73(a)da gosteriimektedir. Boyle bir dizenekte elde edilebilecek intensite-
zaman egrileri Sekil 73(b)de gorildiugu gibi, 6nce artan sonra azalan bir trend izlemektedir.
indikatér dillisyon modeli de denen bu ydntemde, bolus olarak enjeksiyon sonrasinda akis
boyunca so6zkonusu indikator akis dizlemi boyunca dilisyona ugramakta ve

konsantrasyonunda 6nce bir artma ve sonra da bir azalma gorulmektedir.

(a) (b)
Mikroképikeik | =
Saf Su Nt 3
—|+ a N—” z
Giris Q ~ _|é Cikis g
v E
Diffiizyon-Dispersiyon =
Bolgesi
V.C,
Mikrokopukgik
Enjeksiyon

zaman, t

Sekil 73. Bolus enjeksiyon ydntemi icin hesaplama metodu gelistiriimesi, (a) model
dizenek, (b) elde edilen deneysel intensite-zaman edrileri.
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Bolus enjeksiyonda konsantrasyondaki seyrelme Denklem (28) ile verilebilir.

d2C(x,t) _ L ac (x,t)  aC(x,t)
dx? dx ~ at
Bu, kimya muihendisliginde iyi bilinen diflizyon-dispersiyon denklemlerinden biridir. Akustik

D (28)

intensite ile konsantrasyon arsinda dogru oranti oldugu varsayilmaktadir. Bu durumun disik
konsantrasyonlarda dogru oldugu bu calismada $ekil 68’de gdsterilmistir. Bu durumda,
mikrokdpukglk konsantrasyonu icin elde edliecek konsantrasyon-zaman egrisi, akustik
sinyal-zaman egrisine benzer olacagindan, akustik sinyal icin ¢o6zim, Denklem-(29) ile

verilmektedir.

0 =a06 (D). [ () r [ i)+ (G2 e e

Burada, p=x./v, A=pv?2D, X, ROI olarak bilinen secilen boélgenin giris ve c¢ikis arasindaki

uzakligi gostermektedir. Intensite-zaman egrisinin dar mi ya da genis mi olacagi A"’e bagh
olarak degismektedir. T0=x,%/D diflizyon zamani ve 1c=D/u konveksiyon zamani olarak
tanimlarsak, kimya muhendisligi kutle ve enerji aktariminda siklikla kullanilan Peclet sayisi
(Pe), Pe= 1p/1c =2.A olur ki, bu da A degerinin fizyolojik olarak dnemli bir dneme sahip
oldugunu gésterir. Ornegin, akis hizi gok yiiksek ise diflizyon yaninda dagilim ihmal
edileceginden, daha dar bir intesite-zaman edrisi gbzlenecek; akis hizi distuk durumlarda
ise, intensite-zaman egrisi daha genis bir profil gosterecektir.

Sabit bir akista consantrasyonu BC, olan mikrokoplkciklerden V bolus hacim
sisteme enjekte edildiginde, bu miktarin sensér tarafindan okunacak konsantrasyon-zaman
egrisi toplami Denklem (30)daki gibi verilebilir. Burada 3 konsantrasonu kesin olarak
bilinmeyen mikroképukglk miktari igin garpan faktér olarak kullaniimigtir.

V.BC, = fo ng. C(t) dt (30)

Intensite ile konsantrasyon arasinda dogrusal bir iligki var oldugu bilindiginden,
kalibrasyon egrisi denklemi Denklem (31) ile verilebilir.
)= aC@).+ @ (31)
Burada a kalibrasyon egrisinin egimi, ve @ y-ekseni kesim noktasidir. Bu durumda, Denklem
(30) Denklem (32)’'deki gibi yazilabilir.

PF(t)—
v.8C, = Q. f D=9 4 (32)
0 (73
Denklem sadelestirildiginde, Denklem (33) elde edilir ki, rahatca integral alinabilir.
V.a BC “ “
d L= f I(t) dt — f wdt (33)
¢ 0 o

ilk integral, AUC olarak bilinen intensite-zaman egrisi altinda kalan alandir. ikinci integral ise
bir sabittir. Bdylece, Denklem (34) elde edilmig olur.
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V.a. BC,

= AUC — 34
Q (?G‘ ( )
Denklemin yeniden organize edilmesinden Denklem (35) elde edilir.
%
Avc = (@.p.C)(g) + o (35)

Burada, AUC Denklem (10)'da gosterildiginden farklidir. Bir sabit kendisine eslik etmektedir
ve elde edilen verilerin degerlendiriimesinde énemli bir fonksiyonu yerine getirmektedir.
Ortalama gecis zamani (MTT) degerini hesaplama icin Denklem (36) kullanilir.

~ Jo €. I(e) dt

MTT = 36
5 1) dt (36)

MTT icin elde edilen sonug Denklem (37) ile verilmektedir.
MTT = p = %‘? (37)

Ortalama akis hizi v=Q/A oldugundan, MTT = x,.A/Q, ve ROI hacmi x,.A oldugundan, MTT
ile ROl hacmi arasinda Denklem (38) ile verilen badinti vardir.

MTT = ROL. (%) + 1P, (38)

Boylece, intensite-zaman egrileri ile elde edilen curve-fit de@erlerinden gerekli
hesaplamalar yapilabilecektir.

4.6.2 Bolus Enjeksiyon Yontemi ile Mikrokopiikgiik Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Farkh bolus hacimlerinde, farkli akig huznda, farkli konsantrasyonlarda ve farkli
mikrokdpukgik formulasyonlarinda bolus enjeksiyon yoéntemi ile olgllen intensite-zaman
degerleri ve model denklem ile uyumluluklari Sekil 74'da goésterilmektedir. Sekil 74(a)da
goérllecegi Uzere, ayni turde ve ayni konsantrasyonda mikrokdplkglik serum seti boru
icerisinden akan sabit akista sivi igerisine farkli bolus hacimlerinde enjekte edilmistir. Elde
edilen zaman-intensite edrileri sekilde gorulmektedir. Vevo2100 model ultrason cihazi ile
yapilan deneylerin ¢ok daha kontrolli yapildigi ve elde edilen verilerin ¢oklugu nedeniyle
daha guvenilir sonuglar alinabildigi tecribe edilmistir. Vevo2100 cihazinin paket programinin
Log-normal model denklemi kullanarak verileri analiz ettigini 6grendik. Ancak, cihaz daha gok
in-vivo deneylere goére programlandigindan, ¢ok kisa surelerde gecis sonucu elde edilen
verilerin Vevo2100 cihazi ile dederlendiriimesinde sorunlar yasadik. Bu soruna ¢ézim olarak,
elde edilen verilerin analizlerini PFT modeline gére manuel olarak gerceklestirdik. Sekilde
PFT modeline gbre curve-fit egrilerinin uyum iginde oldugu goérilmektedir.

Baska bir calismada, farkli sivi akis hizlarinda elde edilen zaman-intensite egrileri
¢alismalari yapiimistir. Bu ¢alismada, ayni tir mikrokdplkgik ve stok ¢dzeltisinden alinan
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ayni hacimde bolus enjeksiyonlar, farkh akis hizlarinda sivi akisina verilmistir. Elde edilen

zaman-intensite egrileri ve FPT modeline goére fit egrileri Sekil 74(b)'de gdsteriimektedir.

Sekilden gorilecegi Uzere, verilerin model ile uyumu oldukea iyidir.

Farkli konsantrasyonlarda ayni tlir mikroképukgukler igin elde edilen zaman-intensite
egrileri Sekil 74(c)de gosterilmektedir. Elde edilen deneysel veriler ile FTP modeli oldukga
iyi uyum icerisindedirler.

Bagka bir calismada, farkl formulasyonlarda hazirlanmig ultrason kontrast maddesi
mikroképukgukler igin ayni hacim bolus enjeksiyonlarinda ve ayni sivi akis hizlarinda
Vevo2100 ile elde edilen zaman-intensite verileri elde edilmigtir. Elde edilen verilerin FTP
modeline goére degerlendiriimeleri Sekil 74(d)’de gobsterilmektedir. Sekilde gdrulecegi tzere,
deneysel veriler ile model olduk¢a uyumlu bir benzerlik géstermektedir.

d) 4e+04 = 50000
(a) Kons. = 10° #/ml Enjeksiyon (b)45000 | Kons. = 198 #/ml A Sivi Akis Hizi
RPM = 2100 Hacmi, ul Enj. Hacmi =40 pl » ¢ rpm1080
5 * o voll5 S 40000 s * rpm1500
< 3804 > vol25 < 35000 1 = i“’mﬁgio
] - » vol40 g rom2270
G = 30000 rpm2530
g x vol60 S o rpm2930
£ 2e+04 | o vol80 £ 25000 1 rpm3710
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1E+04 10000
5000 ‘ e
OE+00 - 0 e ———
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Zaman, s Zaman, s
(c) 2e+0s d
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Sekil 74. (a) Farkh bolus enjeksiyon hacimlerinde Vevo2100 ile elde edilen zaman-intensite
egdrileri, (b) farkli akis hizlarinda bolus enjeksiyon icin elde edilen zaman-intensite egrileri, (c)
farkli konsantrasyonlarda bolus enjeksiyon igin elde edilen zaman-intensite egrileri, (d) farkh
mikrokdpuikgik kompozisyonlarinda bolus enjeksiyon igin elde edilen zaman-intensite
egrileri. DUz cizgi ile gosterilen egriler model denklem egrileridir.

Farkli kosullarda bolus enjeksiyonu igin elde edilen egri altindaki kalan alan (AUC) ve

