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635 nm COK-MODLU FOTQDiNAMiK TERAPI LAZER CIiHAZI iLE
INEK KARA?iGER DOKUSUNUN OPTIK
KARAKTERIZASYONUNUN YAPILMASI

OZET

Fotodinamik terapi (FDT) son yillarda kanser tedavisi i¢in kullanilan ve basari orani
oldukga yiiksek olan bir tedavi yontemidir. Baslica bilesenleri 151K, foto-duyarl madde ve
molekiler oksijen olan FDT, 1s181in foto-duyarli maddeye etki etmesiyle ortaya ¢ikan
enerjinin dokudaki molekdler oksijeni, kanserli dokuda nekroza neden olan tekli oksijene
doniistiirmesi prensibine dayanir. Bu uygulamada, doku (zerinde olusabilecek termal
hasar1 azaltmak igin farkli 1s1ma modlarina sahip lazer cihazlar1 gelistirilmistir. FDT nin
verimli bir sekilde uygulanabilmesinde, optik doz hesabinin dogru olarak yapilmasi
blyik bir 6neme sahiptir. Optik doz hesabinin yapilabilmesi i¢cin hedef dokunun optik
oOzelliklerini tanimlayan parametrelerin belirlenmesi gerekmektedir.

Bu tez calismasinda, FDT doz hesabinda kullanilan optik parametrelerden olan sogurma
katsayis1 ve indirgenmis sagilma katsayisi, 635 nm FDT lazer cihazi ve tekli toplayici
kire o6lgim sistemi kullanilarak inek karaciger dokusu igin belirlenmistir. Yapilan
deneylerde lazer cihazinin siirekli ve 14 farkli frekanstaki darbe modu igin Olgim
almmistir. Her 6l¢tim, 0.3 - 0.6 mm araligindaki 10 farkli doku 6rnegi i¢in tekrarlanmistir.
Alman 6l¢iim sonuglarindan, Inverse-Adding-Doubling (IAD) programi kullanilarak
doku Orneklerine ait s6z konusu parametreler belirlenmistir. Elde edilen bu degerler, T-
test ve ANOVA (One way) istatistiksel testleri kullanilarak analiz edilmis, degisen darbe
stirelerinin sogurma ve indirgenmis sa¢ilma katsayilar1 tizerinde herhangi bir etkisinin
olmadig1 goriilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Fotodinamik terapi, Toplayici kiire, Darbe modu, IAD
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OPTICAL CHARACTERIZATION OF BOVINE LIVER TISSUE
WITH 635 nm MULTI-MODE PHOTODYNAMIC THERAPY
LASER DEVICE

SUMMARY

Photodynamic therapy (PDT), which has been used for the treatment of cancer in recent
years, has a high success rate. The PDT, which has the main components of light,
photosensitizer and molecular oxygen, is based on the principle that the energy produced
by the interaction of light with the photosensitizer converts the molecular oxygen in tissue
into the single oxygen, which causes necrosis in cancerous tissue. For PDT, laser devices
with different radiation modes have been developed to reduce the thermal damage that
may occur on the tissue. For efficient thearpy, the optical dose calculation should also be
done properly. The optical properties of the tissue and the parameters that defines these
properties are needed to be known for the calculations.

In this thesis, the absorption coefficient and the reduced scattering coefficient were
determined for bovine liver tissue by using a 635 nm PDT laser device and a single
integrating sphere measurement system. In the experiment, the measurements were done
by running the laser device in both continuous mode and pulse mode (with 14 different
frequencies). Each measurement was repeated for 10 different tissue samples with
thicknesses ranging from 0.3 to 0.6 mm. The measurement results were analyzed by using
Inverse-Adding-Doubling (IAD) program in order to determine above-mentioned
parameters. Obtained values, were analyzed by using T-test and ANOVA (One way)
statistical tests and it was concluded that changing pulse duration had no effect on
absorption and reduced scattering coefficients.

Keywords: Photodynamic Therapy, Integrated Sphere, Pulse mode, IAD
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BOLUM 1. GiRiS

Diinya genelinde ikincil 6liim nedeni olan kanser her gecen sene daha da ¢ok insanin
oliimiine neden olmaktadir (Bray, 2018). Guntimizde kanser tedavisinde temel olarak tg¢
yontem kullanilmaktadir. Bunlar; cerrahi, kemoterapi ve radyoterapidir. Baz1 kanserli
dokularin yapisinin ameliyata uygun olmamasi ve iyilesme siirecinin ¢ok uzun olmasi
sebebiyle farkli yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Cerrahi uygulamaya ek olarak yapilan
kemoterapi, sa¢ dokiilmesi, mide bulantis1 ve halsizlik gibi ciddi yan etkilere sahiptir.
Radyoterapide ise yorgunluk, kusma, ishal gibi yan etkiler goriilebilirken, ayrica bu
yontem saglikli dokuya da zarar vermektedir. Bu gibi durumlar, bilim insanlarin1 kanser
tedavilerinde daha az yan etkiye sahip ve daha etkili tedavi yontemleri iizerinde ¢alismaya
yoneltmistir. Fotodinamik terapi bu etkin tedavi yontemlerinden biridir. Fotodinamik
terapi, 151¢in foto-duyarli maddeye etki etmesiyle ortaya g¢ikan enerjinin dokudaki
molekdler oksijeni kanserli dokuda nekroza neden olan tekli oksijene ¢evirmesi temeline
dayanir. Teknolojinin ilerlemesiyle FDT’de kullanilan lazer cihazlarinda da yenilikler
olmustur. Tek dalgaboylu, glvenli ve kolay programlanabilen diyot lazerleri ile tedavi
daha etkin bir hal almistir. Fotodinamik terapi esnasinda dokuda olusan fotokimyasal
olaylar, doku sicakliginin artmasina neden olmaktadir (Svensson, 2005). Bu durumun
onune gecebilmek icin lazer cihazlarinda farkli isinim modlari (siirekli, darbeli, patlama
darbeli) kullanilmaya baslanmistir (Lim, 2011). Bu modlarda, iki darbe arasinda gegen
stirede dokunun termal dengesine tekrar yaklasmas1 miimkiin oldugundan olas1 hasarlar
onlenmis olur. Fotodinamik terapinin etkin bir sekilde yapilabilmesi igin optik doz
hesaplamalarimin dogru bir sekilde yapilmasi gerekmektedir. Bu nedenle, dokunun optik
ozelliklerinin bilinmesi ve bu hesaplamalarda kullanilacak parametrelerin belirlenmesi

¢ok biiyiik 6nem tagimaktadir (Huang, 2008).

Bu tez ¢aliymasinda 635 nm FDT lazer cihazi ve tekli toplayict kiire 6lglim sistemi

kullanilarak inek karaciger dokusu icin sogurma ve indirgenmis sacilma katsayilar



belirlenmistir. Yapilan deneylerde lazer cihazinin siirekli ve 14 farkl frekanstaki darbe
modu i¢in 6l¢tim alimustir. Her 6l¢tim, 0.3 - 0.6 mm araligindaki 10 farkli doku 6rnegi
icin tekrarlanmistir. Alman Olglim  sonuglart  Inverse-Adding-Doubling (IAD)
programinda kullanilarak doku 6rneklerine ait s6z konusu parametreler belirlenmistir.
Elde edilen bu degerler, T-test ve ANOVA (One way) istatistiksel testleri kullanilarak
analiz edilmis. Bu ¢alismanin bir sonraki bélimiinde 151k doku etkilesimi hakkinda genel
bilgiler verilmis olup 1518m doku ile etkilesim mekanizmalar1 ele alinmistir. Ugiinci
bolimde, fotodinamik terapi tanitilmis, klinikte kullanilan bazi fotoduyarli maddeler,
lazer cihazlar1 hakkinda bilgiler verilmistir. Ayrica, bu bolimde FDT lazer cihazlariin
farkli 1s51mim modlar1 ele alinmig, sirekli modda ve darbeli modda calisan lazer
cihazlariyla yapilan tedavilerin avantajlarindan bahsedilmistir. Kullanilan deney
diizenegi ve yapilan olgiimlere ait bilgilere dordinci bolimde yer verilmistir. Doku
hazirligy, kullanilan 151k kaynagi, deneysel 6lciimler ve optik parametrelerin elde edilmesi
adimlar1 bu boliimde ayrintili olarak anlatilmistir. Son boliimde, deney sonuglar1 verilmis

ve bu sonuglar istatistiksel olarak analiz edilmistir.



BOLUM 2. GENEL BiLGILER

Bilim ve teknolojideki ilerleme, tipta 1s1gin kullanildigi yeni teshis ve tedavi
yontemlerinin de gelismesine neden olmustur. Bu gelisme 15181n biyolojik malzemeler ile
etkilesimi konusunu daha 6nemli hale getirmistir. Ayrica biyolojik malzemenin niteligi
hakkinda bilgi sahibi olmaya olanak saglamistir. Sekil 2.1' de gosterilen elektromanyetik
spektrum; radyo dalgasindan, gama radyasyonuna kadar uzanmakta olup goriiniir 151k

bélgesi spektrumun 400 nm ile 700 nm dalga boyu araliginda bulunmaktadir.

