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ÖZET 

Serviks kanseri, dünyada kadınlarda en yaygın görülen dördüncü malignitedir. Kanserin 

ileri evrelerinde düşük doz kemoterapi tedavide olumlu yanıt vermemektedir. Yüksek doz 

antineoplastik ilaç kullanımı ise önemli yan etkiler oluşturur. Tedavideki kısıtlayıcı durum 

yan etkileri daha az olan yeni nesil ilaçlara ve düşük doz ilaç kullanımını sağlayacak yeni 

tedavi yöntemlerine gereksinim oluşturmaktadır. Elektroporasyon (EP), kısa ve yüksek 

voltajlı elektrik pulsları ile hücre membranında hidrofilik por oluşumu ile membran 

geçirgenliğinin artırıldığı bir yöntemdir. Bu çalışmada, EP ile birlikte bleomisin, sisplatin 

ve kalsiyum uygulamasının (CaEP) serviks kanseri hücrelerinde (HeLa) hücre canlılığı, 

mitokondri membran potansiyeli (ΔΨm), apoptotik aktivite, hücre döngüsü, p53, Bax ve 

Bcl-2 gen ekspresyonu üzerindeki etkileri incelendi. HeLa hücrelerine 1 Hz tekrarlama 

frekansında 100 µs puls süresinde 0,4-3,2 kV/cm elektrik (E) alan uygulandı. Membranda 

oluşan permeabilizasyon PI yöntemi ile akım sitometride değerlendirilirken, hücre 

canlılıkları WST-8 yöntemi ile ELISA okuyucuda ölçüldü. Permeabilizasyonun ve 

canlılığın en yüksek olduğu değer etkin E alan değeri olarak belirlendi. HeLa hücrelerine 

uygulanan bleomisin ve sisplatin dozları için hücrelerin %50’sini inhibe eden 

konsantrasyon değerleri (IC50) sırasıyla 214,11±4,7 µM ve 35,16±3,3 µM olarak bulundu. 

EP ile birlikte uygulanan gruplarının IC50 değerleri bleomisin için 0,44±0,3 µM, sisplatin 

için 20,55±4,3µM olarak hesaplandı. Yalnız kalsiyum uygulamasında hücre canlılığında 

değişim gözlenmez iken CaEP uygulamasıyla hücre canlılığında istatistiksel olarak anlamlı 

bir azalma görüldü. EP ile birlikte bleomisin ve CaEP maruziyetinde ΔΨm’nde artış 

bulundu. EP maruziyetinin tüm E alan şiddetlerinde hücre döngüsünde G0/G1 arreste 

neden olduğu saptandı. HeLa hücrelerinde EP uygulamasının bleomisin sitotoksisitesini 

487 kat, sisplatin sitotoksisitesini ise 1,71 kat artırdığı ve CaEP’nin alternatif bir tedavi 

yöntemi olabileceği belirlendi. 

 

 

Bilim Kodu   : 1008 

Anahtar Kelimeler    : Elektroporasyon, Elektrokemoterapi, Kalsiyum elektroporasyon, 

Hücre canlılığı, Serviks kanseri  

Sayfa Adedi  : 118 

Danışman : Doç. Dr. Meriç Arda EŞMEKAYA 

2. Danışman : Dr. Zehra ÇİÇEK 



v 

THE EVALUATION OF THE EFFICIENCY OF ELECTROCHEMOTHERAPY IN THE 

TREATMENT OF CERVICAL CANCER 

 (Ph. D. Thesis) 

Güney GÜRSOY 

GAZİ UNIVERSITY 

GRADUATE SCHOOL OF HEALTH SCIENCES 

May 2022 

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 HeLa cells at a repetition frequency of 1 Hz and a pulse duration 

of 100 µs. While the permeabilization of the membrane was evaluated in flow cytometry 

with the PI 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 (IC50) that inhibited 50% of the cells for 

bleomycin and cisplatin doses applied to HeLa cells were found to be 214.11±4.7 µM and 