ortalama gecis zamani (MTT) degerleri Sekil 75'de gosterilmektedir. Egri altinda kalan alan
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(AUC), Denklem (35)'de gorildugu Uzere, bolus hacmi ve consantrasyon ile dogru orantili,
akis hizi ile ters orantiidir. MTT ise Denklem (38)’da gorilecegi Uzere, akis hizi ile ters
orantihdir. Sekil 75(a)da gorilecedi Uzere, farkh bolus hacimlerde AUC ve MTT degerleri
dogrusal olarak degismektedir. Dogru igin y-ekseni kesim noktasinin olmasi, bu degerin
ihmal edilemiyeceg@i anlamina gelmektedir. Sekil 75(b)'da gorllecegi Uzere, akis hizinin tersi
ile AUC ve MTT Kkarsilastirildiginda, yine dogrusal bir trendin oldugu gérilmektedir. Ancak
burada bazi sapmalarin olmasi, deney esnasinda pompanin denge dederine gelmesi icin
gecen surede olusan sapmalardan doay! olabilecedi degerlendiriimektedir. Sekil 75(c)da
gorilecegi Uzere, AUC degerleri ile konsantrasyon arasinda dogrusal bir iligki varken, MTT
degerleri ile konsantrasyon arasinda dogrudan bir iliski oldugu gorilmemektedir. Son olarak,
ayni kosullarda ve goreceli ayni konsantrasyonda ayni hacimde bolus enjeksiyon yapilan
farkli kompozisyonda mikrokdpukgukler icin elde edilen AUC ve MTT degerleri Sekil 75(d)’de
goOrulmektedir. Sekilden gorilecegi tzere MTT degerleri her bir mikrokdpukglk igin dnemili
Olgude degismez iken, AUC degerleri farklilik gostermektedir. Bu mikrokdpukglklerin
konsantrasyonlarinin kabul edilen degerden farkli oldugu anlamina gelebilir.
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Sekil 75. Farkli kosullarda bolus enjeksiyon sonucu elde edilen AUC ve MTT
parametrelerinin (a) farkli bolus enjeksiyon hacimlerinde (b) farkl akis hizlarinda, (c) farkl
konsantrasyonlarda, ve (d) farkli mikroképlkgik kompozisyonlarinda bolus enjeksiyon icin
deg@erlendiriimesi.
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AUC ve MTT degerleri, Sekil 76'de gorllecegi Uzere, Ol¢llen tim parametreler icin
birlikte degerlendirilmistir. Sekil 76(a)da gorilecegi Uzere, AUC degerinin VCo/Q carpim
degerleri ile dogrusal bir iligki icinde oldugu goérilmektedir. Ancak, farkli kompozisyonlarda
mikrokdpukguklerden 2-3 tanesinin dnemli sapma gdésterdikleri anlasiimaktadir. Bu durumda,
s6zkonusu mikroképukglkler icin gercek degerleri bulmak (zere B parametresi Denklem
(35)'da ifade edilmistir. Ote yandan, Sekil 76(b)'de gdriilecedi lizere, MTT degerleri 1/Q
degerleri ile degerlendirildiginde dogrusal bir iligski bulunmus; burada farkli kompozisyonda
mikrokdpukguklerin konsantrasyonda olmasi MTT degerlerini beklendigi gibi etkilememisgtir.
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Sekil 76. (a) AUC ve (b) MTT degerlerinin Olgllen tim parametreler icin birlikte
degerlendirilmesi.
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Mikrokopukciklerin konsantrasyonlarini belirlemek Uzere yontem gelistirimistir. Bu
yéntemde ayni tlir mikrokdpuikgikler icin farkli konsantrasyonlarda, farkh bolus hacmi ve
farkh akis hizlari igcin AUC degerleri hesaplanmistir. Hesaplanan bu degerler V/Q degerine
karsi grafige gecirilerek, her bir konsantrasyon igin egim degerleri elde edilmistir. Sekil 77°'de
DSPC:PEG4St 9:1 mikrokdpukgtkleri icin farkli konsantrasyonlarda, farkh bolus hacmi ve
farkl akis hizlari igcin AUC degerleri verilmigtir.
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Sekil 77. DSPC:PEG4St 9:1 mikrok6pukgukleri icin farkli konsantrasyonlarda farkli bolus
hacmi ve farkli akis hizlari igcin AUC degerleri.

Farkli konsantrasyonlarda DSPC:PEG4,St 9:1 mikrokdpukgtikleri icin Sekil 77'de elde
edilen egim degerleri Sekil 78(a)da gdsterilmektedir. Sekilde goérllecedi Uzere,
mikroképukgik konsntrasyonu ile akustik intensite arasindaki iliskiyi gosteren a degeri ile
konsantrasyonu bilinmeyen mikrokdpukguklerin ¢arpim katsayisi  bu egrinin ediminden
bulunabilmektedir. Bu deder DSPC:PEG4St 9:1 mikrokopukglkleri icin 0.159 olarak
bulunmustur.

Sekil 78(b)'de farkh konsantrasyonlarda ayni mikrokdpukguk icin Q=0.64 ml/s ve
bolus hacmi=25 pl olan kosullarda egim degeri 0.062 olarak elde edilmistir. Burada, Denklem
(35) kullanilarak hesaplanacak a.p degeri 0.159 olarak bulunur. Gorilecegi lUzere, yontem
islemektedir.
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Bilinen bir mikrokdpukglk konsantrasyonu icin a=0.0135 olarak hesaplanmistir. Buna
gbére farkli  kompozisyonda  mikrokdpulkgiklerin - konsantrasyonlari  ultrason ile
hesaplanabilecektir.
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Sekil 78. Farkli konsantrasyonlarda DSPC:PEG4St 9:1 mikrokdpukgikleri icin (a) elde

edilen egim degerleri (b) ayni mikrokopukgcik icin dlgilen egim degeri.

Olclilen  mikrokdpiikciik konsantrasyonuna ile hesaplanan  mikrokopiikgiik
konsantrasyonu Sekil 79(a)da gosteriimektedir. Sekilden gorilecegi Uzere, Olgllen
mikrokdpuikgik konsantrasyonu ile burada gelistirilen ultrason yontemiyle hesaplanan
konsantrasyonlarin 2-3 mikroképUkg¢uk tirt haricinde uyumlu olduklari anlasiimaktadir. Sekil
79(bYde her bir mikrokoplkclik kompozisyonu igin Olgllen ve ultrason yoéntemi ile
hesaplanan mikrokdplikc¢ik konsantrasyonunlari karsilastiriimaktadir. Hangi mikrok&pUkgik
icin konsantrasyonlarda farklilik oldugu sekilden gorilmektedir. Genelde, mikrokdpukgtiklerin
konsantrasyonlari ya mikroskop goérintilerinden dogrudan hesaplanmakta, ya da tane sayici
cihazlar vasitasiyla dlgulmektedir. Ancak, her bir ydontemin kendisine gére arti ve eksi yanlari
vardir. Bu cihazlarin hassasiyetleri de tartisiimaktadir. Olgllen intensite degerleri
mikrokopukguklerin  konsantrasyonu ile dogrudan orantihidir. Sekil 79(c)de farkh
formulasyonlarda hazirlanmis ultrason kontrast maddesi mikrokdpukgukler igin elde edilen
Egri Altindaki Alan (AUC) ile yeni geligtiriien yéntem ile hesaplanan mikrokopulkguk
konsantrasyonlari goérilmektedir. Sekilden gorilecedi Uzere, Olglilen AUC degerleri ile
hesaplanan mikrokdépUkclik konsantrasyonlarinin genelde birbiri ile uyumlu olduklari
anlagiimaktadir. Mikrokdpukguklerin konsantrasyonlarinin tayin edilmesindeki hassasiyet g6z
ontne alindiginda, ve ultrason ile Olcimlerin konsantrasyon ile dogrusal oldugu
degerlendirildiginde, mikrokdplkglklerin  konsantrasyonlarinin ultrason ile belirlenmesi
mumkin olabilecektir. Ultrason ile yapilan o6lgimlerde, farkli formulasyonlarda Uretilen
mikrokdpukguklerin -~ benzer  ekojenite  degerler  verdigi  anlagsiimaktadir.  Farkh
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mikrokdpukguklerin ~ farkli  Olgllerde intensite  vermesi, mikrokdpukgiklerin  farkli
konsantrasyonlarda oldugu ile alakali oldugu anlasiimistir. Bu durumda, farkli
mikrokdpukguklerin ekojenitelerini tespit edebilmek icin konsantrasyon faktérini gézardi
etmemek gerektigi sekilden anlasiimaktadir.
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Sekil 79. (a) Olgllen mikrokdpiikgiik konsantrasyonuna ile hesaplanan mikrokdpukgiik
konsantrasyonunun arasindaki sapmalar, (b) Olgiilen mikroképiikgiik konsantrasyonuna ile
ultrason ydntemi ile hesaplanan mikrokdpUk¢ik konsantrasyonunun karsilastiriimasi, (c)
farkli formulasyonlarda hazirlanmis ultrason kontrast maddesi mikrokdplkgukler igin elde
edilen Egri Altindaki Alan (AUC) ile hesaplanan mikrokdpukgik konsantrasyonlari.
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Mikrokopukgcuklerin konsantrasyonlarinin logaritmasi AUC ile dogru orantili oldugu
Sekil 80'de gorilmektedir. Ultrason ile B-mod gorintiler gercekte gorintl intensitesinin
logaritmik degeri olarak raporlanmaktadir. Vevo2100 model ultrason cihazi ile alinan B-mod
goOrintilerden elde edilen intensite degerleri kullanildigindan bu sonug sirpriz olmamistir.
Sekilden gorilecegi lzere ancak 3 noktanin sapma gosterdigi diger noktalarin ise dogrusal
baginti ile uyum icinde oldugu gorilmektedir.

Mikrokopukguklerin sayisini belirlemede baslica lU¢ yontem bulunmaktadir. Bunlar,
Isik (optik) mikroskop, Coulter multisizer, ve i1sik sagilmasi (DLS) ydntemidir(Sennoga vd.
2012). Her bir yontemin kendine goére avantaj ve dezavantajlari bulunmakatdir.
MikrokoépukguUklerin  boyutlarini dlgmede optik mikroskop yéntemi daha uygun oldugu;
sayllarini belirlemede ise Coulter multisizer yonteminin daha iyi sonu¢ verdigi rapor
edilmektedir(Sennoga vd. 2012). Bu ¢alismada gelistirilen ve ilk defa kullandigimiz, 4.nct bir
yontem olarak, ultrason yontemi ile mikrokdpUkglk konsantrasyonu olgllebilecektir.
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Sekil 80. Mikrokdpukguklerin konsantrasyonlarinin logaritmasi AUC ile dogru orantilidir.

4.6.3 Farkh Mikrokopiik¢iiklerin Ekojeniteleri

Mikrokopukguklerin  ekojenitelerini  belirlemede Pik artisi (Peak Enhancement)
degerlerine ya da bununla ilintili olan egri altinda kalan alan (AUC) degerlerine bakilarak
karar verilebilir. Ancak, Denklem (35) ile verilen bagintida AUC degerlerinin konsantrasyon
ile dogru orantili oldugu goérulmektedir. Yine, ayni denklemden, her bir mikrokdpukguk turl
icin bolus enjeksiyon hacmi ve sivi akis hizi gibi deneysel parametrelerin ayni olmasi
beklenir. Kendi mikroképukguklerimiz igin bu tlr parametrelerin ayni olmasi saglanabilmistir.
Mikrokopukguklerin ultrason ekojenitelerinin  belirlenmesinde mikrokdpukgtklerin - boyut
dagihmlari da o©nemlidir. Mikrokopukguklerin resonans frekanslar uygulanan frekans
degerinden farklidir ve boyutlarina baglidir. Resonans frekanslarinin altinda boyutlara sahip

125



@
TORITAK

mikrokdpukgukler osilasyon yapmazken, mikrokdpukguklerin osilasyonlari igin kritik boyutun

Uzerinde olmalari gerekir. Bu durumda, farkhh kompozisyonda mikroképukgiklerin

ekojenitelerine Sekil 81’'da goruldigu Uzere mikroképlkglk konsantrasyonu basina egri

altinda kalan alan olarak bakilmigtir.

