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OZET

Serviks kanseri, diinyada kadinlarda en yaygin goriilen dordiincii malignitedir. Kanserin
ileri evrelerinde diisiik doz kemoterapi tedavide olumlu yanit vermemektedir. Yiiksek doz
antineoplastik ila¢ kullanimi ise 6nemli yan etkiler olusturur. Tedavideki kisitlayict durum
yan etkileri daha az olan yeni nesil ilaglara ve diisiik doz ilag kullanimin1 saglayacak yeni
tedavi yontemlerine gereksinim olusturmaktadir. Elektroporasyon (EP), kisa ve yiiksek
voltajli elektrik pulslar1 ile hiicre membraninda hidrofilik por olusumu ile membran
gegirgenliginin artirildigi bir yontemdir. Bu ¢alismada, EP ile birlikte bleomisin, sisplatin
ve kalsiyum uygulamasiin (CaEP) serviks kanseri hiicrelerinde (HeLa) hiicre canliligi,
mitokondri membran potansiyeli (A¥m), apoptotik aktivite, hiicre dongiisii, p53, Bax ve
Bcl-2 gen ekspresyonu tizerindeki etkileri incelendi. HeLa hiicrelerine 1 Hz tekrarlama
frekansinda 100 pus puls siiresinde 0,4-3,2 kV/cm elektrik (E) alan uygulandi. Membranda
olusan permeabilizasyon PI yontemi ile akim sitometride degerlendirilirken, hiicre
canliliklart WST-8 yontemi ile ELISA okuyucuda olgiildi. Permeabilizasyonun ve
canlilifin en yliksek oldugu deger etkin E alan degeri olarak belirlendi. HeLa hiicrelerine
uygulanan bleomisin ve sisplatin dozlar1 i¢in hiicrelerin  %50’sini inhibe eden
konsantrasyon degerleri (ICso) sirasiyla 214,11+4,7 uM ve 35,16+3,3 uM olarak bulundu.
EP ile birlikte uygulanan gruplarinin 1Csy degerleri bleomisin igin 0,44+0,3 uM, sisplatin
icin 20,55+4,3uM olarak hesaplandi. Yalniz kalsiyum uygulamasinda hiicre canliliginda
degisim gozlenmez iken CaEP uygulamasiyla hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli
bir azalma goriildii. EP ile birlikte bleomisin ve CaEP maruziyetinde A¥m’nde artis
bulundu. EP maruziyetinin tiim E alan siddetlerinde hiicre dongiisiinde GO/G1 arreste
neden oldugu saptandi. HeLa hiicrelerinde EP uygulamasinin bleomisin sitotoksisitesini
487 kat, sisplatin sitotoksisitesini ise 1,71 kat artirdigi ve CaEP’nin alternatif bir tedavi
yontemi olabilecegi belirlendi.
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ABSTRACT

Cervical cancer is the fourth most common malignancy in women worldwide. Low-dose
chemotherapy in advanced stages of cancer does not give a positive response in treatment.
The use of high-dose antineoplastic drugs creates significant side effects. This restrictive
situation in treatment creates a need for new generation drugs with less side effects and
new treatment methods that will enable low-dose drug use. Electroporation (EP) is a
method in which the membrane permeability is increased by the formation of hydrophilic
pores in the cell membrane with short and high-voltage electrical pulses. In this study, the
effects of EP plus bleomycin, cisplatin and calcium administration (CaEP) on cell viability,
mitochondrial membrane potential, apoptotic activity, cell cycle, p53, Bax and Bcl-2 gene
expression in cervical cancer cells (HeLa) were investigated. An electric (E) field of 0.4-
3.2 kV/cm was applied to HeL a cells at a repetition frequency of 1 Hz and a pulse duration
of 100 ps. While the permeabilization of the membrane was evaluated in flow cytometry
with the Pl method, cell viability was measured in an ELISA reader with the WST-8
method. The value with the highest permeabilization and vitality was determined as the
effective E area value. The concentration values (ICsp) that inhibited 50% of the cells for
bleomycin and cisplatin doses applied to HeLa cells were found to be 214.11+4.7 uM and
35.16£3.3, respectively. The ICsy values of the dose groups administered with EP were
calculated as 0.44+0.3 uM for bleomycin and 20.55+4.3uM for cisplatin. While no change
was observed in cell viability in calcium application alone, a statistically significant
decrease was observed in cell viability with CaEP application. An increase in AWYm was
found with EP as well as bleomycin and CaEP exposure. It was determined that EP
exposure caused GO/G1 arrest in the cell cycle at all E field intensities. It was determined
that EP application in HeLa cells increased bleomycin cytotoxicity 487 times and cisplatin
cytotoxicity 1.71 times, and that CaEP could be an alternative treatment method.
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1. GIRIS

Diinya genelinde 6nemli bir saglik sorunu olan kanser, viicut organizsayonunun en temel
6gesini olusturan hiicrelerde baslar. Normal fizyolojik kosullarda viicudun ihtiyact halinde
olen eski hiicrelerin yerine yeni hiicreler olusur. Bazen bu siire¢ yanlis islemeye baslar yeni
hiicreler, ihtiya¢ olmadigi durumlarda dahi biiyiir ve eski hiicreler gerektiginde 6lmezler.
Bu siire¢ sonunda viicutta olusan Kitle veya anormal hiicreler, tiimor adi verilen bir kiitle
olustururlar. Timorler benign veya malign olarak siniflandirilmaktadir. Benign
tiimorler kanser olarak tanimlanmazken, malign timérler ise kanserdir ve yakin bolgedeki
dokulara invazyon egiliminde olup viicudun diger bolgelerine yayilabilirler. Kanser,
diinyada 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada bulunmaktadir. Serviks kanseri de diinyada
kadinlarda en yaygin goriilen dordiincii kanser tiirii olup, en sik goriilen jinekolojik
kanserdir. Hastaligin etiyolojisi cogunlukla Insan Papilloma Viriisii (HPV) enfeksiyonu ile
baglantilidir. Tiimor boyutuna bagli olarak serviks kanseri i¢in tercih edilen tibbi tedaviler;
cerrahi, radyasyon tedavisi, kemoterapi veya bunlarin kombine uygulamalaridir.
Kemoterapi gerek diger tedavi segenekleri ile kullanimi gerekse tek basina kullanimi
tedavide onemli bir yere sahiptir. Fakat bununla birlikte, artan sayida tekrarlayan vakalarin
varligi, terap6tik uygulamalarin iyilestirilmesi ve yeni tedavi yontemlerinin uygulanmasi
icin acil bir gerekliligi gostermektedir. Bleomisin ve sisplatin dahil olmak {izere ¢ok sayida
farklh 6zellikte kemoterapdtik ilaclar serviks kanseri tedavisinde kullanilmaktadir. Ancak,
hiicre membranmin yapisi kullanilan kemoterapétik ilaglarin hiicre igine girigini sinirh
kilmaktadir. Bu sorun tedavide yliksek doz kullanimi ile asilmaya calisilmaktadir. Fakat
yiiksek doz ila¢ kullanim1 saglikli hiicrelere 6nemli derece zarar vererek oliimlerine neden
olabilmektedir. Bu nedenle, diisiikk doz ila¢ kullanimi ile etkili bir tedavi saglayacak yeni

yontemlerin gelistirilmesi serviks kanseri hastalarinin tedavisi i¢in kritik 6neme sahiptir.

Biyoteknoloji, tip, kanser ve hiicre aragtirmalar1 gibi alanlarda, normal hiicre membrani
isleviyle uyumlu olmayan kimyasal tiirlerin hiicre membrani1 boyunca tasinmasi énemlidir.
Bu yilizden molekiillerin hiicre membranindan transportunu saglamak icin mekanik,
kimyasal, biyolojik ve elektriksel (elektroporasyon) olmak iizere cesitli yontemler
gelistirilmistir. Elektroporasyon (EP), giiclii elektrik pulslarinin (1 ps ila birka¢ ms igin 1-4
kV/cm) uygulanmasiyla birlikte hiicre membraninda nanometre boyutlarinda gegici

porlarin olusmasini saglayan basit ve nispeten toksik olmayan fiziksel bir yontemdir. EP
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yontemi, normalde membrani gecemeyen (DNA, RNA, proteinler, antikorlar, ilaglar vb.)
molekiillerin gec¢isine olanak saglayan bir olgudur. Membranlarin sarj siiresine kiyasla
hiicrelere yiiksek yogunluklu elektrik alanlarin uygulanmasi, yiikiin yeniden dagilimina ve
dinlenme potansiyeline ek olarak bir transmembran potansiyelinin olusmasina neden olur.
Transmembran potansiyeli birka¢ yiiz milivoltu astiginda, membran kararsizliklarina yol
acan yapisal diizenlemeler yeniden baglar ve kararsiz zar daha sonra sekil degistirerek nano
Olgekli goézenekler olan hidrofilik yollar olusturur ve molekiil transferi ise bu

gbozeneklerden elektriksel kontrol altinda veya difiizyon yoluyla gergeklesir.

Elektrokemoterapi (EKT), hiicre membranmi tarafindan zayif gegirgenlige sahip bir
sitotoksik kemoterapdtik ajanin geri gonilisimlii EP uygulamasi ile birlikte uygulanarak
hiicre i¢ine ilag¢ difiizyonunu artiran, lokal ve termal olmayan bir tiimér tedavi yontemidir.
EKT ile kemoterapdtik ajanin dozu diisiiriilerek tedavi sonrasi olusan yan etkiler
azaltilabilmektedir. Bunun yaninda tedavide kullanilan mevcut kemoterapétik ilaglar
yerine farkli yeni nesil anti-kanser ilaglarin gelistirilmesi gerekliligi de devam etmektedir.
Cogu anti-kanser uygulamasi, hiicre i¢i kalsiyum (Ca*?) sinyal mekanizmalarini etkiler ve
kanser tedavisinde hedef olarak Ca*? yolaklarmi destekler. Kemoterapétik ajanlarin yani
sira son yillarda yapilan calismalarda Ca*?elektroporasyonun (CaEP) ATP miktarinin
azalmasina bagli olarak tiimor hiicrelerinin 6liimiine neden olabilecegi ifade edilmektedir.
Bu durum yan etkileri fazla, uygulama zorluklar1 ve maliyeti yiiksek olan kemoterapotik
ajanlar yerine yan etkileri ¢ok daha az ve ucuz olan Ca*? ‘un EP ile birlikte kanser

tedavisinde kullanilabilecegi fikrini desteklemektedir.

Bu caligmada, serviks kanseri hiicrelerinde (HeLa) EKT uygulamas: ile kemoterapotik
ilaglarin etkisinin degerlendirilmesi, minumum ila¢ dozlarinda maksimum sitotoksisite ve
kanserli hiicre Oliimiiniin saglanmasi ve bu sayede saglikli hiicre Oliimlerinin Oniine
gecilerek kemoterapi kaynakli yan etkilerin azaltilabileceginin belirlenmesi, bunun yaninda
CaEP’nin HeLa hiicrelerindeki sitotoksik etkisinin arastirilmasi ve olusan etkilerin
hiicresel mekanizmalarla olan iligkisini belirleyerek literatiire katki sunulmasi amaglandi.
Ayrica bu tez c¢alismast CaEP’nin HelLa hiicreleri {izerine etkilerinin ilk kez
degerlendirildigi, Tiirkiye’de yapilan bir arastirma olmasi bakimindan da 6zgiin ve farklilik
gostermektedir. Calisma neticesinde alinan sonuglarin Tiirkiye’de serviks kanseri

tedavisinde EKT ve CaEP’nin klinik uygulamalarina 151k tutacagi diistiniilmektedir.



Calisma 4 agamada planlandi ve uygulandi.

1. Asama; Farkl elektik (E) alan siddetlerinin HeLa hiicrelerinin hiicre canliligi ve
permeabilizasyon degerleri tizerindeki etkilerini belirleyerek EKT ve CaEP uygulamalari

icin etkin E alan degerinin belirlenmesi.

2. Asama; Calisma i¢in seg¢ilen kemoterapotik ajanlarin (bleomisin ve sisplatin) ve
CaCl,’nin belirlenen dozlarda HeLa hiicreleri Uizerindeki sitotoksik etkilerinin belirlenmesi

ve hiicrelerin yarisini inhibe eden konsanstrasyon (ICsg) degerlerinin hesaplanmasi.

3. Asama; EKT ve CaEP uygulamalarinin HeLa hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkilerinin
belirlenmesi, 1Csy degerlerinin hesaplanmasi ve EP uygulamasinin sitotoksisite tizerindeki

etkisini belirlenmesi.

4. Asama; FEtkilerin hiicresel mekanizmalar diizeyinde belirlenmesi i¢in mitokondri
membran potansiyeli (AWm), hiicre siklusu ve gen ekspresyon (p53, Bax, Bcl-2)

degisimlerinin belirlenmesi.

Bu tez caligmasi 6 bolimden olusmaktadir. Boliimlerde agiklanan konular ve sonuglar

asagidaki sira ile verilmistir.

2. Boliim; Elektroporasyon teorisi ile baglamakta olup geri doniisiimlii ve geri doniisiimsiiz
elektroporasyon tiirleri, EKT uygulamasi, kemoterapotik ilaglarin etki mekanizmasi,
kalsiyum ve CaEP mekanizmalari, hiicre oliimii ve serviks kanserinin agiklanmasi ile

tamamlanmaktadir.

3. Boliim; Deney calisma gruplar1 ve deney planlamasi ile baslayip ¢alisma sirasinda
kullanilan cihaz ve malzemelerin sunulmasi, hiicre kiltiirti, analiz protokolleri ile devam

edip deney uygulama yontemlerinin verilmesi ile son bulmaktadir.

4. Bélim; Farkli E alan siddetlerine bagli olarak hiicre canliligi/sitotoksisite ve
permeabilizasyon bulgulart ve etkin E alan degerinin belirlenmesi, ilag ve CaCl,
uygulamalarinin canlilik {izerindeki etkileri ve ICsy degeri bulgulari, EKT ve CaEP

maruziyetinin canlilik ve sitotoksisite tizerindeki etkilerine dair bulgular, EP ve EP’siz



yapilan uygulamalarin AWm, hiicre dongiisii ve gen ekspresyonu degisimlerine ait bulgular

verilerek tamamlanmuistir.

5. Boliim; Deney sonuclarindan elde edilen etkin E alan degeri, ICsy degerleri,
uygulamalarin sitotoksisite lizerindeki etkileri ve mekanizmalara ait bulgular literatiirde

mevcut ¢alisma sonuglari ile kiyaslanarak degerlerlendirilmesini igermektedir.

6. Boliim; Deney caligmalarindan aliman biitiin sonuglarin yorumlanarak c¢alismanin

literatiire katkisin1 kapsamaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Elektroporasyon Teorisi

Hiicre membrani, ¢ift tabaka halinde spontan sekilde organize olan lipitler (fosfolipitler,
glikolipitler ve kolesterol), karbonhidratlar ve proteinlerden olusur. Hiicre membraninin
fosfolipit bileseni, “bas” kisim olarak adlandirilan hidrofilik (polar) yapi ve "kuyruk"
olarak bilinen hidrofobik (apolar) yapidan olusur. Bu yap1 sayesinde hiicre membrani sulu
elektrolit ¢ozeltisinde bas kismi dig ve kuyruk kismi ise i¢ kisimda olacak sekilde
kendiliginden toplanarak ¢ift tabakay1 meydana getirir.

Hiicre membranina elektriksel agidan bakildiginda her iki tarafi sulu elektrolit
cozeltileriyle ¢evrelenmis ince bir yaliim katmani olarak disiiniilebilir. Pulslu E alan
uygulamasi gibi belirli kosullar altinda, membranin biitlinliigii gecici olarak bozulur ve
bilesenlerinin yeniden diizenlenmesi ile zardan gecemeyen molekiillerin tasinmasina

olanak saglayan sulu hidrofilik gézeneklerin olusumuna yol agar.

Ekstraselliiler St
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protein Glikoprotein Karbonhidrat

Kanal proteini Hidrofilik bas R
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Fosfolipit vapt

Glikolipit Yiizey "E
Periferal protein proteini Hidrofobik kuyruk =
Alfa sarmal
protein
Sitoplazma

Sekil 2.1. Hiicre membrani ve fosfolipit yap1

EP, hiicre ve dokulara pulslu E alan uygulamasi ile membranda nanometre (nm) boyutunda

hidrofilik porlar olusturarak membran gegirgenliginin artirildig1 biyofiziksel bir olaydir.




EP’nin altinda yatan mekanizma heniliz tam olarak anlasilmamis olsa da, siireci
tanimlamak igin iki teorik model 6nerilmektedir: Por olusumu teorisi ve lipit ¢ift tabakada

kararsizlik teorisi [1-6].

2.1.1. Por olusum teorisi

Hiicre membraninin yapisal biitiinligii, uygulanan pulslu E alan tarafindan bozulabilir,
fakat fizikokimyasal mekanizmalar, lipit ¢ift tabakanin yeniden diizenlenmesine olanak

saglar [7].

Geleneksel yontemlerle nm boyutundaki porlar1 gézlemlemek ve gecirgenlestirme
dinamiklerini ayrintili olarak karakterize etmek miimkiin degildir. Bu nedenle hesaplama
yontemlerini kullanmaya ihtiya¢g vardir. Son zamanlarda yapilan g¢alismalarda lipit ¢ift
tabakas1 tizerindeki pulslu E alan etkilerini arastirmak ig¢in molekiiler dinamik (MD)
simiilasyonlar1 kullanilmistir [8, 9]. MD simiilasyonlar1 gergeklestirilirken belirli bir t
anindaki kuvvet, konum, hiz veya momentum gibi biiytikliikler verilir ve daha sonra bu
biiyiikliiklerin t+At zamanindaki durumunu tahmin etmek igin kullanilir. Burada At bir

femtosaniye (10™°s) zaman birimidir.

Por olusumu, pulslu E alan uygulandig: siirece gerceklesir. Pulslu E alan kaldirildiktan
sonra, su molekiilii ve fosfolipit bag grubu ters yonde membranin i¢inden disar1 go¢ ederek
por boyutunda bir azalma gozlenir. Olusan elektroporun yasam dongiisii por olusumu ve

por kapanmasi olarak iki ana adimla karakterize edilmektedir. [10].

Hiicreye pulslu E alan uygulandiginda su molekiilleri membran yapisinin diizenlenmesini
indiikleyerek ¢ift tabaka arasinda gé¢ etmeye baslar. Daha sonra membranin i¢ kismindaki
fosfolipit bas grubu olusan yeni yapilanmaya goére diizenlenir ve por olusumu tamamlanir

[11].

Porun kapanmasi uygulanan E alanin kaldirilmasiyla baslar. Kapanma evresinde por
boyutunun kiiciildiigii yar1 kararli bir durum s6z konusudur. Siirecin devaminda
fosfolipitlerin bas gruplar1 ve su molekiilleri membranin disina dogru go¢ etmeye baslar,
fosfolipit gruplar1 tamamen membrandan ¢iktiginda sadece su molekiilleri ¢ift tabakanin

icindedir ve stabil membran yapisina donmek lizere membranin iki tarafina hizla hareket



ederler. Porun kapanma siireci por olusumundan daha uzun bir siiregtir, MD ayrica olusan
porlarin yasam dongiisiiniin bazi adimlarinin alana bagimli oldugunu, digerlerinin ise E

alan giictinden daha az etkilendigini gostermistir [11, 12].
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Sekil 2.2. Por olusum teorisi a) Por olusumu, b) Porun kapanmasi

2.1.2. Lipit cift tabakada kararsizlik teorisi

Pulslu E alan uygulamasi hiicre membraninda gecici kararsizliga neden olur. Gegici
membran kararsizligl, hiicrenin islevselligini ve en kotli durumda yasayabilirligini
etkileyebilecek bir stresi temsil eder. Pulslu E alaninin uygulanmasindan sonra, hiicrelerde
meydana gelen hasar1 kontrol etmek i¢in hiicrelerin dakika/saat’ler siiresince izlenmesi

gerekir.




Elektro-gegirgenlestirme olayr biri puls uygulamasi sirasinda ve digeri puls
uygulamasindan sonra olmak iizere birbirini takip eden iki adimda ortaya cikar. ki siireg
de farkl1 kinetiklere sahiptirler. Ilk adim hizlidir (ps ila ms) ve kisadir, E pulsunun olmasi
gerekir ancak hiicre 6liimiinii 6nlemek i¢in uygulanan E alanin siddetine bagli bir sinir

vardir. Bu adim sirasinda elektroforetik etkiler gézlemlenebilir.

Ikinci adim ise, pulslu E alan uygulamasindan sonra birka¢ saniyeden birka¢ dakikaya
kadar siiren uzun ve yavas bir siiregtir. E alan uygulanmasi membran potansiyelinde artisa
neden olur. Bu artig kritik bir degere (200 mV) ulasirsa, lipit ¢ift tabaka membran
tizerindeki kuvvetlere dayanamaz ve sizmalar gergeklesebilir. Membran {izerinde
indiiklenen sizintt durumunu ms zaman Slgeginde zarin yeniden diizenlenmesi takip eder.
Sizintilarin  yavag bir sekilde kapanmasi saniyeler siiresince gozlemlenir ve bdylece
membran, biitinligiini geri kazanabilir. Membranin biitiinliiglinii geri kazanmasi biiyiik
Ol¢iide sicakliga baglidir, hiicreler diisiik sicaklikta (4°C) saatlerce gecirgen tutulabilirken
37°C'de hizli bir kapanma gerceklesir. Membranin biitlinliigiinii geri kazanmasindan sonra
canlilik etkilenmez fakat membran yapisi hala degisken durumdadir. Hiicrenin baslangi¢
durumuna geri donmesi igin saatlere ihtiyaci vardir. Bu durum elektro—gecirgenligin
sadece lipit ¢ift tabakanin degisim siireci olmadigmni, hiicre davraniglarii da igeren

hiicresel bir siire¢ oldugunu gostermektedir [6, 13].
2.1.3. Membran potansiyeline etki

Biitiin canli hiicrelerde intraseliller ve ekstraseliiler ortam arasinda bir elektriksel
potansiyel fark vardir. Bu potansiyel fark, istirahat membran potansiyeli olarak
isimlendirilir. Olusan potansiyel farkin sebebi membranin i¢i ve digi arasindaki yiik
dagiliminin farkliligindan kaynaklanir. Hiicrede ektraseliiler ortamada pozitif ytik fazlalhigi,
intraseliiler ortamda ise negatif yiik fazlaligi mevcuttur. Bu nedenle istirahat durumunda
hiicrenin i¢i disina gore daha negatiftir. Membranin tek bir iyona gegirgen oldugu durumda
istirahat membran potansiyeli Nernst denklemi (2.1) ile ifade edilir. Bu durumda membran

potansiyeli, 0 iyonun denge potansiyeline esit olur.

_ RT [X]ars
E, = — In Xl

(2.1)



Biyolojik membranlar birden ¢ok iyona gecirgenlik gosterir. Bu durumda istrahat membran
potansiyeli sadece intraseliiler ve ektraseliiler ortamdaki iyon konsantrasyonlarina degil,
membranin bu iyonlara ait gegirgenlik degerine de bagimli olur. Bu durumda istirahat

membran potansiyelini hesaplamak i¢in Goldman-Hodgkin-Katz denklemi (2.2) kullanilir.

Pg[K]ais + PnalNalais + PcilCl
Pk[Klic + Pna[Nalic + PcilCl] ais

E, = RF—Tln 2.2)

Burada R evrensel gaz sabiti olup 8,314 JK™ mol™ ‘e esittir. T Kelvin cinsinden sicakliktir,

z iyon tiiriiniin degeridir, F Faraday sabitidir ve 96,485 C mol™

e esittir. P, membranin o
iyona kars1 gosterdigi gecirgenlik ifadesidir. [X]as, hiicre disi ortamdaki iyon tiirliniin
konsantrasyonudur ve [X];, iyon tiiriiniin hiicre i¢i konsantrasyonudur. Dinlenim membran
potansiyeli hiicreden hiicreye gore degisiklik gosterir, ndronlar i¢in -70 mV, iskelet kas1

hiicresi i¢in -90 mV ve epitel hiicreleri i¢in -50 mV civarindadir.