35.16±3.3, respectively. The IC50 values of the dose groups administered with EP were 

calculated as 0.44±0.3 µM for bleomycin and 20.55±4.3µM 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 ΔΨm was 

found with EP as well as bleomycin and CaEP exposure. It was determined that EP 

exposure caused G0/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. GİRİŞ 

 

Dünya genelinde önemli bir sağlık sorunu olan kanser, vücut organizsayonunun en temel 

öğesini oluşturan hücrelerde başlar. Normal fizyolojik koşullarda vücudun ihtiyacı halinde 

ölen eski hücrelerin yerine yeni hücreler oluşur. Bazen bu süreç yanlış işlemeye başlar yeni 

hücreler, ihtiyaç olmadığı durumlarda dahi büyür ve eski hücreler gerektiğinde ölmezler. 

Bu süreç sonunda vücutta oluşan kitle veya anormal hücreler, tümör adı verilen bir kütle 

oluştururlar. Tümörler benign veya malign olarak sınıflandırılmaktadır. Benign 

tümörler kanser olarak tanımlanmazken, malign tümörler ise kanserdir ve yakın bölgedeki 

dokulara invazyon eğiliminde olup vücudun diğer bölgelerine yayılabilirler. Kanser, 

dünyada ölüm nedenleri arasında ikinci sırada bulunmaktadır. Serviks kanseri de dünyada 

kadınlarda en yaygın görülen dördüncü kanser türü olup, en sık görülen jinekolojik 

kanserdir. Hastalığın etiyolojisi çoğunlukla İnsan Papilloma Virüsü (HPV) enfeksiyonu ile 

bağlantılıdır. Tümör boyutuna bağlı olarak serviks kanseri için tercih edilen tıbbi tedaviler; 

cerrahi, radyasyon tedavisi, kemoterapi veya bunların kombine uygulamalarıdır. 

Kemoterapi gerek diğer tedavi seçenekleri ile kullanımı gerekse tek başına kullanımı 

tedavide önemli bir yere sahiptir. Fakat bununla birlikte, artan sayıda tekrarlayan vakaların 

varlığı, terapötik uygulamaların iyileştirilmesi ve yeni tedavi yöntemlerinin uygulanması 

için acil bir gerekliliği göstermektedir. Bleomisin ve sisplatin dahil olmak üzere çok sayıda 

farklı özellikte kemoterapötik ilaçlar serviks kanseri tedavisinde kullanılmaktadır. Ancak, 

hücre membranının yapısı kullanılan kemoterapötik ilaçların hücre içine girişini sınırlı 

kılmaktadır. Bu sorun tedavide yüksek doz kullanımı ile aşılmaya çalışılmaktadır. Fakat 

yüksek doz ilaç kullanımı sağlıklı hücrelere önemli derece zarar vererek ölümlerine neden 

olabilmektedir. Bu nedenle, düşük doz ilaç kullanımı ile etkili bir tedavi sağlayacak yeni 

yöntemlerin geliştirilmesi serviks kanseri hastalarının tedavisi için kritik öneme sahiptir. 

 

Biyoteknoloji, tıp, kanser ve hücre araştırmaları gibi alanlarda, normal hücre membranı 

işleviyle uyumlu olmayan kimyasal türlerin hücre membranı boyunca taşınması önemlidir. 