Sekilden gorilecegi Uzere, farkli kompozisyonda mikrokopukclk ekojenitesi
mikrokdpukglklere ylklenen PEG4oSt ylzdesi ile artmaktadir. Mikroképlkglk ylzeyinde
PEG4St miktari arttiginda damping etkisiyle mikrokopukguklerin osilasyonlarinin azalacagi
dolayisiyla ekojenite degerlerinin  disecedi beklenirdi. Ote yandan, ultrason altinda
boyutlarinin 4 katina kadar buylyebilen mikrokdépUkgUklerin parcalanmasiyla yavru
mikrokdpukgukler olustugu bilinmektedir. Bu durumda, mikrokdpukgiklerin ylzeylerinde
PEG4St miktari arttikgca, boyutlarinda damping etkisiyle bir disme yasanirken,
mikrokdpukguklerin  buttincldl yapilarinin korundugu ve bdéylece ekonejenite degerlerinin

boylece ylksek olabilecedi degerlendiriimektedir.
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Sekil 81. Farkli kompozisyonda mikrokdpukguklerin ekojenitesi.

Yapilan calismalarda, bu deneylere ek olarak igerigi hava olan ve PFC olan
mikrokdpukgclklerden ayni konsantrasyon ve ayni PEG40St oranina ait suslari ayni volim (40
pl) ve ayni akis hizinda (2000 rpm) 3 damar fantomunda karsilastiriimigtir. Bu deney
sonunda, PFC igeren mikrokdpukguklerin hava igceren mikrokopukgtiklere gore daha yiksek
ekojenite olusturduklari saptanmistir. Yine bu deney ile %50 ve %10 PEG4St oranina sahip
mikrokdpukgukler birkez daha karsilastinimis  olup %50 PEG4St oranindaki
mikrokopUkglikler 108 konsantrasyondaki enjeksiyonu esdeder %10 PEG4St oranindaki
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mikrokdplkglkler gore daha yiliksek ekojenite olusturmustur. 108 konsantrasyondaki %50
PEG.oSt oranina sahip mikrokdpukgukler bu serideki en yuksek ekojeniteyi vermektedirler.

4.7 Mikrokopiikgiiklerin Darlik Fantomunda Ekojenitelerinin Belirlenmesi

in-vitro deneylerden biri olan darlik fantomu ile gergeklestirilen ¢alismalarda, darlik
bulunan liminal yapi icerisinde ultrason kontrast maddesi mikrokopukgik (MB)lerin akim
paterninin ve davranig Ozelliklerinin aydinlatiimasi planlanmistir. Dedisik hizlarda ve
konsantrasyonlarda MB’lar sekilde verilen deney dlzenedine uygulanarak tam darlik
dizeyine yerlestirilen ultrasonografi probu ile akim profilleri dederlendirilmigtir. %25, %50,
%75 derece darlik olan UG¢ ayri hat Uzerinde ayri ayri enjeksiyonlar ile deney
gerceklestirilmigtir. Darlik dncesi ve sonrasi bolgelerde ayni alan degerlerinde (Region of
Interest (ROI)) olciimler ve degerlendirmeler yapilmistir. Darlik 6ncesi segment ROI'si “ROI
1”, darlik sonrasi ROI'si “ROI 2 “ olarak adlandiriimistir. Bu modelde, Video 4 ile gosterilen
darlik sonrasi alanda merkez akis profilinde hiz artigi ile akip giden MB’lar izlenmekte iken
periferde darligin hemen sonrasinda akimin turbilansli oldugu alanda kaotik bir sekilde
dénen ve sirkulasyon olusturan MB’lar izlenmistir. Bu durum darlik modelindeki laminer akim
paternini desteklemektedir.

Video 4. Pantom darlik modelinde darlik dncesi ve darlik sonrasi
mikrokopukguklerin akis profillerini gosteren video kaydi

Gergeklestirilen bu deney ile MB’ larin da eritrosit, trombosit vb. sekilli kan elemanlari
gibi laminer akim profiline uygun bir davranis paterni gosterdikleri ortaya konmustur. Bu
durum canh hayvan enjeksiyonunda fizyolojik akima uygun davranis gdstereceklerinin
tanimlanmasi sebebiyle blylk énem tasimaktadir. Video’da gorilecegi lUzere, MB’lar damar
Ilimeni ylzeyinde akimile olmamakta ya da Iimen tabaninda ¢dkmemektedirler. Darlik
dzleyinde agregatlar olusturmamaktadirlar. Laminer akim modelinde homojen dagilim
gOstermekte ve santralde hizli, periferde yavas olacak sekilde akmaktadirlar. Periferde yavas
akan MB’lar birlesmemekte, agrege olmamakta, ve staz olusturmamaktadirlar. Bu deney
sonucunda MB’larin fizyolojik akima uygun olarak glvenli bir sekilde canli deney hayvanina
uygulanabilecegi ve canlidaki sirkllasyon sistemine uygun oldugu gosterilmistir.
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4.8 Mikrokopiikgiiklerin Ex-Vivo Gorintiileri

Uygulayicinin deneyimini arttirmak ve mikroképlkgigin ex-vivo dokudaki davranis
seklini degerlendirmek amaciyla ex-vivo deneyler planlanmis ve gerceklestirilmistir. Ex-vivo
deney modelleri olarak tavuk gégsu, kuzu karacigeri, rat karacigeri, rat gluteal kasi, rat dalagi
segilmistir. Ex-vivo deneyler Vevo2100 yuksek ¢ozunurlUklu ultrasonografi cihazi altinda 9 -
18 MHz prob ile gerceklestiriimistir. Baska bir ¢alisma sonucu sakrifiye edilen bir ratin
karacigeri eksize edilerek cikartiimis ve portal venden branl yerlestirilerek hazirlanmistir.
Hazirlanan giristen yaklasik 3.107 MB/ml konsantrasyonda 0.02 ml volimde uygulanarak es
zamanli olarak ultrasonografi altinda degerlendirme gerceklestiriimistir. Bu enjeksiyon ile
portal agag vaskiler yatagi mikrokdpukgukler ile doldurulmus ve dokunun vaskilerizasyonu
ve perflzyonu ultrasonografik olarak goruntilenebilir hale gelmistir. Bu c¢alismanin
kaydedildigi Video gérunttsu Video 5’'de verilmistir.

Video 5. Ex-vivo olarak hazirlanan sigan karaciger deney modeline
uygulanan mikrokdpukguklerin  vaskiler yatagr doldurarak tim
dokuda ekojenite artisina neden oldugu izlenmektedir.

Bu karaciger dokusundan 5.4 mm? alana sahip ROl ile 6lglim yapildi§inda, dokudaki
ekojenite artigi Sekil 82’'de gosterilebilmistir. Ex-vivo olarak hazirlanan si¢an karaciger deney
modeline uygulanan mikrokdpukgtklerin vaskiler yatagl doldurarak tim dokuda ekojenite
artisina neden oldugu izlenmektedir. Enjeksiyon hizina bagl hizli bir ekojenite artisi ve
sonrasinda azalarak plato gizen edri mevcuttur. Zamana bagl ekojenite degisikligini gdsteren
grafikte pik ekojenite degeri sonrasinda ekojenitenin plato cizdigi dizeye dek izlenen
ekojenite azalmasi; programin yazilim &zelliklerine ve ex-vivo dokuda enjeksiyon bolgesi
disina sizarak alandan temizlenen mikrokdpUkclklere sekonder olarak degerlendirilmigtir.
Sonrasinda plato ¢izen edrinin plato fazi ise gorintli dizleminde sebat eden ve ve akim
olmadigi i¢in temizlenmeyen mikrokopukgukleri gbstermektedir.
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Sekil 82. Karaciger dokusuna ex-vivo enjekte edilen ultrason kontrast maddesi ile dl¢ilen
ekojenite artisl.

Sigcan gluteal kas enjeksiyonunda, Video 6'da gbrilecegi Uzere, enjeksiyon
sonrasinda anterior reflaktif bir ylzey ve posteriorunda akustik goélge olusmus olup
mikrokopukguklerin dagilimi degerlendirilememigtir.

Video 6. Siganin gluteal kasina enjeksiyon gergeklestiriimis ve
anterior reflaktif bir ylzey ile bu ylzey posteriorunda akustik golge

olusmu izlenmistir.

Benzer gorinim, Video 7'de goérilecegi Uzere, tavuk gogsinde 8 mm derinlige
uygulanan 0.3 ml’lik ilk enjeksiyonunda da gerceklesmistir.

Video 7. Tavuk gogsinde 8 mm derinlide uygulanan ilk
enjeksiyonunda da sigan gluteal kasi enjeksiyonuna benzer sekilde
anterior reflaktif bir ylizey ile bu ylzey posteriorunda akustik golge
olusmu izlenmistir.

Ancak, Video 8'de goruldugu tzere, tavuk gogstinde 16 mm derinlige uygulanan 0.3
ml’lik 2.nci enjeksiyonda ise MB’lar kas planlari arasinda ve igne trasesinde dagiimistir.

Video 8. Tavuk gogsiinde 16 mm derinlige uygulanan enjeksiyonda
ise mikrokdpuUkgUklerin kas planlari arasinda ve igne trasesinde
dagiimi izlenmektedir.
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Bu dagilim alanindan yapilan &lgimde, Sekil 83'de godrllecegi Uzere, ekojenite artigi

grafiksel olarak saptanabilmektedir.

TPTITSTEED Study Name 1001 in vitro belus enjek
s 5100
RLVevo 21007 oo ame  rat enjeksiyonlari
Image Label tavuk gogsu 16 mm 0.3 ml enjek
12.5 MHz
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Sekil 83. Tavuk gégsi 16 mm derinlige uygulanan enjeksiyonda yapilan élglimde enjeksiyon
hizina bagh hizli bir ekojenite artigI ve sonrasinda azalarak plato gizen egri izlenmektedir.
Zamana bagll ekojenite degisikligini gosteren grafikte pik ekojenite degeri sonrasinda
ekojenitenin plato cizdigi diizeye dek ekojenite azalmasi; programin yazihm 6zelliklerine ve
ex vivo dokuda enjeksiyon bdlgesi disina sizarak alandan temizlenen mikrokdpukguklere
sekonder olarak degerlendirilmistir. Sonrasinda plato gizen edrinin plato fazi ise gorinti
dizleminde sebat eden ve ve akim olmadigi igin temizlenmeyen mikrokdpukcukleri

gOstermektedir.

Video 9da, kuzu karacigerine ultrasonografi altinda ex-vivo enjeksiyon yapilarak
ignenin katettigi yol boyunca uzanan vaskuler yapilar, enjeksiyon ardindan MB ile dolum

gOstermektedir.
Video 9. Kuzu karacigerine yapilan enjeksiyon ile ignenin kat ettigi
yol boyunca uzanan vaskiler yapilar mikroképtkglkler ile dolarak

ekojen hal almaktadir.

Video 10°da dolum gbéstermis genis bir vaskiler yapi gorintilenerek bu kesite ilki
ardindan 5 sn, 6 sn ve 7 sn araliklar ile cihazin “burst “ tusu kullanilarak toplam 4 kez yuiksek
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mekanik index’li ses dalgasi pulslari uygulanmistir. Bu sayede goérintideki vaskdler yapi

icerisindeki MB’lar patlatiimistir.

Video 10. Dolum goéstermis genis bir vaskiler yapi gorintilenerek,
bu kesite ard arda uygulanan yiuksek mekanik indexli ses dalgasi

pulslari ile mikrokdéplikglkler patlatiimistir.