Goriilebilir 151k
700nm 600nm 500nm 400nm

Mikrodalga Kizilotesi Ultraviyole X-Ray Gamma

Radye Dalgalan

€«— UZUN DALGA BOYU (metre) KISA ——>

| | | | | | | | | | | | | | | |
02 1* 1 10 107 10° 10* 10° 10° 107 10% 107 107%° 10! 102 103

Sekil 2.1. Elektromanyetik spektrum

Elektromanyetik spektrumda farkli dalgaboyuna sahip 1smlar madde itizerinde farkli
etkiler gosterir. Ornegin; insan viicudu diisiik frekansli radyo dalgalarma kars1 oldukca
seffatken, mikrodalgalara ve kizil 6tesi goriiniir 1518a dogru gidildikge viicut opaklagir.
Ayni sekilde 151k diistik ultraviyole (UV) araliginda cildin ince dig katmaninda emilirken,
X-1s1n1 bolgesine dogru hareket ederken, viicut tekrar seffaf hale gelir (Yavari, 2006).



2.1. Is1gin Doku ile Etkilesimi

Biyolojik dokular, farkli organel ve yapilara sahip oldugu i¢cin homojen olmayan bir
ortam olarak kabul edilir (Tuchin, 2004). Bu ortamda 15181n dokuyla etkilesimi birkag
farkl sekilde aciklanir.

Gelen Isik Saciima

N
N
/ N
Yansima S

Sogurma \

Gegen Isik
\

Sekil 2.2. Isigin doku ile etkilesimi

Isigin doku ile etkilesimi sirasinda yasadigi fiziksel 6zellikler Sekil 2.2°de gdsterilmistir.
Dokunun tizerine 1s1k geldiginde, 151k doku Uzerinden yansimaya ugrayabilir. Doku
icerisine girdiginde sagilma ve sogurmaya ugrayabilir. Tiim bu olaylardan sonra ise 1$1g1n
bir kismi da dokudan gegen 1s1k olarak ¢ikabilir. Bahsedilen bu fiziksel 6zellikler

asagidaki boliimlerde tek tek incelenmistir.
2.1.1. Yansima ve Kirilma
Isigin optik 6zelliklerinden biri olan yansima, 15181n iizerine geldigi yiizeyler tarafindan

geri gonderilmesi olarak tanimlanirken kirilma ise farkli kirilma indekslerine sahip iki

malzeme arasindaki fiziksel sinir olarak ifade edilir (Jenkins, 1976).



Gelen Isik v

Yansiyan Isik

Sekil 2.3 Yansima ve kirilma

Isigin bir ortamdan kirilma indeksi farkli baska bir ortama gegisinde maruz kaldigi

kirilma ve yansima olaylar1 Sekil 2.3°de gdsterilmistir.

Yansimanin temel yasasinda gelen 1gmin agisi (0), yansima agisina (0') esittir. (6 = 8")
Yansitma yiizeyinin piiriizliligi gelen 15181n dalga boyundan daha fazla veya daha biiyiik
oldugunda, dagmik yansima olusur. Higbir doku optik aynalar gibi ¢ok parlak yiizeylere
sahip olmadigi i¢in dagmik yansima tiim dokular i¢in ortak bir olgudur (Niemz, 2007).
Kirilma ise, 15181 madde ile etkilesime girdiginde hizindaki degisikliginden kaynaklanir.
Isigm gelme agis1 ile kirilma agis1 (0'") arasindaki iliski Snell yasasi olarak bilinir ve;
sinf v

v (2.1)

sin@rn vr

esitligi ile ifade edilir. Burada v ve v’ sirasiyla 151g1mn yansitici yiizey Oncesi ve sonrasi
ortamdaki hizlaridir. Isigin bosluktaki hizinin (C), bir ortamdaki yayilma hizina (v) orani,

o ortamin kirilma indeksi (n) olarak tanimlanmastir.

c
n = ; (22)
Buna gore; Snell yasasi1 ortamlarin kirilma indeksleri cinsinden,
n sinf = n'sinf"” (2.3)



seklinde ifade edilir. Dokunun kirllma indisinin bilinmesi, dokuda 1518in yayilmasina
temel bir anlayis olusturmak igin esastir (Tearney, 1995). Biyolojik dokularda ortalama
kirilma indeksi havaninkinden daha yiiksektir ve heterojen yapilarindan dolayi, dokudaki
kirilma indeksi sabit degildir (Bolin, 1989). Bu durumdan dolay1 literatiirdeki kirilma
indeksleri genellikle dokunun bilesenlerinin hacim agirlikli bir ortalamasidir. Su, viicut
stvilar1 ve yumusak dokularin ana bileseni oldugundan, indeksi (n = 1,33) biyolojik
numunelerde gézlemlenen minimum degerdir (Fiee, 2015). Dokular i¢in 1518m kirilma

indisi genel olarak 1,34 ile 1,41 araligindadir (Yavari, 2006).

2.1.2. Sogurma

Sogurma; 151k enerjisinin kismen 1siya veya sogurucu malzemenin belirli molekiillerinde
titresimlere doniistiiriilmesinden kaynaklanmaktadir. Bir maddenin sogurganligi,
sogurulan ve gelen 1s1in yogunluklarmin orani olarak tanimlanir. Miikemmel seffaf bir
ortam, herhangi bir sogurma olmaksizin 151g1n gegmesine izin verir ve bdyle bir ortama
giren ve ¢ikan 11k enerjileri aynmidir. Bir dokunun sogurma kabiliyeti; atomlarinin ve
molekiillerinin elektronik yapisi, 15181n dalga boyu ve yiizey kalinlig1 gibi bir dizi faktore
baghdir. Yiizey kalinliginin etkisini tanimlamak i¢in Denklem 2.4’ de verilen Lambert ve

Beer yasasi siklikla kullanilir.

I = [ye Had (2.4)

Bu denklemde lo ve | gelen ve iletilen 151k siddetleri, d; yiizey kalinligi ve p,; sogurma
katsayisidir. Homojen ve dagilmayan numunelerin sofurma katsayilar1 p, [cm™!]
Lambert ve Beer yasasi ile belirlenebilir. Isik, doku i¢inde kromofor olarak adlandirilan
molekiiller tarafindan sogurulabilir. Biyolojik dokularda bulunan ana kromoforlar su,
lipitler, proteinler ve hemoglobinlerdir. Her kromofor farkli dalga boylarinda farkl
sogurma Ozelliklerine sahiptir (Jacques, 2013). Canlilarin viicudunda en ¢ok bulunan
kimyasal madde olan su vicut kitlesinin %75' ini olusturur. Ayrica su, dokularda yiiksek
bir konsantrasyona sahip oldugu i¢in en 6nemli kromoforlardan biri olarak kabul edilir.

Su molekilinin 650 — 2200 nm dalga boyu araligindaki sogurma katsayisi grafigi



Sekil 2.4° de verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi su en yiiksek sogurmayi kizilotesi
bolgede yapmaktadir.

[

Sogurma Katsayisi {mm‘l)

0 > 1 1 |
600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200

Dalgaboyu (nm)

Sekil 2.4 Su molekiiliiniin 650 - 2200 nm araliginda dalga boyuna bagli olarak sogurma katsayisi (Hale, 1973)

Sudan sonraki en Onemli sogurucu molekiil ise hemoglobindir. Hemoglobin,
akcigerlerden tiim hiicrelere oksijen tasinmasinda ve atik gazlarin hiicrelerden akcigere
geri donmesinde dnemli rol oynar. Hemoglobinin oksijenlenmis haline oksihemoglobin
ad1 verilirken, indirgenmis hali deoksihemoglobin olarak adlandirilir. Sekil 2.5°de
goriildiigl gibi oksihemoglobin ve deoksihemoglobinin sogurma spektrumlar: farklilik

gostermektedir. Bu farktan yararlanilarak dokudaki oksijen yogunlugu 6lgiilebilmektedir.

=X

Sogurma Katsayisi (cm'l)

=
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Sekil 2.5 Hemoglobinin 250 - 1000 nm araliginda dalga boyuna bagl olarak sogurma katsayis1 (Cope, 1991)



Temel kromoforlardan biri olan yaglar, lipidlerin en yaygin seklidir. Genellikle deri alti

dokularda ve organlarin ¢evresinde bulunurlar.
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Sekil 2.6 Lipitlerin 450 - 1100 nm araliginda dalga boyuna bagli olarak sogurma katsayis1 (Van, 2004)

Sekil 2.6’dan da goriilebilecegi gibi lipidler yakin kizil 6tesi bdlgede en yiiksek

sogurmay1 yapmaktadirlar.
2.1.3. Sacilma

Biyolojik dokularin kirilma indeksinin havadan daha biiyiik olmas1 nedeniyle, dokuya
gelen 151¢1n bir kismi hava ile doku sinirindan yansiyacaktir. Bununla birlikte, doku i¢inde
yayilan 1s1k, hiicresel organeller ve sivilar ile karsilasacaktir. Organellerin kirilma
indekslerinin mikroskopik uyusmazligi 1511 yoniini degistirmesine neden olur ve bu
olaya sagilma denir (Schmidt, 1999). Isigin sag¢ilmasi, numunenin boyutuna, 151g1n dalga
boyuna ve numunenin kirilma indisine baghdir. Sagilma katsayis1 ( g [cm™1]), Lambert-
Beer yasasinin sogurulucugu olmayan bir madde ic¢in uyarlanmasiyla elde edilir ve

Denklem 2.4’e benzer olarak;
I = [ye Hsd (2.5)

esitligi ile hesaplanabilir.