Bu yüzden moleküllerin hücre membranından transportunu sağlamak için mekanik, 

kimyasal, biyolojik ve elektriksel (elektroporasyon) olmak üzere çeşitli yöntemler 

geliştirilmiştir. Elektroporasyon (EP), güçlü elektrik pulslarının (1 μs ila birkaç ms için 1-4 

kV/cm) uygulanmasıyla birlikte hücre membranında nanometre boyutlarında geçici 

porların oluşmasını sağlayan basit ve nispeten toksik olmayan fiziksel bir yöntemdir. EP 

https://medlineplus.gov/benigntumors.html
https://medlineplus.gov/benigntumors.html
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yöntemi, normalde membranı geçemeyen (DNA, RNA, proteinler, antikorlar, ilaçlar vb.) 

moleküllerin geçişine olanak sağlayan bir olgudur. Membranların şarj süresine kıyasla 

hücrelere yüksek yoğunluklu elektrik alanların uygulanması, yükün yeniden dağılımına ve 

dinlenme potansiyeline ek olarak bir transmembran potansiyelinin oluşmasına neden olur. 

Transmembran potansiyeli birkaç yüz milivoltu aştığında, membran kararsızlıklarına yol 

açan yapısal düzenlemeler yeniden başlar ve kararsız zar daha sonra şekil değiştirerek nano 

ölçekli gözenekler olan hidrofilik yollar oluşturur ve molekül transferi ise bu 

gözeneklerden elektriksel kontrol altında veya difüzyon yoluyla gerçekleşir. 

 

Elektrokemoterapi (EKT), hücre membranı tarafından zayıf geçirgenliğe sahip bir 

sitotoksik kemoterapötik ajanın geri gönüşümlü EP uygulaması ile birlikte uygulanarak 

hücre içine ilaç difüzyonunu artıran, lokal ve termal olmayan bir tümör tedavi yöntemidir. 

EKT ile kemoterapötik ajanın dozu düşürülerek tedavi sonrası oluşan yan etkiler 

azaltılabilmektedir. Bunun yanında tedavide kullanılan mevcut kemoterapötik ilaçlar 

yerine farklı yeni nesil anti-kanser ilaçların geliştirilmesi gerekliliği de devam etmektedir. 

Çoğu anti-kanser uygulaması, hücre içi kalsiyum (Ca
+2

) sinyal mekanizmalarını etkiler ve 

kanser tedavisinde hedef olarak Ca
+2

 yolaklarını destekler. Kemoterapötik ajanların yanı 

sıra son yıllarda yapılan çalışmalarda Ca
+2

elektroporasyonun (CaEP) ATP miktarının 

azalmasına bağlı olarak tümör hücrelerinin ölümüne neden olabileceği ifade edilmektedir. 

Bu durum yan etkileri fazla, uygulama zorlukları ve maliyeti yüksek olan kemoterapötik 

ajanlar yerine yan etkileri çok daha az ve ucuz olan Ca
+2 

‘un EP ile birlikte kanser 

tedavisinde kullanılabileceği fikrini desteklemektedir. 

 

Bu çalışmada, serviks kanseri hücrelerinde (HeLa) EKT uygulaması ile kemoterapötik 

ilaçların etkisinin değerlendirilmesi, minumum ilaç dozlarında maksimum sitotoksisite ve 

kanserli hücre ölümünün sağlanması ve bu sayede sağlıklı hücre ölümlerinin önüne 

geçilerek kemoterapi kaynaklı yan etkilerin azaltılabileceğinin belirlenmesi, bunun yanında 

CaEP’nin HeLa hücrelerindeki sitotoksik etkisinin araştırılması ve oluşan etkilerin 

hücresel mekanizmalarla olan ilişkisini belirleyerek literatüre katkı sunulması amaçlandı. 

Ayrıca bu tez çalışması CaEP’nin HeLa hücreleri üzerine etkilerinin ilk kez 

değerlendirildiği, Türkiye’de yapılan bir araştırma olması bakımından da özgün ve farklılık 

göstermektedir. Çalışma neticesinde alınan sonuçların Türkiye’de serviks kanseri 

tedavisinde EKT ve CaEP’nin klinik uygulamalarına ışık tutacağı düşünülmektedir. 
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Çalışma 4 aşamada planlandı ve uygulandı. 