Bu vaskiler yapi dizeyinde ROl ile élgiim yapildiginda, Sekil 84'de gorilecegi Uzere,
her “burst” uygulamasi ardindan ekojenitede azalma saptanmistir. Bu azalma grafikte
izlendigi gibi en fazla ilk uygulama sonrasinda saptanmaktadir. Diger patlatma uygulamalari
arasindaki fark ise glclikle secilebilecek dizeydedir. Bu deney bize gdstermistir ki ex-vivo
doku icerisine enjekte edilen MB’lar vaskuller yatak igerisinde dagilabilmekte ve vaskiler
yatak icerisinde akimule sekilde kalabilmektedirler. Yine bu deney ile MB’larin patlatilabildigi

ve patlayan MB’lar ardindan ekojenitenin azaldigi gdsterilmistir.

Sekil 84. Patlayan mikrokoplkgliklere ait zaman intensite egrisi cizdirildiginde yukaridaki
rafikte izlendigi gibi en fazla ilk uygulama sonrasinda ekojenite azalmasi saptanmaktadir.
Diger patlatma uygulamalari arasindaki fark ise giglikle secilebilecek diizeydedir.

Ex-vivo deneyler uygulayicinin deneyimini arttirdiyi gibi doku icerisinde MB’larin
géranim ozelliklerini deneyimlemelerini  sadlamistir. Bu sayede arastiricilar canli hayvan
deneyi 6ncesinde dokuda MB’larin olusturacagi goérinim hakkinda fikir sahibi olmuslardir.
Bu deneyim canli hayvan uygulamalarina gecildiginde uygulayicilarin géruntuleri ve bulgulari
yorumlama yetenegine katkida bulunacaktir. Gerekli gorildiglu durumda uygularicilarin bu

yeteneklerini arttirmak icin yeni ex-vivo deneylerin planlanmasi amaglanabilir. Ex-vivo
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deneyler sonraki asama olan canli deney hayvani uygulamasi dncesinde blyulk bir yarar
saglamistir.

4.9 Mikrokopiikgiiklerin In-Vivo Toksisiteleri

Mikrokopukcuklerin  in-vivo deneyleri igin canli organizmada davranislarini
degerlendirmek (zere sigan deneyleri ve toksik degerlendirmeye yonelik sican ve tavsan
deneyleri planlanmistir. Biyodavranis acgisindan sican deneyleri ile uygulanma yontemi
uygunlugu, uygulanma alaninda karsilagilabilecek sorunlar, pulmoner kapiller bariyerin asilip
asllamayacagi, hedef dokuya ulasim dizeyi gibi sorulara cevap aranmasi amaglanmistir.
Bunlara ek olarak bu proje ile dretilen ilk yerli mikrokdpuikguklerin, mevcut ticari
mikrokdpukguk referansi ile karsilastiriimasi ve etkinliginin degerlendiriimesi amaclanmistir.
Mikrokodpukgculklerin olasi toksik etkilerinin varligi ve toksik doz degerlendirmesine yonelik
deneyler icin iki ayri hayvan modeli ¢alisilmistir. Kiigik hayvan modeli olarak si¢can, daha
blyUk hayvan modeli olarak tavsanlarda toksisite deneyi gerceklestirilmistir.

Sicanin kuyruk veninden verilen mikrokopukgukler ile elde edilen ultrasonografi
gOruntileri, Video 11'de gorllecegi Uzere, kaydedilmistir. Gorintiler bu veri degerlendirmesi
icin dedike olarak hazirlanmis VevoCQ yazilim programi ile islenerek degerlendirilmistir. VCI,
aorta ve portaya yerlestirilen ROI (region of interest)ler ile ve VevoCQ yazilimi kullanilarak
damarlardaki mikrokdpukguk dagilimi zaman-ekojenite egrisi Sekil 85'de gorulecegi uzere

grafige dokulmustir.

Video 11. Kuyruk veni enjeksiyonu ile sicanda VCI , aorta ve portal
ven ile karaciger parankiminin ekojenite artisi izlenmektedir.

Vena kava (VCl)'ya, abdominal aorta duzeyine ve vena portaya yerlestirilen 3 adet
ROI lokalizasyonunda belirgin ekojenite artisi izlenmistir. Bu alanlarda izlenen ekojenite artigi
fizyolojik dagilim modeline uygun olarak ilk 6nce uygulanan venin dokuldugu VCl'da
saptanmistir (grafikteki mor ¢izgi). Ardindan kalp ve akcigerlerden donen mikrokopukguklerin
aortayl doldurmasina bagh ekojenite artisi abdominal aorta da  belirginlik
kazanmistir(grafikteki sari gizgi). Aorta araciligi ile tim viicuda dagilan mikrokopukgcikler
dalak ve intestinal sistemin toplayicisi olan portal vene ulasarak porta da ekojenite artisi
olusturmaktadirlar (grafikteki yesil ¢izgi). Portal ven araciligi ile porta dallarinda ve karaciger
parankiminde dagilan mikrokdpukgukler genel bir ekojenite artisina neden olmaktadirlar.
Ayrica Video 11'de de izlendigi gibi portanin en u¢ ve ince dallarina dek ekojenite artisi

saptandigi secilebilmektedir.
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Sekil 85. Zaman ekojenite agrisinde mikrokodpukcik uyglamasi sonrasinda ROI ¢izilen hedef
alanlarda belirgin ekojenite artigi saptanmistir.

Bu deney bize gostermistir ki; mikrokdpukglklerimiz siganin dolasim sisteminde
parcalanmadan kalabilmekte, akciger kapiller bariyerinden gecebilmekte, fizyolojik akim
parametrelerinde akimile olmadan ya da obstriksiyon yaratmadan dagilabilmektedir. Buna
ek olarak mikrokdpukguklerimiz goruntuleme icin yeterli ekojeniteyi saglayabilmektedirler. Bu
bulgular 1siginda bir sonraki basamak olan in vivo denek gruplarina enjeksiyon uygulanmasi

icin uygun zemin bulunmusgtur.

4.9.1 Sicanda Optimum Mikrokopiik¢iik Dozu Belirleme

Sicanlarda optimum doz, deneysel yontemlerde anlatilan prosedir ile belirlenmistir.
Degisik konsantrasyonlarda hazirlanan mikrokdpukgtkler siganin kuyruk veninden 0,05 ml
hacimde uygulanmistir. Es zamanh olarak, ultrasonografi gortntileri kaydedilmistir (Video
1.5.1). Her bir enjeksiyonda 20 dakika boyunca goruntu kaydi alinarak mikrokdpukguklerin
Olculebilen anlamli ekojenite olusturmadigi zamana dek beklenmistir.
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Video 12. Kuyruk veninden uygulanan kontrast madde sirasi ile vena
kava inferior, aorta ve vena portada ekojenite artisi olusturuyor.
Ardindan karaciger parankiminde diffiiz bir ekojenite artigi izleniyor.

Gorintiler bu tir verilerin degerlendirmesi icin hazirlanmis VevoCQ yazilim programi
ile islenerek degerlendiriimistir. VCI, aorta ve vena portaya yerlestirien ROl (region of
interest) ile VevoCQ yazihmi kullanilarak damarlardaki mikroképlikgik dagilimi zaman-
ekojenite egrisi seklinde grafige dokilmustar.

Vena kava, abdominal aorta dliizeyine ve vena portaya yerlestiriien 3 adet ROI
alaninda belirgin ekojenite artisi izlenmistir. Bu alanlarda izlenen ekojenite artisi fizyolojik
dagilim modeline uygun olarak ilk dnce uygulanan venin (kuyruk veni) dokuldigu VCl'da
saptanmistir.  Ardindan kalp ve akcigerlerden ddénen mikrokdpukgiklerin aortayi
doldurmasina bagli ekojenite artisi abdominal aortada belirginlik kazanmistir. Aorta araciligi
ile tim vicuda dagilan mikroképlkcikler dalak ve intestinal sistemin toplayicisi olan portal
vene ulasarak vena portada ekojenite artisi olusturmustur. Portal ven araciligi ile porta
dallarinda ve karaciger parankiminde dagilan mikroképukgikler genel bir ekojenite artisina
neden olmaktadirlar. Bu dolasim modeli 6 sigcanin hepsinde benzer olarak izlenmistir. 1 sigan
damar yolu acilamadidi icin deney disi birakilmistir.

Bu deney bize go6stermistir ki; mikrokdpUkglkler sicanin dolasim sisteminde
parcalanmadan kalabilmekte, akciger kapiller bariyerinden gecebilmekte, fizyolojik akim
parametrelerinde akimdile olmadan ya da obstriksiyon yaratmadan dagilabilmektedir. Buna
ek olarak mikrokdpukgtkler gorintileme igin yeterli ekojeniteyi saglayabilmektedir. Bunlarla
birlikte bu deneyin asil amaci tanisal dozun belirlenmesidir. Pik ekojenite (PE) 6lgimlerinde
2,5%108 dozda mikrokopiikgiik konsantrasyonu, artefakt olusturmayan en yiiksek ekojeniteyi
veren konsantrasyon olarak belirlenmistir. Bu dozdan ylksek dozlarda atenlasyon nedeniyle
damar ylzeyinde yogun olarak bulunan mikrokdplkg¢uikler derinden veri alimini engellemekte
ve golgelenme olusturarak goruntiyl bozmaktadir. Bu konsantrasyondan distk degerlerde
ise PE degerleri istenen seviyeye ulasmamaktadir.

4.9.2 Referans Ticari Form ile Karsilagtirma

Referans ticari mikrokopukglk olarak Visualsonics Vevomarkere secilmistir. Dinyada
bulunan diger marka mikrokdpukgukler getirtlememmistir. Deneylerde, denenen
mikrokoépukgugin uygulandidi 2 siganin dlgllen ekojenite degerleri vevomarker uygulanan
sicanlar ile Kkarsilastinlabilir dizeyde iken 2 siganda beklenen dizeyde ekojenite
olusmamistir. Ekojenite olusmayan bu 2 sigcandan bir tanesinde ekojenite 40 sn sonra ve
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zayIf bir artis seklinde izlenmis olup anatomik bir probleme (ven anomalisi) ya da uygulama
yeri sorununa ait olabilecegi diisiniIimistir. Ek bir deney olarak 4 sigan lzerinde 1x108,
5x108, ve 2,5%108 (2 sigcanda) dozlari tekrar degerlendirilmis olup 2,5x10% enjeksiyonlarindan
birinde beklenen ekojenite diizeyine ulasilamamis iken Video 13’de goriilecegi Gzere 5x108
enjeksiyon ekojenitesi daha yuksek deger vermistir. Diagnostik dozun goérintilenmek istenen
organa goére degisebilmekle birlikte 2,5 x 108 veya 5 x 108 olabilecegi, iki diizeyinde kabul
edilebilecegi dusunulmustir. Bu gruba ek 2 sican pilot olarak secilmis ve bu siganlardan
birinde konsantrasyonun sabit enjeksiyon volimunun degisti§i multiple enjeksiyonlar
digerinde ise volimin sabit, konsantrasyonun degistigi multip enjeksiyonlar yapilmistir. Bu
pilot calisma ile enjeksiyonlarin linearitesi degerlendirilmistir.