Canl1 hiicrelerin bulundugu biyolojik bir siispansiyona pulslu E alan uygulandiginda hiicre
membrani iizerinde zit isaretli yiiklerin birikmesine neden olur bu durumda zarin i¢ ve dis

kism1 arasindaki potansiyel farka indiiklenmis transmembran potansiyeli denir ve AYi

denklemi (2.3) ile ifade edilir [14].

AY; = f.E.R.cos(0).|1 — e_#] (2.3)

R hiicrenin yarigapidir, 0, A¥'nin hesaplandig1 nokta ile uygulanan E alan arasindaki
agidir, T denklem (2.4)’de gosterildigi gibi hiicrenin dielektrik ve geometrik 6zelliklerine
bagli parametredir. t,, Membran sarj siiresi sabiti olup, zarin (omem), sitoplazmanin (os;t),
dis ortamin (o) gegirgenligine ve membranin dielektrik 6zelligi (emem) ile zar kalinligina

(d) baghdir ( Denklem 2.5).

3.0m[3.d.R?.0it +(3.d%2.R—d3)(omem—03sit)]

= (2.4)
f 2.R? (O'mem"‘zo'm)(o'mem"'%o'sit)_Z(R - d)3(om=0mem) (Osit—20mem)
R_Emem/
Tm = Zomos: R d (2.5)

—0-
20m+og d TeEM
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Yalitkan bir zara sahip kiiresel sekilli hiicreler diistintildiigiinde, Gmem > om, Gsit ve f faktorii
3/2’ye esit olarak basitlestirilebilir. Bu sadelestirme Schwan denklemi (Denklem 2.6) ile
verilir [15, 16].

Ap; = 2. E.R.cos(6) (2.6)

Schwan denklemi, elektroporasyon veya elektroflizyon i¢in kritik transmembran
potansiyeline ulasmak i¢in gereken E alanini belirlemek amaciyla yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, Schwan denklemi sadece homojen bir dis E alana
maruz kalan kiiresel sekilli hiicreler igin gegerli olup farkli sekilli parcaciklar durumunda

sekil faktoriiniin dahil edilmesi gerekmektedir [17-19].

Katod < Anoct

cos(8)=0 ., Ay=0

0

cos(6)=1 g
A, =max
/J’ *.
/ \mﬂrz
ﬂ'- Yo
= f.E.R.cos(f)

Sekil 2.3. Yarigap1 R olan kiiresel parcaciga uygulanan E alan. Kirmiz1 oklar dinlenme
potansiyelini (AWy) ve siyah oklar indiiklenmis transmembran potansiyelini
(AY;) temsil eder.

Elektriksel yiiklerden olusan karmasik bir sistem olan hiicre, pulslu bir E alana maruz
kaldiginda hiicre membraninin topolojisi degisir. Pulslu E alan uygulamasinin hiicre
tizerinde goriilen ilk etkisi, hiicrenin seklini kiireselden elipsoide dogru degistirmesidir. E
alan uygulamas1 ¢ogunlukla hiicre iskeletine baglanmis proteinleri etkileyerek membran

proteinlerinde bir takim degisikliklere yol agar [20].
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2.1.4. Geri doniisiimlii ve geri doniisiimsiiz elektroporasyon

Elektro-permeabilizasyon bir esik olgusudur ve puls parametrelerinin 6zelliklerine bagli
olarak geri doniistimlii veya geri doniisiimsiiz por olusumuna neden olabilir. Hiicre zarinda
gegici sulu gozeneklerin olusumunu tetiklemek igin, uygulanan E alan 200 mV - 1V

araliginda kritik bir degere ulagmalidir [21, 22].

EP’nin etkinligi, uygulanan E pulsu parametrelerine (pulsun sekli, sayisi, siiresi ve siddeti)
baglidir. Membran elektroporasyonunu saglayan uygulamalar olduk¢a kisa siireli
(mikrosaniye (us), milisaniye (ms)) ve E alan siddeti ise kV/cm’ler diizeyindedir. E alan
esik degerin altinda tutulursa, hiicre membrani orijinal durumunu geri kazanabilir ve
boylece geri doniigiimlii elektroporasyon’dan bahsedilebilinir [23]. Geri doniisiimlii
elektroporasyonda 1 ps ile 1 ms arasinda pulslar uygulanarak 0,5-1 V arasinda
transmembran potansiyeli olusturulur. Boyle bir yiikselme i¢in E pulsunun genligi 1000-
10.000 V/cm arasinda olmalidir. Geri doniisiimlii elektroporasyon, membranin gegici
yiiksek iletkenlik durumudur ve hiicrelerin canliligini korudugu normal sartlarda altinda
membran tarafindan dislanan tipta ve biyoteknolojide, kiiciik molekiillerden (floresan
boya, ilaglar, vb.) biiylik molekiillere (DNA, antikorlar, vb.) kadar degisen maddeleri hiicre
icine girisini saglamak i¢in kullanilir [20, 24].
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Sekil 2.4. Elektroporasyon uygulamalari

Eger E alan esik degeri asarsa, hiicre membran1 hasar goriir ve hiicre canlilig1 tehlikeye
girer bu durum, geri doniisiimsiiz elektroporasyon’dur [25, 26]. Geri doniisiimsiiz
elektroporasyon hiicrede kimyasal strese yol agarak hiicre dliimiine neden olmaktadir. Geri

dontisiimsiiz elektroporasyon non-termal etkisi ile tiimor ablasyonunda kullanilmaktadir

[27].
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Sekil 2.5. Elektroporasyon uygulamasinin etkileri: E alan siddeti ve maruz kalma siiresinin
bir fonksiyonu olarak geri doniisiimlii - geri doniisiimsiiz elektroporasyon ve
termal etki

2.1.5. Elektroporasyon verimliligini etkileyen faktorler
Hiicrelere uygulanan EP’nin verimliligini etkileyen birgok faktoér vardir. Bunlar; E alan
siddeti, puls genisligi, puls sayist ve seklidir. Etkili bir EP uygulamasi i¢in bu faktorlerin

iyi belirlenmesi gereklidir.

FElektrik alan siddeti

E alan siddeti, EP’nin verimini ve hiicre canliligimi etkileyebilecek en 6nemli faktordiir.
Hiicreleri elektropore etmek igin indiiklenmis transmembran potansiyeli (AW;), esik
potansiyele yaklagsmak i¢in yeterince biiyiik olmalidir. Denklem 2.6’da goriildiigi gibi AW;,
E alan siddeti ile dogru orantihdir. Uygulanan E alan ¢ok diisiikk ise AY;, esik
potansiyelden ¢ok daha kiigiik olacak ve hiicre membraninda elektriksel bozulma meydana
gelmeyecektir. Bu durumda hiicreler uygun sekilde elektropore olamazlar. Diger taraftan,
uygulanan alan siddeti gok yiiksek ise AW;, esik potansiyelden ¢ok daha biiyiik olacak ve
geri doniisii olmayan membran bozulmasina yol agacaktir. Bu durumda membranda olusan
porlar kapanmaz ve hiicre 6liimii meydana gelir. Bu nedenle uygun bir alan kuvvetinin
secilmesi EP uygulamasi i¢in kritik bir adimdir. Denklem 2.6’da goriilebilecegi gibi sabit
bir indiiklenmis tranmembran potansiyeli olusturmak i¢in gereken alan siddeti, hiicrenin
yarigapt ile ters orantilidir. Dolayisiyla, kiiglik hiicreleri elektropore etmek i¢in kullanilan

alan siddeti ¢cok yliksek olup yaklasik olarak olarak 10 kV/cm diizeyindedir. Memeli kiiltiir
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hiicreleri gibi daha biiylik hiicreler i¢in uygulanan alan siddeti ise yaklasik 1-2 kVem’dir
[1, 28, 29].

Puls genisligi

Etkili bir EP icin en 6nemli ikinci parametre puls genisligidir ve t ile ifade edilir. t, ¢ok
kisa oldugunda, zarda elektriksel bir bozulma meydana gelebilmesi i¢in yeterli zaman
olmayacaktir. Ancak ¢ok uzun bir 1, membranda asirt hasara neden olur ve hiicre
canliligini devam ettiremez. Kare puls kullanildiginda, tipik darbe genisligi ms’nin
1/10'undan daha azdir. E alan siddetinin ve puls genisligi parametrelerinin birbirini
tamamladigi bulunmustur. Belirli bir hiicre tipi igin puls genisligi azaltildiginda optimal E

alan degeri artar [29].

Puls savisi ve sekli

EP’de en sik kullanilan iki tiir dalga sekli vardir. Bunlar, eksponansiyel dalga ve kare
dalga’dir. Eksponansiyel dalga formu genellikle bakteri ¢aligmalarinda kullanilmaktadir.
Kare dalga pulsu ise, daha ¢ok memeli hiicre ¢alismalarinda, elektrokemoterapi ve DNA
transferinde tercih edilmektedir. Biiyiik voltaj kuyruk profilinden dolay1 ekponansiyel
dalga pulsu elektroforatik harekete yol acarak hiicrenin iletkenligini yiiksek degerlere
cikarabilmektedir fakat varyanslari fazladir. Kare dalga pulsun voltaj ve siiresi sabittir. Bu
yiizden ilacin membrandan kontrollii olarak uygulanmasi kare dalga puls ile daha iyi
yapilabilmektedir. Etkili membran elektroporasyonu igin bazi hiicrelerde tek bir darbe bile
yeterli olabilmektedir. Fakat ¢ogu hiicre tipinde ¢oklu pulslarin uygulanmasi gen transferi
ve elektrokemoterapi verimliligini biiyilk 6l¢iide artirmaktadir. Elektrokemoterapi

uygulamalarinda 8 kare dalga pulsu kullanilmaktadir [30].
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Sekil 2.6. Elektroporasyon parametreleri a) Eksponansiyel puls, b) Kare puls ve ¢) Puls
genisligi

2.2. Elektrokemoterapi (EKT)

Kanser tedavisi multidisipliner bir yaklasim gerektirir. Genel olarak kanser tedavisinde ii¢
ana tedavi yontemi vardir: Cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi. Cerrahi ve radyoterapi lokal

ablatif tedavileri temsil ederken, kemoterapi sistemik bir tedavi yontemidir.

Kemoterapinin amact kanser hiicrelerinin biiylimesini yavaslatmak, durdurmak ve
hiicreleri 6liime siiriiklemektir. Kemoterapinin sistemik bir tedavi olmasi nedeniyle
tedavide kullanilan kemoterapotik ilaglar tiim viicudu etkiler. Kemoterapétik ilaclar hizla
biiyiiyen kanser hiicrelerine saldirirlar, ancak bunun yaninda hizla biyiiyen saglikli
hiicreleri de 6nemli derecede etkilemektedir. Hiicre membraninin 6zelligine bagli olarak
kemoterapotik ilaglarin membrani gecememesi tedavi etkinligini 6nemli derecede

azaltmakta ve yan etkileri artirmaktadir. Kanser tedavisinde ilag dozunun artirilmasi
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tedavide olumlu sonuglar ortaya cikarsa da hastalarin bagisiklik sisteminin zayiflamasina
ve saglikli hiicrelerin Oliimiine yol acar. Mide bulantisi, kusma, istah kaybi, sag
dokiilmeleri ve agiz yaralar1 kemoterapinin en sik goriilen yan etkileri arasindadir.
Kemoterapi, kemik iligi hiicrelerine zarar vererek kan hiicresi sayilarinda diisiislere neden
olmaktadir. Beyaz kan hiicrelerinin yapimindaki yetersizlikten dolayr artan enfeksiyon
olasiligi ve diisik kirmizi kan hiicresi sayimi ile nefes darligt gibi problemler

kemoterapinin 6nemli yan etkileri arasindadir.

EP, biyokimyasal ve farmakolojik olaylar1 incelemek amaciyla farkli molekiillerin hiicre
membrani boyunca taginmasini kolaylastirmak i¢in kullanilir. Dig E alan uygulamasi,
hiicre membraninin transmembran potansiyelini degistirir. Esik deger asildiginda hiicre
membraninda porlar olusturularak membranin gegirgenliginin artmasi saglanir [31].
Kemoterapotik ilaglarin  varliginda olusan porlar hiicre i¢i ilag birikimine ve
sitotoksisitenin artmasina neden olur. EP, bleomisin, sisplatin, melfalan, metotreksat,
doksorubisin, vb. gibi ¢esitli kemoterapétik ilaglarin hiicre igi konsantrasyonunu saglamak

ve artirmak i¢in etkili bir uygulama yontemidir [32, 33].

EKT, zayif niifuzlu bir sitotoksik madde uygulamasi ile geri doniistimlii elektroporasyon
uygulamasini birlestirerek ilag diflizyonunu gelistiren lokal ve termik olmayan bir timor
tedavi yontemidir. Hiicre dis1 ila¢ konsantrasyonunun en yiiksek oldugu zamanda
gerceklestirilen geri dontisiimlii EP uygulamasi kemoterapétik ilaglarin hiicre i¢ine alimini
kolaylastirarak iyi bir anti-tiimor etkinlik saglamaktadir [34]. EKT alternatif bir tedavi
yaklasimi1 olarak veya standart tedaviler (cerrahi, kemoterapi, radyoterapi) sonrasinda
palyatif tedavi olarak kullanilabilir. Dolayisiyla EKT ile kemoterapdtik ajanin dozu
digiiriiliirken ve yan etkilerin siddeti azaltilabilir. Elektrokemoterapi yonteminin etkinligi,
pulslu E alan uygulamasindan sonra olusan vaskiiler kilit, vaskiiler bozulma ve

organizmada gelisen immiin yanit ile artmaktadir [35, 36].
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Sekil 2.7. Elektrokemoterapi Uygulamasi

2.2.1. Bleomisin

Bleomisin, 1966 yilinda Japonya'da bir komiir madenindeki topraktan toplanan
streptomyces verticillus mantarimin kiiltiirtinden izole edilen suda ¢6zilinlir yapida bir

glikopeptit antibiyotigidir [37, 38].

Bleomisinin sitotoksisitesi, uzun hiicre dongiisiinii durdurmasina, apoptoza ve mitotik
hiicre 6liimiine neden olan, DNA fragmantasyonu olarak goriilen tek ve ¢ift zincirli DNA
kiriklar1 yapabilme yeteneginden kaynaklanir [39-42]. DNA kiriklarinin olusmasi ¢ok hizli
gerceklesir. Hiicre igerisine bleomisin girisinden itibaren 30 sn i¢cinde DNA'nin
parcgalandig1 gosterilmistir [43, 44]. Bleomisinin, zincir kiriklar1 olmaksizin serbest niikleik
bazlarin salinimi, RNA'nin oksidatif bozunmasi ve lipit peroksidasyonu gibi hiicre hasarina

neden olan bagska etkilere sahip olabilecegi ifade edilmistir [41, 45].
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Antineoplastik bir ajan olarak bleomisin, Hodgkin hastaligi, Hodgkin dis1 lenfoma, testis
kanseri ve serviks kanseri gibi bircok kanser tiiriinlin tedavisinde yaygin olarak klinikte
kullanilmaktadir. Bleomisin, intraselliiler olarak asir1 derecede toksik etkiler gosterir.
Ancak bu c¢ok yiiksek igsel sitotoksisite, bleomisinin hiicre zarindan serbestce
gecememesiyle siirlidir. Yapilan calismalarda hiicre dis1 ortama eklenen bleomisin’in
%0,1’den daha azinin hiicrelerle iligkili hale geldigi ve bleomisinin sitotoksisitesinin

elektroporasyon ile 300-700 kat artirilabilecegi goriilmektedir [40, 41, 43, 46-48].

, Bleomisin-Fe(I)}-O, +——

Bleomisin+Fe(II}+0, Bleomisin-Fe(III}-0,

Bleomisin-Fe(IIT}-O0H
Altif bleomisin

Sekil 2.8. Bleomisin etki mekanizmasi

2.2.2. Sisplatin

Kimyasal adiyla cisdiamminedichloroplatinum (II) olarak bilinen sisplatin, platin (Pt) agir
metalini igeren giicli bir antineoplastik ajandir. Sisplatin, c¢esitli kanser tiirlerinin
tedavisinde daha genis etkinligi nedeniyle en ¢ok kullanilan sitotoksik anti-kanser ilaglari

arasinda yer almaktadir [49-51].

Sisplatin hiicre dongiistinii S, G1 veya G2-M'de durdururken, DNA sarmalinda ¢apraz
baglar olusturarak kanser hiicreleri tizerinde sitotoksik etkisi ile apoptozu indiikler. Kanser
hiicrelerinin DNA replikasyonunun bozulmasi hiicrelerin 6liimiinden sorumludur [52, 53].
Sisplatin, mesane, yumurtalik, bas ve boyun, akciger, testis, serviks, 6zafagus, meme ve
beyin kanserlerini tedavi etmek igin siklikla kullanilan bir kemoterapi ilacidir fakat basta

nefrotoksisite olmak iizere, ndrotoksisite, hepatotoksisite, anemi ve gecici lokopeni gibi
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dozla iligkili belirgin yan etkileri klinik kullanimini kisitlamaktadir [54-56]. EP’nin
sisplatin sitotoksisitesini 2 ila 3 kat artirdigi ¢alismalarla bildirilmektedir. Bu baglamda EP
ile sisplatin uygulamasi, kullanilan ila¢ dozunu azaltarak yan etkilerin azaltilmas1 ve tedavi

etkinligini artirmada dnemli bir yere sahiptir [48, 57].

Sekil 2.9. Sisplatin etki mekanizmasi

2.3. Kalsiyum ve Kalsiyum Elektroporasyon (CaEP)
2.3.1. Kalsiyum homeostazi: Saghkh ve kanser hiicrelerinde

Kalsiyum (Ca*®) esas olarak endoplazmik retikulum (ER), sarkoplazmik retikulum (SR,
kas hiicrelerinde) ve mitokondride depolanir. Sarko-endoplazmik retikulum kalsiyum
ATPaz (SERCA), Ca**u ER ve SR’ye pompalar [58, 59]. Mitokondri i¢indeki Ca'?,
organelin islevini, hareketini ve canlihigini diizenlemektedir. Artmis bir mitokondriyal Ca*?
konsantrasyonu, ATP iretimini artirarak mitokondriyal metabolizmay1 diizenleyebilir,
ancak mitokondriyal membran gegirgenligi hiicre 6limiinii, apoptozu veya nekrozu da
tetikleyebilir. Ca*?, ATP’ye bagimli plazma membram Ca*?ATPaz (PMCA) ve ATP'den
bagimsiz Na*/ Ca**-degistirici (NCX) ve Na*/Ca*¥/K*-degistirici (NCKX) tarafindan hiicre
icinden uzaklastirilir [60-62].

Kanser hiicrelerinde Ca* sinyallerini diizenlemede yer alan proteinler, c¢ogalmay1

stirdliirmek ve hiicre Oliimiinii 6nlemek icin normal hiicrelere kiyasla daha sik kontrol
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edilirler [63]. Ca™ kanallari, pompalar ve kalsiyum degistiricilerin tiimii, normal
hiicrelerde oldugu gibi kanser hiicrelerinde de bulunur fakat bunlarin lokalizasyonu ve
etkinligi daha farkli olabilmektedir. SERCA2 ve SERCA3 gen ekspresyonundaki azalma
birka¢ farkli kanser hiicre hattinda ve timor Orneklerinde gozlenmistir. SERCA2 ve
SERCA3’ii kodlayan genlerdeki degisiklikler kanser hiicrelerinde Ca**’un sitozolden

ER’ye tasinmasinin azaltilabilecegini gosterir [64-66].

Normal hiicreler ve dokulara kiyasla kanser hiicre hatlarinda ve tiimér dokularindaki
anormal hiicre farklilagmasiyla birlikte PMCA4 ekspresyonunun arttigt ve en diisiik

PMCAA4 ekspresyonunun gozlemlendigi PMCA degisiklikleri de gosterilmistir [67-70].
2.3.2. CaEP’nin etki mekanizmasi

Ca*? her yerde bulunan hiicre i¢i sinyallerin ikincil habercisidir. Ca*?, zamana, yere,
genlige, sikliga ve siireye bagli olarak, hiicre 6liimii ve ¢ogalmasi, transkripsiyon, sinir
iletimi ve kas kasilmalari dahil olmak ftizere hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinden
sorumludur. Bu yiizden Ca*™ konsantrasyonu hiicreler icinde siki bir sekilde diizenlenir.
Ca*®nin sitozolik konsantrasyonu yaklasik 107 M’dir ve bu konsantrasyon hiicre dis1
kalsiyum seviyesi olan 107 M’den 6nemli olciide daha diisiiktiir [58, 71-73]. Hiicre
membraninin  Ca*? gecirgenligi diisiik olmasi1 ve hiicrelerdeki Ca*®un dengesi ve
tamponlanmasi i¢in gili¢lii mekanizmalarin varlig hiicre ici Ca*? konsantrasyonunu diigiik
diizeyde kalmasini saglar. Ca*? homeostazindaki bozukluklar ve degisiklikler apoptoz veya

nekroz yoluyla hiicre 6liimiine yol agabilir.
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Sekil 2.10. Kalsiyum etki mekanizmasi

Birgok anti-kanser uygulamasi, Ca™ sinyallerini etkileyerek kanser tedavisinde hedef
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olarak Ca*? yolaklarim etkilemektedir. Bu bilgiler Ca"™’un EP tabanli kanser tedavisi icin
yeni bir ajan oldugunu gostermektedir. Ca*? varliginda hiicre veya tlimorlere EP
uygulamasi ile hiicre i¢i Ca*®un konsantrasyonu biiyiik 6l¢iide artar. Bu durumda;

1) Gelisen ATP iiretimindeki kayip ile Ca**-ATPaz ve diger ATPazlarin artan aktivitesi
nedeniyle ATP tilkenmesine bagli olarak,

2) Hicre igi kalsiyum iyonlarmin konsantrasyonundaki artig, mitokondriyal membranda
porlarin  olugmasimi saglayarak mitokondriyi yeni ATP {iretmeye yonlendiren
elektrokimyasal gradyan kaybiyla,

3) Lipazlarin, proteazlarin aktivasyonunun yani sira reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi de

dahil olmak tizere diger hiicre i¢i mekanizmlarin aktivasyonuyla CaEP uygulamasi apoptoz

veya nekroz yoluyla hiicre 6liimiine yol agar [74-78].
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Sekil 2.11. CaEP sonrasi nekroz olusumu [74, 79]

2.4. Hiicre Dongiisii

Hiicre dongiisii, hiicre boliinmesine hazirlik olarak bir hiicrede meydana gelen sirali olaylar
dizisidir. Bu olaylar, genomunun kopyalanmasini, hiicre organellerinin sentezini ve
ardindan sitoplazmanin béliinmesini igerir. Insan hiicreleri tipik karyotik hiicre déngiisii
sergiler ve bir biiyiime-boliinme dongiisiinii tamamlamak yaklasik 24 saat siirer. Bununla
birlikte, dongiiniin siiresi organizmadan organizmaya ve hiicreden hiicreye degisiklik
gostermektedir. Hiicreler boliinme sinyali almadiklar siirece siklusunun istirahat fazi olan
GO fazinda beklerler. Tipik bir dkaryotik hiicre dongiisii interfaz ve mitotik (M fazi) faz

olmak tizere iki ana agsamaya ayrilir [80-84].

2.4.1. interfaz evresi

Hiicreler boliinmek iizere sinyal aldiginda, hiicrenin hem hiicre biiylimesi hem de DNA
replikasyonu gegirerek boliinmeye hazirlandigi evredir. Interfaz, genel dongiiniin yaklasik

%95’1ni kapsar ve kendi i¢inde G1, S ve G2 olmak iizere 3 faz’dan olugsmaktadir.



23

G1 Faz1

Bu faz, mitoz ile hiicrenin genetik materyalinin replikasyonunun baslamasi arasindaki
dénemi kapsamaktadir. Bu asamada hiicre metabolik olarak aktiftir, RNA ve protein
sentezlenir, organel sayisi artar, ATP sentezi hizlanir ve hiicre DNA’sin1 kopyalamadan
bliylimeye devam eder. G1 evresi yaklasik 11 saat siirer. Biiylime i¢in sartlar uygunsa

sentez evresine gegilir degilse, dongii geciktirilir ve hiicre GO’a girer.
S Fazi

DNA replikasyonu bu fazda gerceklesir ve yaklasik 8 saat siirer. Protein sentezi en yiiksek
diizeye ¢ikar. Bu faz da hiicredeki ilk DNA miktar iki katina ¢ikar. Kromozom sayisi ise

degismez.
G2 Faza

Yaklasik 4 saat siiren G2 fazinda, hiicre mitotik faza girmeye hazirlanirken, hiicre
organellerinin ¢ogalmasi, ig olusumu ve hiicre biiyiimesi i¢in gerekli olan RNA, proteinler

ve diger makromolekiiller iiretilir. DNA sentezi bu fazda durur.