 

1. Aşama; Farklı elektik (E) alan şiddetlerinin HeLa hücrelerinin hücre canlılığı ve 

permeabilizasyon değerleri üzerindeki etkilerini belirleyerek EKT ve CaEP uygulamaları 

için etkin E alan değerinin belirlenmesi. 

 

2. Aşama; Çalışma için seçilen kemoterapötik ajanların (bleomisin ve sisplatin) ve 

CaCl2’nin belirlenen dozlarda HeLa hücreleri üzerindeki sitotoksik etkilerinin belirlenmesi 

ve hücrelerin yarısını inhibe eden konsanstrasyon (IC50) değerlerinin hesaplanması. 

 

3. Aşama; EKT ve CaEP uygulamalarının HeLa hücreleri üzerindeki sitotoksik etkilerinin 

belirlenmesi, IC50 değerlerinin hesaplanması ve EP uygulamasının sitotoksisite üzerindeki 

etkisini belirlenmesi. 

 

4. Aşama; Etkilerin hücresel mekanizmalar düzeyinde belirlenmesi için mitokondri 

membran potansiyeli (ΔΨm), hücre siklusu ve gen ekspresyon (p53, Bax, Bcl-2) 

değişimlerinin belirlenmesi. 

 

Bu tez çalışması 6 bölümden oluşmaktadır. Bölümlerde açıklanan konular ve sonuçlar 

aşağıdaki sıra ile verilmiştir. 

 

2. Bölüm; Elektroporasyon teorisi ile başlamakta olup geri dönüşümlü ve geri dönüşümsüz 

elektroporasyon türleri, EKT uygulaması, kemoterapötik ilaçların etki mekanizması, 

kalsiyum ve CaEP mekanizmaları, hücre ölümü ve serviks kanserinin açıklanması ile 

tamamlanmaktadır. 

 

3. Bölüm; Deney çalışma grupları ve deney planlaması ile başlayıp çalışma sırasında 

kullanılan cihaz ve malzemelerin sunulması, hücre kültürü,  analiz protokolleri ile devam 

edip deney uygulama yöntemlerinin verilmesi ile son bulmaktadır. 

 

4. Bölüm; Farklı E alan şiddetlerine bağlı olarak hücre canlılığı/sitotoksisite ve 

permeabilizasyon bulguları ve etkin E alan değerinin belirlenmesi, ilaç ve CaCl2 

uygulamalarının canlılık üzerindeki etkileri ve IC50 değeri bulguları, EKT ve CaEP 

maruziyetinin canlılık ve sitotoksisite üzerindeki etkilerine dair bulgular, EP ve EP’siz 
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yapılan uygulamaların ΔΨm, hücre döngüsü ve gen ekspresyonu değişimlerine ait bulgular 

verilerek tamamlanmıştır. 

 

5. Bölüm; Deney sonuçlarından elde edilen etkin E alan değeri, IC50 değerleri, 

uygulamaların sitotoksisite üzerindeki etkileri ve mekanizmalara ait bulgular literatürde 

mevcut çalışma sonuçları ile kıyaslanarak değerlerlendirilmesini içermektedir. 

 

6. Bölüm; Deney çalışmalarından alınan bütün sonuçların yorumlanarak çalışmanın 

literatüre katkısını kapsamaktadır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Elektroporasyon Teorisi  

 

Hücre membranı, çift tabaka halinde spontan şekilde organize olan lipitler (fosfolipitler, 

glikolipitler ve kolesterol), karbonhidratlar ve proteinlerden oluşur. Hücre membranının 

fosfolipit bileşeni, “baş” kısım olarak adlandırılan hidrofilik (polar) yapı ve "kuyruk" 

olarak bilinen hidrofobik (apolar) yapıdan oluşur. Bu yapı sayesinde hücre membranı sulu 

elektrolit çözeltisinde baş kısmı dış ve kuyruk kısmı ise iç kısımda olacak şekilde 

kendiliğinden toplanarak çift tabakayı meydana getirir. 