Video 13. 5x10% konsantrasyonda mb ile rat hepatik sistem-

sirkllasyon modelinde ekojenite artisi izlenmektedir.

Bu deneylerde tanisal dozun bazi enjeksiyonlarinda istenen ekojenite olugsmamigtir.
Karsilasilan bu sorun Uzerine in-vitro basamaga geri donilerek 2,5%x10% dozu 3 damar
fantomunda test edilmigtir. Bu doz ayni akis hizinda ve hacimde ardarda enjeksiyonlar ile
fantom akis sistemine uygulanmistir. Bu veri ultrasonografik olarak kaydedilmis olup PE
Olcimleri gerceklestiriimistir. Bu PE Odl¢cimlerinde degerler 32-44 (a.u.) dizeylerinde ve
benzer olup dozun tutarli ve uygun ekojenite olusturdugu konfirme edilmistir.

In-vitro basamakta tutarli ve tekrarlanabilir sonuglar elde edilmesine ragmen sigcan
enjeksiyonlarinin bazilarinda ekojenite olusmamasi ve hayvanlarin vena porta, vena kava,
aorta caplarinin farkliliklar géstermesi olgimleri karsilastirmayi guclestirmektedir. Ayrica,
kuyruk veninde tromboz, darlik ya da anatomik varyasyonlar sebebiyle kontrast maddenin
VCl'a ge¢ ya da azalmis olarak ulagsmasi gibi olasi yaniltici durumlar bu modelde tamamen
diglanamamaktadir. Bu bilgiler de g6z éniine alinarak deney sonucunda referans ile denenen
mikrokdpukgukleri  karsilastirmak icin sirkllasyon ve hepatik sistem modelinin  uygun
olmadigina ve deney modelinin degistiriimesine karar verilmistir. Daha tutarli olgimler
yapilmasi ve 2 farkli mikrokdplk¢lik tipinin daha benzer hemodinamik ortamda
degerlendirilebilmesi icin bdbrek modeli segilerek bobrek modelinde deney planlanmistir.

Bobrek modeli deney dizenegi bize kapiller dizeyde parankimal dagilim gdstererek
parankimal ekojenite artisi olusturan mikroképukglkleri daha homojen bir ortamda
degerlendirme olanag saglamaktadir. Onceki modelde 6lgim homojenizasyonunu
etkileyebilecek damar ¢ap farkliliklari ortadan kaldiriimis olup ek olarak mikrokdpukguklerin
parankimal dizeydeki ekojenite artisi olusturma 6zelligi de test edilmistir. Bu modelde, Sekil
86’'da goérilecegi Uzere, bdbredin anterior ve posterior korteks alanlarina benzer boyutlu

ROl’ler yerlestirilerek kuyruk veninden verilen mikrokdpukgikler renal arter aracihdi ile
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bobrek perflizyonu saglamalari ve parankimal ekojenite artisi olusturmalari élglimlenmistir.
Deney esnasinda alinan video, Video 14'de verilmektedir. Bu sayede daha standardize

Olcimler ile mikrokopukguklerin olusturduklari parankimal ekojenite artis degerleri birbiri ile

kargilastiriimigtir.
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Sekil 86. Bobrek parankimi korteks dlizeyine yerlestirilen ROl’ler izlenmektedir.

Video 14. Kontrast maddenin parankimde belirgin ekojenite artisina

neden oldugu izlenmektedir.

Bobrek modeli deney grubunda tanisal doz ve ticari Urin ile karsilastirma
gerceklestiriimistir. Tim enjeksiyonlar VevoCQ ve manuel yéntem olmak Uzere iki ydntemle
dlcllmustir. iki ydntemle 8lgiim sonuclarinda her grubun kendi icerisinde PE degerlerinin
degdiskenlik gosterdigi saptanmistir. Ekojenite izlenen siganlar igerisinde en yuksek ekojenite
17,19 a.u ile 5 x 108 enjeksiyonuna, sonraki ise 15,02 a.u ile 2,5 x 10 8 konsantrasyonda
Vevomarker enjeksiyonuna aittir. Diger enjeksiyon degerleri ise bu degerlerin altinda azalan
dizeylerdedirler. Bu deney sonucunda bizim Uretimimiz mikroképukcukler ile ticari form
Vevomarkerlarin esdeder PE degerlerine ulasabildigi gdsterilmistir. Ancak ticari form grubu
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da dahil deney gruplari igerisinde PE degerlerinin farkliliklar gdstermesi 6nceki deney
modeline gore daha az olmakla birlikte gegerliligini korumaktadir.

4.9.3 Sicanda Toksik Doz Caligsmasi

Toksik doz galismasina alinan siganlar énceki deneylerdeki gibi hazirlanarak ayni
veri kayit basamaklari ile géruntilemeye tabi tutulmustur. Video 15'de toksik dozda elde
edilen video goéruntiler goértlmektedir. Bu goriuntllemede verilen yiksek doz ile benzer
sekilde atenlasyon olustugu izlenmis olup ylksek dozda mikrokdpikgik uygulandiginin
ultrasonografi ile saglamasi yapilmistir. Enjeksiyon sonrasinda sicanlar akut toksik etkiler icin
metabolizma kafesine alinmistir. Geg toksik etkiler igin 14 glin boyunca takip edilen siganlar
bu slire¢ sonunda sakrifiye edilerek organ érnekleri patolojik degerlendirmeye gonderilmistir.

Video 15. Yiksek dozda mb enjeksiyonu ardindan VCI, aorta ve
porta opasifiye olmakta ancak belli bir sire sonra atentasyon
etkisiyle 6zellikle aorta ekojenitesi olmak Uzere derin dokulardan
ekojenite/sinyal alinamaz hale gelmektedir.

4.9.4 Tavsanda Toksik Doz Calismasi

Toksik dozun sigana goére daha bulylk bir modelde degerlendiriimesi amaci ile
tavsana ylksek doz mikrokdpikglik enjeksiyonu planlanmistir. Doz uygulamasi eshasinda,
Video 16’da goérulecegi Uzere, ultrasonografik degerlendirme gerceklestiriimistir. Bu deneyde
ultrasonografik dederlendirmenin amaci kontrast maddenin sisteme ulastigindan ve beklenen
sekilde yuksek dozda oldugunu dldsundlrecek sekilde atentasyon olusturdugundan emin
olmaktir. Bu deney sonucunda 24 saat takip edilen tavsanlar sakrifiye edilerek dokulari
patolojiye génderilmistir.

Video 16. Tavsanda uygulanan ylksek miktarda kontrast madde
atenlasyon olusturarak aort ekojenitesinin ve buylk oranda
goérintindn silinmesine neden oluyor.
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4.9.5 Mikrokopiikciiklerin Toksisitelerinde Biyokimya ve Hemogram Sonuglari

Siganlar i¢in calismaya alinan tim siganlardan drneklenebilen ve saglikh olarak
yorumlanabilecek tim veriler kontrol grubu ve farkh doz ya da konsantrasyonda
mikrokdpukgukler olarak gruplandirildi. Sigan biyokimya degerleri
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Tablo 4'de ve hemogram degerleri Tablo 5'de verilmektedir. Tablolardan gorulecegi Uzere,
sicanlarin idrar kreatinin ve Ure degerleri gruplar arasinda istatistiksel anlamh farkhlik
gostermemistir. Kan degerleri arasinda da kreatinin, tre, ALT, AST, ALP, albumin, direkt,
indirekt ve total bilirubin degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farkhlik belilenmemistir

(

139



®

T0BITAK

Tablo 4). Hemogram degerleri arasinda da istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktur (Tablo
5).

Tanimlanan bulgular kullaniimis olan mikrokdpukguklerin siganlarda biyokimyasal ya
da hemogram degerleri ile gosterilebilen toksisiteye neden olmadiklarini ortaya koymaktadir.
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Mikrokoépukguk

Kullanilan Siganlar Kontrol
(TGm Gruplar) (n=4)
(n=37) P
Ortalama St Ortalama Std
Sapma Sapma
idrar Kreatinin ((")nce)ﬂ 81,12 19,14 83,25 12,29 0,82
Idrar Kreatinin (Sonra){| 81,17 20,55 86,99 8,58 0,25
idrar Ure (Once)| 6880,72 | 1173,67 6418,09 833,93 0,35
idrar Ure (Sonra)f| 5962,46 | 1015,23 6312,99 482,08 0,29
Kan Kreatinin (Once)f| 0,23 0,04 0,26 0,01 0,19
Kan Kreatinin (Sonra)q| 0,32 0,07 0,36 0,04 0,29
Kan Ure (Once) 21,05 2,40 21,55 0,95 0,56
Kan Ure (Sonra) 18,84 2,24 18,67 3,59 0,91
AST (Once) 130,37 22,83 143,50 24,24 0,34
AST (Sonra) 108,18 20,09 105,75 10,14 0,99
ALT (Once) 51,58 12,87 46,75 12,26 0,89
ALT (Sonra) 45,21 10,86 47,25 12,21 0,32
ALP (Once) 262,66 77,55 262,25 131,67 0,75
ALP (Sonra) 189,08 73,86 178,25 109,45 0,79
Albumin{] (Once) 2,96 0,17 3,10 0,15 0,14
Albumin (Sonra) 2,87 0,20 2,95 0,06 0,40
Total Bilirubin (Once) 0,31 0,23 0,47 0,04 0,62
Total Bilirubin (Sonra) 0,20 0,04 0,18 0,02 0,27
indirekt Bilirubin (Once) 0,28 0,23 0,44 0,04 0,72
indirekt Bilirubin (Sonra) 0,17 0,04 0,12 0,05 0,06
Direkt Bilirubin (Once) 0,02 0,01 0,02 0,009 0,98
Diirekt Bilirubin (Sonra) 0,02 0,01 0,05 0,06 0,83
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Tablo 5. Sigan Hemogram Degerleri

Mikrokopukgik Kullanilan
Siganlar
(Tum Gruplar) Kontrol
(n=37) (n=4) P
Ortalama Std Ortalama Std
Sapma Sapma
RBC 7,62 0,56 7,72 0,60 0,78
Hemoglobin 13,87 0,92 14,33 0,79 0,38
Hematokrit 41,92 3,09 43,28 3,10 0,43
MCV 55,31 2,72 56,28 2,42 0,40
MCHC 33,12 0,83 33,15 0,62 0,98
RDW 16,22 1,85 15,13 2,86 0,19
Trombosit 963,61 143,19 886,25 99,85 0,27
MPV 5,88 0,52 5,73 0,72 0,59
PCT 0,56 0,08 0,51 0,08 0,67
Lokosit 7,09 3,66 8,28 7,10 0,98
Notrofil (%) 11,92 10,27 6,40 4,75 0,27
Lenfosit (%) 83,68 9,86 91,50 9,73 0,08
Monosit (%) 0,56 0,85 0,88 0,69 0,14
Bazofil (%) 3,20 6,06 0,80 0,70 0,78
Eozinofil (%) 0,64 0,50 0,43 0,26 0,46

Tavsanlarda toksisitenin sinanmasi icin kontrol grubu ve asil olmak Uzere tavsanlar
kullaniimistir. Tavsanlarda mikroképukglk uygulamasi 6ncesi ve sonrasinda kan biyokimya
degerlerinde deney grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel farkhliklar saptanmigtir.
Degerlerin kontrol grubundan farkli ¢ikmasi nedeniyle deney grubunda mikrokdpulkguk
Oncesi ve sonrasi de@erler icin Wilcoxon testi uygulanmis ve islem Oncesi ve sonrasi
farkliliklar gésteren parametreler arastiriimistir. Sonuclar Tablo 6’da 6zetlenmistir.