2.4.2. Mitotik faz

Hiicrenin ayni sayida kromozoma sahip yeni bir hiicre olustrumak i¢in tam bir yeniden
yapilanma ge¢irdigi boliinme fazidir. Bu fazda hiicre, genetik materyalin iki kopyasini iki
0zdes yavru hiicreye boler. M fazi tamamlandiktan sonra hiicre boliinmesi gergeklesir ve
geriye iki hiicre kalir. M fazi, Profaz, metafaz, anafaz ve telofaz olmak iizere kendi iginde

4 evreden olusur ve yaklasik 1 saat siirer.
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Sekil 2.12. Hiicre dongiisii asamalar1

2.4.3. Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi

Hiicrelerin hiicre dongiisii boyunca ilerlemesi, farkli agamalardaki g¢esitli kontrol noktalari
tarafindan denetlenir. Hiicre dongiisiiniin kontrold, siklin bagimli kinaz (CDK)’lar, siklin
bagimli kinaz inhibitorleri (CKI) ve siklinler tarafindan saglanir. Bunlar, hiicrenin DNA
hasar1 igerip igermedigini belirleyerek hiicrelerin ¢ogalmasini ve biiylimesini engeller.
Onemli bir kontrol noktas1 olan kisitlama noktasi (R) G1°de bulunur. R noktasindan gecen
hiicrelerin ¢ogu, tiim hiicre dongiisiinii tamamlamaktadir. Diger kontrol noktalart G1-S ile
G2-M arasindaki gecislerde bulunur. Herhangi bir kontrol noktasinda DNA hasar1 tespit
edilirse, kontrol noktasinin aktivasyonu ve artan p53 proteini iiretimi gergeklesir. Bir
timor baskilayict gen olan p53, hiicre dongiisiiniin ilerlemesini durdurur ve hasarli DNA
icin onarim mekanizmalarini baglatir. Bu gen, DNA’nin onarilmadigi durumda hiicrenin
apoptoza girmesini saglayarak ¢ogalmasini engeller. Hiicre siklusunu etkileyen c-myc,
Her2, Ineu, ras gibi onkogenler ve Rb (retinoblastom), p53 gibi tiimor baskilayici genler ve
siklus regiilatorlerinin aktivitelerinin yanlis diizenlenmesi, hiicre ¢oglaiminda artis ve

tiimor gelisiminde 6nemli rol oynayan faktorlerdir [84-86].
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2.5. Hiicre Oliimii
2.5.1. Apoptoz

Apoptoz sozciigii ilk kez 1972'de Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan yayinlanan bir
makalede, morfolojik olarak farkli bir hiicre 6lim tipini tanimlamak i¢in kullanilmigtir
[87]. Apoptoz, bir hiicrenin proliferasyonunu ve boliinmesini durdurarak, hiicre igeriginin
cevreye dagilmadan kontrollii hiicre 6liimiiyle sonuglanan bir siirectir. Apoptoz, bazen
programlanmis hiicre 6liimii olarak da adlandirilmaktadir. Apoptoz, canlinin dogumundan
Olime kadar olan gelisen siirecte immiin sistem mekanizmalarinin ilerleyisi, hiicre
sayisinin dengede tutulmasi ve malignitelere karst koruyucu etki olusturmasi gibi birgok
onemli mekanizmanin ilerleyiginde aktif bir rol oynar. Hatali apoptoz regiilasyonu, AIDS,
kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, dejeneratif noranal hastaliklar, otoimmiin hastaliklar,
viral enfeksiyon, malformasyon ve yaslanma etyolojisinde rol oynamaktadir [88-93].
Apoptotik aktivitenin diizenlenmesinde, sitokrom-c, kaspazlar, p53 ve c-myc gibi protein
yapilar, Bcl-2 ailesi, seramid ve kalsiyum gibi molekiiller ve mitokondri énemli bir rol
oynar. Bcl-2 ailesi birbiri ile antogonist ¢alisan proapoptotik (Bax, Bad, Puma, Noxa, Bid,
Bak, BclXs) ve antiapoptotik(Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1, Ced-9) olmak iizere iki gruptan
olusmaktadir. Hiicrenin apoptoza egilimli olmasi proapoptotik proteinlerin sitozoldeki
miktart ile iliskilidir. Heterodimer olan Bcl-2/Bax orant hemotolojik malignitelerde
prognostik faktor olarak kullanilmaktadir. Proapoptotik proteinlerin salinimi, apotoz
indiikleyici faktor (AIF) ve sitokrom-c miktarimi arttirarak hiicrede apoptotik aktiviteyi
eksite eder. Cekirdek membrani, ER ve mitokondri dis membraninda bulunan
antiapoptotik liyeler, iyon gecisini 6zellikle de hiicre i¢i Ca®* miktarmi kontrol ederler.
Baz1 kaspazlar ile birlikte sitokrom-c ve AIF salinimi engelleyerek apoptozu

engellemektedir [94-97].

P53 geninin hem tiimor baskilayict hem de apoptozis diizenleyici gorevi vardir. P53 geni,
DNA hasar1 olusmasi durumunda hiicre dongiisiinii G1 fazinda durdurarak, DNA onarimi1
icin hiicreye gerekli zamanin taninmasini saglar. DNA’da olusan hasarin ortadan
kaldirilamayacagi durumda Bax, apoptoz proteaz aktive faktorii (Apaf-1), ve Fas yapimim
arttirarak antiapoptotik proteinlerin aktivasyonunu inhibe eder ve apoptozu indiikler. P53
geninin mutasyona ugradigi durumlarda apoptozis gerceklesmeden ya da DNA onarimi

tamamlanmadan DNA ¢iftlesmesi ve sonucuda da neoplazi gelisebilmektedir. Mutasyona
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ugradig tespit edilen p53 geninin farkli tiimor tiplerinin yarisindan fazlasimin olusumunda
rol oynadig1 kabul edilmektedir [98-101].

Apoptoz siirecinde etkin bir role sahip olan sitokrom-c, mitokondri dis membraninda yer
alan elektron tasima zincirinin bir proteinidir. Sitokrom-c, sitoplazmik protein olan Apaf-
1’e baglanarak aktivasyonu gergeklestirir. ATP katilimiyla birlikte apoptozom adi verilen
kompleks bir yapt meydana gelir. Bu yapi, inaktif prokaspaz-9’un aktif kaspaz-9’a
dontistimiinii saglar ve daha sonra efektor kaspazlardan prokaspaz-3 aktif kaspaz-9 ile
aktive olur. Aktif kaspaz-3, deoksiriboniikleaz inhibitorii(ICAD) nii inaktiflestirerek
kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz(CAD)’1 serbestlestirir.  Bu durum apoptozis
gostergelerinden  olan  oligonukleozomal DNA fragmantasyonuna ve kromatin

yogunlagmasina neden olmaktadir.

Bir sistein proteazi olan kaspazlar, inaktif olarak sitoplazmada bulunurlar ve proteolitik
olarak birbirlerini aktive ederler. Tanimlanan 14 tane kaspaz mevcut olup ¢ogu apoptozda
rol oynar. Kaspazlar, baslatici (kaspaz 2, 8, 9, 10), efektor (kaspaz 3, 6, 7) ve inflamatuar
kasplazlar( kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13, 14) olmak iizere etki mekanizmalarina gore 3 tiptir.
Baglatic1 kaspazlar, apoptotik uyari ile baslayan 6liim sinyallerini efektor kaspazlara
aktarirlar. Efektor kaspazlar, hiicre iskeleti proteinleri, niikleer membran proteini laminin
A ve DNA tamirinde rol alan poli ADP-riboz polimeraz (PARP)’1 pargalayarak apoptotik
hiicre yapisinin olugmasima neden olmaktadir. Kaspazlarin molekiiler ve sinyalizasyon
bozukluklari, kanser, otoimmun hastaliklar ve norofizyolojik patolojilerin nedeni olarak
gosterilmektedir [102-105].

2.5.2. Instrinsik ve ektrinsik yol: Apoptoz mekanizmasi

Apoptoz temelde instrinsik (mitokondriyal) ve ekstrinsik (dissal) olmak tizere 2 yol ile
gerceklesmektedir. DNA hasari, metobolik ve hiicre dongiisii bozukluklari, hiicre igi Ca'?
konsantrasyonundaki artis ve hipoksi gibi hiicre i¢i sinyaller instrinsik yol ile apoptozu
indiikler. Oliim reseptorlerinin aktivasyonu, sitotoksik T lenfosit, iskemi, toksin varlig1,
kemoterapotik ajanlar, UV radyasyon gibi hiicre dis1 sinyaller digsal yol ile apoptoz

mekanizmasini aktive eder.
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Instrinsik (Mitokondriyal) yol

Proapoptotik ve antiapoptotik aktiviteye sahip Bcl-2 protein ailesi instrinsik apoptotik
yolda Onemli bir yere sahiptir. Hiicre i¢i kaynakli apoptotik sinyaller Apaf-1’i
serbestlestirir ve mitokondri dis membran permeabilizasyonu artar. Permeabilizasyonun
artmasi ile birlikte mitokondri dis membraninda bulunan sitokrom-c sitozole salinir.
Serbest sitokrom-c, Apaf-1, kaspaz-9 ve ATP den olusan apoptozom komleksni olusturur.
Apoptozom olusumu ile kaspaz kaskad’i baslar. Apoptozom olusumu, inaktif olarak
bulunan prokaspaz-9’un aktif kaspaz-9 haline diiniismesini saglar. Kaspaz-9’un aktive
olmas1 prokaspaz-3’ii aktive eder (Sekil 2.13). Aktif kaspaz-3, deoksiriboniikleaz
inhibitoriinii (ICAD) inaktiflestirir, boylece ICAD’linlin bagladig1 kaspazla aktiflesen
deoksiriboniikleaz (CAD) serbestlesir ve apoptoz gergeklesir [106].

Ekstrinsik yol

Ekstrinsik apoptotik yol hiicre o6liim sinyallerinin (FasL, TRAIL, TNF-a) &lim
reseptorlerine(Fas, TNF, DRS5) baglanmasi ile baslar. Fas ve TNF (tiimor nekroz faktor)
reseptorii integral proteinlerdir. Sinyal-reseptor kompleksinin olusmasi ile reseptorler
trimerik bir yap1 kazanir. Trimerik yapidaki reseptor, uyarlayici molekiiller ve prokaspaz
ile bileserek 6liim indiikleyen sinyal kompleksi (DISC) yapisini olusturur ve aktif kaspaz
8’in olugmasimi saglar. Aktif kaspaz-8 direkt olarak kaspaz-3’ii aktive ederek ya da
endirekt olarak Bid’i kesip instrinsik yol olan kaspaz-9 aktivitesi ve kaspaz-3 aktivesi ile
apoptozisi gergeklestirir (Sekil 2.13), [96, 97, 107].

| lnstinsik Yol | | Blotinsik Yol |
FasL, TRAIL, TNF-a

O Fas. TNF. DRS

T Jorsc

Pro-kaspaz

r

l Apoptozom

Cprotapns
I

Sekil 2.13. Instrinsik ve ekstrinsik yol: apoptozis mekanizmasi
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2.5.3. Apoptozun belirlenmesi
Apoptozisin  belirlenmesinde, morfolojik goriintiileme yontemleri, histokimyasal
yontemler, biyokimyasal yontemler, immunolojik yontemler, molekiiler biyoloji

yontemleri kullanilmaktadir.

Cizelge 2.1. Apoptoz belirleme yontemleri

Yontem Uygulamalar

1) Isik mikroskobu
e Hematoksilen boyama
e Giemsa boyama
Morfolojik gériintiileme 2) Floresan mikroskobu/Lazerli konfokal mikroskop
y6ntemler e Propidium iyodiir (PI)
e Hoechst Dye
3) Elektron mikroskobu
4) Faz kontrast mikroskobu

1) Annexin V yontemi

Immunohistokimyasal 2) TUNEL yontemi
yontemler 3) M30 yontemi

4) Kaspaz 3 yontemi

1) Ageroz jel elektroforezi

o DNA fragmentasyonu
Biyokimyasal yontemler 2) Western Blotting

e Substrat kirilmalari

e Aktif kaspazin belirlenmesi
3) Flow sitometri

1) ELISA
_ o DNA fragmentasyonu
Immiinolojik yontemler e M30 diizeyi

2) Florimetrik yontem
e Kaspaz aktivasyonu

Molekiiler biyoloji yontemleri | 1) DNA microarrays

2.5.4. Nekroz

Nekroz, normal kosullardan farkli olarak hiicrelerin ekstraselliiler ortamdan gelen kimyasal
ve fiziksel etkilere, hipoksi ve ¢esitli toksinlere yiiksek oranda maruz kalmalar1 nedeniyle,
genler tarafindan kontrol edilemeyen ve diizensiz olarak gelisen bir baska hiicre 6limii
tiriidir. Mekanik travma, kan damarlarindaki hasar, iskemi, hipoksi, hipotermi veya
hipertermi, toksik maddeler ve agir metaller gibi etkiler nekroza neden olmaktadir. Nekroz

sirasinda mitokondriyal reaktif oksijen tiirleri (ROS) artarken, non-apoptik proteazlar
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aktive olur ATP iiretimi azalir ve Ca*? kanallar1 agilir. Nekroz sirasinda, hiicresel igerik

hiicre dis1 ortama salinir ve komsu hiicreler iizerinde zararli etkiler yaratir.

Morfolojik olarak tanimlanmuis alt1 tip farkli nekroz tiirii mevcuttur. Koagiilasyon nekrozu,

likefaksiyon nekroz (erime nekrozu), kangrenli nekroz, kazedz nekroz, yag nekrozu,

fibrinoid nekrozdur [108-110].

2.5.5. Apoptoz ve nekroz farkhhiklar:

Cizelge 2.2. Apoptotik ve nekrotik hiicre 6liimii arasindaki farklar

Apoptoz

Nekroz

Programlanmis hiicre dliimiidiir.

Kontrolsiiz hiicre olumudiir.

Sitoplazmanin  kiigiilmesi ardindan

cekirdegin yogunlagmasi yoluyla olusur.

A~

Mitokondri ile birlikte sitoplazmanin
sismesi ve ardindan hiicre lizisi yoluyla
olusur.

Dogal olarak meydana gelen fizyolojik bir
stirectir.

Toksinler, travma ve enfeksiyonlar gibi
dis etkenlerin neden oldugu patolojik bir
stirectir.

Plazma zarmmin biitinliigiinii  kaybetmeden
kabarmas1 gozlenir.

Zar biitlinliigi bozulur.

Kromatin, apoptoz sirasinda toplanir.

Kromatinde yapisal degisiklik gozlenmez

Mitokondri  zar1t  lizerinde por

Hiicredeki organeller, hiicre 6liimiinden sonra

olusur.

bile iglev goriir.

Organeller siserek pargalanir. Nekrotik
bir  hiicredeki organeller, hiicre
oliimiinden sonra islev gormez.

Lizozomlarin biitiinliigii korunur

Lizozomal enzimler salinir.

Apoptotik cisimcikler olarak adlandirilan zara
bagli vezikiiller, hiicrenin kiiciik cisimlere
par¢alanmasiyla apoptoz ile olusur.

Vezikiil olusmaz, ancak tam hiicre lizisi
meydana gelir ve nekroz sirasinda hiicre
icerigini hiicre dis1 siviya birakir.

Kaspaz bagimli bir yoldur.

Kaspazdan bagimsiz bir yoldur

Aktif  bir 4°C’de

gergeklesmez.

sire¢  oldugundan

4°C’de meydana gelir.

Prelitik dna parcalanmas1 apoptozda meydana
gelir.

Postlitik dna sindirimi nekrozda meydana
gelir.

ATP gereksinimi vardir.

ATP ihtiyac1 yoktur.

Enflamasyon ve doku hasarina neden olmaz.

Enflamasyon neden olur
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2.5.6. Mitokondri membran potansiyeli (A¥m) ve hiicre oliimii iliskisi

Proton pompalar1 (Kompleks I, III ve IV) ve elektron tasima sistemleri tarafindan kontrol
edilen AWm, osidatif fosforilasyon, ATP sentezi ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu
kontrol eden biyoenerjik bir parametrelerdir. AYm (negatif i¢ ve pozitif dis), elektron
tasitma zinciri ve FoF1-ATPaz kompleksi iki tasima sistemi tarafindan saglanan
elektrokimyasal gradyanin bir sonucudur [111]. Hiicrede A¥m ve ATP seviyeleri nispeten
sabit tutulmaktadir. Bununla birlikte, her iki faktordeki siirekli degisiklikler zararli
olabilir. Normal seviyelere kiyasla A¥m'nin uzun siireli diislisii veya yiikselisi, istenmeyen
hiicre canliligit kaybma ve ¢esitli patolojilere neden olmaktadir. Mitokondriyal
disfonksiyonun apoptoz indiiksiyonuna katildigi gosterilmis ve hatta apoptotik yolun
merkezinde oldugu 6ne siiriilmiistiir [112]. A¥m depolarizasyonunun, apoptoza neden olan
molekiillerin salinimini ve oksidatif fosforilasyon kaybini indiikledigi gosterilmistir. Diger
taraftan mitokondri membran hiperpolarizasyonu, A¥Ym’yi bozan ve i¢ mitokondriyal zarin
biitiinliigline zarar veren oksidatif fosforilasyonun ayrilmasina yol acar. A¥m'nin
bozulmasi, hiicre 6liimii sinyalinde geri doniisii olmayan nokta olarak goriilmektedir. Bu
durumda sitokrom-c’yi ve diger hiicre Olimiinii indiikleyen faktorleri mitokondriden
sitozole birakir [113].

2.6. Serviks Kanseri

Glinlimiiziin en 6nemli saglik sorunlarindan biri olan kanser 6nemi giderek artan bir saglik
sorunudur. Kanser, beraberinde getirdigi saglik sorunlarinin yani sira, maddi ve manevi
yonden uzun siireli miicadele gerektiren bir hastaliktir. Oliim nedeni olarak kanser,
kardiyovaskiiler sistem hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer almaktadir. GLOBOCAN
2020 verilerine gore diinya ¢apinda yaklasik 19,3 milyon yeni kanser vakasi ve 10 milyon

kanser kaynakli 6lim vardir [114].

Serviks kanseri, rahim agzinda meydana gelen ve iki histolojik tipte siniflandirilan malign
bir serviks tlimoriidiir; adenokarsinom (AC) ve skuamd6z hiicreli karsinom (SCC); SCC
daha yaygindir ve tim vakalarin %70’ini olusturur. AC, servikal kanalin1 (endoserviks)
cevreleyen glandiiler hiicrelerden kaynaklanirken, SCC, ektoservikse agilan serviksin dis
kismini kaplayan skuamdz hiicrelerden kaynaklanir [115]. Serviks kanserinin en yaygin

nedeni olarak, cinsel yolla bulasan insan papilloma viriisiiniin (HPV) kalict enfeksiyonu
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dur. HPV, ozellikle 35 yas alt1 kadinlar arasinda serviks kanseri vakalarmin %90 ile
%100nden sorumludur. Serviks kanseri insidansina katkida bulunan diger faktorler
cografya, geleneksel uygulamalar, inanglar, tarama seviyeleri, sosyoekonomik durum,
saglik hizmetlerine erisim, halkin bilinglendirilmesi, oral kontraseptif kullanimi, sigara ve

HIV ile birlikte goriilen enfeksiyon’dur [116].

Serviks kanseri, 2020°de diinya ¢apinda yaklasik 604.000 yeni vaka ve 342.000 Sliimle
kadinlarda en sik en sik goriilen dordiincii malignitedir. 2020 yilinda Tiirkiye’de yaklasik
233.834 yeni kanser vakasi bildirilmistir [114].

Serviks kanserinin 6nlenmesinde etkili birincil onlem HPV agisidir. Diger dnlemler; cinsel
hayata baslama yasinin daha ge¢ olmasi, yiiksek koruma saglayan prezervatif gibi bariyer
yontemlerin kullaniminin arttirilmasi ve tekesliliktir [117]. Saglik ¢alisanlar1 tarafindan
kadinlara yonelik serviks kanserinin erken teshisi i¢in diizenli olarak jinekolojik muayene
ve pap smear taramalari yaptirmalari konusunda egitici damigmalik hizmetleri
vermektedirler. Bu sayede olas1 kanser vakalarinin erken saptanmasi saglanarak tedavi

etkinligi arttirilir.

Serviks kanserin tanisi, servikal biyopsinin histopatolojik  degerlendirmesine
dayanmaktadir. Serviks kanseri semptomlari olan kadinlarda pelvik muayene, serviks ve
vajinal mukozanin goriintiilenmesi ve servikal sitoloji gerekir. Spekulum muayenesi ile
serviks ve vajinal mukoza goriintiilenmelidir. Hastalik mikroinvaziv oldugunda veya
endoservikal kanaldayken serviks normal goriinebilir. Serviks kanseri lenfatik damarlar
yoluyla pelvik, para-aortik, mediastinal, supraklavikiiler ve inguinal lenf nodlarina
metastaz yapabilir. Semptomatik hastalarda veya sitolojisi invazyonu diisiindiiren, goriiniir
lezyonlar1 olmayan kadinlarda kolposkopi ve biyopsi yapilmalidir [118]. Serviks
kanserinin evrelenmesinde tiimor-nod-metastaz (TNM) sistemi ve Uluslararas1 Jinekoloji
ve Obstetri Federasyonu (The International Fedation of Gynecology and Obstetric (FIGO))
degerlendirmesi kullanilir [119].
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Cizelge 2.3. Serviks kanseri TNM siniflandirmasi ve FIGO evrelemesi

TNM | FIGO | Aciklama

X - Primer tiimor degerlendirilemiyor

T0 - Primer tiimor bulgusu yok

T1 [ Servikal karsinom uterusda sinirli (korpusa uzanim ihmal)

Tla 1A Sadece mikroskobi ile invaziv karsinom tanisi alir. Epitel tabanindan

olgiilen stromal invazyonun maksimum derinligi 5,0 mm ve horizontal
yayilimi1 7,0 mm veya daha az

Tlal |IAl Olgiilen stromal invazyon 3 mm veya daha az derinlikte ve 7 mm veya
daha az horizontal yayillim

Tla2 | 1A2 Olgiilen stromal invazyon 3 mm’den fazla ve 5 mm’den fazla degil ve
horizontal yayilim 7 mm veya daha az

T1b IB Servikste sinirli klinik goriilebilen lezyon veya T1a2/IA2’den biiyiik
mikroskobik lezyon. Biitiin makroskobik goriilebilen lezyonlar igerir,
hatta ylizeysel invazyonlar dahil.

Tlbl | IB1 Klinik goriilebilen lezyon, en biiyiik ¢cap1 4 cm veya daha az

T1b2 | IB2 Klinik goriilebilen lezyon, en biiyiik ¢ap1 4 cm’den biiyiik

T2 1 Pelvik duvar veya vajen alt ligte biri hari¢ uterus diginda servikal
karsinom invazyonu
T2a A Parametrial invazyon yapmayan timor

T2al | A1l | Klinik goriilebilen lezyon, en biiyiik ¢api 4 cm veya daha az

T2a2 | 11A2 | Klinik goriilebilen lezyon, en biiyiik ¢ap1 4 cm’den biiyiik

T2b 1B Tiimoral parametrial invazyon mevcut

T3 1 Tiimdr pelvik yan duvara uzaniyor® ve/veya vajen alt ticte bir tutulumu
mevcut ve/veya hidronefroz veya nonfonksiyone bobrege yol agiyor

T3a IIA | Tiimor vajen alt {igte birini tutuyor fakat pelvik yan duvara uzanmiyor

T3b 1B Timor pelvik yan duvara uzaniyor ve/veya hidronefroz veya
nonfonksiyone bobrege yol agiyor

T4 IVA | Timdr rektum veya mesane mukozasini invaze ediyor ve/veya gercek

pelvise uzaniyor

IVB | Tiimor uzak organlara uzantyor

Serviks kanserinin tedavisi kanserin evresine baglidir. Cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi
en sik kullanilan serviks kanseri tedavi yontemleridir. Cerrahi tedavi, niiksii 6nlemek i¢in
uterusun almmasii (histerektomi) kapsamaktadir. Sadece erken evre serviks kanseri
ameliyatla tedavi edilir. Radyasyon tedavisi, kanser hiicrelerini 6ldiirmek i¢in X 1sinlari
veya protonlar gibi yiiksek enerjili 1ginlar kullanilarak uygulanir. Radyasyon tedavisi, bir
tiimori kiiciiltmek icin cerrahi islemden 6nce veya kalan kanser hiicrelerini 6ldiirmek igin
cerrahi islemden sonra kullanilabilir. Ileri evre serviks kanserini tedavi etmek igin
radyasyon tedavisi kullanilamaz. Kemoterapi sistemik tedavide uygulanmaktadir. Disiik
doz kemoterapi, ilerlemis serviks kanserin tedavisinde olumlu yanit vermemektedir.
Yiiksek doz kemoterapétik ilag, ilerlemis serviks kanserini tedavi etmek i¢in kullanilir.