 

Hücre membranına elektriksel açıdan bakıldığında her iki tarafı sulu elektrolit 

çözeltileriyle çevrelenmiş ince bir yalıtım katmanı olarak düşünülebilir. Pulslu E alan 

uygulaması gibi belirli koşullar altında, membranın bütünlüğü geçici olarak bozulur ve 

bileşenlerinin yeniden düzenlenmesi ile zardan geçemeyen moleküllerin taşınmasına 

olanak sağlayan sulu hidrofilik gözeneklerin oluşumuna yol açar. 

 

 

Şekil 2.1. Hücre membranı ve fosfolipit yapı 

 

EP, hücre ve dokulara pulslu E alan uygulaması ile membranda nanometre (nm) boyutunda 

hidrofilik porlar oluşturarak membran geçirgenliğinin artırıldığı biyofiziksel bir olaydır.  
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EP’nin altında yatan mekanizma henüz tam olarak anlaşılmamış olsa da, süreci 

tanımlamak için iki teorik model önerilmektedir: Por oluşumu teorisi ve lipit çift tabakada 

kararsızlık teorisi [1-6]. 

 

2.1.1. Por oluşum teorisi 

  

Hücre membranının yapısal bütünlüğü, uygulanan pulslu E alan tarafından bozulabilir, 

fakat fizikokimyasal mekanizmalar, lipit çift tabakanın yeniden düzenlenmesine olanak 

sağlar [7].  

 

Geleneksel yöntemlerle nm boyutundaki porları gözlemlemek ve geçirgenleştirme 

dinamiklerini ayrıntılı olarak karakterize etmek mümkün değildir. Bu nedenle hesaplama 

yöntemlerini kullanmaya ihtiyaç vardır. Son zamanlarda yapılan çalışmalarda lipit çift 

tabakası üzerindeki pulslu E alan etkilerini araştırmak için moleküler dinamik (MD) 

simülasyonları kullanılmıştır [8, 9]. MD simülasyonları gerçekleştirilirken belirli bir t 

anındaki kuvvet, konum, hız veya momentum gibi büyüklükler verilir ve daha sonra bu 

büyüklüklerin t+Δt zamanındaki durumunu tahmin etmek için kullanılır. Burada Δt bir 

femtosaniye (10
-15

s) zaman birimidir. 

 

Por oluşumu, pulslu E alan uygulandığı sürece gerçekleşir. Pulslu E alan kaldırıldıktan 

sonra, su molekülü ve fosfolipit baş grubu ters yönde membranın içinden dışarı göç ederek 

por boyutunda bir azalma gözlenir. Oluşan elektroporun yaşam döngüsü por oluşumu ve 

por kapanması olarak iki ana adımla karakterize edilmektedir. [10].  

 

Hücreye pulslu E alan uygulandığında su molekülleri membran yapısının düzenlenmesini 

indükleyerek çift tabaka arasında göç etmeye başlar. Daha sonra membranın iç kısmındaki 

fosfolipit baş grubu oluşan yeni yapılanmaya göre düzenlenir ve por oluşumu tamamlanır 

[11]. 

 

Porun kapanması uygulanan E alanın kaldırılmasıyla başlar. Kapanma evresinde por 

boyutunun küçüldüğü yarı kararlı bir durum söz konusudur. Sürecin devamında 

fosfolipitlerin baş grupları ve su molekülleri membranın dışına doğru göç etmeye başlar, 

fosfolipit grupları tamamen membrandan çıktığında sadece su molekülleri çift tabakanın 

içindedir ve stabil membran yapısına dönmek üzere membranın iki tarafına hızla hareket 
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ederler. Porun kapanma süreci por oluşumundan daha uzun bir süreçtir, MD ayrıca oluşan 

porların yaşam döngüsünün bazı adımlarının alana bağımlı olduğunu, diğerlerinin ise E 

alan gücünden daha az etkilendiğini göstermiştir [11, 12]. 