Sacilma da sogurma gibi 15181n dalga boyuna baghidir ve artan dalga boyu ile sagilma
azalir (Hlavac, 2013). Dokuya gelen 1s1g8in bir kismi sagilma siirecinde enerjisini
degistirir. Bu duruma esnek olmayan sagilim denir (Raman, Brillouin sagilim1). Enerjinin
korundugu esnek sacilma Rayleigh ve Mie sagilma kuramlar1 ile agiklanmaktadir.
Dokulardaki baskin elastik etkilesimler Rayleigh ve Mie sac¢ilmalaridir. Maxwell
denklemlerine dayanan Rayleigh ve Mie teorileri, monokromatik bir optik dalganin tek

bir parcacik tarafindan sag¢ilmasini modellemektedir (Wang, 2007).

Rayleigh teorisi, 15181n dalga boyundan ¢ok daha kiigiik parcaciklar tarafindan sagilmasini
modellemektedir. Bu durumun en énemli sonucu da pargacik etrafinda esit dagilimli
elektrik alanmin olugmasidir. Boylece sagilmanin, yonden bagimsiz oldugu sonucu
¢ikarilabilir. Gokyuzinin mavi renkte goriinmesinin nedeni giines 1s1g1nin maruz kaldigi
Rayleigh sagilmasi olup sagilan 1518m yogunlugu yaklasik olarak A~* ile orantilidir. Mie
sacilmasinda 151k sagilmasinin dalga boyu bagimliligi, sagilma partikiiliiniin boyutundan,
seklinden ve kirilma indeksinden etkilenerek yaklasik olarak A~2 degerini alir (Miles,
2001). Mie teorisi tarafindan tahmin edilen 151k sagilma 6zellikleri, dalga boyu sagilma
partikiiliinden ¢ok daha biiyiik hale geldiginden Rayleigh sacilma 6zelliklerine yaklagir
(Saidi, 1995). Rayleigh ve Mie sagilmalari, dokuda sagilmay1 tanimlamada ¢ok énemli
olmalarina ragmen tamamen agiklamada yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle, deneysel
verilere girdi olabilmesi icin bir fotonun 0 agis1 ile sagilmasina ait olasilik fonksiyonunun

tanimlanmas1 gerekmektedir.

Azimut
Agisi

Foton
Yéringesi

Sagilma
Olayi

Sekil 2.7 Bir sagilma olayinda, gelen 1ginin § yoniinden §' yoniine dogru sapmasi.

Bir fotonun sa¢ilmasina ait diyagram Sekil 2.7°de verilmistir. Dokunun fiziksel 6zellikler

(Ornegin; kirilma indisi, yogunluk, vb.) agisindan izotropik oldugu varsayildigi igin



sacilma sadece birim vektor yonleri § ve §' arasindaki agiya baghdir. Dagilimin agisal
ihtimali p(0), olasilik dagilim fonksiyonu ya da sagilma fazi fonksiyonu olarak
adlandirilir. p(0) fonksiyonu, anizotropi faktorunin (g) bir fonksiyonu olarak da ifade

edilebilir. Sa¢ilma agilarinin ortalama kosintisii olarak tanimlanan anizotropi faktord;
g =< cosf >= f_llp(cose)cose d(cos0) (2.6)

esitligi ile hesaplanir ve -1 ile 1 arasinda degerler almaktadir. g = 0 durumu sa¢ilmanin
izotropik (yonbagimsiz) olduguna , g > 0 ve g < 0 durumlar1 ise sirastyla ileri yonlii ve
geri yonlu sagilmayi ifade eder. Biyolojik dokularda g degeri 0,70 ile 0,99 degerleri
arasinda olup (Niemz, 2007), bu degerler biyolojik dokularda sagilmanin ileri yonlii

oldugunu gostermektedir.

Biyolojik sagilmalar1 agiya bagh olarak agiklamak i¢in Henyey-Greenstein fonksiyonu
kullanilmaktadir (Henyey, 1941). Denklem 2.10° da belirtilen bu fonksiyonda, sa¢ilma

faz agis1 kullanilarak anizotropi faktoriiniin belirlenebildigi gosterilmistir.

p() =L — 1% 2.7)

Am (1+g2—2gc059)3/2

g faktori faz agist cinsinden parametrelendirildigi ve simiilasyonlarda
kullanimlarimlarda tersine ¢evrilebilecegi i¢in bu denklem siklikla tercih edilmektedir.

Cogu zaman anizotropi katsayisi bilinmemektedir. Bu durumda, indirgenmis sagilma
katsayisinin  kullanilmas1 gerekmektedir. Optik 0Ozelliklerin 6lcimtnde genellikle
Denklem 2.8°de gosterildigi gibi sagilma katsayis1 (ug) ve anizotropi katsayisint (g)

birlestirilmesiyle olusan indirgenmis sagilma katsayisi1 (pg) [cm™] kullanilmaktadar.

He= ps(1 - g) (28)
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2.2. Isigin Dokudaki Yayilimi

Doku ortaminda 11k yayilimi analitik olarak ¢dziilebilir ve temel olarak Maxwell
denklemiyle baslar. Elektromanyetik teori yaklasmmi, 15181 dalga 6zelliklerini korudugu
icin cazip olmasina ragmen, matematiksel islemlerinin karmasiklig1 diisiiniildiigiinde
¢Ozlim i¢in elverigli degildir. Bunun yerine foton tasinimina dayanan i1gmimli tagmim
teorisi (Radiative Transport Equation) ve diflizyon teorisi gibi modeller, biyomedikal
optik alaninda siklikla kullanilmaktadir. Isinimli tasmim teorisi, dogrudan doku
ortamindaki enerji aktarimi ile hesaplanir. Temel olarak elektromanyetik teori,
elektromanyetik alanlarin {ist iiste konmasiyla 151k yayilimini tanimlar, enerji akislarini
kullanir. Bunun i¢in 6ncelikle 1sinimli taginim teorisinde kullanilan optik parametreler ve

bulanik ortamdaki 151k yayilimi tanimlanmalidir.

Foton dagilim fonksiyonu N(7,§) birim vektor S yoniinde hareket eden birim hacim
basina diisen foton sayisi olarak tanimlanir. Ortamdaki fotonlarin, 151k hiz1 ve enerjisi ile
carpilmasiyla parlaklik L(r, ) elde edilir.

Foton enerjisinin yayilmasini tanimlamak i¢in kullanilan parlaklik;

2
hcet

L(r,8) = N(r,8) 7

(2.9)
esitligiyle hesaplanir. Denklemde; h, plack sabiti, c; 151¢1n dokudaki hizi, A ise dokudaki
151g1n dalgaboyudur.

Her yonde birim alan basina yayilma ydniine dik hareket eden fotonlarin sayist Fluens
orant  ¢(r) olarak adlandmrilir. Fluens orant Denklem 2.10°de gosterildigi gibi
parlakligin, tiim kat1 agilarda integrali alinarak elde edilir ve doku optiginde parlakliktan
daha c¢ok oneme sahiptir. Cunki dokuda bulunan kromoforlar baslangig yoniinden

bagimsiz olarak 15181 emer (Walsh, 2011).
p(r) = f;nL(r, Sdw (2.10)

Bir diger nicelik olan aki F (r), birim alan basina diisen fotonun enerji aktarimini tanimlar

ve birimi W /m? dir. Denklem 2.11° de goriildiigii iizere,

11



F(r) = [;_L(r,$)3dw (2.11)

esitliginden net aki vektorii vektorel olarak parlaklik vektorlerinin toplanmasiyla

hesaplanir.
2.2.1. Istmah tasimim teorisi (RTE)

Fizigin cesitli alanlarinda uygulanan isimali tasinim teorisinin bulanik ortam olarak
adlandirilan  dokularda 151k yayiliminin  modellenmesi i¢in avantajli  oldugu
kanitlanmigtir. Isimali taginim teorisi ve elektromanyetik teori 151k yayilimini farkli olarak
aciklamaktadir. Elektromanyetik teori, 1s1ik yayilimini elektromanyetik alanlarin
stiperpozisyonu ile agiklarken, RTE 15181n yayilimimi enerji akiglarmin iist iiste binmesi
temeline dayandirir. Bu nedenle, polarizasyon, faz ve girisim gibi olaylar, RTE’de
dikkate alinmaz (Dam, 2000).

Isimali tasimm teoremi farkli bilesenlerden ve terimlerden olusur. Sekil 2.8 de
gosterildigi gibi bu terimleri tanimlamak i¢in, kiiglik bi hacim dV i¢inde, § yoniinde, ¢

hizinda hareket eden fotonlar dikkate alinir.

/
/

(@) (b) (c)
Lﬂlll
Lin X
) >e O %
\/

(d)

Sekil 2.8 Sematik olarak 1s1mali tagimm teorisinin birlesenleri (Yavari, 2006).

Zamana bagli 1g1imali tagiim denklemi Denklem 2.11 ‘da verilmistir.

f{,%’;g't) av = — fvcﬁ VN(r,5,t)dV — fV cug(MN(r,5,t) dV — fV cus(r)N(r,8,t) dV +

Sy eus(@) [, p(3 )N, 8, )d8" dV + [ q(r,5,t) dV (2.11)
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Bu durumda, tasima denkleminin ilk terimi, zamanla foton dagilimi fonksiyonundaki
degisiklikleri ifade eder. Ikinci terim, bir yiizey integrali olarak ifade edilebilen sinir
boyunca kaybolan fotonlar1 Gauss teoremi kullanilarak bulunmasini saglar. Uglncii
terim, gelen fotonlarin§ yoniindeki sogurulmasini ifade eder. Dordincu terim, $§
yoniinden diger herhangi bir §' yoniine sacilan fotonlar1 gosterir. Besinci terim, §'
yonunden gelen fotonlarin § yoniinde sa¢ilmasini gésterir. Son terim ise bir 151k kaynagi

q" ile elde edilen fotonlar1 ifade eder.