Bleomisin, sisplatin, carboplatin, bevacizumab ve gemcitabine serviks kanserinde kabul
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goren kemoterapdtik ilaglardir. Bu ilaglar daha yiliksek dozlarda uygulandiklarinda ciddi
yan etkilere neden olurlar ve hastalarin yasam kalitesini 6nemli olgiide etkilemektedirler

[120, 121].

Risk faktorleri
‘ . @
Cok Sigara Oral Cinsel volla
partneri  kullamm  kontraseptifler bulagan
cinsellik hastalklar
Belirti ve Semptomlar
@ W
Vajndl  Cinsel iiski
Pelvik ve kanama strasmda agn
sirtta agn
Korunma ve Tedavi
Normal  Erken evre
&=
\\ A\
™ : S\
Geg evre Evre IIB Ast Kemoterapi Cerrahi Radyasyon

Sekil 2.14. Serviks kanseri risk faktorleri, semptomlar ve tedavi yontemleri
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez ¢alismasi, kemoterapi tedavisinde kullanilan bleomisin ve sisplatin ile CaCl,’nin EP
ile birlikte serviks kanseri hiicrelerinde (HeLal) hiicre canliligi, 1Csp degerleri, mitokondri
membran potansiyeli, hiicre dongiisii, apoptotik aktiviteleri, p53, Bax ve Bcl-2 gen
ckspresyonlar1 tizerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla in-vitro kosullarinda deneysel
olarak yapildi. Calismanin tiim asamalari Saglik Bilimleri Universitesi Giilhane Tip

Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dal1 hiicre kiiltiirii laboratuvarinda yapildu.
3.1. Deney Calisma Plani ve Uygulamalar
HelLa hiicre hatt1 tizerinde gerceklestirilen arastirmada calisma gruplart sekil 3.1.°de

verildigi gibi planlandi. EP, Ilag ve EP-ilag uygulama dozlar1 ve deneyler ¢izelge 3.1.-
3.3’de belirtildigi gibi gergeklestirildi.

Insan serviks kanseri hiicre hath (HeLa)
1. Grup 2. Grup 3. Grup
Kontrol grubu Bleomisin EP+Bleomisin
Sisplatin EP+Sisplatin
Kalsivum EP+Kalsivum
Elektroporasyon

Sekil 3.1. Calisma gruplari plani

! HeLa hiicreleri 1951 yilinda 30 yasindaki Henrietta Lacks isimli bir kadindan alinan servikal biyopsiden
kiiltiire edilmistir. ilk insan kanser hiicre hatt1 olan HeLa hiicreleri kanser arastirmalar1 ve hiicre biyoloji
¢alismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
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Cizelge 3.1. Elektroporasyon uygulamasi analiz tiirii ve 6rnek sayilari

Uygulama Adi Uygulama Dozlar Analiz Tiirii ve Ornek Sayilar
Kontrol
0.4 kV/cm
0,8 kV/cm
1,2 kV/cm 9 Grl.J.p
EP uygulamasi 1,6 kV/cm 9x3=27 Ornek
2.0 kV/cm 30 Dakika Inkiibe
2.4 kV/cm WST-8 Hiicre Canlilig1 Analizi
2,8 kV/icm
3,2 kV/cm
Kontrol
0.4 kV/cm
0,8 kV/cm
1,2 kV/cm 9 Grl.J.p
EP uygulamasi 1,6 kV/cm 9x3=27 Ornek
2,0 kV/cm 24 Saat Inkiibe
2.4 kV/cm WST-8 Hiicre Canlilig1 Analizi
2,8 kV/icm
3,2 kV/icm
Kontrol
0.4 kV/cm
0,8 kV/cm 9 Grup
1,2 kV/cm 9x3=27 Ornek
EP uygulamasi 1,6 kV/cm 5 Dakika Inkiibe
2.0 kV/cm Pl boyamas1 yontemiyle Flow
2,4 kV/cm Sitometri ile Permeabilizasyonun
2.8 kV/cm Belirlenmesi
3,2 kV/icm
Kontrol
0.4 kV/cm 9 Grup
0,8 kV/cm Hiicre Siklusu
1,2 kV/cm
EP uygulamasi 1,6 kV/cm
2,0 kV/cm 9 Grup
2,4 kV/cm Annexin V/FITC-PI
2,8 kV/cm

3,2 kV/cm




Cizelge 3.2. Kemoterapdtik ilag ve kalsiyum uygulamasi analiz tiirii ve 6rnek sayilari
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Uygulama Adi

Uygulama Dozlar:

Analiz Tiirii ve Ornek
Sayilan

Kemoterapdétik ilag
uygulamasi

Kontrol

10 uM Bleomisin

100 uM Bleomisin

200 uM Bleomisin

400 uM Bleomisin

800 uM Bleomisin

10 uM Sisplatin

25uM Sisplatin

50uM Sisplatin

75 uM Sisplatin

100 uM Sisplatin

1 mM CaCl,

2 mM CaCl,

3 mM CacCl,

4 mM CacCl,

5 mM CacCl,

10 uM Bleomisin + 1 mM

C&Clz

10 uM Bleomisin + 2 mM

C&Clz

10 uM Bleomisin + 3 mM

C&Clz

10 uM Bleomisin + 4 mM

C&Clz

10 uM Bleomisin + 5 mM

C&Clz

10 uM Sisplatin + 1 mM CaCl,

10 uM Sisplatin + 2 mM CaCl,

10 uM Sisplatin + 3 mM CaCl,

10 uM Sisplatin + 4 mM CacCl,

10 uM Sisplatin + 5 mM CacCl,

*26 Grup
26x3=78 Ornek
24 Saat Inkiibe
WST-8 Hiicre Canlilig
Analizi

*16 Grup 48 Ornek
JC-1

*6 Grup
Hiicre Siklusu

* 4 Grup 12 Ornek
PCR analizleri (Bax, Bcl-
2, P53)
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Cizelge 3.3. EKT ve CaEP uygulamasi analiz tiirii ve 6rnek sayilar

Uygulama Adi

Uygulama Dozlari

Analiz Tiirii ve Ornek
Sayilan

EP + Kemoterapdtik
ila¢ uygulamasi

Kontrol

Sadece EP

10 uM Bleomisin + EP

100 uM Bleomisin + EP

200 uM Bleomisin + EP

400 uM Bleomisin + EP

800 uM Bleomisin + EP

10 uM Sisplatin + EP

25 uM Sisplatin + EP

50 uM Sisplatin + EP

75 uM Sisplatin + EP

100 uM Sisplatin + EP

1 mM CaCl, + EP

2 mM CaCl,+ EP

3 mM CaCl, + EP

4 mM CaCl,+ EP

5 mM CaCl, + EP

10 uM Bleomisin + 1 mM CaCl;
+ EP

10 uM Bleomisin + 2 mM CacCl,
+ EP

10 uM Bleomisin + 3 mM CaCl,
+EP

10 uM Bleomisin + 4 mM CaCl,
+EP

10 uM Bleomisin + 5 mM CaCl,
+EP

10 uM Sisplatin + 1 mM CaCl, +
EP

10 uM Sisplatin + 2 mM CaCl, +
EP

10 uM Sisplatin + 3 mM CaCl, +
EP

10 uM Sisplatin + 4 mM CacCl, +
EP

10 uM Sisplatin + 5 mM CaCl, +
EP

*27 Grup
27x3=81 Ornek
24 Saat Inkiibe
WST-8 Hiicre Canlilig1
Analizi

*16 Grup 48 Ornek
JC-1

*6 Grup
Hiicre Siklusu

*4 Grup 12 Ornek
PCR analizleri
(Bax, Bcl-2, P53)
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3.2. Hiicre Kiiltiirii

Hiicreler in-vitro kosullarda yasamsal faaliyetlerini devam ettirebilmeleri i¢in gerekli olan
optimal ¢evre kosullarinin olusturulmasi hiicre kiiltiiri ortami ile gerceklestirilir.
Calismada kullanilan HeLa hiicre hatt1, Saglik Bilimleri Universitesi Giilhane Kok Hiicre
Aragtirma laboratuvarindan temin edildi. Hiicrelerin tiretilmesinde besiyeri olarak DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle's medium), % 10 fetal bovin serum (FBS) ve %1 penisilin

streptomisin antibiyotigi (PSA) kullanildu.

Resim 3.1. HeLa hiicrelerinin inverted mikroskop goriintiileri.

3.2.1. Hiicre Kkiiltiirii cahismalarinda kullanilan cihazlar, kimyasal maddeler ve sarf

malzemeler

Hiicre kiiltiirii kabini-laminar hava akimi kabini (Niive MN120),
Invert 151k mikroskobu (Nikon Eclipse TS100),

Isik mikroskobu (Nikon)

Floresan mikroskobu (Leica)

Santrifiij cihaz1 (Eppendorf 5804R),

Elektroporator cihazt BTX ECM 830

AN N N N N N

Hiicre sayim lam1 (Neubauer Haemocytometry)
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CO2’li inkiibator (New Brunswich Galaxy 170R),

Elektrikli puar (Boeco 02M54),

Multiplak okuyucu spektrofotometre (Molecular Devices Filter Max F5),
Vortex (Heidolf REAX top),

Sicak Su Banyosu (JSR SWB-30T),

Hassas terazi (AND HR200),

Azot Tanki (Taylor-Wharton XT-20),

Derin dondurucu -80 °C (SANYO MDF 440865),

Otomatik pipetler (Eppendorf)

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) (Capricorn DMEM-HA),
Fetal Bovine Serum (FBS) (Capricorn FBS-11A),

Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (PBS) (Capricorn PBS-1A),
Penisilin Streptomisin Antibiyotik (PSA, HyClone),

Tripsin EDTA (Capricorn TRY-3B),

Dimetil Siilfoksit (Sigma, D8418),

Bleomisin (Bleomisin siilfat (Sigma, Cas No: 9041-93-4))

Sisplatin (Sigma, Cas No: 15663-27-1)

Kalsiyum kloriir (Sigma, Cas N0:10043-52-4)

Trypan Blue Staining Solution (Sigma)

Cell Counting Kit-8 (CCK-8, WST-8),Catalog Number: A014-1, A014-2,
Propidium lodide Dead Cell Stain, Catalog Number: FP028,

Andy Fluor 488 Annexin V and PI apoptosis Kit, Catolog Number: A027
JC-1 Mitochondrial Membrane Potential Detection Kit,Catalog Number: A048
CellCyle PI/RNAse Staining Solution, Catolog Number: A056
Electroporasyon kiivetleri, (0,4 cm) (Thermofisher)

Hiicre kiiltiir kabi (T-25 ve T-75 cm? flask) (Biologix,Corning),
Mikropipet, 96 Kuyucuklu Plak (Well Plate) (Corning), 15 mL ve 50 mL kapakli
falkon tiip (ISOLAB) ve tek kullanimlik 2, 5, 10 mL steril pipet (Costar)
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Resim 3.2. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan cihazlar
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Resim 3.2. (Devam) Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan cihazlar a) Laminar hava
akimi1 kabini, b) Su banyosu, ¢) Santrifiij cihazi, d) CO,’li Inkiibatér, )
Elektroporatér, f) EP uygulama alani, g) Elektroporasyon kiivetleri, h) Invert
151k mikroskobu, 1) Multi plak okuyucu spektrofotometre, 1) Floresan
mikroskobu

3.2.2. Hiicrelerin c¢oziilmesi ve ekilmesi

Calismaya baslamadan 6nce laminar flow kabin ve ortam UV lambasi 15 dk boyunca
caligtirilarak hem kabin i¢i hem de ortam sterilizasyonu saglandi. Siire sona erdiginde tiim
UV lambalar kapatilarak c¢aligmaya baslandi. Hiicre medyumu ve gerekli malzemeler
37°C’de bulunan su banyosunda beklemeye birakildi. S1v1 azot tankinda bulunan kriyovial
tilp alarak su banyosunda kryovial tliplin agz1 suyun igine girmeyecek sekilde dairesel
hareketlerle hiicre siispansiyonu tamamen ¢o6ziinmesi saglandi. Laminar flow kabin
icerisinde calisilacak yiizey ve kabin igerisine alinacak malzemelerin dis kismi %70 etanol
ile temizlendi. Kriyovial tiip igerisindeki hiicre siispansiyonu ve 2 kati miktarda olacak
sekilde yeni hiicre medyumundan 3 mL eklenerek hiicrelere zarar vermeden pipetaj yapildi
ve falkon tiipe konuldu. Sonrasinda 1200 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
slipernatant uzaklastirilarak falkon tiipiin tabanindaki pellet 5-6 mL hiicre medyumuyla

almarak yaklagik 5x10° — 1x10° hiicre 25 cm?’lik flaska ekildi.
3.2.3. Hiicrelerin pasajlanmasi
Pasajlama islemine baslamadan once flask i¢indeki medyum aspire edildi. Flask igerisine 5

mL PBS eklenerek yikama islemi gerceklestirilerek tekrar aspire edildi. Flask tabanindaki
adhere hiicreleri kaldirmak i¢in 25 cm?lik flasklara 2 mL (75 cm?lik flasklara 4 mL)
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tripsin ilavesi ile hiicreler %5 CO>’li inkiibatorde 37 °C’de 1-2 dakika inkiibasyona
birakildi. Hiicrelerin ylizeyden kalkip kalkmadigi invert mikroskop ile kontrol edildi ve
hiicrelerin yiizeyde yiizdiigli yuvarlak sekil aldigi tespit edildikten sonra tripsinin
inaktivasyonu igin tripsin miktarinin iki kati miktarda hiicre medyumu (25 cm? flask igin 2
mL tripsinin {izerine 4 mL hiicre medyumu, 75 cm? flask i¢in 4 mL tripsinin iizerine 8 mL
hiicre medyumu) eklendi. Flask icerisindeki hiicre siispansiyonu falkona alinarak 1200
rpm’de 3 dakika santirifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi. Falkon igerisine 5 mL hiicre

medyumu eklendi ve pipetaj yapildi. Hiicre yogunluguna gore istenilen boyutlardaki

flasklara pasajlama yapildi (Resim 3.3.).

Resim 3.3. Hiicrelerin 25 cm?’lik flasklara pasajlanmis goriintiisii

3.2.4. Hiicre sayimi

PBS igerisinde %0,4 tripan mavisi (100 mL PBS’de 0,4 gr tripan blue tozu) olacak sekilde
tripan mavisi sollisyonu hazirlandi. Daha sonra 20 pL hiicre siispansiyonu, 20 pL tripan
mavisi sollisyonu ile karistirildi. Karisim igerisinden 10 pL alinarak thoma lami iizerine
damlatild1. Isik mikroskobu ile 10x ve 20x objektifler kullanilarak hiicreler sayildi. Maviye
boyanan membranlart par¢alanmig ve boyayr sitoplazmasina almis hiicreler 6li olarak
belirlendi. Canli hiicrelerin ise, seffaf goriiniimde oldugu, membran biitiinliigiinii korudugu

ve boyayi sitoplazmalarina almadigi tespit edildi (Resim 3. 4.).

Canli hiicre yiizdesi (%) = Canli hiicre sayisi/toplam hiicre sayist * 100, formiili
kullanilarak hesaplandi. Hiicre canliliginin %95 ve {izeri oldugu degerlerde deney

calismalarina baslandi.
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Hiicre/mL = (Sayilan toplam canli hiicre) *2 (Diliisyon katsayisi) *10* (Tiim alan

faktorii)/Sayilan kare sayis1 formiilii kullanilarak hesaplandi.
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Resim 3.4. HelLa hiicrelerinin 200X biiyiitmedeki invert mikroskop goriintiileri, (b) Thoma
laminda HeLa hiicrelerinin goriiniimii, (c) HeLa hiicrelerinin proliferasyon
testinde (WST-8) olusan mor renkli formazan kristallerinin goriiniimii, (d)
Thoma laminda tripan mavisi ile boyanan 6lii HeLa hiicrelerinin gortiniimii

3.3. Analiz Protokolleri

3.3.1. WST-8 (CCK-8) Hiicre canlihg: test protokolii

Hiicre sayim kiti (WST-8) hiicre proliferasyonunu ve sitotoksisiteyi degerlendirmek igin
kullanilan kolorimetrik bir test kitidir. Kitte, WST-8 [2-(2-metoksi-4-nitrofenil)-3-(4-
nitrofenil)-5-(2,4-disiilfofenil)-2H-tetrazolyum, monosodyum tuzu ] tetrazolyum tuzu
kullanir. WST-8, doku ve hiicre kiiltiirii ortaminda ¢6ziiniir olan sar1 renkli bir {iriin
(formazan) verecek sekilde hiicrelerdeki dehidrojenazlar tarafindan indirgenir.
Hiicrelerdeki dehidrojenazlarin aktivitesi ile olusan formazan boyanin miktar1 ve rengin
derecesi, canli hiicre sayisi ile dogru orantilidir. WST-8'in hiicre canliligy/sitotoksisitede
deney hassasiyeti, MTT, XTT, MTS veya WST-1 gibi diger tetrazolyum tuzlarindan daha
yiiksektir.

WST-8 testinin deney asamasinda deney prosediiriine gore uygulamalar yapilarak

inkiibatorde 37 °C'de, %5 CO;’li ortamda bekletilir ( 30 dakika, 24 saat ). Her kuyuda 100
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uL hiicre siispansiyonu olan ve yaklasik 10* hiicre bulunan 96 kuyulu plakada her
kuyucuga 10 uL. WST-8 soliisyonu eklenerek plakalar inkiibatérde 1-4 saat inkiibe edilir.
Inkiibasyon sonunda ELISA okuyucu spektrofotometre ile 450 nm dalga boyundaki

absorbans degerleri Ol¢iliir.

3.3.2. JC-1 Mitokondri membran potansiyelinin belirlenmesi protokolii

Mitokondriyal membran potansiyelinin kaybi, apoptoz i¢in bir belirtectir. JC-1
mitokondriyal membran potansiyel tespit Kkiti, hiicrelerdeki mitokondriyal membran
potansiyelini dlger. JC-1 test kitinde, mitokondriyal membran potansiyelindeki azalmay1
belirlemek i¢in bir katyonik boya (5,5',6,6'- tetrakloro-1,1',3,3'-
tetraetilbenzimidazolilkarbosiyanin iyodiir) kullanir. JC-1, yesilden (529 nm) kirmiziya
(590 nm) bir floresan emisyon kaymasi ile gosterilen, mitokondrideki potansiyele bagl
olarak birikim gosterir. Sonug olarak, mitokondriyal depolarizasyon, kirmizi/yesil floresan
yogunluk oranindaki bir azalma ile gosterilir. Saglikli hiicrelerde, JC-1 mitokondride
birikir ve kirmizi floresan haline gelen J-agregatlar1 olusturur. Apoptotik hiicrelerde, JC-1
mitokondri ic¢inde birikmez ve yesil floresan1 gostermek icin monomerik formda
sitoplazmada kalir. Yesilin floresanin, kirmizi floresansa orani tek bilesenli floresans
sinyallerini etkileyebilecek mitokondriyal boyut, sekil ve yogunluk gibi diger faktorlere
degil, yalnizca membran potansiyeline baglidir. Bu nedenle floresans orani tespitinin
kullanilmasi, mitokondri membran potansiyelinin karsilastirmali 6l¢limiiniin yapilmasina
ve uygulanan uyarana yanit veren bir popiilasyon igindeki mitokondri yiizdesini

belirlemeye olanak saglar.

Hiicreler 96 kuyulu plakaya ekilerek g¢alisma protokoliine uygun olarak kimyasal
uygulamalar yapilir ve 24 saat boyunca 37°C'de inkiibe edilir. inkiibasyon sonunda
kuyucuklardaki medyum pipetle alinir ve 200 uLL PBS eklenir. Her kuyuya 2 pL JC-1 stok
soliisyonu eklenerek 37°C, %5 CO,’de 15-30 dakika inkiibe edilir. Daha sonra hiicreler
200 pL PBS ile iki kez yikanir ve ardindan her kuyucuga 200 pL PBS eklenir.
Spektroflorometrik okuyucuyla kirmizi floresan (eksitasyon 550 nm, emisyon 600 nm) ve
yesil floresan (eksitasyon 485 nm, emisyon 535 nm) olgiilerek, kirmizi floresan/yesil

floresan orani belirlenir.
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3.3.3. Annexin V/FITC ve Pl apoptosis kit ile apoptotik hiicrelerin belirlenmesi

protokolii

Kit, apoptotik hiicreleri tespit etmek i¢in parlak florofor andy fluor 488 boyasina konjuge

edilmis rekombinant ek V ve 6lii hiicreleri tespit etmek i¢in kirmizi floresan propidyum

iyodiir (PI) niikleik asit baglayici boyanin kullanima hazir bir soliisyonu halindedir.

Hiicre popiilasyonunu Andy Fluor 488 annexin V ve PI ile boyadiktan sonra, apoptotik

hiicreler yesil floresan gosterir, 6l hiicreler kirmizi ve yesil floresan gosterir ve canli

hiicreler ¢ok az floresan gosterir veya hi¢ gostermez. Emisyon i1simalar1 488 nm dalga

boyuna sahip bir akig sitometresiyle tespit edilirken ve hiicreler immiinfloresan

mikroskopla goriintiilenerek kolayca ayirt edilebilmektedir. Akis Sitometrisi ile apoptoz

analizi asagidaki islem basamaklarini igerir.

Calismaya uygun yontem kullanarak hiicrelerde apoptozu indiiklenir ve
inkiibasyona birakilir, negatif kontrol grubu yapilacak hiicreler indiiksiyon ajani
eklenmeden hazirlanir.

Inkiibasyon sonrasinda hiicreler elde edilir ve soguk PBS ile yikanr.

1x Annexin baglama tamponu hazirlanir (10 6rnek i¢in; 2 mL 5xAnnexin baglama
tamponu (Bilesen C) + 8 mL distile su).

PBS ile yikanmis hiicreler santrifiijlenerek siipernatantlar1 uzaklastirilir ve hiicreler
anneksin baglama tamponunda yeniden siispanse edilir. 100 pL'lik hiicre
slispansiyon soliisyonu hazirlanir.

Her 100 pL hiicre siispansiyonuna 5 pL. Andy Fluor 488 Annexin V (Bilesen A) ve
1~2 uL PI (Bilesen B) eklenerek oda sicakliginda ve karanlikta 15 dakika inkiibe
edilir.

Inkiibasyon siiresi sonunda 400 pL 1xAnnexin baglayict tampon eklenerek
miimkiin olan en kisa siirede, 488 nm eksitasyonunda, 530 nm ve 575 nm (veya

esdegeri) floresan emisyonu akis sitometrisiyle 6l¢iilerek, hiicreler analiz edilir.