Tavsanlarda kontrol grubu ile deney grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklillk gosteren biyokimya parametreleri ele alindiginda kan Ure, ALP, total bilirubin ve
indirekt bilirubin degerlerinin mikrokdplkgik sonrasi disus gosterdirdigi, AST ve ALT
degerlerinin artti§i belirlenmektedir. Kan Ure miktari ylUkselmesi beklenen bir degerken
distyor olmasi, distisin kontrol grubunda da bulunmasi ve degerlerin kreatinin ile paralellik
gbstermemesi, Ure artisinin klinik olarak degerinin olmadigini ortaya koymaktadir. ilag
kullanimi ile ylkselmesi beklenen total ve indirekt bilirubin ile ALP degerindeki disis de
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klinik olarak anlamli degildir. Karaciger fonksiyon testleri olan AST ve ALT’nin ylkselmesi
anlamli bir bulgudur. Ancak deney grubundaki degerlerin standart sapmasinin yuksek olmasi
deney grubunun dar olmasi nedenli olarak 6rneklemenin guvenilirligini gindeme
getirmektedir. AST ve ALT degerlerinin genis gruplar ile yinelenmesi ¢6zim olabilir.
Enzimdeki bu oynamalara ragmen, asagida patoloji bolimiinde anlatildigi Gzere, otopsi ile
elde edilen histopatolojik incelemelerde tavsanlarin higbirisinde belirgin bir karaciger hasari
saptanmamasi mikrokopukguklerin  belirgin  karaciger toksisitesine yol acmadigini
gOstermektedir.

Tablo 6. Tavsan Biyokimya Degerleri

MikrokdpUkguk Deney
Deney
Kullanilan Kontrol grubu
kontrol B
Tavsanlar (n=3) once
grubu
(n=6) sonra
farklihk
Std Std farkhlik
Ortalama Ortalama p
Sapma Sapma p
Kan Kreatinin (Once)f| 0,90 0,12 0,81 0,05 0,25 0.05
Kan Kreatinin (Sonra)q| 1,03 0,13 0,70 0,10 0,02 ’
Kan Ure (Once) 16,86 2,67 15,06 2,00 0,43 6
Kan Ure (Sonra) 15,30 1,38 12,43 1,09 0,02 ’
AST (Once) 25,83 7,05 28,66 4,72 0,60 0.02
AST (Sonra) 56,83 | 16,82 30,66 4,50 0,02 ’
ALT (Once) 62,33 | 18,57 54,00 20,80 0,43 569
ALT (Sonra) 82,00 | 22,30 54,66 21,54 0,12 ’
ALP (Once) 75,00 21,54 204,33 37,20 0,02 0.04
ALP (Sonra) 61,83 | 22,58 187,00 42,32 0,02 ’
Albuming (Once) 3,99 0,23 3,92 0,35 0,89 oy
Albumin (Sonra) 411 0,37 3,97 0,25 0,12 ’
Total Bilirubin (Once) 0,32 0,10 0,28 0,02 0,59 0.02
Total Bilirubin (Sonra) 0,18 | 0,008 0,27 0,04 0,01 ’
indirekt Bilirubin (Once) 0,30 0,10 0,27 0,02 0,79 569
indirekt Bilirubin (Sonra) 0,16 0,05 0,26 0,05 0,01 ’
Direkt Bilirubin (Once) 0,02 | 0,008 0,01 0,006 0,05 0.31
Direkt Bilirubin (Sonra) 0,02 | 0,004 0,01 0,005 0,15 ’

Tavsan hemogram degerleri Tablo 7‘da listelenmistir. Tabloda goéruldigu Uzere,

mikrokdpukgukler tavsan hemogram degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
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olusturmamaktadir. Mikrokdplkglik enjeksiyonu sonrasinda eozinofil degerlerinin artis
gOsterdigi belirlenmektedir, artis istatistiksel olarak anlamli dedildir ancak birlikte genis
gruplarda yinelenecek deneylerde alerji gostergesi olan bu parametreye oncelikle dikkat
edilmesi uygun olacaktir.
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Tablo 7. Tavsan Hemogram Degerleri

Mikroképukguk Deney
Kullanilan Kontrol Deney grubu
Tavsanlar (n=3) kontrol once
(n=6) grubu sonra
Std Std farkdilik farklilik
Ortalama Ortalama p
Sapma Sapma p
RBC (Once)f 5,19 2,55 6,76 ,061 0,12 0.91
RBC (Sonra) 5,30 2,62 6,65 0,72 0,31
Hemoglobin (Once)Y 10,91 5,35 13,80 0,43 0,07 0.67
Hemoglobin (Sonra) 11,15 5,48 13,20 0,98 0,86
Hematokrit (Once){| 32,68 16,04 41,56 1,36 0,06 0.46
Hematokrit (Sonra) 34,31 16,92 40,00 2,96 0,73
MCV (Once)f 52,48 25,79 61,76 3,76 0,79 0.34
MCV (Sonra) 54,05 26,63 60,25 2,19 0,31
MCHC (Once)f 27,85 13,64 33,20 0,10 0,79 0.24
MCHC (Sonra) 27,11 13,28 33,00 0,00 0,31
RDW (Once)f 11,56 5,71 14,96 1,02 0,07 0.35
RDW (Sonra) 12,20 6,02 14,85 1,06 0,73
Trombosit (Once)f] 268,66 136,63 375,33 123,24 0,12 0.46
Trombosit (Sonra) 304,83 196,73 362,50 68,58 0,99
MPV (Once)f 5,10 2,58 6,23 0,15 0,15 0.49
MPV (Sonra) 5,68 3,03 5,95 0,07 0,61
PCT (Once)f| 0,16 0,08 0,23 0,03 0,12 0.46
PCT (Sonra) 0,19 0,12 0,21 0,10 0,99
Lokosit (Once)| 7,55 4,96 6,66 0,80 0,43 0.24
Lokosit (Sonra) 5,53 3,01 8,10 0,00 0,18
Notrofil % (Once)f| 10,81 8,56 11,70 9,54 0,79 0.60
Notrofil % (Sonra) 13,08 10,55 12,85 10,96 0,99
Lenfosit % (Once) 65,80 32,42 75,30 27,04 0,79 0.24
Lenfosit % (Sonra) 52,13 27,11 83,25 10,39 0,09
Monosit % (Once)f| 1,76 0,98 2,73 0,64 0,12 0.75
Monosit% (Sonra) 1,81 1,76 2,40 1,41 0,73
Bazofil % (Once)f 1,46 1,98 3,86 5,37 0,69 0.89
Bazofil % (Sonra) 1,78 2,88 0,20 2,55 0,39
Eozinofil % (Once)f 3,48 7,31 6,40 8,05 0,36 0.08
Eozinofil % (Sonra) 14,51 15,80 1,30 ,056 0,73
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4.9.6 Patoloji Sonugclari

Patoloji degerlendirmesi  akciger, karaciger, bobrek ve beyin dokularini
kapsamaktadir.

MB-1 (SICAN — 5x102 MICROBUBBLE)

Akcigere ait patolojik o6rnek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Akcigerde
alveolar c¢ati havalandirmasi olagan goézlemlenmistir. Ana bronsiyollerden birinde kronik
inflamasyon goézlenmistir.

Bronsiolit g6zlenmistir. Plevra kalinlagmasi yoktur. Aerasyon olagan gérunimdedir.
Karacigere ait patolojik 6rnek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Karacigere ait
kesitlerde portal alanlar olagan goézlemlenmistir. Retikiler ¢ati olagan gézlemlenmistir.
Parankim iginde kanama yoktur. Yaglanma go6zlenmemigtir. Kapsul olagan goérinime
sahiptir. Portal alanda inflamasyon ve kanama gézlenmemistir.

Bobrege ait patolojik o6rnek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Bodbrek
glomerileri olagan sekil ve boyutta gdézlemlenmistir. Bazal tabaka kalinlasmasi
g6zlenmemistir. Afferent arterioller olagan gértiinimdedir. Glomeriler kapiller yatakta hafif
konjesyon gozlenmistir. Akut tlibuler nekroz saptanmamistir. TabuUler i¢ci madde birikimi
izlenmemistir.

Beyine ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Serebellum
olagan go6zlemlenmistir. Ventrikiler olagandir. Menenijit gdzlenmemigtir. Beyin zarlari
olagandir.

Normal dizilim gézlenmistir. Kanama,nekroz gézlenmemistir.

MB-2 (SIGAN — 5x108 MiCROBUBBLE)

Akcigere ait patolojik 6rnek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda, Akcigerde
alveolar c¢ati havalandirmasi olagan gézlemlenmistir. Plevra kalinlagmasi yoktur. Aerasyon
olagan goérinumdedir.

Karacigere ait patolojik 6rnek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda Karacigere ait
kesitlerde portal alanlar olagandir. Retikuler cati olagan gozlemlenmistir. Parankim iginde
kanama yoktur.

Yaglanma gozlenmemistir. Kapsul olagan gorunume sahiptir. Portal alanda inflamasyon ve
kanama gdzlenmemistir.

Bobrege ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda ; boébrek
glomerileri olagan sekil ve boyutta gdézlemlenmistir. Bazal tabaka kalinlasmasi
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gozlenmemistir.  Afferent arterioller olagan goérinimdedir. Akut tdbiler nekroz
saptanmamistir. TUbdler i¢i madde birikimi izlenmemistir.

Beyine ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Serebellum
olagan go6zlemlenmigtir. Ventrikiler olagandir. Menenjit gézlenmemigtir. Beyin zarlari
olagandir.

Normal dizilim gézlenmistir. Kanama,nekroz gézlenmemistir.

MB-3 (SIGAN — 2.5x108 MI(CROBUBBLE)

Akcigere ait Patolojik degerlendirme yapilacak uygun doku goriilememistir.

Karacigere ait patolojik 6rnek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Karacigere ait
kesitlerde portal alanlar olagan gézlemlenmistir. Retikiler c¢ati olagan goézlemlenmistir.
Parankim iginde kanama yoktur. Yaglanma go6zlenmemigtir. Kapsul olagan goérinime
sahiptir. Portal alanda inflamasyon ve kanama gézlenmemistir.

Bobrege ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Bodbrek
glomerlleri olagan sekil ve boyuttadir. Bazal tabaka kalinlasmasi gozlenmemistir. Afferent
arterioller olagan gérinumdedir. Hafif tibller konjesyon gdzlenmistir. Akut tlibuler nekroz
saptanmamigtir.

Tabdler ici madde birikimi izlenmemigtir.

Beyine ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Serebellum
olagan go6zlemlenmistir. Ventrikiler olagandir. Menenijit gdzlenmemistir. Beyin zarlari
olagandir.