2.2.2. Difiizyon yaklasimi

Isimali tasimim teorisinin  analitik ¢6ztimlerinde siklikla difiizyon yaklasimi
kullanilmaktadir. Diflizyon teorisi, foton tasinmasinda fotonun hareketinin diisiik
konsantrasyona olan ilgisiyle modellenmesidir. Diflizyon teorisi, sogurmadan ziyade
sacilma tarafindan baskin olan ortamlarda uygundur. Boylece her bir foton, bir sogurma
olayi ile sonlandirilmadan once bir¢ok sagilmaya ugrar (Prahl, 1998). Isimali tasinim
teorisini diflizyon yaklasimina uygun hale getirildiginde, analitik olarak daha kolay

¢oziilebilir ve islenebilir olacaktir. Bunun i¢in Denklem 2.12 yazilabilir.
(V2 = k) o) = —Q, (1) (2.12)

Burada ¢ () biitiin sagilmalarin fluens orani olup, Denklem 2.13 ‘de verilmistir. Kaynak

terimi Q, (r) ise kolime edilmis normal 1ginlamanin sagilmasi ile tiretilir ve;

Qo(r) = =3us [ g+ us(1 = g) + ur gl (1 — 1) Fo(r) exp(—pez) (2.13)

esitligiyle hesaplanir. Denklem 2.12°deki K sabiti, yaklagik olarak etkin zayiflama
katsayisma (uepr) esittir.

K = Herr =\/3:ua[.ua+(1_g) 1s] (2.14)
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RTE c¢oklu sagilma ortaminda 11k yayilmini tarif eder. Bununla birlikte, RTE
uygulamak karmasik durumlar i¢in zordur, ¢iinkii RTE denkleminin kesin ¢ozimleri
sadece basit problemler icin bilinmektedir ve ¢ok sayida degisken olmasi durumunda

sayisal ¢ozliimler zordur.

2.2.3.Kubelka-Munk (KM)

Bir boyutlu 1simali tasinim denkleminin bir yaklagimi olarak Kubelka-Munk teorisi
kulanilabilir (Sandoval, 2016). Kubelka-Munk yo6ntemi, biyolojik dokular gibi bulanik
ortamlardaki sagilma nedeniyle olusan kayiptan kaynaklanan 151k zayiflamasini ayirmak
icin kullanilmistir (Wei, 2003). Kubelka-Munk modeli igin bazi varsayimlarda
bulunulmalidir. Doku sonlu kalinlikta, sonsuz genislik ve uzunlukta diizlemsel bir katman
olarak modellendigi i¢in higbir sinir etkisi yoktur. Modellenen yiizeye miikemmel
izotropik bir aydinlatma kullanilmahdir. Isigin ortamla tek etkilesimi sagilma ve
sogurmadir. Dis ve i¢ ylizey yansimalart meydana gelmez. Katman kalinligi ne olursa
olsun sacgilma katsayisi (S) ve sogurma katsayis1 (K) parametreleri sabittir (Kubelka,
1948). Kubelka-Munk modeli Sekil 2.9’da gosterildigi gibi doku igindeki iki 151k akigina
dayanmaktadir. Sekilde J1 gelen 1s1k ile ayn1 yonlii olan akis1 gosterirken, Jz ters yonde

olan akistir.

Sogurma
Ak e A J: +dJ;
S S
Sacilma Sacilmal
a1 L . +d],
dz

23
—1 ﬂ_l_..

Sekil 2.9 1ki boyutlu Kubelka-Munk teorisinin geometrisi (Hamdy, 2017)

KM modelinde 6l¢iimii yapilan dagmik reflektans ve transmitansa gore asagidaki

denklemler elde edilebilir. D optik kalinlik, S ise KM sagilma katsayist olmak iizere;
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_ sinh(S b D)
Rd - acosh(S b D)+b sinh(S b D) (2-15)

b
Ta = a cosh(S b D)+b sinh(S b D) (2-16)

denklemleri elde edilir. a ve b katsayilari;

_ 14R5-TZ
= 2R, (2.17)
b=+va?2-1 (2.18)

denklemleri ile elde edilir. Birim yol uzunlugu tarafindan sogurma nedeniyle akidaki

kayip A, sagilma kayip ise S olarak ifade edilir, A ve S katsayilarinin Ra Ve Tyq ile iligkisi;

§ = L In[izRel@=b) (2.19)

b D Td
A=(@-1S (2.20)

esitligiyle hesaplanir. Daha sonra ise S ve A degerlerinin sagilma ve sogurma katsayilar

ile iligkisi s0yle ifade edilebilir:

A=2u, (2.21)

3 1
S=us(1—-9) =7 ta (2.22)

Genellikle, KM modeli veya difiizyon yaklagimi gibi basit yontemler, dokularin ve kanin
optik 6zelliklerini tahmin etmek icin ters algoritmalarin ilk adimi olarak kullanilir.Optik
ozellikleri degistirme ile yansitilan ve iletilen sinyalleri hesaplama prosedirleri, dlculen
degerler hesaplanan degerlerle istenen hassasiyetle eslesene kadar tekrarlanir (Bashkatov,

2011)
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BOLUM 3. FOTODINAMIK TERAPI

Is1gin tedavi etmek amaciyla ilk kullanimi yiizyillar 6ncesine dayanir. Misirlilar, Cinliler
ve Kizilderililer tarafindan vitiligo, rasitizm, sedef hastaligi ve hatta cilt kanseri dahil
olmak ftizere bircok hastaligin tedavisinde kullanilmigtir (Daniel, 1991). 20. yiizyilin
baslarindan itibaren bazi maddelerin 1s18a duyarli olduklar1 konusunda caligmalar
yapilmistir. 1976 yilinda ise insan mesane kanseri tedavisi ilk kez foto-duyarli madde
kullanimiyla yapilmistir (Kelly, 1976). Tedavi sonuglarinin olumlu olmasiyla birlikte
gunimuzde fotodinamik terapi (FDT) olarak bilinen bu yontem modern kanser

tedavisinin ana direklerinden biri olmustur.

Fotodinamik terapi ii¢ ana bilesenden olusur; foto-duyarli madde, 151k ve oksijen. Bu
bilesenlerin higbiri tek basmna zehirli degildir. Ancak birlikte zehirli kimyasal bir
maddenin olusumuyla sonuglanan fotokimyasal reaksiyon baslatabilirler. Sekil 3.1 de
gosterildigi gibi foto duyarli madde 151k ile aktive olur ve kendi kararli yapisina donerken

olugan enerji ile molekiiler oksijen (O2), tekli oksijen (*O2)’ e doniisiir.

1p*
< T~
\ 3px ]O2
ISIK Tekli
: Oksijen

Molekiler
PpIX Oksijen

Sekil 3.1 Tekli oksijenin olusumu (Garg, 2015)
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Tedavi sureci ise Sekil 3.2°de gosterildigi gibi ilerlemektedir. Hastaya verilen foto-
duyarli madde tiim viicuda yayilmaktadir, ancak ilacin viicuttan atilim siiresi dokudan
dokuya farklilik gosterir. Bu ilag sagliklt hiicreden kisa siirede atilirken, tUmor
hicrelerinden atilmasi daha uzun zaman alir. Siireler arasindaki farklilik fotodinamik
tedavinin temelini olusturmaktadir. Bir sonraki adimda, foto-duyarli maddeyi aktive
edebilecek uygun dalga boyundaki 1s1k, hastalikli dokuya uygulanir. Verilen 1s1k sonucu

hiicredeki oksijenin tekli oksijene doniigsmesi ile kanserli hiicrenin 6liimii saglanir.

Ismlama Transfer Reaksivonlarn Nekroz

Sekil 3.2 Fotodinamik terapi islem basamaklari (Niemz, 2007)

Fotodinamik terapide saglikli dokuda foto-duyarli madde kalmadigi i¢in doku zarar
gormez ve sadece belirli bir bolgede tedavi gergeklestirilir. Fotodinamik terapi diger
kanser tedavi yontemleri gibi agir yan etkiler gostermemektedir ve tedavi tekrar tekrar
uygulanabilmektedir.

3.1 Foto-Duyarh Madde (PS)

Foto-duyarli madde, belirli dalgaboylarindaki 1sik ile fotokimyasal reaksiyona giren ve
sonucunda baska bir molekiilde kimyasal degisiklige neden olabilen kimyasallardir.
Fotodinamik terapide birbirinden farkli foto-duyarli maddeler kullanilmaktadir.
Bunlardan bazilari; HpD, photofrin, vertaporfin, talaporfin, indocyanin-green, ALA-5
dir.
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Genel olarak fotodinamik terapide kullanilan 151810 dalgaboyu 600-900 nm araligindaki
kirmiz1 ve yakin kizilétesi bolgedir. Ciinkii; hemoglobin 600 nm ‘nin altinda giiglii bir
sogurmaya sahiptir. Bu nedenle gelen fotonlarin gogunu yakalar (Parrish, 1978). 900 nm
ist limiti ise, 1s1¢in  dalga boyunun arttiginda enerjisinin azalmasindan
kaynaklanmaktadir. Ciinkii bu durumda yuksek dalga boylu fotonlar tekli oksijen

olusumu ig¢in yeterli enerjiyi liretemeyecektir (Moor, 2003).