3.3.4. PI/RNAse ile hiicre dongiisiiniin belirlenmesi protokolii

DNA igeriginin Ol¢iilmesi, hiicre dongiisiiniin ¢esitli asamalarinda hiicre popiilasyonlarinin

arastirilmasina olanak saglar. GO/G1 fazi: Hiicre basina bir dizi eslestirilmis kromozom, S
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fazi: DNA sentezi, G2/M fazi: Hiicre basina iki dizi eslestirilmis kromozom, hiicre
boliinmesi Oncesi donemlerini ifade etmektedir. DNA icerigi, DNA kiitlesiyle orantili
emisyon sinyalleri sergileyen floresan, DNA secici boyalar kullanilarak o6lgiilebilir. Bu
boyanmis popiilasyonlarin akis sitometrik analizi ¢esitli hiicre dongiisii asamalarin1 ortaya
cikaran bir frekans histogrami iiretmek icin kullanilir. Tek degiskenli DNA igerik analizi,
yerlesik bir yontemdir ve onkoloji, hiicre biyolojisi ve molekiiler biyoloji alanindaki
caligmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Hiicre dongiisii analizi asagidaki
basamaklarla yapilir.

e Hiicreler tripinizasyonla kaldirilarak elde edilir.

e Fiksasyon islemi yapilir (24 saat -20 'C’de bekletilmis mutlak etanolde 15dk.).

e Fiksasyon sonunda hiicreler PBS ile yikanir.

e Siispansiyon ~1x10° hiicre icerecek sekilde akis sitometrisi numuneleri hazirlanir

e 0,5 mL CellCycle PI/RNAse boyama soliisyonu eklenir ve iyice karistirilir.

e 37°C’de 30 dk. karanlik bir ortamda inkiibe edilir.
Numuneler yikanmadan 488 veya 532 nm dalga boylarinda eksite edilerek 585/542nm

floresan emisyonunu toplayan filtrelerle 6lgtilerek analiz edilir.
3.4. Elektroporasyon Uygulamasi ve Etkin Elektrik Alan Degerinin Belirlenmesi

1x10° hiicre/mL yogunlukta 100 pL Hela hiicre siispansiyonu 4 mm aralikli celik
elektrotlara sahip EP kiivetlerine konuldu. BTX elektroporator sistemi ile her bir
elektroporasyon kiivetine 1Hz’lik tekrarlama frekansinda 0,4 — 3,2 kV/cm siddetinde 100
us siiresince 8 adet kare dalga E pulsu uygulandi. Tiim deneyler {i¢ tekrarli olarak ¢alisildi.
EP uygulamasi ile gerg¢eklesen hiicre 6liimiinii belirlemek i¢in 100 uL hiicre stispansiyonu
(10* hiicre/kuyu) 96 kuyulu plakalara yerlestirildi ve 37 °C’de %5 CO, %95 nem
ortaminda kisa siireli (30 dakika) ve uzun siireli (24 saat ) olarak inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda her bir kuyuya 10 pL hiicre proliferasyon reaktifi WST-8 ilave edildi. 3 saat
sonra ELISA okuyucusu ile absorbans degerleri 6lgiildii ve hiicre canliligi (hiicre sayisi,

cogalmasi, sitotoksisitesi) kontrole kiyasla yiizde olarak hesaplandi.

EP uygulamasinda 6nce 1x10° hiicre/mL yogunlukta 100 pL hiicre siispansiyonuna 10 pL
propidyum iyodiir (PI) ilave edildi. Daha sonra EP uygulamasi yapilarak hiicreler oda

sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. Permeabilize hiicrelerin yiizdesi ve ortalama floresan
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yogunlugu, akis sitometrisi kullanilarak elde edildi. Boyanmis hiicrelerin yiizdesi, EP

uygulanmamig kontrol hiicrelerine kiyasla belirlendi.

Etkin E alan degeri, hiicre 6liimiiniin minumum ve permeabilizasyonun en yiiksek oldugu
degerdir. Etkin E alan degerinde hiicreler hem permeabilize olmakta hemde canliligini
devam ettirmektedir. Bu nedenle permeabilizasyon ve hiicre canliligi grafiklerinin
kesisiminden HeLa hiicrelerine uygulanacak EKT ve CaEP icin gerekli etkin E alan degeri

belirlendi.
3.5. Kemoterapétik Ilaglarin Hiicreler Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

Bleomisin ve sisplatin kemoterapdtik ilaglarin Hela hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri
belirlendi. 1x10° hiicre/mL yogunlukta 100 pL Hela hiicre siispansiyonu 96’lik
kuyucuklara ekildi. Farkli konsantrasyonlardaki bleomisin (kontrol, 10, 100, 200, 400, 800
uM) ve sisplatin (kontrol, 10, 25, 50, 75, 100 uM) hiicrelere ayr1 ayr1 uygulanip 37 °C’de
%5 COy, %95 nem ortaminda 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda her bir kuyuya
10 uL hiicre proliferasyon reaktifi WST-8 ilave edildi ve absorbans degerleri ELISA
okuyucu ile dlgiilerek hiicre canliliklart kontrol grubuna kiyasla yiizde olarak belirlendi.

Sonuglarin giivenilirligi agisindan her bir deney ii¢ kez tekrarlandi.
3.6. Kalsiyumun Hiicreler Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

1x10° hiicre/mL yogunlukta 100 uL Hela hiicre siispansiyonu 96°lik kuyucuklara ekildi.
Farkli konsantrasyonlarda CaCl, (kontrol, 1, 2, 3, 4, 5 mM (1000, 2000, 3000, 4000, 5000
uM)) uygulandi. Hiicreler 24 saat inkiibe edildikten sonra, her bir kuyuya 10 pL hiicre
proliferasyon reaktifi WST-8 ilave edildi ve ELISA okuyucu ile absorbans degerleri
Olciilerek hiicre canliliklar1 kontrol grubuna kiyasla yiizde olarak belirlendi. Sonuglarin

giivenirligi agisindan her bir deney ii¢ kez tekrarlandi.
3.7. EKT Uygulamasinin Hiicreler Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi
HelLa hiicreleri icin belirlenen etkin E alan degeri (1,6 kV/cm) kullanilarak kemoterapdtik

ilaclarla birlikte EKT uygulamasi gergeklestirildi. 1x10° hiicre/mL yogunluktaki 100 pL

hiicre  siispansiyonu 4 mm’lik  elektroporatdér  kiivetlerine  alindi.  Farkli
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konsantrasyonlardaki kemoterapétik ilag dozlari (Bleomisin igin; 10, 100, 200, 400, 800
uM ve Sisplatin i¢in; 10, 25, 50, 75, 100 pM) hazirlandi. Her bir doz, 3 tekrarli ¢aligilacak
sekilde kiivet icindeki hiicre siispansiyonuna uygulandi. Ila¢ uygulamasini takiben BTX
elektroporatdr ile 1,6 kV/cm olarak belirlenen Etkin E alan degeri uygulandi. Daha sonra
kiivet icerisindeki hiicre siispansiyonlart1 96’lik kuyucuklara ekildi. 24 saat CO;’li
inkiibatdrde inkiibe edildikten sonra her bir kuyuya 10 pL hiicre proliferasyon reaktifi
WST-8 ilave edildi ve ELISA okuyucu ile hiicre canliliklar1 kontrol grubuna kiyasla yiizde

olarak belirlendi. Sonuglarin giivenirligi agisindan her bir deney ii¢ kez tekrarlandi.
3.8. CaEP Uygulamasimn Hiicreler Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

Hela hiicreleri i¢in belirlenen etkin E alan degeri kullanilarak CaCl, ile birlikte CaEP
uygulamasi gergeklestirildi. 1x10° hiicre/mL yogunluktaki 100 pL hiicre siispansiyonu 4
mm’lik elektroporator kiivetlerine alindi. Farkli konsantrasyonlardaki CaCl, (1, 2, 3, 4, 5
mM) dozlar1 hazirlandi. Her bir doz, 3 tekrarli ¢alisilacak sekilde kiivet i¢indeki hiicre
stispansiyonuna uygulandi. CaCl, uygulamasini takiben BTX elektroporatér ile 1,6 kV/cm
olarak belirlenen etkin E alan degeri uygulandi. Daha sonra kiivet igerisindeki hiicre
stispansiyonlari 96’lik kuyucuklara ekildi. 24 saat CO,’li inkiibatérde inkiibe edildikten
sonra her bir kuyuya 10 uL hiicre proliferasyon reaktifi WST-8 ilave edildi ve ELISA
okuyucu ile hiicre canliliklart kontrol grubuna kiyasla yiizde olarak belirlendi. Sonuglarin

giivenirligi agisindan her bir deney ii¢ kez tekrarlandi.

3.9. Kemoterapétik laglarin ve Kalsiyumun Mitokondri Membran Potansiyeline

Etkisinin Belirlenmesi

100 puL HelLa hiicre siispansiyonu 1x10° hiicre/mL yogunlukta olacak sekilde 96’lik
kuyucuklara ekildi ve farkli konsantrasyonlar da bleomisin, sisplatin ve CaCl, doz
uygulamalar1 yapildi. Hiicreler 24 saat boyunca 37°C'de inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda kuyucuklardaki hiicre medyumu aspire edilerek 200 pL PBS eklendi. Her
kuyuya 2 puL JC-1 stok soliisyonu eklenerek 37°C, %5 CO;’de 30 dakika inkiibasyona
birakildi. Daha sonra hiicreler 200 pL PBS ile iki kez yikandi ve tekrar her kuyucuga 200
uL PBS eklendi. Kirmiz1 floresan (eksitasyon 550 nm, emisyon 600 nm) ve yesil floresan

(eksitasyon 485 nm, emisyon 535 nm) bir spektroflorometrik plaka okuyucu kullanilarak
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isima sonuglart alindi. Kirmizi floresan/yesil floresansa orani belilendi. Sonuglarin

giivenirligi agisindan her bir deney ii¢ kez tekrarlandi.

3.10. EKT ve CaEP Uygulamalarimin Mitokondri Membran Potansiyeline Etkisinin

Belirlenmesi

1x10° hiicre/mL yogunlukta 100 pL Hela hiicre siispansiyonu 4 mm’lik elektroporator
kiivetlerine alindi. Farkli konsantrasyonlardaki kemoterapétik ilaglarin dozlari (Bleomisin
icin; 10, 100, 200, 400, 800 uM ve Sisplatin i¢in; 10, 25, 50, 75, 100 uM) ve CaCl, (1, 2, 3,
4, 5mM) hazirlanarak kiivet igindeki hiicre siispansiyonuna uygulandi. ilag uygulamasin
takiben BTX elektroporator ile 1,6 kV/cm E alan degeri uygulandi. Daha sonra kiivet
icerisindeki hiicre siispansiyonlart 96’lik kuyucuklara ekildi. 24 saat inkiibe edildikten
sonra hiicre kiiltiirii ortami aspire edilerek 200 uLL PBS eklendi. Her kuyuya 2 pLL JC-1 stok
soliisyonu eklenerek 37°C, %5 COy’de 30 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasinda hiicreler 200 uL PBS ile iki kez yikandi ve tekrar her kuyucuga 200 uL PBS
eklendi. Kirmiz1 floresan (eksitasyon 550 nm, emisyon 600 nm) ve yesil floresani
(eksitasyon 485 nm, emisyon 535 nm) spektroflorometrik plate okuyucu kullanarak
emisyon 1s1ma degerleri 6lgiildii. Kirmizi floresan/yesil floresan orani belilendi. Sonuglarin

giivenirligi agisindan her bir deney ii¢ kez tekrarlandi.
3.11. EP, EKT, CaEP Uygulamalarinin Hiicre Dongiisiine Etkisinin Belirlenmesi

1x10° hiicre/mL yogunluktaki 100 pL Hela hiicre siispansiyonu 4 mm arahikl celik
elektrotlara sahip elektroporasyon kiivetlerine konuldu. BTX elektroporatér sistemi ile her
bir elektroporasyon kiivetine 1Hz’lik tekrarlama frekansinda 0,4 — 3,2 kV/cm siddetinde
100 us siiresince 8 adet kare dalga E pulsu uygulandi. Bleomisin (10 ve 100 uM), sisplatin
(10 ve 25 uM) ve CaCly(1 ve 5 mM) onceden belirlenen dozlarinin uygulamalar1 EP ile
birlikte ve EP’siz olarak yapildi. Uygulamalar sonrasi hiicre dongiisii analizi i¢in hiicreler
200 pL siispansiyon seklinde 6 kuyulu hiicre plakalarina yerlestirildi ve 37 °C'de %5 COs,
%95 nem ortaminda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda hiicreler tripsinize edildi ve
santrifiij edilerek siipernatantlar atildi. Hiicreler -20 °C’de bir giin beklemis saf etanol ile
15 dk fiksasyon islemine tabi tutuldu ve tekrar santrifiij edilerek etanol uzaklastrildi. Fikse
hiicreler, 2 kere PBS ile yikandi. Son olarak 0,5 mL PI/RNAse soliisyonu eklendi ve akis

sitometrisinde hiicre dongiisii analizi yapildi.



51

3.12. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Yontemi ile Bax, Bcl-2 ve P53’iin

Belirlenmesi

PCR yontemi ile Bax, Bcl-2 ve p53 gen ekspresyonlarini belirlemek iizere Hela
hiicrelerinde belirlenen deney gruplarinin uygulamalar1 gergeklestirildi. Hiicreler 37 °C ve
%5 CO2’li ortamda 24 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Hiicreler inkiibasyon
sonrasinda tripsinizasyonla ile flask yiizeyinden kaldirildi. Tripsin uzaklastirilarak,
hiicreler yeni medyumla yikandi ve deney gruplar1 PCR analizinin yapilacagi birime uygun
kosullar altinda teslim edildi. RNA izolasyonu ve Cdna sentezi uygun primerler ile Real
Time (RT) PCR analizi Saglik Bilimleri Universitesi Molekiiler Arastirma ve Uygulama
Birimi tarafindan hizmet alimi seklinde yapilmistir. mMRNA izolasyonu i¢in QIAGEN
marka Kat.N0.74104 RNeasy mini kiti kullanildi. mRNA molekiilinden gen ekspresyon
caligmast yapilabilmesi i¢in Oncelikli olarak tek zincirli RNA molekiiliiniin revers
transkriptaz enzimi ile ¢ift zincirli hale getirilmesi gerekmektedir. Bu islem i¢in ELK
Biotechnology EntiLink 1st Strand cDNA Synthesis Kit kullanildi. Total RNA her bir
ornege 2 ug\ uL olacak sekilde hesaplandi. cDNA sentezini takiben yapilan kantitatif RT-
PCR yontemi gen ekspresyon analizlerinde en fazla tercih edilen yontemdir. Florosan
1simalar i¢in SYBR Green boyasi kullanildi. Bu islem igin TOMBO syber green kit ve ABI
7500 PCR cihazi kullanildi. Analizde “GAPDH” geni referans gen olarak kullanildi.

3.13. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler, GraphPad Prism 9 programi kullanilarak yapilmistir. Tiim deneyler
i¢ tekrarli olarak caligildi ve veriler ortalama + standart sapma (ort=SD) seklinde ifade
edildi. Verilerin dagilimi Shapiro-Wilk testiyle belirlenirken, varyans analizi ise Levene
testiyle belirlendi. Kontrole gore karsilastirmalar tek yonli ANOVA testi kullanilarak
yapildi. Coklu gruplar arasindaki farkliligs degerlendirmek icin varyans analizi (iki Yénlii
ANOVA) yapilirken, post hoc olarak Tukey testi kullamldi. Onem diizeyi, p<0.0001

aliarak istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. EKT ve CaEP icin Belirlenen Etkin Elektrik Alan Degeri

HeLa hiicrelerine 1 Hz tekrarlama frekansinda 100 us siiresince 0-3,2 kV/cm araliginda E
alan degerleri uygulandi. Kisa siireli inkiibasyon sonrasi (30dk) hiicre canliliklart WST-8
yontemi ile belirlendi. HeLa hiicrelerinin E alan ile degisen hiicre canliliklar1 sekil 4.1.’de

verildi.
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Sekil 4.1. HeLa hiicrelerinde 1 Hz tekrarlama frekansinda 100 pus siiresinde 0-3,2 kV/cm E
alan siddeti artisina bagli 30dk inkiibasyon sonrasi hiicre canliligi

HeLa hiicrelerine uygulanan 0,4 kV/cm E alan siddetinde hiicre canliligi %99,65, 0,8
kV/ecm’de %98,20, 1,2 kV/cm’de %83,54, 1,6 kV/cm’de %67,58 iken 2,4 kV/cm’de %43,9
ve 3,2 kV/em’de %42,44 olarak belirlendi.
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E alan degisimine bagl olarak hiicrelerde meydana gelen permeabilizasyon PI yontemi ile

belirlendi. E alanla permeabilizasyon degisimi sekil 4.2.’de gosterildi.
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Sekil 4.2. HeLa hiicrelerinde 1 Hz tekrarlama frekansinda 100 us siiresinde 0-3,2 kV/cm E
alan siddeti artigina bagli permeabilizasyon

1 Hz tekrarlama frekansinda 100 ps siiresince E alan degisimine baglik olarak membran
permeablizasyonu 0,4 kV/cm’de %7,43, 0,8 kV/cm’de %14,21 iken 1,6 kV/cm’de %57,65
ve 2,4 kV/cm’de %78.51 olarak bulundu.

EP’nin uygulanmasi i¢in en uygun durum permeabilizasyonun ve hiicre canliliginin yiiksek
oldugu durum olarak kabul edilmektedir. Bu kritik nokta etkin E alan degerini ifade
etmektedir. Bunu belirlemek icin hiicre canliligt ve permeabilizasyon grafikleri sekil

4.3.’de gosterildigi gibi GraphPad prism 9 programi kullanilarak ¢akistirildi.
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Sekil 4.3. HeLa hiicrelerinde 1 Hz tekrarlama frekansinda 100 us siiresinde 0-3,2 kV/cm E
alan siddeti artisina bagli hiicre canlilig1 ve permeabilizasyon egrilierinin
kesisimi

HeLa hiicrelerine uygulanan E alan arttik¢a hiicre canliliklarinda azalma goriiliirken,
permeabilizasyonda ise orantili olarak artisin meydana geldigi gozlendi. EKT ve CaEP
uygulamasi i¢in gerekli etkin E alan degeri 1,6 kV/cm olarak belirlendi. HeLa hiicrelerine
1 Hz tekrarlama frekansinda 100 ps siiresince 0-3,2 kV/cm araliginda E alan degerleri
uygulandi. Uzun siireli inkiibasyon sonrasi (24 saat) hiicre canliliklart WST-8 yontemi ile

belirlendi. HeLa hiicrelerinin E alan ile degisen hiicre canliliklart sekil 4.4.’de verildi.
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Sekil 4.4. HeLa hiicrelerinde 1 Hz tekrarlama frekansinda 100 ps siiresinde 0-3,2 kV/cm E
alan siddeti artisina bagli 24 saat inkiibasyon sonrasi hiicre canlilig
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HeLa hiicrelerine uygulanan 0,4 kV/cm E alan siddetinde hiicre canlilign %91,47, 0,8
kV/em’de %85,11, 1,6 kV/ecm’de %65,3 iken 2,4 kV/cm’de %42,6 ve 3,2 kV/ecm’de %32,4

olarak bulundu.

1 Hz tekrarlama frekansinda 100us siiresince 0-3,2 kV/cm araliginda E alan uygulanan
HeLa hiicrelerinin uzun siireli inkiibasyon sonras1 (24 saat) apoptotik aktiviteleri Annexin
V/FITC-PI yontemi ile belirlendi ve E alan ile degisen apoptotik floresan yogunlugu sekil
4.5’de verildi.
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Sekil 4.5. 1 Hz tekrarlama frekansinda 100 ps siiresinde 0-3,2 kV/cm E alan siddeti
artigina bagli HeLa hiicrelerinin apoptotik floresan yogunlugu

HeLa hiicrelerine uygulanan dis E alanin artmasi ile birlikte hiicrelerdeki apoptotik
floresan yogunlugunun arttigi belirlendi. EP uygulamasindan sonra tim E alan
parametrelerinde saglikli hiicre sayisi azaldi. 0,4-1,2 kV/cm E alan siddetlerinde apoptotik
floresan yogunlugunda istatistiksel olarak anlamli bir degisim belirlenmedi (p>0.01). Fakat
1,6-3,2 kV/cm E alan maruziyetlerinde ise apoptotik floresan yogunlugunda istatistiksel
olarak anlamli bir artis belirlendi (**p<0.01, ***p<0.001).
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4.2. Faz Konstrast ve Immiinfloresan Mikroskop Gériintiileri

HeLa hiicrelerine 1 Hz tekrarlama frekansinda 100 ps siiresinde 0-2,4 kV/cm E alan
uygulandiktan sonra Pl ile immiinfloresan mikroskop goriintiileri alindi. E alan siddeti
arttikca permeabilize hiicre sayist artmakta bununla orantili olarak PI ile boyanmis hiicre
sayist da artmaktadir. 0-2,4 kV/cm araliinda E alan siddetlerine bagli olarak degisen

floresan mikroskop goriintiileri resim 4.1.”de verildi.

Resim 4.1. E alan uygulanan HeLa hiicrelerinin PI ile boyanmis immiinfloresan mikroskop
goriintiileri (20x Objektif)
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Resim 4.1. (Devam) E alan uygulanan HeLa hiicrelerinin PI ile boyanmig immiinfloresan
mikroskop goriintiileri (20x Objektif)
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Resim 4.1. (Devam) E alan uygulanan HeLa hiicrelerinin PI ile boyanmig immiinfloresan
mikroskop gortintiileri (20x Objektif)
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4.3. Kemoterapotik Tlaclar ve Kalsiyumun Hiicre Canhilig1 Uzerine Etkileri ve ICs

Doz Degerinin Belirlenmesi

Bleomisinin belirlenen konsantrasyonlarinda HeLa hiicrelerinin canliliklarindaki degisim

sekil 4.6.’da gosterildi.

% %k %k %k

%k 3k %k %k

%k % %k Xk

%k 3k % %k

ns

-
(o2} [} o
o o o
1 1 ]

N
o
[

N
o
1

Hiicre Canhihgi(%)

o
|

Kontrol 10 100 200 400 800
Bleomisin Konsantrasyonu(pM)

Sekil 4.6. Bleomisin dozuna bagli olarak HeLa hiicrelerinin canlilik degisimleri

HeLa hiicrelerinde bleomisinin artan dozuna baglh olarak hiicre proliferasyonunda
azalmanin meydana geldigi belirlendi. Ila¢ uygulanmayan kontrol grubunda hiicre canlilig
degismez iken 10 pM bleomisin konsantrasyonunda hiicre canliligi %97,57, 100 uM ilag
konsantrasyonunda %63,73, 200 uM’da %52,99 iken 400 uM’da %42,34 ve 800 uM’da %
24,32 olarak bulundu. Kontrol grubuna goére, 10 uM bleomisin dozu hari¢ diger tiim
dozlarda hiicre canlilifinda doza bagli olarak degisen istatistiksel olarak anlamli bir azalma
goriildii (****p<0.0001). Hela hiicreleri i¢in bleomisin kemoteratotik ilacinin 1Csy degeri

214,1144,7 uM olarak hesaplandi.
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Sekil 4.7.’de HeLa hiicrelerinin, sisplatinin farkli konsantrasyonlarina bagli olarak hiicre

canlilifindaki degisim gosterildi.
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Sekil 4.7. Sisplatin dozuna bagli olarak HeLa hiicrelerinin canlilik degisimleri

Sisplatinin artan dozuna bagli olarak HeLa hiicrelerinin proliferasyonunda azalmanin
meydana geldigi goriildii. ila¢ uygulanmayan kontrol grubunda hiicre canlilig1 degismedi
ve kontrol grubuna oranla 10 uM sisplatin konsantrasyonunda hiicre canlilig1 %80.17 iken
25 uM’da %45,92, 50 uM’da %39,9, 75 uM’da %39,8 ve 100 pM sisplatin
konsantrasyonunda % 34,45 olarak bulundu. Hiicre canliligindaki azalmanin 10, 25, 50, 75
ve 100 uM sisplatin dozlarinda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli oldugu
saptand1 (*p<0.05, ***p<0.001). Siplatin kemoterapdtik ilacinin HeLa hiicrelerinde 1Cso
degeri 35,1643,3 uM olarak hesaplandi.
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HeLa hiicreleri tizerine 1, 2, 3, 4 ve 5 mM konsatrasyonalarinda CaCl, uygulandi ve doza

bagli hiicre proliferasyonundaki degisim sekil 4.8.’de gosterildi.
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Sekil 4.8. CaCl, dozuna bagli olarak HeLa hiicrelerinin canlilik degisimleri

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda CaCl, dozuna bagli olarak HeLa hiicrelerinin
canlilifinda ve proliferasyonunda anlamli bir degisim goriilmedi. Uygulama yapilmayan
kontrol grubunda hiicre canliliginda degisim meydana gelmedigi goriildii. Kontrol grubuna
gore 1 mM CaCl, konsantrasyonunda hiicre canliligt %99,9 iken 2 mM ve 3 mM’da
%101,35 ve %100,62 olarak proliferasyonda nispi bir artis gozlendi. Hiicre canliliginda 4
mM CaCl, %90,98 ve 5 mM CaCl,’da %94,24 olarak nispi bir azalma saptandi. CaCl,’iin
tim dozlar icin belirlenen canlilik oranlar1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli bir degisim gostermedigi goriildii (p>0.0001).
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4.4. Kemoterapotik ilaclar Ile Kalsiyumun Kombine Uygulamasinin Hiicre Canhlig

Uzerine Etkileri

Bleomisinin en diisiik dozu olarak belirlenen 10 uM ilag konsantrasyonu ile CaCl; ‘nin 1,

2, 3, 4 ve 5 mM dozlarinin hiicre canliligi iizerindeki etkileri sekil 4.9.”da gosterilmistir.
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Sekil 4.9. Bleomisin ile CaCl; kombine dozlariin HeLa hiicrelerinin canliliklarina etkisi

HeLa hiicrelerine 10 pM bleomisin ile farkli CaCl, konsantrasyon dozlari kombine halinde

uygulandi. Tek bagina uygulanan 10 uM bleomisin dozunda hiicre canlilig1 %83,02 olarak

belirlendi. 10 pM bleomisin + 1 mM CaCl, konsantrasyonunda hiicre canlilig1 %86,59, 10
uM bleomisin + 2 mM CaCl, dozunda %81,39 ve 10 uM bleomisin + 5 mM CaCl,’de %

87.43 olarak belirlendi. Kombine doz uygulamalarinin, kontrol ve yalniz 10 uM bleomisin

uygulanan gruba goére anlamli diizeyde sinerjik bir etkisinin olmadigi goriildi (p>0.0001).
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10 uM Sisplatin ilag konsantrasyonu ile kalsiyumun 1, 2, 3, 4 ve 5 mM dozlarinin hiicre
canliligr tizerindeki etkileri sekil 4.10.’da gosterildi.
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Sekil 4.10. Sisplatin ile CaCl, kombine dozlariin HeLa hiicrelerinin canliliklarina etkisi

10 uM sisplatin ile farkli CaCl, konsantrasyon dozlari kombine seklinde HeLa hiicrelerine
uygulandi. Yalniz 10 pM sisplatin dozunda hiicre canliligi %89,54 olarak bulundu. 10 uM
sisplatin + 1 mM CacCl, konsantrasyonunda hiicre canliligi %85,82, 10 uM sisplatin + 2
mM CaCl, dozunda %82,32 ve 10 uM sisplatin + 5 mM CaCl,’de %386,21 olarak bulundu.
Kombine doz uygulamalarinin, kontrol grubuna gore hiicre canliliginda istatistiksel olarak
anlamli diizeyde azalmanin meydana geldigi gorildi (**p<0.01). Fakat kombine
uygulamalarin yalniz 10 uM sisplatin uygulanan gruba goére hiicre canlilifi iizerinde

istatistiksel olarak anlamli diizeyde etkisinin olmadigi goriildii (p>0.0001).