Normal dizilim gézlenmistir. Kanama,nekroz gézlenmemistir.

MB-4 (SIGAN — 5x108 MiCROBUBBLE)

Akcigere ait patolojik o6rnek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Akcigerde
alveolar c¢ati havalandirmasi olagandir. Plevra kalinlagsmasi yoktur. Aerasyon olagan
gorinimdedir.

Karacigere ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Karacigere ait
kesitlerde portal alanlar olagan gdézlemlenmigtir. Retikiler ¢ati olagan gézlemlenmigtir.
Parankim icinde kanama vyoktur. Yaglanma gézlenmemistir. Kapsul olagan goériinime
sahiptir. Portal alanda inflamasyon ve kanama gézlenmemistir.

Bobrege ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Bobrek
glomerlleri olagan sekil ve boyuttadir. Bazal tabaka kalinlasmasi gézlenmemigtir. Afferent
arterioller olagan goérinimdedir. Akut tlbuler nekroz saptanmamistir. Tubuler ici madde
birikimi izlenmemigtir.

Beyine ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Serebellum
olagan go6zlemlenmistir. Ventrikiler olagandir. Menenijit gdzlenmemistir. Beyin zarlari
olagandir.Normal dizilim gézlenmigtir. Kanama,nekroz gézlenmemigtir.

MB-5 (SIGAN — 5x108 MIiCROBUBBLE)

147



®

T0BITAK

Akcigere ait patolojik 6rnek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Akcigerde
alveolar c¢ati havalandirmasi olagan gézlemlenmistir. Plevra kalinlagmasi yoktur. Aerasyon
olagan goérinumdedir.

Karacigere ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Karacigere ait
kesitlerde portal alanlar olagandir. Retikuler ¢ati olagan gbzlemlenmigtir. Parankim iginde
kanama yoktur.

Yaglanma gozlenmemistir. Kapsul olagan gorinume sahiptir. Portal alanda inflamasyon ve
kanama gozlenmemistir.

Bobrege ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Bobrek
glomerilerinde hafif konjesyon gozlenmistir. Bazal tabaka kalinlasmasi gézlenmemistir.
Afferent arterioller olagan goérinimdedir. Akut tlbller nekroz saptanmamistir. Tabdler igi
madde birikimi izlenmemistir.

Beyine ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Serebellum
olagan go6zlemlenmigtir. Ventrikiler olagandir. Menenjit gézlenmemigtir. Beyin zarlari
olagandir.

Normal dizilim gézlenmistir. Kanama,nekroz gézlenmemistir.

MB-6 (SIGAN — 2.5x108 MI(CROBUBBLE)

Akcigere ait patolojik 6rnek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Bronsiolit
g6zlenmistir. Brons duvarlarinda mononukleer hicre infiltrasyonu goézlenmigstir. Fokal
konjesyon gozlenmistir. Fokal bronkopnomoni gdzlenmisgtir.

Karacigere ait patolojik 6rnek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda ; Karacigere
ait kesitlerde portal alanlar olagan gézlemlenmistir. Retikiler cati olagan gdzlemlenmistir.
Parankim iginde kanama yoktur. Yaglanma go6zlenmemigtir. Kapsul olagan goérinime
sahiptir. Portal alanda inflamasyon ve kanama gézlenmemistir.

Bobrege ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Bodbrek
glomerlleri olagan sekil ve boyuttadir. Bazal tabaka kalinlasmasi gézlenmemistir. Afferent
arterioller olagan goérinimdedir. Akut tlbller nekroz saptanmamistir. Tuabdler i¢i madde
birikimi izlenmemisgtir.

Beyine ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Serebellum
olagan go6zlemlenmigtir. Ventrikiler olagandir. Menenjit gézlenmemigtir. Beyin zarlari
olagandir. Normal dizilim gézlenmistir. Kanama,nekroz gézlenmemistir.

MB-7 (SIGAN — 2.5x108 MIiCROBUBBLE)

Akcigere ait patolojik 6rnek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Akcigerde
alveolar ¢ati havalandirmasi olagan gdézlemlenmistir. Plevra kalinlagmasi yoktur. Aerasyon
olagan goérinumdedir.

Karacigere ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Karacigere ait

kesitlerde portal alanlar olagan gézlemlenmistir. Retikiler c¢ati olagan gdézlemlenmigtir.
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Parankim icinde kanama vyoktur. Yaglanma gézlenmemistir. Kapsul olagan gorinime
sahiptir. Portal alanda inflamasyon ve kanama gézlenmemistir.

Bobrege ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Bobrek
glomeruleri olagan sekil ve boyutta go6zlemlenmigtir. Bazal tabaka kalinlagmasi
gozlenmemistir.  Afferent arterioller olagan goérinimdedir. Akut tlbiler nekroz
saptanmamistir. TUbdler i¢i madde birikimi izlenmemistir.

Beyine ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Serebellum
olagan go6zlemlenmistir. Ventrikiler olagandir. Menenijit gdzlenmemistir. Beyin zarlari
olagandir. Normal dizilim gézlenmistir. Kanama,nekroz gézlenmemigtir.

MB-8 (SIGAN — 2.5x108 MI(CROBUBBLE)

Akcigere ait patolojik 6rnek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Akcigerde
alveolar ¢ati havalandirmasi olagan gézlemlenmistir. Fokal bronkopnomaoni gézlenmistir.
Karacigere ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Karacigere ait
kesitlerde portal alanlar olagan gézlemlenmistir. Retikiler c¢ati olagan gdézlemlenmigtir.
Parankim icinde kanama vyoktur. Yaglanma gézlenmemistir. Kapsul olagan goériinime
sahiptir. Portal alanda inflamasyon ve kanama gézlenmemistir.

Bobrege ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Bobrek
glomeruleri olagan sekil ve boyutta gozlemlenmigtir. Bazal tabaka kalinlagmasi
gozlenmemistir.  Afferent arterioller olagan goérinimdedir. Akut tlbiler nekroz
saptanmamistir. Tabdler i¢i madde birikimi izlenmemistir.

Beyine ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Serebellum
olagan olarak gozlemlenmistir. Ventrikiler olagandir. Menenijit gdézlenmemistir. Beyin zarlari
olagandir. Normal dizilim gézlenmistir. Kanama,nekroz gézlenmemistir.

MB-9 (TAVSAN - 3.2x10° MIiCROBUBBLE)

Akcigere ait patolojik 6rnek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Akcigerde
alveolar ¢atl havalandirmasi olagan goézlemlenmistir. Plevra kalinlasmasi yoktur. Aerasyon
olagan goérinimdedir.

Karacigere ait patolojik 6rnek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Karacigere ait
kesitlerde portal alanlar olagan gézlemlenmistir. Retikiler c¢ati olagan goézlemlenmistir.
Parankim iginde kanama yoktur. Yaglanma go6zlenmemigtir. Kapsul olagan goérinime
sahiptir. Portal alanda inflamasyon ve kanama gézlenmemistir.

Bobrege ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Bodbrek
glomerileri olagan sekil ve boyutta gdézlemlenmistir. Bazal tabaka kalinlasmasi
gOzlenmemistir.  Afferent arterioller olagan gérinimdedir. Akut tdbiler nekroz
saptanmamistir. TUbdler ici madde birikimi izlenmemistir. Hafif konjesyon gozlenmistir.
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Beyine ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Serebellum
olagan go6zlemlenmigtir. Ventrikiler olagandir. Menenjit gézlenmemigtir. Beyin zarlari
olagandir. Normal dizilim gézlenmistir. Kanama,nekroz gézlenmemistir.

MB-10 (TAVSAN - 3.2x10° MiCROBUBBLE)

Akcigere ait patolojik 6rnek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Fokal amfizem
g6zlenmistir. Fokal kanama ve konjesyon gdzlenmistir. Hemosiderin yukli makrofaj varligi
saptanmistir.

Karacigere ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Karacigere ait
kesitlerde portal alanlar olagan goézlemlenmistir. Retikliler ¢ati olagan gézlemlenmistir.
Parankim icinde kanama yoktur. Yaglanma go6zlenmemistir. Kapsul olagan goérinume
sahiptir. Santral venlerde konjesyon gozlenmistir. Portal alanda inflamasyon ve kanama
g6zlenmemistir.

Bobrege ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Bobrek
glomerlleri olagan sekil ve boyuttadir. Bazal tabaka kalinlasmasi gézlenmemigtir. Afferent
arterioller olagan goérinimdedir. Akut tlbller nekroz saptanmamistir. Tulbdler i¢ci madde
birikimi izlenmemigtir.

Beyine ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Serebellum
olagan go6zlemlenmigtir. Ventrikiler olagandir. Menenjit gdzlenmemigtir. Beyin zarlari
olagandir. Normal dizilim gézlenmistir. Kanama,nekroz gézlenmemistir.

MB-11 (TAVSAN - 3.2x10° MiCROBUBBLE)

Akcigere ait patolojik 6rnek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Hafif konjesyon
gozlenmistir.

Karacigere ait patolojik o6rnek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Hafif
konjesyon gozlenmistir.

Bobrege ait patolojik 6rnek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Hafif konjesyon
g6zlenmistir.

Beyine ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; serebellum
olagan gozlenmigtir. Ventriktler olagandir. Menenijit gézlenmemigtir. Beyin zarlari olagandir.
Normal dizilim gézlenmistir. Kanama,nekroz gdézlenmemistir.

MB-12 (TAVSAN - 3.2x10° MiCROBUBBLE)

Akcigere ait patolojik o6rnek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Akcigerde
alveolar cati havalandirmasi olagan goézlenmistir. Plevra kalinlasmasi yoktur. Aerasyon
olagan goérinimdedir.

Karacigere ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Karacigere ait
kesitlerde portal alanlar olagan gézlenmistir. Retikller ¢ati olagan gézlemlenmistir. Parankim
icinde kanama yoktur. Yaglanma goézlenmemistir. Kapsul olagan goérinime sahiptir. Portal

alanda inflamasyon ve kanama gézlenmemigtir.
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Bdobrege ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Belirgin
konjesyon gozlenmistir.

Beyine ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Serebellum
olagandir. Ventrikiler olagandir. Menenjit gézlenmemistir. Beyin zarlari olagandir. Normal
dizilim gbézlenmisgtir.

Kanama,nekroz gézlenmemistir.

MB-13 (TAVSAN - 3.2x10°MiCROBUBBLE)

Akcigere ait patolojik 6rnek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Fokal amfizem
go6zlenmistir.

Akcigerde alveolar ¢cati havalandirmasi olagandir. Plevra kalinlasmasi yoktur.

Aerasyon olagan gérinimdedir.

Karacigere ait patolojik 6rnek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Karacigere ait
kesitlerde portal alanlar olagan gozlenmistir. Retikiler ¢ati olagan gézlemlenmistir. Parankim
icinde kanama yoktur. Yaglanma gdzlenmemistir. Kapsul olagan gérinime sahiptir. Portal
alanda inflamasyon ve kanama gézlenmemistir.