Tiimorlerde hematoporfirin tiirevlerinin (HpD) etkinligi, modern FDT nin kapilarini agti
ve bu tiir maddelerin kararsiz yapisi yeni PS'lerin gelistirilmesine de neden oldu.
Hematoporfirinden tiiretilmis olan ilk Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi onayli PS olan
photofrin su anda cesitli kanserlerin tedavisinde kullanilmaktadir. Photofrin’in sogurma

spektrumu, Sekil 3.3'de gosterilmektedir.

Photofrin®
! ! : | ! |
400 500 600 700 800 900
Dalgaboyu (nm)

Sogurma Katsayisi

Sekil 3.3 Photofrin’in sogurma spektrumu (Wilson and Patterson 2008)

Sekil 3.3’de goriildiigii gibi photofrin 400 nm civarinda biiyiik bir tepe noktasina sahipken
daha uzun dalga boylarinda birka¢ kiigiik tepe noktasia sahiptir. Hemoglobinin en
yiiksek sogurma noktasindaki dalga boyunda verilen 15181 sogurmasindan dolay1 bu dalga
boyundaki 11k kanserli bolgeye uygulanamaz. Bunun yerine 1518in oldukca zayif
sogurmanin oldugu 630 nm' de 151g1n verilmesi gerekir. Bu durum yeterli fotodinamik

etki elde etmek i¢in gereken ilag dozunu artiran bir etkendir (Wilson, 2008). Photofrin,
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etkili bir foto-duyarli madde olsa da viicuttan atilma suresi uzundur. Bu durum cildin
birkag¢ hafta boyunca 1s18a duyarl hale gelmesine neden oldugu i¢in photofrinin klinikte
kullanimi1 siirhidir (You,2003). Photofrin ile ilgili bu sinirlar, daha etkin olabilecek yeni
PS'lere ihtiya¢ duyulmasina neden olmustur (Sharman, 1999).

Verteporfin yeni kesfedilen foto-duyarli maddelerden biridir ve birinci nesil porfirinlerde
karsilasilan sorunlar1 hafifleterek FDT'nin etkinligini artirmak amactyla kullanilmaktadir.
Verteporfin viicuttan atilma siiresinin kisalig1 nedeniyle genellikle oftalmoloji alaninda

kullanilir. Verteporfin Sekil 3.4°de gosterildigi gibi 689nm’da en yiliksek sogurmaya
ugramaktadir (Scott, 2000).

Sogurma Katsayisi

77N\

\.

.';'
\\5/ 1 \
600

I". y
/ | 4
1 1 \1\—/
500
Dalgaboyu (nm)

Sekil 3.4 Vertoporfin’in sogurma spekturumu (Mellish, 2005)

Verteporfinin tedavi sirasinda sebep oldugu hasar1 bildirmek icin yapilan ¢aligmada,
isikla  etkilestigi swrada kan akiginda bazi degisiklikler oldugunu goriilmiistiir.
Verteporfin-FDT sirasinda, timor kan akisinda ve tUmor oksijenasyonunda onemli
diistisler meydana gelmistir (Pham, 2001). Photofrin-FDT ile olan sonuglarin aksine,
Verteporfin-FDT sirasinda kan akiginin azaltilmasi olumlu bir olaydir. Ciinkii timdrler
verteporfin sayesinde kan akisinda veya oksijenasyonda daha biiyiik diisiise ugradigi icin

tedaviden sonra daha ¢ok nekroza ugrar. Boylece Verteporfin-FDT'nin 151k etkilesimi
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sirasinda olusan dogrudan sitotoksik sinirlamalar1 hafifletebilir ancak; bu durum kalict

damar tikanikligina yol agabilmektedir (Hamblin, 2013).

Ikinci nesil bir foto-duyarli madde olan talaporfin, hastanin 1s18a duyarlilik siiresini
azaltir. Bunun yaninda ila¢ uygulamasi ile lazer 1s1§ina maruz birakma arasinda
photofrine kiyasla daha kisa bir zaman araligi gerektirdigi i¢in diger foto-duyarh
maddelerden daha avantajlidir. Ancak yine de etkinlik yeterliligi ve cildin 1518ina
duyarlilig1 gibi konulara ¢oziim getirememistir (Kataoka, 2011). Talaporfin Sekil 3.6’da
goriildigii gibi 660 nm’de en yiiksek sogurmaya sahiptir.

bl
g 660 nm
505 -
z
5o
8 k
0 1 | l 1
300 400 500 600 700

Dalgaboyu (nm)

Sekil 3.5 Talaporf’in sogurma spektrumu (Yoshida, 2008)

FDT'nin klinik etkinligi, kullanilan 151k kaynaginin dalga boyuna da baghdir, FTD’de
kullanilan 151¢a duyarli maddelerin ¢ogunun aktive edildigi 630 ile 690 nm araligindaki
dalgaboylu 15181n dokudaki penetrasyon derinligi 1-2 mm civarindadir. Bu nedenle, FDT
verimliligini arttirma yaklasimlarindan biri olarak, yakin kizilétesi (NIR) bolgede
etkilesime giren yeni fotoduyarli maddeler gelistirilmektir (Luo, 2008). Sekil 3.6’da
goriildiigi gibi indocyanin-green en yiiksek sogurmayr yakin kizildtesi bdlge olan
805nm’de yapmaktadir (Bozkulak, 2009). Yapilan c¢alismalarin sonucu olarak ise
indocyanine-green’in kanserli hiicrelerinin biiyiimesini engellemek igin de kullanildig:
gorilmistir (Ak, 2015).
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Sekil 3.6 Indocyanine- green’in sogurma spektrumu (Genina, 2004)

FDT’de kullanilan foto-duyarli maddeler onceden olusturulmus molekiiller olarak
dogrudan damar yolundan uygulanir. Bu durum fotoduyarli maddenin se¢ici dagilimina
ve farkli hiicre tipleri arasindaki fizikokimyasal farkliliklara neden olmaktadir. Buna
karsilik protoporfirin IX (PpIX) ise, 5-aminolevulinik asit (5-ALA) ad1 verilen maddenin
uygun kosullar altinda hiicre
sentezlenmesiyle foto-duyarli madde haline gelir. Ancak bazi hiicre tipleri 5-ALA ya
maruz kaldiklar1 halde 1518a duyarli hale gelemezler. Bu tiir hiicresel 6zgiilliik, FDT de
ALA kaynakli PpIX'in klinik kullanim1 igin bir temel saglar (Kennedy, 1992). PpIX

yapilara oksidatif hasar vererek enerji metabolizmasini engelleyebilecegi icin hiicre

Olim{ine neden olur.

1.0

Sogurma Katsayisi

0.2

0.0

0.8 1

0.6 1

0.4 1

icin birincil enerji kaynagi olan mitokondride

.lIII (-'A'\_\ \
\_ / f\\ /N\.--"F‘L

350 40

0 450 500 550 600 650 700
Dalgaboyu (nm)

Sekil 3.7 PpIX’in sogurma spektrumu (Hernandez-Quintanar, 2011)
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Sekil 3.7°de goriildiigii gibi PpIX’in sogurma spektrumunda 409, 509, 544, 584 ve 635
nm dalgaboylarinda tepeler goriilmiistiir. Ancak daha 6nce de agiklandigi gibi tedavi igin
kullanilan 635 nm dalga boylu kirmizi 1siktir. (5-ALA) kullanildigr fotodinamik terapi
agrisizdir, lokalize lezyonlar diisiik enerjili bir seviyede tedavi edildigi i¢in anestezi
gerektirmez. Ayrica radyoterapiden farkli olarak tekrar tekrar uygulanabilir (Inoue,
2017). Bu ozellikler 5-ALA maddesini klinik onkolojide kanser tedavisinde kullanilan en
basarili 6n ilaglardan biri olmasini saglamistir (Wachowska, 2011).

Fotodinamik terapi uygulamalarinda kullanilan ve bu ¢aligmada bahsedilen foto-duyarl

maddelerin 6zellikleri Tablo 3.1°de karsilastirmali olarak verilmistir.

Tablo 3.1 Fotodinamik terapide kullamlan foto-duyarli maddelerin 6zellikleri

Fotoduyarli  Dalgaboyu  Enjeksiyon Isik hassasiyet Referans

madde (nm) sonrasl zaman suresi

Phorfrin 630 24- 48 saat 2-3 ay (Sharman, 1999)
Verteporfin 690 30-150 dakika 3-5 giin (Sharman, 1999)
Talaporfin 660 15— 60 dakika 1-2 hafta (Wittmann, 2014)
Indocyanine- 805 30-120 dakika 24 saat (Tamai, 2018)
Green

5-ALA 635 3- 4 saat 24-36 saat (Hamblin, 2013)

Tabloda gorildigi gibi kullanilan her bir foto-duyarli maddenin kendine 6zgii bir
dalgaboyu vardir. Kisinin yas, viicut ve kanser tiirline bagl olarak tercih edilebilen bu
maddeler, farkli enjeksiyon sonrasi bekleme siiresine sahip olup, yine kisiden kisiye
degisen siirelerde 151k hassasiyetine neden olmaktadir. Ancak tabloda da belirtildigi gibi
5-ALA hem kisa enjeksiyon sonras1 bekleme siiresi, hem de kisa siiren 151k hassasiyeti ile

siklikla kullanilan foto-duyarli bir maddedir.
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3.2. FDT Lazer Cihazlan

Tedavi yontemi olarak fotodinamik terapinin kullanilmasi, bu alandaki arastirmalari foto-
duyarli madde ve bu maddeyi aktif etmek i¢in kullanilacak 1s1k kaynaklarina yoneltmistir.
FDT’de 151k kaynaklari i¢in temel sart, foto-duyarli maddenin sogurma spektrumundaki
tepe noktasinda dalga boyunda 151k iiretebilmesi ve bu dalga boyunda yiiksek verimle
caligabilmesidir. Ayrica 151k kaynaklarmin klinik ortamda giivenli bir sekilde

kullanilabilmesi ve diisiik maliyetli olmas1 istenmektedir.