4.5. EKT Uygulamasi ve ICso Degeri Bulgulari
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HeLa hiicrelerine belirlenen 1,6 kV/cm etkin E alan degeri ile birlikte 0-800 pM bleomisin

dozlar1 uygulandi. EP ile birlikte bleomisin dozlarina bagli olarak degisen hiicre canliligi

sekil 4.11.”de verildi.
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Sekil 4.11. HeLa hiicrelerine elektroporasyon ile bleomisin uygulamasinin hiicre canliligi

uzerindeki etkisi

EP ile bleomisin uygulamas: HeLa hiicreleri lizerinde doza bagli olarak hiicre canliliginda

onemli Gl¢iide bir azalma meydana getirdi. 1,6 kV/cm E alan ile birlikte 10 uM bleomisin
konsantrasyonda hiicre canliligr %24,11, 100 uM’da %21,30, 200 uM’da %20,29 ve 800

uM’da %18,8 olarak bulundu.
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Sekil 4.12. EP+bleomisin ile bleomisin uygulamasinin hiicre canlilig1 iizerindeki etkisinin
karsilastirilmast

Sekil 4.12.’de yalniz bleomisin uygulamasi ile EP+bleomisin’in hiicre canlilig1 tizerindeki
etkisi verildi. Yalniz bleomisin uygulamasinda 10 pM konsantrasyonda hiicre canliligi
%97,57, 100 uM’da %63,73, 200 uM’da %52,98 ve 400 uM’da %42,34 iken EP ile
birlikte uygulandiginda EP+10 pM’da hiicre canliligt %24,11, EP+100 uM’da %21,30,
EP+200 uM’da %20,29 ve EP+400 uM’da %21,9 olarak belirlendi. EP+bleomisin
uygulamasinin yalniz bleomisin uygulamasi ile karsilagtirildiginda EP ile birlikte hiicre
canlilifinda 10, 100, 200 ve 400 pM bleomisin konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak
anlamli bir diisiis oldugu goriildi (**p<0.01,****p<0.0001). EP+bleomisin uygulamasinin
kontrol grubuna gore ise tiim bleomisin dozlarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma
meydana getirdigi saptandi (****p<0.0001). HeLa hiicrelerinde EP ile birlikte bleomisinin

%350 hiicre canliligini azaltan konsantrasyon degeri; 1Cso: 0,44+0,3 uM olarak hesaplandi.

Yalniz bleomisin uygulanan grup ile EP+bleomisinin birlikte uygulandigi grubun I1Cs
degerleri oranlandiginda elektroporasyon ile bleomisin uygulamasinin sitotoksisiteyi 487
kat artirdigi belirlendi. EP+bleomisin uygulamasiin daha diisiik bleomisin dozlarinda

serviks kanserinde etkili bir tedavi yontemi olabilecegi gosterildi.
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EKT uygulamasi i¢in belirlenen 1,6 kV/cm etkin E alan degeri ile birlikte 0-100 uM
sisplatin dozlar1 uygulandi. EP ile birlikte sisplatin dozlarina bagli olarak degisen hiicre
canlilig1 sekil 4.13.”de verildi.
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Sekil 4.13. HeLa hiicrelerine elektroporasyon ile sisplatin uygulamasinin hiicre canliligi
tizerindeki etkisi

HeLa hiicrelerine sisplatin ile birlikte uygulanan EKT uygulamasinin hiicre canlilig
tizerinde onemli 6l¢iide azalma meydana getirdigi belirlendi. 1,6 kV/cm etkin E alan degeri
ile birlikte uygulanan 10 uM sisplatin konsantrasyonda hiicre canliligi %32,16, 25 uM’da
%33,6, 50 uM’da %31,04, 75 uM’da %27,98 ve 100 uM’da % 27,76 olarak hesaplandi.



68

% % %k %k
% % %k %k
NS k% k%
100+ . )
Em Sisplatin
S 80 BEm EP+Sisplatin
e
= 60+
=
S
> 404
=
- 20+
0_
Kontrol 10 25 50 75 100
Sisplatin Konsantrasyonu(pM)

Sekil 4.14. EP+sisplatin ile sisplatin uygulamasinin hiicre canlilig tizerindeki etkisinin
karsilastirilmasi

Sekil 4.14.°de yalmiz sisplatin uygulamasi ile EP+sisplatin’in hiicre canlilig1 {izerindeki
etkisi verildi. Yalniz sisplatin uygulamasinda 10 pM konsantrasyonda hiicre canliligi
%80,17, 25 uM’da %45,92, 50 uM’da %39,9, 75uM’da %39,8 ve 100 uM’da %34,45 iken
sisplatin ile EP birlikte uygulandiginda EP+10 pM’da hiicre canlilign %32,16, EP+25
uM’da %33,6, EP+50 uM’da %31,04, EP+75 uM’da %27,98 ve EP+100 uM’da %27,76
olarak belirlendi. EP+sisplatin uygulamasinin kontrol ile karsilagtirildiginda EP ile birlikte
hiicre canliliginda 10, 25, 50, 75 ve 100 uM sisplatin konsantrasyonlarinin tiimiinde
istatistiksel olarak anlamli bir diisiis meydana getirdigi goriildi (****p<0.0001). EP+10
uM sisplatin dozu, yalmiz 10 uM sisplatin dozu ile karsilastrildiginda hiicre canliliginda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma meydana getirdigi saptand1 (****p<0.0001). HelLa
hiicrelerinde EP ile birlikte sisplatinin inhibe edici konsantrasyon degeri;

1C50:20,55+4,3uM olarak hesaplandi.

HeLa hiicrelerine uygulanan yalniz sisplatin grubu ile EP+sisplatinin birlikte uygulandig
grubun 1Csy degerlerinin oranlamasi ile EP ile sisplatin uygulamasinin sitotoksisiteyi 1,71
kat artirdig: belirlendi. EP+sisplatin uygulamasinin daha diisiik sisplatin dozlarinda serviks

kanserinde etkili bir tedavi yontemi olabilecegi belirlendi.
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4.6. CaEP Uygulamasi Bulgulari

HeLa hiicrelerine belirlenen etkin E alan degeri ile birlikte 1-5 mM konsantrasyonlarda

CaCl,uygulandi. CaEP uygulamasi ile hiicre canliligindaki degisim sekil 4.15.”de verildi.
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Sekil 4.15. CaEP’nin HeLa hiicrelerinin canlilig1 tizerindeki etkisi

CaEP uygulamasinin HeLa hiicreleri iizerinde CaCl, dozuna bagl olarak hiice canliliginda
onemli Ol¢lide bir azalma meydana getirdi. Etkin E alan ile birlikte ImM CaCl,
konsantrasyonunda hiicre canliligi %51,13, 2 mM’da %63,19, 3 mM’da %46,77, 4mM’da
%37,55 ve 5 mM CaCl; konsantrasyonunda %26,82 olarak hesaplandi.
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Sekil 4.16. CaEP ile yalniz CaCl, uygulamasinin hiicre canlilig tizerindeki etkisinin
karsilastirilmast

Sekil 4.16.’da yalniz CaCl, uygulamasi ile CaEP uygulamasinin hiicre canliligi iizerindeki
etkisi karsilastirilmali olarak verildi. Yalniz CaCl, uygulamasinda CaCl,’nin  tim
konsantrasyonlarinda hiicre canliliginda 6nemli bir degisim goézlenmez iken CaEP
uygulamasi ile ImM CaCl; konsantrasyonunda hiicre canliligr %51,13, 2 mM’da %63,19,
3 mM’da %46,77, 4 mM’da %37,55 ve 5 mM CaCl, konsantrasyonunda %26,82 olarak
belirlendi. CaEP’nin yalniz CaCl, uygulamasi ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda EP
ile birlikte CaCl,’nin tiim konsantrasyonlariin hiicre canliligi tizerinde istatistiksel olarak

anlaml1 bir azalmanin oldugu goriildii (****p<0.0001).
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4.7. Elektroporasyon ile Birlikte Kemoterapotik laglar ve Kalsiyumun Kombine

Uygulamasimin Hiicre Canhhig Uzerine Etkileri

Bleomisinin en diisiik dozu olarak segilen 10 uM ila¢ konsantrasyonu ile CaCl, ‘nin 1,2,3,4

ve 5 mM dozlarmin EP ile birlikte hiicre canlilig:

tizerindeki etkileri sekil 4.17.’de

gosterildi.
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Sekil 4.17. EP ile birlikte bleomisin ve CaCl, kombinasyonunun hiicre canliligi tizerindeki

etkisinin karsilastirilmasi

Yalniz 10 puM bleomisin varliginda hiicre canliligi

%83,2 olarak belirlendi. 10 uM

bleomisin ile birlikte 1, 2 3, 4 ve 5 mM CaCl, kombinasyonunda hiicre canliliklari sirasiyla
%86,59, %81,39, %87,5, %84,29 ve %87,43 olarak belirlendi. EP ile birlikte 10 uM

bleomisin varlifinda hiicre canlilifi %?24,11 olarak belirlenirken EP ile birlikte 10 uM

bleomisin + 1, 2 ,3, 4 ve 5 mM CaCl;, varliginda ise hiicre canliliklar1 sirastyla %20,95,
%25,54, %27,94, %24,29 ve %21,77 olarak belirlendi. Sadece 1ImM CacCl, ile kombine
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ila¢ uygulamasinin EP ile birlikte hiicre canliliginda azalmaya neden oldugu belirlendi. Bu

azalma EP ile birlikte 10 uM bleomisin uygulamasina oranla istatistiksel olarak anlaml
degildi (p>0.0001).

10 uM sisplatin ile CaCl; ‘nin 1,2,3,4 ve 5 mM dozlarinin EP ile birlikte hiicre canlilig
tizerindeki etkileri sekil 4.18.’de gosterildi.
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Sekil 4.18. EP ile birlikte sisplatin ve CaCl, kombinasyonunun hiicre canlilig {izerindeki
etkisinin karsilastirilmasi

Yalniz 10 uM sisplatin varliginda hiicre canliligi %80,17 olarak belirlendi. 10 uM sisplatin
ile birlikte 1, 2 3, 4 ve 5 mM CaCl, kombinasyonunda hiicre canliliklar1 sirasiyla %85,82,
%82,32, %85,71, %84,19 ve %86,21 olarak belirlendi. EP ile birlikte 10 uM sisplatin
varliginda hiicre canlilig1 %32,16 olarak belirlenirken EP ile birlikte 10 pM sisplatin + 1, 2
,3, 4 ve 5 mM CaCl, varliginda ise hiicre canliliklar1 sirasiyla %25,85, %33,72, %37,63,
%33,23 ve %28,22 olarak belirlendi. Sadece 1mM CaCl, ile kombine ilag uygulamasinin
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EP ile birlikte hiicre canliliginda azalmaya neden oldugu belirlendi. Bu azalma EP ile

birlikte 10 uM sisplatin uygulamasina gore istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,0001).
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Resim 4.2. HeLa hiicre hattinda, Bleomisin, Sisplatin, CaCly ile birlikte EP
uygulamalarinin 24 saat sonrasindaki 100X biiyiitmedeki invert mikroskop
goriintiileri, (a) Kontrol, (b) 1,6 kV/cm EP, (c¢) Bleomisin 10 uM,

(d) EP+Bleomisin 10 uM, (e) Bleomisin 100 uM, (f) EP+Bleomisin 100 uM,
(g) Sisplatin 10 uM, (h) EP+Sisplatin 10 uM, (1) Sisplatin 25 uM, (j)

EP+Sisplatin 25 uM, (k) CaCl, 1 mM, (I) EP+CaCl, 1 mM, (m) CaCl, 5 mM,
(n) EP+CaCl, 5 mM
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4.8. EKT ve CaEP Uygulamasinin AWYm’e EtkKisi

10, 100, 200, 400 ve 800 uM bleomisin dozlarinin tek basmna ve EP ile birlikte
maruziyetinin AWm’e etkisi JC-1 floresan boyamasi kullanilarak kirmizi/yesil floresan
orani hesaplanarak bulundu. Yalniz bleomisin ile EP+bleomisin maruziyeti sonrast AYm

sonuclar sekil 4.19. ve sekil 4.20.de verildi.
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Sekil 4.19. Bleomisin maruziyetinde mitokondri membran potansiyeli degisimi
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Sekil 4.20. EP+Bleomisin maruziyetinde mitokondri membran potansiyeli degigimi
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A¥Ym’de meydana gelen depolarizasyon ya da hiperpolarizasyon apoptozun Onemli
gostergelerindendir. Farkli dozlarda bleomisin uygulanan hiicrelerin  kirmizi/yesil
fliioresans orani kontrol hiicrelerine kiyasla bir miktar artis gostermektedir. AYm’deki bu
artts 10 uM bleomisin varhiginda %6,2, 200 uM’da %22,61 ve 400 uM’da %29,25 olarak
bulundu (Sekil 4.19). Fakat, A¥m kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0.01).

EP ile birlikte farkli dozlarda bleomisin uygulanan hiicrelerin kirmizi/yesil floresan
oraninin, kontrol hiicrelerine kiyasla tiim bleomisin dozlarinda onemli Olclide arttigi
belirlendi (**p<0.01). AYm’de artis EP+10 uM’da %67,54, EP+100 uM’da %1144,
EP+200 uM’da%112,19 ve EP+400 uM’da %109,62 olarak saptandi (Sekil.4.20). Bu
sonuglar EKT uygulamasi ile artan hiicre i¢i sitotoksisitenin AWYm’de artisa neden olarak

mitokondri membranininda hiperpolarizasyona neden oldugunu gostermektedir.

JC-1 saglikl hiicrelerde kirmizi renkte gozlenir. Hiicreler depolarize oldukga JC-1 floresan
kirmizidan yesile dogru kayar. Kirmizi/yesil floresan oran1t A¥Ym’deki bagil degisimi ifade
eder. Yalniz 10, 25, 50, 75 ve 100 uM sisplatin dozlarinin ve EP ile birlikte maruziyetinin
A¥m etkisi kirmizi/yesil floresan orani hesaplanarak bulundu. Yalniz sisplatin ile

EP-sisplatin maruziyeti sonrast A¥m sonuglar sekil 4.21 ve sekil 4.22’de verildi.
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Sekil 4.21. Siplatin maruziyetinde mitokondri membran potansiyeli degisimi
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Sekil 4.22. EP+Siplatin maruziyetinde mitokondri membran potansiyeli degisimi

Tek basina 10 uM sisplatin varliginda AWYm’de %32,8’lik azalma belirlenirken ve bu
azalmanin kontrol grubuna kiyasla anlamli oldugu goriildii (***p<0.001). Bu sonug, 10
UM sisplatin maruziyetinin mitokondri membraninda depolarizasyon meydana getirdigini
gostermektedir. Diger sisplatin dozlarinda ise 25 pM’da %35,1°lik azalma goériiliirken, 50
uM’da  %10,79, 75 uM %11,35 ve 100 uM’da ise %13,38’lik artis saptandi. Diger
sisplatin dozlarindaki kirmizi/yesil floresan oraninda degisimler istatistiksel olarak anlamli

degildi (p>0.01), (Sekil 4.21).

Sisplatin ile EKT uygulamasi sonrast A¥Ym’de 10 uM konsantrasyonda %0,9’luk bir artig
belirlenirken 25 pM %10, 50 uM’da %26,2 75 uM %22,7 ve 100 pM’da %38,3’liik bir
azalma belirlendi. Tiim dozlardaki EKT uygulamasinda A¥m’de kontrole grubuna kiyasla
anlamli bir degisim goriilmedi (p>0.01). Bunun yaninda yalmz 10uM sisplatin
uygulamasinda meydana gelen mitokondri membran depolarizasyonu EP varliginda
azalma goOstermektedir (Sekil 4.21., Sekil 4.22.). Sadece 50 uM sisplatin dozunda
mitokondri membran1 az miktar hiperpolarizasyon gosterirken, bu durum EP varliginda

depolarizasyon olarak belirlendi.
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1, 2, 3, 4 ve 5 mM CaCl;, uygulamas: ve CaEP sonrasi AYm sonuglar1 kirmizi/yesil

floresan orani hesaplanarak bulundu. Sonuglar sekil 4.23 ve sekil 4.24°de sunuldu.
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Sekil 4.23. CaCl; maruziyetinde mitokondri membran potansiyeli degisimi
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Sekil 4.24. CaEP maruziyetinde mitokondri membran potansiyeli degisimi

CaCl;, uygulamasi sonrasi kirmizi/yesil floresan oraninda 1 mM konsatrasyonda %27,6, 3
mM'da %17,24, 4 mM'da %50,85 ve 5 mM'da %14,46’lik artis goriiliirken, 2 mM
konsatrasyonda ise %11,2’lik bir azalmanin meydana geldigi goriildii (Sekil 4.23). Sadece
istatistiksel olarak 4 mM’daki degisimin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu
(**p<0.01). 1, 3, 4 ve 5 mM CaCl; maruziyetinde mitokondri membraninin hiperpolarize
oldugu belirlendi. 2 mM CaCly’nin kirmizi/yesil floresan oraninda ise azalma meydana
geldigi mitokondri membraninda depolarizasyon olusturdugu saptandi, ancak bu degisim

kontrol grubuna kiyasla anlamli degildi (p>0.01).

EP ile birlikte 1, 2, 3, 4 ve 5 mM CaCl, uygulamasi sonrast A¥m’de sirasiyla %69,24,
%48,99, %53,90, %91,33 ve %65,89’luk 6nemli bir artis meydana getirdi. 1, 4 ve 5
mM'daki AWm’deki artisin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oldugu
saptand1  (*p<0.05, **p<0.01). A¥m’deki artisin sonucu 1, 4 ve 5 mM CaEP

uygulamasinin mitokondri membraninda hiperpolarizasyona neden oldugu goriilmektedir.
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4.9. Hiicre Dongiisii Bulgular:

HelLa hiicrelerine 1 Hz tekrarlama frekansinda 100 us puls siiresince 8 kare darbe ve 0,4-
3,2 kV/cm E alan siddetinde EP uygulamasi ile hiicre dongiisiiniin G0/G1, S ve G2/M
fazlarindaki dagilim sekil 4.25.’de verildi.
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Sekil 4.25. EP maruziyetinde hiicre dongiisii

HeLa hiicrelerinin kontrol grubundaki hiicre dongiisii dagilimi G0/G1 fazinda %87,5, S
fazinda %?2,5 ve G2/M fazinda %9,8 olarak belirlendi. Hiicreler 0,4 kV/cm E alan siddetine
maruz birakildiginda dongiideki dagilimin G0/G1 fazinda %95,5, S fazinda %2,5 ve G2/M
fazinda %1,5 oldugu bulundu. 1,2 kV/cm E alan siddeti uygulanan grupta GO/G1 fazinda
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%95,2, S fazinda %1,2 ve G2/M fazinda %3,6’lik bir dagilim belirlendi. E alan siddetinin
1,6 kV/cm oldugu EP uygulamasinda ise GO/G1 faz1 9%95,3, S faz1 %1,8 ve G2/M fazi
%2,7 olarak belirlendi. Secilen en yiiksek E alan siddeti 3,2 kV/cm maruziyetinde ise
GO0/G1 faz1 %98,5, S faz1 %0.7 ve G2/M faz1 ise %0,6 olarak belirlendi. HeLa hiicrelerinde
uygulanan tim E alan siddetlerindeki EP maruziyetlerinin kontrol grubuna gore hiicre

dongiistinde GO/G1 arreste neden oldugu goriildii.
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HeLa hiicrelerine yalniz 10 ve 100 uM bleomisin maruziyeti ve ayni konsantrasyonlardaki

EKT uygulamasimin hiicre dongiisii tizerindeki etkileri sekil 4.25.” da sunuldu.
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Sekil 4.26. Bleomisin ve EP+Bleomisin uygulamalarinda hiicre dongiisii

Kontrol grubundaki hiicrelerin %87,5’1 GO/G1 fazinda %2,5’1 S fazinda ve %9,8’1 G2/M

fazinda oldugu belirlendi. 10 ve 100 pM bleomisin maruziyetinde hiicre dongiisiindeki

dagilim sirasiyla GO/G1 fazinda %59 - %53,7, S fazinda %2,2 - %2,7 ve G2/M fazinda

%38 - %42,8 olarak belirlendi.

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda bleomisin
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maruziyetinde G2/M fazinda hiicrelerde birikme oldugu ve dozun artmasi ile birlikte
birikmede artisin daha fazla oldugu goriildii. EP ile birlikte 10 ve 100 uM bleomisin
varliginda dongiideki dagilim sirasiyla GO/G1 fazinda %88.,2 - %99, S fazinda %3,6 - %0,9
ve G2/M fazinda %8.,2 - %0,1 olarak belirlendi. Kontrol grubuna goére EP+bleomisin
maruziyetinin G0/G1 fazindaki hiicrelerde yiiksek bir artisa neden oldugu goriildii.
EP+bleomisin uygulamasmin yalniz bleomisin varligindaki dagilimlara gore G2/M
fazindaki hiicrelerde 6nemli miktarda azalma meydana getirerek G0/G1 fazinda artisa

neden ve hiicrelerin S fazina gegisine engel oldugu saptandi.