Bobrege ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Bodbrek
glomerileri olagan sekil ve boyutta gézlenmistir. Bazal tabaka kalinlasmasi gézlenmemisgtir.
Afferent arterioller olagan gérinimdedir. Akut tibller nekroz saptanmamistir. Tabdler igi
madde birikimi izlenmemistir.

Beyine ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Serebellum
olagan gozlenmigtir. Ventrikler olagandir. Menenijit gézlenmemigtir. Beyin zarlari olagandir.
Normal dizilim gézlenmistir. Kanama,nekroz gézlenmemistir.

MB-14(TAVSAN - 3.2x10° MiCROBUBBLE)

Akcigere ait patolojik o6rnek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Akcigerde
alveolar cati havalandirmasi olagan goézlenmistir. Plevra kalinlagsmasi yoktur. Aerasyon
olagan goérinumdedir.

Karacigere ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Karacigere ait
kesitlerde portal alanlar olagan gézlenmistir. Retikiler ¢ati olagan gézlemlenmigtir. Parankim
icinde kanama yoktur. Yaglanma gézlenmemistir. Kapstl olagan gériinime sahiptir. Portal
alanda inflamasyon ve kanama gdzlenmemigtir.

Bobrege ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Bodbrek
glomeruleri olagan sekil ve boyutta gdézlenmistir. Bazal tabaka kalinlagsmasi gézlenmemistir.
Afferent arterioller olagan goérinimdedir. Akut tibller nekroz saptanmamistir. Tubdler igi
madde birikimi izlenmemisgtir.

Beyine ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Serebellum
olagandir. Ventrikiler olagandir. Menenjit gézlenmemistir. Beyin zarlari olagandir. Normal

dizilim gézlenmistir. Kanama,nekroz gézlenmemistir.

151



T0BITAK

MB-15 (SICAN — 5x108 Vevo marker)

Akcigere ait patolojik 6rnek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Akcigerde
alveolar c¢ati havalandirmasi olagandir. Plevra kalinlasmasi yoktur. Aerasyon olagan
goranimdedir.

Karacigere ait patolojik 6rnek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Karacigere ait
kesitlerde portal alanlar olagan gozlenmistir. Retikiler ¢ati olagan gézlemlenmistir. Parankim
icinde kanama yoktur. Yaglanma gdzlenmemistir. Kapsul olagan goérinime sahiptir. Portal
alanda inflamasyon ve kanama gézlenmemistir.

Bobrege ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Bodbrek
glomerileri olagan sekil ve boyutta gézlenmistir. Bazal tabaka kalinlasmasi gézlenmemisgtir.
Afferent arterioller olagan gérinimdedir. Akut tibller nekroz saptanmamistir. Tabdler igi
madde birikimi izlenmemistir.

Beyine ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Serebellum
olagan gozlenmigtir. Ventrikler olagandir. Menenijit gézlenmemigtir. Beyin zarlari olagandir.
Normal dizilim gézlenmistir. Kanama,nekroz gézlenmemistir.

MB-16 (SICAN — 5x108 Vevo marker)

Akcigere ait patolojik 6rnek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Fokal pnomoni
go6zlenmistir.

Karacigere ait patolojik 6rnek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Karacigere ait
kesitlerde portal alanlar olagandir. Retikller ¢ati olagan gézlemlenmistir. Parankim iginde
kanama yoktur. Yaglanma gozlenmemigtir. Kapsil olagan gorinume sahiptir. Portal alanda
inflamasyon ve kanama gézlenmemistir.

Bobrege ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Bodbrek
glomerileri olagan sekil ve boyuttadir. Bazal tabaka kalinlasmasi gézlenmemistir. Afferent
arterioller olagan goérinimdedir. Akut tlbller nekroz saptanmamistir. Tabdler i¢ci madde
birikimi izlenmemisgtir.

Beyine ait patolojik ornek kesitlerinden yapilan inceleme sonucunda; Serebellum
olagan gozlenmigtir. Ventrikler olagandir. Menenijit gézlenmemigtir. Beyin zarlari olagandir.
Normal dizilim gézlenmistir. Kanama, nekroz gézlenmemisgtir.

5. SONUGLAR

Ultrason kontrast ajani mikrokopukgukler hava, N2, ve PFC gibi farkli gaz ve farkli
PEG4St kompozisyonlarinda Uretilmiglerdir. PFC gazi ile Uretilen mikrokopukgukler diger
gazlar ile JUretilen mikrokdpukcukler ile kiyaslandiginda, PFC gazi ile Uretilen
mikrokdpukglklerin verimlerinin en ylksek dizeyde ve ortalama boyutlarinin en disik
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sevide oldugu bulunmustur. Farkli PEG4St oranlarinda uretilen mikroképukglklerde,
DSPC:PEG4St orani 5:5'e dogru gittikce ortalama boyutlarin kigildigl, en dar boyut
dagilimina gittikleri ve konsantrasyonlarinin arttigi  gériimustir. DSPC:PEG4St 5:5
formdlasyonu ile ortalama boyutlari 3.5 pym, maksimum mikrokdéplk¢ik boyutu 8 um olan
stabiliteleri yliksek mikrokdpukgukler Gretilmistir.

Mikrokopukclklerin -~ yuzey morfolojileri  floresan  mikroskop  goruntulerinden
incelenmistir. Mikrokdpukguklerin Uretim asamasindan gorintileme anina kadar gegen
surede yuzey morfolojilerinin  olustugu kanaatine varilmigtir. Bu sure igerisinde
mikrokdpukguklerin - boyutlarinda meydana gelen degismelerde, mikrokdpulkguklerin
boyutlarinda genlesme-sikisma hareketleri neticesinde lipid, emdlsifiyer, ve boya
molekdillerin  faz ayrimina gittikleri degerlendirilmistir. Mikrokoépukgiklerin  ylzeyinde
beklendigi gibi monotabaka yapisi yaninda kimelesmis molekillerden olusan bdlgelerin
olustugu goriimustar. Ylizeyde bolgesel kitle farkhliklari bulunmasi, mikrokdpukguklerin
ultrason altinda yaklasik 700 m/s hizda ve 1.2 10'2 m/s? ivme ile osilasyonlari esnasinda
mikokoplkeugun boyutlarinda kiresel ve elastik blyime-kiglilme olmasi yerine her bir agida
yluzeyden dagilan odak noktalari belirmesine neden olmaktadir. Bu durum, mikroképtkgigin
ekojenite degerlerinde artisa neden olurken, mikroképlkclgin ultrason altinda stabilite
kaybina neden olmaktadir.

Mikrokdpikgiklerin basing altinda stabiliteleri incelenmistir. ilk olarak, yalin hava
kabarciklarinin basing altinda su icerisinde boyutlarinin degisimi gozlenmigtir. Gaz
¢6z0Undrligld bakimindan doygun bir sivida gaz kabarciklarinin ¢éziinmeden kalabildigi;
ancak, basincin artmasiyla, kabarcigin hacminde meydana gelen kiugulme yaninda, sivinin
doygunluk seviyesi dismesiyle kabarcik igerisindeki gaz ¢oziinmeye baslamis, deney slresi
boyunca kabarciklarin ortamdan kayboluncaya kadar kuguldikleri gérulmistir. Basing tekrar
baslangi¢c degerine duslrildiginde, kigllmis olan kabarcik tekrar eski haline dénmis;
hatta boyutu daha da artmistir. Bu, mikrokdpukcUklerin ortamda bulunduklari sivinin
doygunluk derecesinin 6nemini gdstermektedir. Mikrokdplkguklerin iginde bulunduklari
ortamlari, sicaklik, baska molekul ve iyonlarin varhigi gibi durumlarda gaz tasima kapasiteleri
degistiginde, mikrokopukgiklerden gaz cikisi ya da gaz girisi mikrokopukgiklerin ylizey
morfolojilerini, dolayisi ile stabilitelerini etkilemektedir.

Mikrokopukcuklerin ultrason ile konsantrasyonlarinin tespit edilebilmesi igin
yontem gelistiriimistir. Bolus enjeksiyon yontemi ile elde edilen zaman-intensite degerlerinin
analiz edilmesinden egri atinda kalan alan (AUC) degerlerin akis hizi, bolus hacmi gibi deney
kosullarina ve mikrokdpukgik konsantrasyonuna bagl oldugu ve 6lcim esnasinda olusan
arkaplan intensite degerlerinin hesaplamalarda gozardi edilemiyecedi bulunmustur.

Floresan mikroskobu ile yapilan g¢alismalar, her bir mikrokdpikgtugin kendine 6zgu
ylzey kompozisyonlarina ve ylzey morfolojilerine sahip olduklarini géstermektedir.
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Mikrokoplkcik formulasyonlarina eklenen PEG4St miktari ile mikrokdpukgtklerin
ekojenitelerinde artis oldugu saptanmis; ancak, mikroképukgiklerin yizeylerinde PEG4oSt
miktari arttikga mikroképukguklerin ultrason altinda stabilitelerinin azaldigi bulunmustur.

in-vivo deneylerimizde dolagim sisteminin ve parankim diizeyinde perfiizyonun
degerlendirildigi  iki farkli modelde calismalar gercgeklestiriimistir. Bu modeller
mikrokdpukguklerin tim seyri boyunca hayvan modelinde degerlendirilebilecedi duraklar icin
uygundur. Dolasimda vendz uygulanim ardindan stabil olarak akciger bariyerini gecebildigi
kalp tarafindan arterial sistemik dolagima pompalanarak aortada ekojenite olusturabildigi ve
vaskuler yatagin tim alanlarini doldurabildigi gosterilmistir. Bébrek modeli ile en organ
degerlendirmesi, perflizyon degerlendirmesi ve parankimal boyanma 6zelliklerinin tetkiki icin
uygun bir 6rnektir. Tim bu enjeksiyonlarda optimum ekojenitenin olustugu érnekler oldugu
gibi hedef ekojenite duzeylerine ulagamayan enjeksiyon sonuglari da mevcuttur. Bu
degiskenlik gosteren sonuglar kontrol grubu olan Vevomarker® enjeksiyonlarinda da
izlenmektedir. Doz ile ekojenite pik artisi (PE) degerleri arasinda lineer bir baglantilinin tim
enjeksiyonlarda gosterilememesi in-vivo deneyin bir sonucu olarak degerlendirilebilir.
Hayvanlarin damar caplarindaki, organ boyutlarinda farkhliklar ROl boyutlarini da
etkilemektedir. Esdeger ROI boyutlari secilerek olciimler tekrarlanmis olmakla birlikte her
hayvanin kugik de olsa gorintileme asamasindan artefakt olusumu agisindan farkhliklar
gOsterebilmesi, hayvanlarin anatomik varyasyonel farkliliklari in-vivo deneyin dogasi geregi
Olgum farkliliklarina neden olmus olabilir. Tim bu etkenler sonucunda doz PE yanit egrileri
in-vivo deneylerde, in-vitro deneylerdeki kadar optimum bir lineerite gostermeyebilir.

Sonu¢ olarak, labaratuvarimizda Urettigimiz ilk yerli kontrast maddesi olan
mikrokdpukgukler ile ulasilabilen PE degerleri, kontrol grubu ticari mikroképlkglik olan
Vevomarker® ile karsilastirilabilir dizeydedir.
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