1970'lerin sonunda, ¢ogu klinik tedavi argon-iyon ad1 verilen lazerle yapilmistir. Bu lazer
yeterli gii¢ liretme ve ayni 15181n farkli foto-duyarli malzemelerle kullanilabilmesi i¢in
dalgaboyunun degistirilebilmesi avantajina sahiptir. Ancak, boyut, ylksek elektriksel gli¢
kullanim1 ve diisiik giivenilirlik gibi nedenlerle klinik ¢alismalar i¢in uygun olmadig:
anlasilmistir. 1980' lerde argon-iyon lazeri yerini Nd:YAG lazere birakti. Nd:YAG
lazerleri gilivenilirlik ve sogutma sorunlarini ¢6zdii ancak yine de hantal ve pahaliydi
(Wilson, 2008). Giiniimiizde ise kullanilan foto-duyarli maddelerle uyumlu dalga
boylarinda caligan diyot lazerleri FDT i¢in en pratik yontem olarak kullanilmaktadir.
Diyot lazerleri artik birgok uygulama i¢in yeterli giice (birkag watt) sahiptir ve daha 6nce

kullanilan lazerlerden ¢ok daha az maliyetlidir (Triesscheijn, 2006).

Siirekli modda galisan diyot lazerin fotodinamik terapi uygulamalarinda, strekli modun
doku iizerinde bir takim termal etkilere neden oldugu kaydedilmistir (Abramson, 1987).
Bu durum, lazer sistemlerinin darbeli 1s1ma modlarinda kullanildiginda doku
sicakligindaki istenmeyen artisin Onlenebilecegi fikrini dogurmustur. 2011 yilinda
gelistirilmis olan ¢ok modlu FDT lazer cihazinin stirekli, darbeli, patlama darbeli modlar1

kullanilmis. Sekil 3.8” de diyot lazerin bu ¢ikis sinyalleri verilmistir.
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Sekil 3.8 Lazer modlarinin ¢ikis sinyalleri; (a) surekli mod , (b) darbe modu, (c) patlama-darbeli modu (Lim, 2011).

Yeni 1s1nim modlarimin kullanildig1 ¢aligmalarda siirekli ve darbe modlarinin dokudaki

termal etkilerine bakilmistir. Sekil 3.9” da darbe modlar1 doku sicakliginin bir fonksiyonu

olarak gosterilmistir.

45

a0t / + siirekli .‘
o + Darbeli

e A i
Ve Pat. Darbeli

Doku Sicakligi (°C)

0 100 200 300 400 500 600 700 800
Verilen Enerji (J/cm?)

Sekil 3.9 Isimm modlarimin doku sicaklik artigi tizerindeki etkisi (Lim, 2012)

Sekilde de goriildigii gibi stirekli mod yerine darbe modunun kullanimi doku sicakliginda
artisa neden olmamaktadir. iki darbe arasindaki 15131n dokuya ulasmadigi peryotta

dokunun soguma imkani1 buluyor olmas1 bu duruma yol agmistir. Ayrica, dokudaki ilgili
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bélgenin oksijenlenmesine de imkan vermesi sebebiyle, darbe modu FDT’nin etkinligini
onemli 6lglide arttirmistir. Ayrica darbeli modda ¢alisan lazerlerin kullanildigi FDT’ de
saglikli dokunun zarar gérme ihtimali, siirekli moda goére ¢ok daha azdir (Kawauchi,
2004).

3.3. Optik Doz Hesabi

Fotodinamik terapi sirasinda hastanin 1gimna maruz kalma siiresi ve aldigi 1s1n miktari,
dokudaki hastalikli bolgede Olduricu etkilere neden olacak kadar uzun ve yogun olmali,
ayni zamanda da saglikli bolgelere hasar vermeyecek kadar kisa ve yeterli olmalidir. Bir
baska deyisle, FDT’nin basaris1 gelen 15mn miktar1 ve uygulanma siiresinin
optimizasyonuna baglidir. Bu da doz hesabinin dogru yapilmasi ile miimkiindiir. Doz
hesabmin, FDT’ ye dahil olan foto-duyarli madde konsantrasyonu, doku oksijenasyonu
ve 1s1k akicihigi gibi faktorler sayesinde timorin maksimum nekroz ile sonuglanmasi
amaciyla yapilir. Bu amaca ulagmak igin, bu faktorlerinin hastalikli dokudaki dagiliminin

net olarak anlasilmasini gerektir.

Bu faktorlerin ilki olan foto-duyarli maddenin konsantrasyonunu belirlemek igin en
guvenilir yontem, kan serumu ve doku biyopsilerinin surekli érneklenmesidir (Eichler,
1998). Hastalardan ¢ok sayida kan ve doku biyopsisi alma konusundaki bariz
kisitlamalar, arastirmacilar1 dokunun optik 6zelliklerini kullanarak fotoduyarli madde
konsantrasyonunu dlgebilecek sistemler gelistirmeye tesvik etmistir (Weersink, 1997).
Ornegin; Optik Farmakokinetik (OP) sistemi aninda sonug veren minimal invaziv bir
Olgtim yontemi olarak bilinir. Bu sistemde iki uglu fiber optik prop kullanilir. Bu probun
bir ucundan beyaz 1s1k darbeleri ilgilenilen dokuya yonlendirilirken dokudan sagilan 1s1k

probun diger ucu ile tespit edilir (Austwick, 2011).

Diger bir faktor olan doku oksijenasyonu igin ise hemoglobin incelenir. Hemoglobin,
oksijen satlirasyonundaki (HbSat) FDT kaynakl1 degisiklikleri ger¢ek zamanl olarak
izlemek ve sonuglar1 nihai biyolojik etkiyle iliskilendirmek i¢in kullanilabilir
(Woodhams, 2004). Doz hesabi yapilirken oksihemoglobin ve deoksihemoglobin

ol¢limii i¢in invaziv olmayan birtakim teknikler vardir. Dogrudan doku oksijenitesi
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Ol¢iimleri i¢in oksijen elektrotlar1 kullanirken, hemoglobinin oksijen satiirasyonunu
6lcmek icin ise optik spektroskopi kullanilarak nokta 6l¢iimleri yapilabilir. Fotodinamik
terapi sirasinda olusan Tekli oksijen (*O2) den gelen 1270 nm lik 1s11ldama, SOL (Singlet
Oxygen Luminescence) ile dogrudan 6lgiilerek doz hesabinda kullanilabilir (Jarvi, 2012).
FDT’ye dahil olan en 6nemli faktor ise 1s1ik akiciligidir. Isik dozu, fotodinamik terapi
uygulamasinda tiimoriin yok edilmesini saglamak i¢in gereken 1sik miktarini agiklar.
Diisiik doz genellikle tedavinin basarisiz olmasinin nedeni olabilecegi i¢in 151k doz hesabi
yapilabilmesi i¢in dokunun optik 6zelliklerinden yararlanilmalidir. Bu 6zelliklerden olan
sogurmanin (u,), indirgenmis sagilma katsayisinin (ug) ve penetrasyon derinliginin (&)
bilinmesi gerekmektedir. Penetrasyon derinligi, doku yizeyine uygulanan 1s1gin doku
icinde ilerlerken siddetinin yaklasik %37' ye diistiigii derinlik olarak tanimlanir. Denklem
3.1°‘'de penetrasyon derinliginin matematiksel olarak nasil hesaplanabilecegi
gosterilmigtir.

1 1

§=—"1= (3.1)

Heff  [3ua(ua+ud)

Bu denklemde de goriildiigli gibi penetrasyon derinliginin bulunmas1 dokunun optik

ozelliklerinden olan sogurma ve indirgenmis sac¢ilma katsayilarin bilinmesine baglhdir.
Bu degerler de fotodinamik terapinin doz hesabinda ¢ok 6nemli bir yere sahip oldugu i¢in
bu tez caligmasinda 635 nm lazer cihazi kullanilarak inek karaciger dokusunun sogurma

ve indirgenmis sagilma katsayilar1 yapilan deneysel ¢alismalara belirlenmistir.
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BOLUM 4. MATERYAL VE YONTEM

Bu tez ¢alismasinda, surekli ve darbeli modlarda galistirilan 635 nm lazer cihazi ile inek
karaciger dokusunun optik Ozellikleri tek toplayic1 kiire sistemi kullanilarak

incelenmistir. Olgiimlerin yapildig1 deney diizenegi Sekil 4.1'de gosterilmektedir.

Sekil 4.1 Deney diizenegi (1-FTD lazer cihazi, 2-Fiber optik kablo,3-Kolimat6r, 4-Toplayici kiire, 5-Fotodiyot,
6-Fotodiyot yikselteci, 7-Osiloskop, 8-Bilgisayar)

Deneylerde kullanilan lazer cihazindan ¢ikan g1k fiber optik kablo ve bir kolimator
yardimiyla toplayict kiirenin (IS236A, Thorlabs, ABD) giris portuna gonderilmistir.
Toplayici kiireye entegre edilmis fotodiyot, fotodiyot yukselteci ile birlikte kullanilarak
kiire igerisine ulasan 1518 siddeti belirlenmistir. Olglilen degerlerinin analizinin
yapilabilmesini kolaylagtirmak amaciyla fotodiyot yikseltecinde okunan degerler bir

osiloskop tlizerinden bilgisayara aktarilmistir.