10 ve 25 uM sisplatin maruziyeti ve ayni1 konsantrasyonlardaki EKT uygulamasinin HeLa

hiicrelerinin hiicre dongiisii tizerindeki etkileri sekil 4.27.’de verildi.
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Sekil 4.27. Sisplatin ve EP+Sisplatin uygulamalarinda hiicre dongiisii

Kontrol grubundaki hiicrelerde GO/G1 fazinda %87,5, S fazinda %2,5 ve G2/M fazinda
%9,8’lik bir dagilim belirlendi. 10 ve 25 uM sisplatin maruziyetinde hiicre dongiisiindeki
dagilim sirasiyla GO/G1 fazinda %88,8 - %75, S fazinda %2 - %1,9 ve G2/M fazinda
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%09,3- %22 olarak belirlendi. Kontrol grubuna goére 10 uM sisplatin maruziyeti GO/G1
fazinda artigsa, fakat 25 uM sisplatin maruziyeti ise azalmaya neden oldugu goriildii.
Kontrol grubuna gore 25 puM sisplatin varligt G2/M fazindaki hiicre yiizdesinde artig
meydana getirdigi belirlendi. EP ile birlikte 10 ve 25 uM sisplatin varliginda dongiideki
dagilim sirasiyla GO/G1 fazinda %96,4 - %90,6, S fazinda %1,5 - %1,8 ve G2/M fazinda
%2,2 - %7,6 olarak belirlendi. Kontrol grubuna gére EP+sisplatin maruziyetinin GO/G1
fazindaki hiicrelerde artisa neden oldugu goriildii. EP+sisplatin uygulamasinin yalniz
sisplatin varligindaki dagilimlara gére GO/G1 fazinda artisa neden oldugu hiicrelerin S
fazina gecisine engeledigi ve G2/M fazindaki hiicrelerde 6nemli miktarda azalma meydana

getirdigi gozlemlendi.
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HeLa hiicrelerine yalniz 1 ve 5 mM CaCl, maruziyeti ve ayn1 konsantrasyonlardaki CaEP

uygulamasinin hiicre dongiisii tizerindeki etkileri sekil 4.28.de verildi.
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Sekil 4.28. CaCl, ve EP+ CaCl, uygulamalarinda hiicre dongiisii

Kontrol grubunda hiicrelerin dongiisel dagilimi GO/G1 fazinda %87,5, S fazinda %2,5 ve
G2/M fazinda %9,8 olarak belirlendi. 1 mM CaCl, varliginda hiicrelerde GO/G1 fazinda
46,9, S fazinda %1,8 ve M fazinda %51°lik bir dagilim belirlendi. 5 mM CaCl, varliginda
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ise dongiisel dagilim G0/G1 fazinda %36,4, S fazinda %2,2 ve G2/M fazinda %60,7 idi.
Kontrol grubuna gore yalniz 1 ve 5 mM CaCl, varligimin G2/M fazinda hiicrelerde
birikmeye neden oldugu goriilii. CaEP uygulamasinin 1 ve 5 mM CacCl, varlgindaki hiicre
dongiistindeki dagilimlar sirasiyla GO/G1 fazinda %99 - %97.4, S fazinda %0,7 - %1,7 ve
G2/M fazinda %0,3 ve %0,9 olarak belirlendi. Yalniz 1 ve 5 mM CaCl; uygulamalarina
gore CaEP uygulamasinin iki doz degeri icinde G2/M fazindaki hiicre dagilimin1 énemli

bir bi¢imde azalttig1 ve GO/G1 arreste neden oldugu goriildii.
4.10. PCR Analizi: Bax/Bcl-2 ve p53 Gen Ekspresyonu Bulgular:
Hiicrelere uygulanan 10 uM bleomisin, 10 uM sisplatin ve 1 mM CacCl, ile ayn1 dozlarin

EP ile birlikte kombine uygulamalarinin Bax/Bcl-2 gen ekspresyon oranlar1 ve p53 gen

ekspresyonu kat artig1 degerleri sekil 4.29. ve 4.30.’da verildi.

ns

Sekil 4.29. EKT ve CaEP Uygulamalarinin Bax/Bcl-2 oranina etkisi
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Sekil 4.30. EKT ve CaEP Uygulamasinin p53 diizeyine etkisi

HeLa hiicrelerine kemoterapdtik ve CaCly’lin en diisiik doz degerleri ve bu dozlarin EP ile
birlikte uygulamalar1 sonucu Bax/Bcl-2 oranindaki degisimler belirlendi (Sekil 4.29.). 10
M bleomisin ve 10 uM sisplatin uygulamalarinda Bax/Bcl-2 gen ekspresyon oraninda
sirastyla 1,2 ve 1,4 kat artis gozlenirken, EP ile kombine kullaniminda ise artigin sirasiyla
1,4 ve 2,3 kat oldugu belirlendi. Ancak belirlenen artiglarin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 goriildii (p>0.01). Hiicrelere uygulanan 1 mM CaCl, dozunda Bax/Bcl-2 gen
ekspresyon oraninda kontrol grubuna gore azalma gozlenirken CaEP uygulamasi ile 2,8

kat arttig1 belirlendi. Fakat belirlenen artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriildii
(p>0.01).

HelLa hiicrelerine kemoterapotik ve CaCly’iin en diisiik doz degerleri ve bu dozlarin EP ile
birlikte uygulamalar1 sonucu p53 gen ekspresyonunda meydana gelen degisimler belirlendi
(Sekil 4.30.). 10 uM bleomisin uygulamasinda p53 ekspresyonunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir artis saptandi (*p<0.05). EP+10 pM bleomisin

maruziyetinde ise bir miktar azalma oldugu belirlendi fakat bu degisim istatistiksel olarak



88

anlamli degildi (p>0.01). 10 uM sisplatin uygulamasinda kontrol grubuna goére p53
ekspresyonunda kismi bir azalma belirlenirken EP ile kombine uygulamasinda ise 1,2 kat
artis oldugu goriildii ancak bu degisimlerin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gorildii
(p>0.01). 1 mM CaCl, varliginda kontrol grubuna goére p53 ekspresyonunda azalma
bulundu. CaEP uygulamasinda ise p53 ekspresyon degerinde tek basina 1 mM CaCl,
uygulamasina gore 2,5 kat artig belirlenirken, kontrol grubuna gore anlamli bir degisim

olmadig: gorildi (p>0.01).
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5. TARTISMA

Kanser diinyada kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en yiiksek mortaliteye sahip 6nemli
bir halk saghigi sorunudur. Kanser morbitide ve mortalitesindeki artis arastirmacilarin
kanser tedavisi {izerine yapilan caligmalara olan ilgisini arttirmaktadir. Serviks kanseri,
meme kanserinden sonra diinya genelinde kadinlarda en sik goriilen kanser tiiriidiir.
Serviks kanseri tedavisinde kemoterapi tek basina ya da diger tedavi segenkeleri ile
kombine olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bleomisin ve sisplatin gibi
antineoplastikler hastaligin tedavisinde en sik kullanilan ilaglar arasinda yer almaktadir.
Hiicre membraninin fosfolipit yapist1 geregi membrandan kolay gecemeyen bu
kemoterapotik ajanlarin etkinligi 6nemli oranda azaltmaktadir. Etkinligi artirmak i¢in ilag
dozunun artirilmasi gerekir, ancak bu durum da onemli yan etkileri beraberinde
getirmektedir. Kemoterapi tedavisindeki bu kisitlayict durum, tedavide yeni yontem ve
ilaglarin bulunmasina yonelik aragtirmalarin artirilmas1 ve gelistirilmesi gerekliligini

ortaya koymaktadir.

EP, hiicre membraninda hidofilik porlar olusturarak, biiyitk molekiillerin membrandan
gecigini  saglayan fiziksel bir yontemdir. EKT uygulamasinda, EP ile birlikte
kemoterapotik ajanlarin membrandan gegisi saglanarak daha az ilag dozu ile daha fazla
sitotoksik etki saglanabilmektedir. Boylelikle, kemoterapide kullanilan ilag dozlar

diistirtilebilirken, yan etkiler de 6nemli oranda azaltilabilir.

Ca*? hiicre 6limii dahil olmak iizere birgok hiicresel faaliyetde ©nemli bir rol
oynamaktadir. intraselliiler ortamdaki Ca™? konsantrasyonu ektraselliiler ortamdan oldukca
azdir ve bu denge hiicrede siki bir sekilde diizenlenir. Hiicre igi Ca*? miktarinin
suprafizyolojik artisi mitokondride por olusumunu saglayarak bir takim hiicre 6limii
mekanizmalarinin aktivasyonunu saglar. CaEP yontemi ile hiicre i¢i Ca** miktarinmn
artmasiyla birlikte, bu intraselliiler yolaklarin uyarilmasi saglanarak kanserli hiicrelerin

Oliimii gerceklesmektedir.

EKT ve CaEP’nin etkili bir sekilde uygulanabilmesi icin membran permeabilizasyonun ve

maksimum ve hiicre 6liimiiniin mimumum oldugu etkin E alan degerini belirlemek oldukca



90

onemlidir. Bu amagla, biz de oncelikli olarak ¢alismamizda kullandigimiz HeLa hiicreleri

icin etkin E alan degerini belirledik.

Calismamizda, EKT ve CaEP uygulamasi i¢in HeLa hiicrelerine uygulanacak etkin E alan
degeri, hiicre canliligi ve permeabilizasyon degerlerinden yararlanarak 1,6 kV/cm olarak
bulundu. Literatiirde farkli hiicre hatlari i¢in belirlenen etkin E alan degeri ile ilgili ¢ok

saylda ¢alisma bulunmaktadir.

Jaroszeski ve arkadaslar tarafindan yapilan in-vitro ¢alismada EKT i¢in belirlenen etkin E
alan degerleri, insan yumurtalik kanseri (LN1) hiicre hatt1 ig¢in 1100 V/cm, si¢an
hepatoselliiler karsinoma (N1-S1) hicreleri i¢in 1250 V/cm, insan endometriyal
adenokarsinoma (Ishikawa) hiicreleri icin 1200V/cm, fare melanom hiicreleri (B16) igin

1200 V/cm olarak bildirilmistir [32].

Insan dermal mikrovaskiiler endotel hiicreleri (HMEC-1) ile yapilan bir diger EKT
caligmasinda ise, 1000 V/cm E alanda HMEC-1 hiicrelerinin elektro-gecirgenliginin, %30
oldugunu, 1800 V/cm’lik E alan maruziyetinde hiicrelerin sadece %85'inin permeabilize
oldugu ve hiicre canliliginin %57’ye diistiiglinii bu durumun elektroporasyona karsi
nispeten yiiksek bir hiicresel direnci ifade ettigini, elektrokemoterapi deneyleri i¢in ise
hiicrelerin sadece %60’ 1mnin permeablize oldugu 1400 V/cm E alan parametresi secildigi

bildirilmistir [122].

Esmekaya ve arkadaglarmin tamoksifenin EKT ile insan meme karsinoma (MCF-7)
hiicrelerinde etkilerinin belirlenmesi icin yaptiklart in-vitro ¢alismada optimal EP
parametrelerini 1 Hz, 100 ps puls siiresi ve 1750 V/ecm E alan siddeti olarak rapor
etmislerdir. Insan neuroblastoma hiicreleri (SH-SY5Y) ile yaptiklar1 bir diger baska
calismada, sisplatin elektroporasyonu i¢in etkin EP parametreleri 1 Hz, 100 ps puls siiresi

ve 1500 V/cm E alan siddeti olarak tespit edilmistir [123, 124].

Literatiirdeki caligmalarda farkli hiicre hatlar1 i¢in farkli etkin E alan degerlerinin
bulundugu goriilmiistiir. Yapilan ¢aligmalar, farkli hiicre tiplerine gére genis spektrumlu
bir etkin E alan degeri sunmaktadir. Literatiirdeki veriler 1s1ginda, ¢alismamizda bulunan

etkin E alan degerinin mevcut ¢aligsmalarla uyumlu oldugu goriilmiistiir.
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Calismamizda HelLa hiicreleri i¢in yalniz bleomisin varliginda ICsg degeri 214,11+4,7 uM
olarak bulunurken, bleomisin ile EKT uygulamasi sonrasinda ise 0,44+0,3 uM olarak
hesaplandi. EKT uygulamasinda bleomisinin diisiik dozlarinda dahi etkili hiicre 6liimiiniin
gerceklestigi  saptandi. Elde edilen veriler neticesinde, EKT uygulamasinin HelLa
hiicrelerinde bleomisin sitotoksisitesini 487 kat arttirdigi goriildii. Yalniz sisplatin
kemoterapoétik ilact varliginda ise HelLa hiicreleri igin ICsg degeri 35,16+3,3 uM olarak
bulunurken, sisplatin ile EKT uygulamasi sonrasinda ise 1Cso degeri 20,55+4,3uM olarak
hesaplandi. EKT uygulamasmin HeLa hiicrelerinde sisplatin sitotoksisitesini 1,71 kat
arttirdig1 belirlendi. Literatlirde farkl: hiicre hatlar1 i¢in farklt EP parametreleri ile yapilan

EKT uygulamalarinda bulunan sitotoksisite artigi ve 1Csq degerleri mevcuttur.

Jaroszeski ve arkadaslar1 tarafindan yapilan in-vitro c¢alismada EKT ile bleomisin
uygulanan yedi farkli hiicre hattinin tamaminda sitotoksik etkilerin arttigi ve bleomisinin
pulslu E alan ile birlestirildiginde, tek basina ila¢ uygulamasina gore 100 ila 5000 kat artig
meydana geldigi gosterilmistir [32].

Esmekaya ve arkadaglarinin insan neuroblastoma hiicreleri (SH-SYSY) ile yaptiklar bir
diger ¢alismada, tek basina sisplatin uygulanan grubun ICsy degeri 5,03 pg/mL olarak
belirlenirken, EKT sonrasi sisplatin ICsg degeri, 0,51 pg/mL olarak rapor edilmistir [123].

Fare melanom BI16F1 hiicrelerinde yapilan diger bir ¢aligmada ise, 1 Hz tekrarlama
frekans1 100 ps puls siiresi ve 160V’luk EP parametreleri kullanilmistir. Rutenyum
kompleksi NAMI-A kullanilarak yapilan ¢alismada yalniz 1 uM NAMI-A uygulamasinda
hiicre canliligmin %90 iken EP ile birlikte uygulandiginda canliligin %10 oldugu
bildirilmistir [125].

Saczko ve arkadaslarinin insan yumurtalik seffaf hiicreli karsinom (OvBH-1) ve epitelyal
yumurtalik karsinomu hiicreleri iizerinde (SKOV-3) yaptiklar1 ¢alismada, OvBH-1
hiicrelerine 24 saatlik tek basina sisplatin uygulamasinda 1Cso’yi 34,97 uM, SKOV-3
hiicrelerinde ise 62,59 uM olarak bildirilmistir. 1,5 kV/cm E alan ile birlikte bleomisin
maruziyetinde ise 1Csp degerini OvBH-1 hiicrelerinde 4,74 uM, SKOV-3 hiicrelerinde
84,25 uM olarak rapor edilmistir. 2 kV/cm E alan ile birlikte uygulamada ise, 1Cso degeri
OvBH-1 hiicreleri i¢in 0,12 uM, SKOV-3 hiicrelerinde ise 3,09 uM olarak verildi.
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Calismada 24 saatlik inkiibasyon uygulamalarinda EP'nin 2 kV/cm’ye kadar giivenli

oldugunu rapor edilmistir [126].

Gehl ve arkadaslarida ¢in hamster akciger fibroblast (DC-3F) hiicrelerinde 1 Hz, 99 us puls
stiresi ve 1200V/cm olarak belirledikleri EP parametreleri ile yaptiklari in-vitro ¢alismada
EP uygulamasi ile bleomisinin sitotoksik etkisini 300 kat, sisplatinin ise 2,3 kat artirdig:
bildirilmistir [47].

Jaroszeski ve arkadaglar1 tarafindan yedi farkli hiicre hatt1 ve 44 farkli kemoterapik ilag
tizerinde yapilan in-vitro ¢alismada, EP ile birlikte sisplatin ve carboplatinin alt1 farkli
hiicre hatt1 iizerinde 3-13 kat daha etkili oldugu, EP ile birlikte bleomisin uygulamasinin
yalniz bleomisin uygulamasina gére ICso degerini 100-5000 kat arasinda artirdigi, bir diger
kemoterapoétik ajan olan vinkristinin ise g¢esitli hiicre hatlarinda 1,3-3,4 katlik bir sitotoksik

artig gosterdigi tespit edilmistir [32].

Orlowski ve arkadaslarinin in vitro kosullarda ¢in hamster akciger fibroblast (DC-3F)
hiicrelerinde yaptiklar1 ¢alismada EP ile birlikte netropsin ve bleomisin igin sitotoksisitenin
sirastyla 200 ve 700 kat arttigini, lipofilik bir ila¢ olan aktinomisin D kullaniminda ise

sitotoksisite artis1 3 kat olarak bildirilmistir [48].

Scuderi ve arkadaslarinin fare melonom (B16-F1) hiicreleri {izerinde yaptiklar: in vitro
caligmada 1 Hz tekrarlama frekansi 8x100 us puls siiresi ve 1,2 kV/cm E alan siddetli
monopolar puls parametreleri ile sisplatin maruziyetinde 1Csy degerini 85 uM, 1 Hz
tekrarlama frekansi, 1 ps’lik 8 puls ve 3 kV/cm siddetindeki bipolar pulslar (HF-EP) ile
sisplatin maruziyetinde ise ICsy’yi 45 uM olarak bildirilmistir [127].

Todorovic ve arkadaglarinin murin kolorektal karsinom hiicrelerinde (CMT-93) yapilan
calismada 1 Hz tekrarlama frekansi 100 ps puls siiresi ve 1300 V/cm EP parametreleri
kullanilmistir. EP ile birlikte hiicrelerin, ICsq degeriyle belirlendigi iizere sisplatine 2,8 kat
bleomisine 500 kat daha duyarl oldugu bildirilmistir [128].

Maczynska ve arkdaglarinin yumurtalik adenokarsinom hiicre hatti (SW626) ve melanom
hiicre hatt1 (Me45) iizerinde yaptiklar1 ¢aligmada 50 pM sisplatin ve 1 uM betulinik asit
(BTA) dozlarinda 1200 V/cm E alan maruziyetinde gore, EKT uygulanan ilacin etkinligini
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biraz arttirdig1 ve hiicre canliliginda ayni konsantrasyonda tek basina sisplatin i¢in elde

edilen seviyenin %30’un altina diistiigii rapor edilmistir [129].

Vasquez ve arkadaslarinin mesane kanseri hiicrelerinde (SW780) yaptiklar1 calismada
yalniz mitomisin C i¢in ICsp degerini 400 uM, EP (99 us, 1,2 kV/cm, 8 puls 1 Hz) ile
birlikte, bu degerin 350 uM oldugunu ve sonuglarin iki durumda da benzerlik gosterdigini
bildirmislerdir. Ayn1 ¢alismada yalniz sisplatin uygulamasi i¢in ICsg degeri 590 uM, EP ile
birlikte ise 90 uM olarak rapor edilmistir [130].

Ramachandran ve arkadaslarinin insan promiyelositik 16semi (HL60), insan akut miyeloid
l6semi (KG1) ve insan servikal (ME180) kanser hiicreleri iizerinde yaptiklarin vitro
calismada, EP (1200 V/cm, 100 ps) ile birlikte 10 uM bleomisin varhiginda HL60
hiicrelerinde %39,2, KG1 i¢in %35,8 ve MEI180 icin ise %35,5 mortalite orani
bildirilmistir [131].

Cemazar ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada insan yumurtalik karsinomu
(IGROV1) hiicreleri ve bunlarin sisplatine direngli alt klonu (IGROV 1/DDP), biiytikliikleri
100 ila 1800 V/cm arasinda degisen ve 100 us'lik darbe siiresi olan 8 kare dalga E
darbesine maruz birakildi. Hiicreler, yalniz elektroporasyon uygulamasi nedeniyle 740
V/icm (IGROV1) ve 1600 V/cm'de (IGROV1/DDP) ICsy degerlerine sahip oldugu
belirtildi. Diger taraftan, hiicreler elektrokemoterapi ile tedavi edildikten sonra IGROV1 ve
IGROV1/DDP hiicreleri i¢in sirasiyla 0,6 pg/mL ve 3,2 pg/mL sisplatin

konsantrasyonlarinda ICso degerleri rapor edilmistir [57].

Literatiirdeki bir¢ok ¢alisma sonuglarini inceledigimizde farkli hiicre tipleri i¢in EKT
uygulamasinin  bleomisin ve sisplatin sitotoksisitesini farkli oranlarda arttirdig
gortilmektedir. Artig oranindaki bu farkliliklar hiicre tipine, kullanilan EP parametrelerine
(E alan siddeti, puls siiresi) gore degisiklik gosterdigi goriilmektedir. Fakat kesin olarak
ifade edilen bir sey varki o da EKT uygulamasinin bleomisin ve sisplatin kemoterapotik
ilaglarin 1Csp degerini 6nemli oranda azaltmakta ve tedavi i¢in ihtiyag duyulan doz
miktarmi diisiirmektedir. Ayrica galigmamizda, sisplatin ve bleomisin uygulamalarinda,
sisplatinin EP ile birlikte uygulamasinda ICsg dozu degisim orani yalniz sisplatinle
karsilastirildiginda daha diisiik oldugu goriilmektedir. Bu durum, sisplatinin tek bagsina

uygulamalarinda daha diisiik dozlarinda HeLa hiicrelerine daha toksik etki gdstermesi
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nedeniyle olabilir. Bleomisin ise sisplatin uygulamasina gore daha yiiksek 1Csp dozu
degisim oranina sahiptir. Bu durum, tek basina bleomisin daha yiiksek dozlarinin, HelLa
hiicrelerine daha toksik etki gostermesiyle gerceklesiyor olabilir. Bu baglamda
calismamizda HeLa hiicreleri igin buldugumuz sitotoksisite artis oranlarinin ve ICsg

sonuglarinin literatiirdeki mevcut bilgilerle uyumlu oldugu goriilmustiir.

Calismamizda kanser tedavisinde kemoterapotik ajanlara alternatif olabilcegi diistiniilen
CaCl; tek basina ve EP ile birlikte kombine uygulamalar1 gergeklestirildi. Tek basina
CaCl;, dozlarmin uygulamasit HelLa hiicrelerinin canliliklari iizerinde anlamli bir etkisinin
olmadigr gozlemlendi. Fakat CaEP yontemi ile CaCly’tin HeLa hiicrelerinde &nemli
sitotoksik etki olusturdugu bulundu. 1 mM ve 5 mM CaCl, ile yapilan CaEP

uygulamasinda sirasiyla % 48,87 ve % 73,18’lik mortalite oran1 bulundu.

Ayrica, 10 uM bleomisin ve siplatin konsantrasyonlar ile CaCl, tiim dozlardaki kombine
uygulamalarinin ise hiicre canliligi iizerinde sinerik bir etki gostermedigi saptandi. CaEP
uygulamasi {izerine yapilan calismalar olduk¢a yenidir. Bu baglamda g¢alismamizin

literatiire 6nemli bir katki saglayacagi diisiiniilmektedir.

In-vitro ve in-vivo CaEP'nin kanser hiicreleri iizerindeki etkilerini gosteren ilk klinik
oncesi ¢aligmada, CaEP uygulamasi ile artan hiicresel ATP kullaniminin mitokondriyal
degisikliklere sebep olarak ATP iiretiminin azaldigir bildirilirken, ayrica gegirgenligi
artirllmig hiicre membran1 yoluyla ATP kaybi nedeniyle akut ATP tiikenmesine neden

oldugu ifade edilmistir [74].

Frandsen ve arkadaglarinin insan 16semi hiicresi (K-562), murin akciger karsinom hiicresi
(Lewis Lung Carcinoma) ve Cin hamsteri akciger fibroblast hiicresi (DC-3F) iizerinde
yaptiklar1 ¢alismada, artan 1, 2, 3, 4 ve 5 mM kalsiyum konsantrasyonu varliginda 1 Hz
tekrarlama frekansinda 99 ps’lik 8 kare dalga puls parametrelerinde 1,2 kV/cm ila 1,4
kV/icm E alan siddetlerinde EP uygulanmistir. Uygulamadan sonra 1 ve 2 giinlik
inkiibasyonun ardindan hiicre canliliginda doza bagli bir azalma oldugu, CaEP ve
bleomisin ile birlikte EKT uygulamasmin hiicre canliliklari {izerinde benzer etkiler
gosterdigi ve bleomisin ile kalsiyum kombine uygulamasinin sinerjik bir etkisinin olmadig1
bildirilmistir. Ayni c¢aligmada, CaEP’nin etkisinin, molar diizeyde karsilastirildiginda
kalsiyum bilesiginden (kalsiyum kloriir veya kalsiyum glubiyonat) bagimsiz oldugunu ve
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bu nedenle, klinik olarak mevcut her iki kalsiyum bilesiginin de CaEP’de uygulanabilir

oldugu aragtirmacilar tarafindan rapor edilmistir [132].

CaEP’nin etkilerini belirlmek igin yapilan bir diger ¢alismada ise 1 Hz tekrarlama
frekansinda 8 kare puls ve 99 us siiresince 0,8, 1,0, 1,2, 1,4 veya 1,6 kV/cm E alan siddeti
ve 1, 3 ve 5 mM kalsiyum konsantrasyonlari kullanilmistir. Kiigiik hiicreli akciger kanseri
(H69), mesane kanseri (SW780 ) ve 16semi hiicreleri (U937) ile yapilan ¢calismada, H69 ve
SW780 hiicrelerinde hiicre i¢i ATP miktarinda kalsiyum konsantrasyonu ve E alan

siddetine bagli olarak azalma ve diisiik canlilik degerleri bulunmustur [133].

Zielichowska ve arkadaslarinin normal sican iskelet kasi hiicreleri (L6) ve kanser kas
hiicrelerinde (Wehi-164-Fibrosarkom) CaEP’nin etkinligini ve giivenirligini belirlemek
amaciyla 1000 V/cm, 1200 V/cm ve 1500 V/cm E alan siddetleri kullanarak 0,5 mM ve
5mM CaCl, konsantrasyonu ile yapilan calismada CaEP’nin Wehi-164 hiicrelerinde
sitotoksik etkili oldugu, bunun yaninda normal kas hiicreleri igin giivenli oldugunu ve 0,5
mM Ca™ iceren EP’nin normal kas hiicreleri L6’nin proliferasyonunu artirdigi
belirlenmistir [134].

CaEP’nin in-vivo etkilerini belirlemek i¢in yapilan ¢aligmada insan kiiclik hiicreli akciger
kanseri nakledilen bir fare modeli kullanilmigtir. Ortalama tiimor ¢ap1 6,2 mm olan fareler
168 mmol/L CaCl, enjeksiyonu ve 1,0 kV/ecm’de 100 ms'lik 8 darbe kare puls
elektroporasyon paremetrelerinde 6 mm plaka elektrot kullanilarak tedavi edildi.
Uygulamayla birlikte tedavi edilen tiiméorlerin %89’unun nekroz ile elimine ederek 6nemli

bir anti-tiimér etkiyi indiikledigi belirlenmistir [74].

Metformin ile CaEP’nin tiimor boyutu, hayatta kalma ve hiicre i¢ci ATP iizerine etkilerinin
belirlendigi, NMRI- Foxnl ™ farelerinde in-vivo yapilan bir diger ¢alismada, CaEP’nin
tedavi edilen mesane kanseri timor boyutunu ve ATP seviyesini 6nemli dl¢lide azalttigi,
fakat CaEP ile birlikte metforminin, timor boyutu, hayatta kalma ve ATP seviyesi

tizerinde bir etki artisi yapmadigi belirlenmistir [75].

Calismamizda HeLa hiicrelerinde elde edilen CaEP sonuglar1 degerlendirildiginde,
literatlirdeki farkli hiicre hatlar1 ve EP parametreleri ile yapilan calisma sonuglariyla

paralellik gostermektedir.
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Calismamizda EP, EKT ve CaEP’nin HeLa hiicrelerinde etki mekanizmalarini belirlemek
icin hiicre dongiisii analizleri yapildi. HeLa hiicrelerine 0,4-3,2 kV/cm aras1 uygulanan tiim
E alan siddetlerinin hiicre siklusunda GO/G1’de arreste neden oldugu goriildii. HeLa
hiicrelerine 10 ve 100 uM bleomisin doz uygulamalar1 kontrol grubuyla karsilastirildiginda
hiicre siklusu yilizdelerinin G2/M fazinda artisa neden oldugu saptandi. Uygulanan
bleomisin dozu artisina bagli olarak hiicre dongiisiinii G2’de durdurdugu goriildii.
Bleomisin ile birlikte EKT uygulamasi ile G2/M fazindaki hiicre yilizdelerinde azalma
gozlenirken, artisin GO/G1 fazina dogru kaydigi gorildii. Benzer durum 10 ve 25 uM
sisplatin uygulamalar1 i¢inde gecerliydi. Doz artisina bagli olarak tek basina ilag
uygulamasinda G2/M fazindaki hiicre ylizdesinde artis saptandi. Artan konsantrasyon ile
orantili olarak sisplatin maruziyetinin HeLa hiicrelerinde hiicre dongiisiini G2 fazinda
durdurdugu belirlendi. EP+sisplatin uygulamas: ile birlikte ise, G2/M fazindaki hiicre
yiizdesi azalarak G0/G1 fazindaki hiicre yiizdesinde artis oldugu goriildii. EP+sisplatin
uygulamasi hiicre dongiisiiniinde GO/G1 arrestine neden oldugu saptandi. Yalniz 1 ve 5
mM CaCl, uygulamasinin hiicre dongiisiinde G2/M fazinda hiicre yiizdesinde sirasiyla
%51 ve %60,7°1ik bir y1gilma meydana getirdigi belirlendi. Bu durumun CaEP uygulamasi

o

ile degistigi ve hiicre ylizderinin GO/G1 fazinda yogunlastig1 goriildii.

Chen ve arkadaglarinin yaptiklar1 g¢alismada Oliimsiizlestirilmis keratinosit (HaCaT)
hiicreleri iizerinde yaptiklari ¢alismada 0,5 pM bleomisin maruziyetinde hiicre dongiisiiniin
Gl fazinda %21,2, S fazinda %24,4 ve G2/M fazinda %54,4’lik dagilim oldugu
belirtilmistir. Insan serviks kanseri (HeLa) hiicrelerine 2 pM bleomisin maruziyetinde ise
hiicre dongiisii fazlarindaki dagilim, G1 fazinda %38,3, S fazinda %21,1 ve G2/M fazinda
ise %40,6 olarak rapor edilmistir [135].

Linge ve arkadaglarinin insan akciger adenokarsinom hiicrelerinde (A549) yaptiklar
caligmada kontrol grubundaki hiicrelerin %50,83'i G0/G1 fazindayken, %12,24'iiniin
G2/M fazinda oldugu belirtilmektedir. A549 hiicrelerine 50 mU/mL bleomisin maruziyeti
ve 24 saatlik inkiibasyon sonrasi hiicrelerin %18,00'1 GO/G1 fazindayken %62,91’1 G2/M
fazinda oldugu bleomisin ile tedavi edilen grupta G2/M fazindaki hiicrelerde birikme
oldugu bildirilmistir [136].

Liu ve arkadaslariin yaptiklari ¢aligmada osteoblast hiicreleri (MC3T3-E1) deksametazon
(DEX)’na maruz birakilmigtir. DEX’in MC3T3-E1 hiicrelerinde GO/G1 arrestine neden
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oldugu, 1 ve 10 uM konsantrasyonlarda DEX, G0/G1 fazindaki hiicre sayisinda anlamli bir
artis meydana getirdigi (p<0.05), ancak S fazindaki hiicre sayisim1 azalttigi (p<0.05)

boylece DEX'in hiicre dongiisii ilerlemesini inhibe ettigi rapor edilmistir [137].

Mrkvicova ve arkadaglarinin sodyum butiratin (NaBu) ve sisplatin kullanarak sisplatine
duyarli ve sisplatine direngli yumurtalik hiicreleri (A2780-A2780cis) iizerinde yaptiklar
caligmada yalniz 5 mM NaBu maruziyetinde A2780 hiicrelerinde G1’den S fazina hiicre
dongiisii gegisini engelledigini, G1 fazindaki hiicrelerin yiizdesi, kontrol hiicrelerinde
%60,9 + 4,0’dan tedavi edilen hiicrelerde %72,5 + 0,8’e 6nemli dl¢iide arttig1, bu artisin S
faz1 popiilasyonunda ise (kontrolde %27,6 + 3,1’e, tedavi edilen hiicrelerde %9.,4 + 1,3’e)
eslik eden azalma ile iyi uyum sagladigi bildirilmistir. Ayn1 konsantrasyon NaBu A2780cis
hiicrelerinde, G1 fazindaki hiicrelerin yiizdesinde hafif bir artis (kontrolde %54,3 + 2,6’ya
tedavi edilen hiicrelerde %61.3 & 0.4’¢) ve S fazinda azalmanin (kontrolde %31,5 + %1,5
tedavi sonrast %23.6 = 2.7) eslik ettigi rapor edilmistir. Hem A2780 hem de A2780cis
hiicrelerinde 5 pM sisplatin uygulamasinin hiicre dongiisiinii G2 fazinda durdugu
(kontrolde %11,5 + 0,9 ve %14,1 + 1,8 tedavi edilen hiicrelerde %48,1 + 5,7 ve %28,1 +
4,9) bildirilmistir [138].

Asgar ve arkadaglarinin iki kolanjiokarsinom hiicrelerinde (KKU-100, zayif farklilagmis ve
KKU-M214, orta derecede farklilastirilmis) yaptiklari calismada 10 uM sisplatin
maruziyetinin KKU-100 hiicrelerinde G1 kontrol noktasinda biiyiime arresti gergeklestigi
ve bu durumun GO/Gl'de daha yiiksek hiicre yiizdesine (%57,9 £ %3,3) yol actigimi
bildirmislerdir. Aynm1 doz sisplatin uygulamasi KKU-M214 hiicrelerinde hiicre dongiisii
profili, kontrol ile karsilagtirildiginda belirli bir asamada biiylime arresti gostermedigi

rapor edilmistir [139].

Bu caligmada sisplatin ve bleomisin uygulamalarmin artan ila¢ dozuyla birlikte hiicre
siklusunda G2/M fazinda artig goriildii. Buldugumuz bu sonuglarin literatiirdeki
caligmalarla uyumlu oldugu belirlendi. Ancak, EP ile birlikte kombine uygulamalarina ait
sonuglarin karsilastirilacag: literatiir bilgisi mevcut degildir. Bu sebeple, elde ettigimiz bu
sonuglarin ileri de yapilacak diger baska ¢alismalara kaynak niteliginde olmasi ve literatiire

Ozgiin katki saglamasi agisindan dnemlidir.
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Literatiirdeki ¢alismalarin ¢ogunda, AWYm azalmasimnin (mitokondrinin depolarizasyonu)
apoptotik hiicre olimiinii indiikledigi bildirilmistir. Ancak son zamanlarda yapilan bazi
calismalar apoptozun artan AWm’den de kaynaklanabilecegini gostermistir [140].
Literatiirde bazi1 kanser hiicrelerinde mitokondriyal hiperpolarizasyon gosterilmistir [140,
141]. FoF;-ATPaz, ATP’yi sentezlemek i¢in ekstriide edilmis protonlar1 kullanir ve daha
sonra protonlar, hiperpolarizasyonu o6nlemek i¢in i¢ zara yeniden girmektedir. FoF;-
ATPaz’daki islev bozuklugunun, mitokondrinin hiperpolarizasyonuna yol agabildigi
bildirilmistir [142].

Esmekaya ve arkadaglarinin MCF-7 hiicrelerinde 2.1 GHz WCDMA modiilasyonlu
mikrodalga (MW) radyasyonunun apoptotik aktivite ve mitokondriyal membran
potansiyeli (AWm) iizerindeki etkilerini belirlemek i¢in yaptiklar1 calismada, MW
radyasyonuna maruziyetin, mitokondride hiperpolarizasyona neden oldugu ve bunun da

MCEF-7 hiicrelerinde apoptozu indiikledigi rapor edilmistir [143].

Perl ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada mitokondriyal hiperpolarizasyon ve ATP
tikenmesi, T hiicre aktivasyonu ve apoptozda erken ve geri doniisimlii siiregleri
gostermiglerdir. Sistemik lupus eritematozuslu hastalarin T hiicrelerinde de, kalici
mitokondriyal hiperpolarizasyon, sitoplazmik alkalinizasyon, ROS iiretimi artis1 ve ATP

miktarinin azaldigi ifade edilmistir [113].

Calismamizda, bleomisin kemoterapdtik  ilacinin - belilenen  dozlarinda  yapilan
uygulamalarda AYm’nde anlamli bir degisim meydana getirmedigi belirlenirken, EP ile
birlikte bleomisinin tiim doz uygulamalarinda A¥Ym’nde hiperpolarizasyona neden oldugu
goriildii. Sisplatin kemoterapétik ilact i¢in ise durum biraz farkliydi. 10 uM sisplatin
varliginda AWYm’nde depolarizasyon belirlenirken diger sisplatin dozlarinda ise AYm’nde
onemli bir degisiklik belirlenmedi. EP ile birlikte tiim sisplatin dozlarindaki uygulamalarda
da A¥Ym’nde anlamli bir degisiklik goriilmedi. CaCl, tek bagina uygulamalarinda ise,
sadece 4 mM CaCl; varliginda A¥m’nde hiperpolarizasyon belirlenirken diger dozlarda
onemli bir degisiklik belirlenirken, CaEP uygulamasinda ise 1, 3, 4 ve 5 mM CaCl,
konsantrasyonlarin da A¥m’nde hiperpolarizasyon belirlendi. Aldigimiz bu sonuglar, EP
ile birlikte bleomisin ve CaCl, uygulamalarinin A¥m’nde olusan hiperpolarizasyon

kaynakli hiicre Olimiinii indikledigini gostermektedir. Elde ettigimiz bu veriler,
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literatiirdeki bircok c¢alismada belirtilen mitokondri hiperpolarizasyonu kaynakli
gerceklesen apoptozu destekler niteliktedir.

Jan ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada DNA'ya zarar veren kemoterapotik ajanlar
(sisplatin, mitomisin, metotreksat, mitoksantron, doksorubisin ve bleomisin), histon
deasetilaz (HDAC) inhibitdrleri, proteazom inhibitdrleri, siklooksijenaz-2 inhibitérleri ve
bir dizi antikor gibi ekstrinsik yolaktaki DR'lerin ve ligandlarin apoptotik fonksiyonunu
uyarmak igin Onerilen ¢esitli ajanlar oldugunu ve Fas (DR2) ekspresyonunu hedefledigini
bildirmislerdir [144].

Mungunsukh ve arkadaslarinin pulmoner endotel hiicrelerinde yaptiklar1 calismada
bleomisinin kaspaz-8'in proteolitik aktivasyonunun ile igsel apoptotik yolun degil, digsal

apoptotik yolun erken aktivasyonunu indiikledigini rapor edilmistir [145].

Sharifi ve arkadaslarinin paklitaksel direncli MCF-7 hiicrelerinde yaptiklar1 ¢alismada Bcl-
2/Bax oraninda artis meydana gelirken kaspaz-9 seviyelerinde azalma, kaspaz-8’de ise

artg gorildigi bildirilmistir [146].

Calismamizda HeLa hiicrelerine 10 pM bleomisin ve 10 uM sisplatin uygulamalarinda
Bax/Bcl-2 gen ekspresyon oraninda kismi bir artis goézlenirken, EP ile kombine
kullaniminda ise artisin daha fazla oldugu goriildii. 1 mM CaCl, dozunda Bax/Bcl-2 gen
ekspresyon oraninda kontrol grubuna gore azalma gozlenirken, CaEP uygulamasi ile bu
oranin arttigi belirlendi. Ancak belirlenen degisimlerin istatistiksel olarak anlamli olmadig1
gortildi (p>0.01). 10 uM bleomisin varliginda p53 gen ekspresyonunda kontrol grubuna
istatistiksel olarak anlamli bir artig saptandi (p<0.05). 10 uM sisplatin ve 1 mM CacCl,
varhiginda kontrol grubuna gore p53 gen ekspresyonunda azalma belirlendi. EP ile
kombine uygulamasinda ise bir miktar artis oldugu goriildii ancak bu degisimlerin

istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii (p>0.01).
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizin ilk asamasi, EKT ve CaEP uygulamasi i¢in HeLa hiicrelerine uygulanacak

etkin E alan degerini belirlemekti.

HeLa hiicrelerine 1 Hz tekrarlama frekansinda 8 kare puls ve 100 ps’lik puls siiresi
parametrelerinde 0,4-3,2 kV/cm degerler arasindaki E alan siddetlerine maruz birakildi.
Maruziyet sonrasi hiicre canliligi ve permeabilizasyon degerlerinden yararlanarak HelLa

hiicreleri i¢in etkin E alan degeri 1,6 kV/cm olarak bulundu.

Calismamizin ikinci ve tigiincli asamasi belirlenen dozlarda yalniz bleomisin (10, 100, 200,
400 ve 800 puM), sisplatin (10, 25, 50, 75 ve 100 uM) ve CaCl; (1, 2, 3, 4 ve 5 mM)
uygulamalari ile EKT ve CaEP uygulamalarinin, HeLa hiicrelerinin canlilig1 ve ICsqo degeri

iizerindeki etkilerini belirleyerek EKT ve CaEP yontemlerinin etkinligini degerlendirmekti.

Yalniz bleomisin uygulamasinda hiicre canlilik yiizdeleri 10 uM’da %97,57, 100 uM’da
%63,73, 200 uM’da %52,99, 400 uM’da %42,34 ve 800 uM’da % 24,32 olarak belirlendi.
Hela hiicrelerinde bleomisin ICsq degeri, 214,11+4,7 uM olarak hesaplandi. Bleomisin ile
EKT uygulamas1 sonucu ise hiicre canliliklar1 10 puM’da %24,11, 100 uM’da %21,30, 200
uM’da %20,29, 400 uM’da %21,9 ve 800 puM’da 9%18,8 olarak belirlendi. EKT
uygulamasi ile bleomisin ICsg degeri 0,44+0,3 uM olarak bulundu. Veriler neticesinde
EKT uygulamasinin HeLa hiicrelerinde bleomisin sitotoksisitesini 487 kat arttirdigi

belirlendi.

Yalniz sisplatin kemoterapdtik ilag varliinda HeLa hiicrelerinin canlilik yiizdeleri 10
uM’da %80.17 iken 25 uM’da %45,92, 50 uM’da %39,9, 75 uM’da %39,8 ve 100 uM’da
% 34,45 olarak belirlendi. HeLa hiicrelerinde sisplatin 1Cso degeri, 35,16+3,3 uM olarak
bulundu. Sisplatin ile EKT uygulamas1 sonrasi ise hiicre canliliklart 10 uM’da %32,16, 25
uM’da %33,6, 50 uM’da %31,04, 75 uM’da %27,98 ve 100 pM’da %27,76 olarak
bulundu. EKT uygulamasi ile sisplatin ICsp degeri 20,55+4,3uM olarak hesaplandi. EKT

uygulamasinin HeLa hiicrelerinde sisplatin sitotoksisitesini 1,71 kat arttirdigi bulundu.
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Yalniz CaCl, uygulamasinda HeLa hiicrelerinin canlilik yiizdeleri, 1 mM’da %99,9, 2
mM’da %101,35, 3 mM’da, 4 mM’da %90,98 ve 5 mM’da %94,24 olarak belirlendi.
Yalniz CaCl, uygulamasinin hiicre canliliklar1 iizerinde anlamli bir etkisinin olmadigi
gortildii. Fakat CaEP yontemi ile hiicre canliliklarr, ImM’da %51,13, 2 mM’da %63,19, 3
mM’°da %46,77, 4mM’da %37,55 ve 5 Mm’da %26,82 olarak belirlendi. Yalniz CaCl,
uygulamasinin HeLa hiicelerinin canliliginda bir degisim olusturmadigi, fakat CaEP
uygulamasi ile hiicre canliliklarinda 6nemli bir azalma meydana geldigi belirlendi.
Ozellikle 4 ve 5 mM CaCl, varliginda, CaEP uygulamasinda HelLa hiicrelerinin mortalitesi
yaklasik %60 ile %70 olarak bulundu. Bu sonuglar, CaCl, ile CaEP uygulamasinin
kemoterapoétik ilaglar olmaksizin serviks kanserin tedavisinde etkili bir yontem olarak

kullanilabilecegi fikrini desteklemektedir.

Calismanin son asamasi EKT ve CaEP uygulamalari ile meydana gelen hiicre 6liimiiniiniin
ve sitotosisite artigini hiicresel mekanizmalar yoniinden incelemekti. HelLa hiicrelerine
uygulanan biitiin E alan siddetlerinin hiicre dongiisii G0/G1 fazinda durdugu belirlendi.
Yalniz bleomisin (10, 100 uM) ve siplatin (10, 25 uM) dozlarinin maruziyetinde hiicre
yogunlugu G2/M fazinda artig egilimi gosterirken, EKT uygulamasi ile bu durumun G0/G1
fazinda artisa neden oldugu goriildii. EKT uygulamasinin, sitotoksisiteyi artirmasi ile
birlikte hiicrelerin G2/M fazindan G0/G1 fazina gegisine neden oldugu goriilmektedir. Bu
durum, EKT uygulamasinin canli kalan kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe ettigini ya
da baskiladigim1 gostermektedir. Benzer durum, CaCl, maruziyetinde de goriildii. Yalniz
CaCl;, (1, 5 mM) maruziyetinde hiicrelerin yarisinda fazlast G2/M fazinda yogunlagsmis
durumda iken, ayni dozlardaki CaEP uygulamasi ile hiicre dongiisiit GO/G1 fazinda arreste
neden oldugu goriildii. CaEP uygulamasi ile ortaya ¢ikan sonu¢ da CaCl,’iin EP ile birlikte
uygulanmasin1 hiicre oliimiinii arttirdigi ve hiicrelerin G0/G1 fazina yogunlastirdigi
belirlendi. Bununla birlikte, HeLa hiicrelerine uygulanan 10 uM bleomisin ve 10 uM
sisplatin konsantrasyonlarinda Bax/Bcl-2 oraninda kismi bir artis gozlenirken EP ile
kombine kullaniminda ise artisin daha fazla oldugu goriildi. 1 mM CaCl, dozunda
Bax/Bcl-2 oraninda kontrol grubuna gore azalma gozlenirken CaEP uygulamasi ile bu
oranin arttig1 saptandi. 10 uM bleomisin uygulamasinda p53 gen ekspresyonunda bir artis
saptandi. 10 uM sisplatin ve 1 mM CaCl, varliginda, kontrol grubuna gore p53 gen
ekspresyonunda azalma bulundu. EP ile kombine uygulamasinda ise bir miktar artig

oldugu goriildii.
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Serviks kanserinde, EKT ve CaEP uygulamalarinin etkinligini degerlendirmek iizere
yaptigimiz bu tez c¢alismasinda EKT uygulamasmin serviks kanseri hiicrelerinde
kemoterapotik ajanlarin sitotoksisitesini 6nemli Ol¢lide artirarak kanser tedavisinde etkili
bir yontem oldugunu gostermis bulunmaktayiz. HeLa hiicrelerinde yaptigimiz in-vitro
deneyler sonrasinda, elde ettigimiz CaEP sonuglart dogrultusunda serviks kanserinin
tedavisinde uygulanan kemoterapétik ajanlarin yerine kullanilabilecek alternatif yeni bir
tedavi segenegi olabilecegi de calismamizda gosterilmistir. Ayrica kemoterapotik ajanlarin
yerine CaCly’nin EP ile birlikte uygulamasinin serviks kanserinin tedavi maliyetlerini
azaltmast ve diger organlar lizerine yan etkiler olusturmamasi yoniinden de etkili bir
yontem olarak kullanilabilecegini diistinmekteyiz. Aldigimiz bu sonuglarin in-vivo ve pre-
klinik ¢alismalarla desteklenmesi gerekmektedir. Ayrica hiicre i¢i 6liim mekanizmalar ile
ilgili elde ettigimiz sonuglarin da farkli arastirmalar tarafindan desteklenmesi ve daha
baska hiicre 6lim yolaklarin arastirilmasi gerekliligini gostermektedir. Bununla birlikte,
in-vivo yapilan c¢alismalar in-vitro c¢alismalarla desteklenerek aralarindaki farkliliklar
ortaya konulmalidir. Boylelikle, serviks kanserin fizyopatolojisinde ger¢eklesen hiicre i¢i

molekiiler mekanizmalarin eksik yonlerinin tamamlanmasi saglanacaktir.
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