4.1. Lazer Cihaz1

Deneylerde, Sakarya Uygulamali Bilimler Universitesi Biyomedikal Enstriimantasyon
Laboratuvarinda TUBITAK 1005 projesi kapsaminda gelistirilen ¢ok modlu 635 nm
dalgaboyuna sahip lazer cihazi kullanilmistir. Cihaz, kullanicinin segebilecegi 4 farkli
1s1inim moduna (siirekli, darbeli, patlamali darbeli ve siiper darbe) sahip olup, darbe siiresi

ve optik giic kullanic1 arayiiziinden belirlenebilmektedir. Cihazin optik ¢ikis gucl
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maksimum 1,5 Watt degerine ulagsmakta olup, lazerin dalga boyu spektrumu Sekil 4.2° de

gosterilmistir.
1}
0.8
&
E ]
£ 06} :
111}
o
>
=< 04} : ]
= :
02|
600 635 650 700
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.2 Lazer cihazimin dalga boyu spektrumu

Karanlik ve izole bir ortamda yapilan 6l¢timler, cihazin anlik deger degisiklerini ve optik
guraltiyd en aza indirgemek icin 10 saniye sureyle yapmustir olup, elde edilen sayisal
degerlerin ortalamalar1 alimnmistir. Darbe suresinin etkisini incelemek igin strekli modun
yani sira 14 farkli darbe siiresinde deneyler yapilmistir. Kullanilan darbe modlarinin bir

kisminin grafiksel gosterimi Sekil 4.3’de verilmistir.
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Sekil 4.3 Farkli (a-500 ms, b-100 ms, ¢-50 ms, d-10 ms) frekanslardaki darbe modlar1
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Deneylerde etkisi arastirilan 14 farkli darbe siireleri; 10, 20, 30, 50, 60, 80, 100, 150, 200,
300, 500, 600, 800 ve 1000 ms olarak belirlenmis.

4.2. Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada kullanilan doku 6rnekleri kasap kesiminden yaklasik 2-3 saat sonra temin
edilen inek karacigerinden hazirlanmistir. ince kesitler alabilmek icin dondurulan
karaciger dokularindan nester yardimiyla drnekler alinmistir. Bu islemin kas haricindeki
diger dokularm optik ozelliklerinde onemli degisiklere neden olmadigi literatlirde
bildirilmistir (Prahl, 2011). Karaciger dokusu damarlar yoniinden zengin oldugu igin
dokudaki damarli ve delikli olan pargalar: 6l¢iim i¢in kullanilmamis, homojen gorinimld
ornekler tercih edilmistir. Kesilen 6rneklerin boyutunun toplayici kiirenin giris portundan
daha biiyiik olmasma dikkat edilmistir. Donmus halde alinan 6rnekler oda sicakligina
geldikten sonra Sekil 4.4’ de goriildiigii gibi iki adet 1 mm kalinligindaki lamin arasina

yerlestirilmistir.

~ |

Sekil 4.4 Olgiim i¢in hazirlanmus bir doku 6rnegi

Doku kalinliklar1 mikrometre ile 6l¢tilmistir ve tum deneyde kalinhigi 0,3-0,6 mm

araliginda olan doku 6rnekleri kullanilmigtir.

4.3. Deneysel Olgtimler

Toplayici kiire yontemi, optik 6zelliklerin ¢ikarilmasinda yaygin olarak tercih edilen bir
yontemdir. Kullanilan kiirenin i¢ yiizeyi yiiksek yansiticilik ve diisiik sogurmaya sahip
malzemeler ile kaplanmistir. Bu malzemelerle 15181n kiiredeki i¢ yansimalarinin diisiik bir
kayipla dedektore verilmesi saglanmistir. Toplayici kiire kullanilarak doku orneklerine
ait sogurma ve indirgenmis sagilma katsayilarinin belirlenebilmesi i¢in 6 farkli 6l¢iim

yapilmasi1 gerekmektedir. Bu 6l¢iimlerden ti¢ tanesinin sonuglari toplam tranmittans (Mr),
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diger ii¢ tanesi ise toplam reflektans (MRr) degerlerinin hesaplanmasinda kullanilir. Mt

hesab1 igin gerekli 6l¢iimler Sekil 4.5” de sematik olarak gosterilmistir.

Dedektor Dedektor
To Ts

Dedektor

a b C

Sekil 2.5 Toplam transmitans hesabi i¢in gereken dlcuimler

Toplayici kiirenin giris ucu agik olacak bigimde (Sekil 4.5.a) yapilan élglimiin sonucu
elde edilen deger To degeri olarak belirlenmistir. Kiirenin giris ucu kapali olacak bigimde
(Sekil 4.5.b) yapilan 6lgiim sonucu ise Tp olarak tanimlanmistir. Doku 6rneginin numune
tutucu sayesinde toplayici kiirenin giris portuna monte edilerek (Sekil 4.5.c) yapilan

olgtimde elde edilen deger de Ts olarak belirlenmistir. Bu degerlerlerin

Ts—T
MT — s b
To—Tp

(4.1)

esitliginde yerine konulmasiyla Mr degerleri elde edilmis olur. Mr hesab1 i¢in ihtiyag

duyulan ol¢timler ise, Sekil 4.6’da verilmistir.
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Dedektor

a b c

Sekil 2.6 Toplam reflektans hesabu igin gereken dlcuimler

Toplayici kiirenin giris ve ¢ikis uglar1 a¢ik olacak bicimde (Sekil 4.6.a) yapilan 6l¢iim
sonucu elde edilen deger Ro olarak adlandirilmigtir. Toplayict kiirenin ¢ikis ucu %98
yansiticiliga sahip standart bir malzeme ile kapatilarak (Sekil 4.6.b) Rsa degeri elde
edilmistir. Son olarak doku 6rnegi, numune tutucu sayesinde toplayici kiirenin ¢ikis
portuna monte edilerek (Sekil 4.6.¢) yapilan 6l¢iimiin sonucunda Rs degeri elde edilmistir.

Tiim bu degerler;

Rs—Ro
= Tstd
Rsta—Ro

Mg

(4.2)

esitliginde yerine konularak Mr degeri elde edilmistir. Strekli mod ve 14 farkli darbe
modunda yapilan olglimlerde Mr ve Mr degerleri 10 farkli inek karaciger doku
ornekleriyle tekrar edilmistir. Bulunan degerler dokunun optik &zelliklerinden olan
sogurma (u,) ve indirgenmis sagilma (u') katsayilarini belirmek i¢in IAD programina

veri olarak girigmistir.

4.4 TAD Yazilimi

IAD programi; dokularin homojen olmayan yapisim1 modelleyebilmesi, izotropik
olmayan sagilmalar1 ve i¢ yansimalar1 dahil edebilen esneklige sahip olmasi, hizli ve
yiiksek dogruluk oraninda sonuglar verdigi i¢in dokularin optik 6zelliklerini belirlemede

siklikla kullanilmaktadir (Nau, 1999).
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Program arka planinda, isimali taginim denkleminden elde edilen reflektans ve
transmitans degerlerini, girilen deneysel reflektans ve transmitans degerleriyle
karsilastirir. Yaptigi iterasyonlar sonucunda dokunun optik parametrelerinden olan
sogurma (i) ve indirgenmis sagilma katsayisi () larini programin ¢iktisi olarak verir.
Programin kullanilabilmesi i¢in 6l¢lim sonuglarindan elde edilen Mt ve Mr degerlerinin
yani sira kiirenin geometrik Ozellikleri, doku kalinligi, dokunun kiricilik indisi gibi
bilgileri iceren bir veri dosyasina ihtiya¢ duyulur. Ornek bir veri dosyas1 Sekil 4.7° de

verilmistir.

IAD1  # Must be first four characters
# Input Example with a single set of sphere coefficients
# The order of entries is important
# Anything after a ’#’ is ignored, blank lines are also ignored
1.34 # Index of refraction of the sample
1.50 # Index of refraction of the top and bottom slides
1.0 # [mm] Thickness of sample
1.0 # [mm] Thickness of slides
5.0 # [mm] Diameter of illumination beam
0.96 # Reflectance of the calibration standard
1 # Number of spheres used during each measurement
# Properties of sphere used for reflectance measurements
203.2 # [mm] Sphere Diameter (8 in * 25.4 mm/in)
25.4 # [mm] Sample Port Diameter
12.7 # [mm] Entrance Port Diameter
1.00 # [mm] Detector Port Diameter
0.96 # Reflectance of the sphere wall
# Properties of sphere used for transmittance measurements
203.2 # [mm] Sphere Diameter (8 in * 25.4 mm/in)
25.4 # [mm] Sample Port Diameter
0.00 # [mm] Entrance Port Diameter
1.00 # [mm] Detector Port Diameter
0.96 # Reflectance of the sphere wall
2 # Number of measurements, M_R, M_T

Sekil 4.7 TAD programu veri dosyasi (Prahl, 2011)

Bu calismada, inek karacigeri kiricilik indisi olarak literatirde belirtilen 1,39 degeri
kullanilmistir  (Bolin, 1989). Deneyler boyunca kiricilik indisi 1.5 olan 1 mm
kalinligindaki lamlar kullanilmistir. Kiire ile ilgili bilgiler ise iiretici firma tarafindan
hazirlanmis olan kitap¢iktan alinmis olup; kiire ¢ap1 50,8 mm (2 inc), kiirenin giris ve

¢ikis portunun gapi1 12.7 mm dedektor ¢api ise 3.0 mm dir.
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Kiirenin i¢ ylizeyinin yansiticilik orani ise 350-1500 nm dalgaboyu araliginda yaklagik
%99 olarak belirtilmistir (Thorlabs, 2010). Tum bu bilgilere ek olarak, her bir numune
icin elde edilen toplam reflektans ve toplam transmitans degerlerinin ayri ayri
girilmesinin ardindan program ¢alistirilmistir. Programin ¢iktis1 olarak elde edilen
sogurma ve indirgenmis sagilma katsayilar1 ve elde edilen sonuglarin istatistiksel

analizleri Boliim 5” de verilmistir.
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BOLUM 5. SONUC VE TARTISMA

Bolim 4° de belirtildigi sekilde 6lgiilen toplam reflektans (Mr) ve toplam transmitans
(M) degerlerini (IAD) programina girilmesiyle doku orneklerine ait sogurma (u,) ve
indirgenmis sacilma (us) katsayilar1 elde edilmistir. ilk &lgiimler, lazer cihazi stirekli
modda c¢alistirilarak yapilmis olup, elde edilen sonuglarin literatiirde bulunan benzer

caligmalarin sonuglariyla birlikte Tablo 5.1°de verilmistir.

Tablo 5.1-Inek karaciger dokusunun 635 nm dalga boyundaki optik &zellikleri

Ug (mm™1) us (mm™1) Referans

0,27 0,52 (Kienle, 1996)

0,32 0,52 (Karagiannes, 2009)
0,22 0,51 (Arslan, 2018)

0,23 +0,03 0,56 + 0,03 Bu calisma

Bu bilgiler 1s1gmda 10 farkli doku 6rnegi icin lazer cihazinin darbe modunda 14 ayr1 darbe
suresi i¢in ¢alistirilmasiyla deneyler tekrarlanmistir. Deney sonuglarindan elde edilen Mr
ve Mt degerleri IAD programinda girilmis ve her bir darbe modunda dokuya ait sogurma
ve indirgenmis sagilma katsayilart belirlenmistir. 10 farkli doku &rnegi igin de

tekrarlanmis olup elde edilen degerlerin ortalamas1 ve standart sapmalar1 hesaplanmuistir.
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Sekil 5.1 Darbe stresinin bir fonksiyonu olarak sogurma katsayis1

Inek karacigerinin 635 nm’ deki sogurma katsayisi, darbe stresinin bir fonksiyonu olarak
Sekil 5.1°de verilmistir. Koyu mavi ¢izgi surekli durumdaki p, degerini gosterirken; agik

mavi olan bant bu deger tizerindeki hatay1 gostermektedir.
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Sekil 5.2 Darbe suresinin bir fonksiyonu olarak indirgenmis sagilma katsayisi
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Inek karacigerinin 635 nm’ deki indirgenmis sacilma katsayis1 ise darbe stresinin bir
fonksiyon olarak Sekil 5.2 de gosterilmistir. Burada koyu yesil ¢izgi siirekli durumdaki

ue degerini gosterirken, agik yesil bant bu deger tlizerindeki hatay1 gostermektedir.

Bir sonraki adimda siirekli ve darbe modlarinda elde edilen u, ve u; degerlerinin
Denklem 3.1° de yerine konulmasiyla penetrasyon derinlikleri hesaplanmistir. Stirekli
moddaki 635 nm dalgaboylu lazer i¢in inek karaciger dokusundaki penetrasyon derinligi
1,34 £ 0,09 mm bulunmustur. Farkli darbe siireleri i¢in elde edilen penetrasyon derinligi

degerleri, siirekli modda elde edilen deger ile birlikte Sekil 5.3” de verilmistir.
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—
—
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.
L~
-

L | L L L L L n L |
107 10°
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10

Sekil 5.3 Darbe slresinin bir fonksiyonu olarak penetrasyon derinligi

Bu ti¢ sekilde de degisen darbe siireleri, sogurma katsayisi, indirgenmis sagilma katsayisi
ve penetrasyon derinligi degerlerinde 6nemli bir degisiklige neden olmadigi goze
carpiyor. Bununla birlikte, daha net bir ¢ikarim yapabilmek i¢in bu degerler istatistiksel

olarak analiz edilmistir.

5.1. Sonuglarin Istatistiksel Analizi

IAD programindan elde edilen u, ve pg degerlerinin analizinde T-test ve ANOVA (One-

way) testlerinden yararlanilmistir. Stirekli mod ile degisen her bir darbe slresi ayr1 ayri
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karsilastirildiginda, bu darbe slrelerinde yapilan deneylerin sonuglari ile siirekli modda
yapilan deneylerin sonuglar1 arasinda anlamli bir farkin olup olmadigimi belirlemek igin
10 farkli doku 6rneginden yararlanilarak T-testleri yapilmistir (anlamlilik seviyesi a =
0,05 (Chen, 1997)). Sogurma ve Indirgenmis sag1lma katsayilari i¢in ayr1 ayr1 tekrarlanan

bu testlerin sonuglar1 Tablo 5.2” de verilmistir.

Tablo 5.2 T-testlerin p (¢ift kuyruk) degerleri

Karsilastirilan Durumlar p-degeri
Sogurma Katsayisi Siirekli Mod- Darbe Modu (1000 ms) 0,362
Sirekli Mod- Darbe Modu (800 ms) 0,381
Surekli Mod- Darbe Modu (600 ms) 0,526
Surekli Mod- Darbe Modu (500 ms) 0,307
Sirekli Mod- Darbe Modu (300 ms) 0,163
Surekli Mod- Darbe Modu (200 ms) 0,075
Surekli Mod- Darbe Modu (150 ms) 0,922
Sirekli Mod- Darbe Modu (100 ms) 0,055
Surekli Mod- Darbe Modu (80 ms) 0,488
Surekli Mod- Darbe Modu (60 ms) 0,154
Sirekli Mod- Darbe Modu (50 ms) 0,074
Surekli Mod- Darbe Modu (30 ms) 0,452
Surekli Mod- Darbe Modu (20 ms) 0,505
Surekli Mod- Darbe Modu (10 ms) 0,822
Indirgenmis Sagilma Katsayisi Sirekli Mod- Darbe Modu (1000 ms) 0,382
Surekli Mod- Darbe Modu (800 ms) 0,892
Surekli Mod- Darbe Modu (600 ms) 0,850
Sirekli Mod- Darbe Modu (500 ms) 0,991
Surekli Mod- Darbe Modu (300 ms) 0,901
Surekli Mod- Darbe Modu (200 ms) 0,499
Sirekli Mod- Darbe Modu (150 ms) 0,547
Surekli Mod- Darbe Modu (100 ms) 0,964
Surekli Mod- Darbe Modu (80 ms) 0,975
Sirekli Mod- Darbe Modu (60 ms) 0,936
Surekli Mod- Darbe Modu (50 ms) 0,450
Surekli Mod- Darbe Modu (30 ms) 0,850
Sirekli Mod- Darbe Modu (20 ms) 0,934
Surekli Mod- Darbe Modu (10 ms) 0,356

Tablolardan goriildigii tizere, her bir darbe siiresi i¢in p degeri anlamlilik seviyesi olan

0,05 degerinin oldukg¢a lizerindedir. Buna bagli olarak siirekli mod ile degisen darbe
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stirelerinin sogurma ve indirgenmis sagilma katsayilarinin sonuglari tizerinde istatistiksel

olarak anlamli bir etkisinin olmadig: séylenebilir.

Surekli mod ve degisen darbe sirelerinin (15 farkli grup) kendi aralarinda anlamli bir

farkin olup olmadigini belirlemek icin ise ikiden fazla test grubunun oldugu durumlarda

sik sik kullanilan ANOV A testi hem sogurma hem de indirgenmis sacilma katsayilari i¢cin

ayr1 ayrt uygulanmistir. Tablo 5.3 “de bu testlerin sonuglar1 ayr1 ayr1 gosterilmistir.

Tablo 5.3 Farkli darbe siirelerinin sogurma ve indirgenmis sagilma katsayilari igin ANOV A testi sonuglari

Varyans Kaynagi SS df MS F P-degeri F crit
Sogurma
Katsayist Gruplar Arasinda 0,0033 14 0,0002 0,469 0,9459 1,766
Grup I¢inde 0,0674 135 0,0005
Genel Toplam 0,0707 149
. .| Varyans Kaynagi SS df MS F P-degeri F crit
Indirgenmis
Sacilma
Katsayist Gruplar Arasinda 0,0088 14 0,0006 0,2647 0,9965 1,7657
Grup Iginde 0,3222 135 0,0024
Genel Toplam 0,3311 149

Tablo 5.3’ de goriildiigii gibi sogurma ve indirgenmis sagilma katsayilar1 igin elde edilen

p degeri sirasiyla 0,946 ve 0,996 olarak belirlenmistir. Bu degerlerin 0,05’den ¢ok biiytlik

olmalarindan dolay1, darbe siiresinin p, ve pg tizerinde bir etkisinin olmadigi ¢ikarimi

ANOVA testi ile de dogrulanmistir.
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