 

 

Şekil 2.2. Por oluşum teorisi a) Por oluşumu, b) Porun kapanması 

 

2.1.2. Lipit çift tabakada kararsızlık teorisi 

 

Pulslu E alan uygulaması hücre membranında geçici kararsızlığa neden olur. Geçici 

membran kararsızlığı, hücrenin işlevselliğini ve en kötü durumda yaşayabilirliğini 

etkileyebilecek bir stresi temsil eder. Pulslu E alanının uygulanmasından sonra, hücrelerde 

meydana gelen hasarı kontrol etmek için hücrelerin dakika/saat’ler süresince izlenmesi 

gerekir. 
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Elektro-geçirgenleştirme olayı biri puls uygulaması sırasında ve diğeri puls 

uygulamasından sonra olmak üzere birbirini takip eden iki adımda ortaya çıkar. İki süreç 

de farklı kinetiklere sahiptirler. İlk adım hızlıdır (μs ila ms) ve kısadır, E pulsunun olması 

gerekir ancak hücre ölümünü önlemek için uygulanan E alanın şiddetine bağlı bir sınır 

vardır. Bu adım sırasında elektroforetik etkiler gözlemlenebilir. 

 

İkinci adım ise, pulslu E alan uygulamasından sonra birkaç saniyeden birkaç dakikaya 

kadar süren uzun ve yavaş bir süreçtir. E alan uygulanması membran potansiyelinde artışa 

neden olur. Bu artış kritik bir değere (200 mV) ulaşırsa, lipit çift tabaka membran 

üzerindeki kuvvetlere dayanamaz ve sızmalar gerçekleşebilir. Membran üzerinde 

indüklenen sızıntı durumunu ms zaman ölçeğinde zarın yeniden düzenlenmesi takip eder. 

Sızıntıların yavaş bir şekilde kapanması saniyeler süresince gözlemlenir ve böylece 

membran, bütünlüğünü geri kazanabilir. Membranın bütünlüğünü geri kazanması büyük 

ölçüde sıcaklığa bağlıdır, hücreler düşük sıcaklıkta (4°C) saatlerce geçirgen tutulabilirken 

37°C'de hızlı bir kapanma gerçekleşir. Membranın bütünlüğünü geri kazanmasından sonra 

canlılık etkilenmez fakat membran yapısı hala değişken durumdadır. Hücrenin başlangıç 

durumuna geri dönmesi için saatlere ihtiyacı vardır. Bu durum elektro–geçirgenliğin 

sadece lipit çift tabakanın değişim süreci olmadığını, hücre davranışlarını da içeren 

hücresel bir süreç olduğunu göstermektedir [6, 13]. 

 

2.1.3. Membran potansiyeline etki 

 

Bütün canlı hücrelerde intraselüler ve ekstraselüler ortam arasında bir elektriksel 

potansiyel fark vardır. Bu potansiyel fark, istirahat membran potansiyeli olarak 

isimlendirilir. Oluşan potansiyel farkın sebebi membranın içi ve dışı arasındaki yük 

dağılımının farklılığından kaynaklanır. Hücrede ektraselüler ortamada pozitif yük fazlalığı, 

intraselüler ortamda ise negatif yük fazlalığı mevcuttur. Bu nedenle istirahat durumunda 

hücrenin içi dışına göre daha negatiftir. Membranın tek bir iyona geçirgen olduğu durumda 

istirahat membran potansiyeli Nernst denklemi (2.1) ile ifade edilir. Bu durumda membran 

potansiyeli, o iyonun denge potansiyeline eşit olur. 

 

   
  

  
  

      

     
                                                                                            (2.1) 
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Biyolojik membranlar birden çok iyona geçirgenlik gösterir. Bu durumda istrahat membran 

potansiyeli sadece intraselüler ve ektraselüler ortamdaki iyon konsantrasyonlarına değil, 

membranın bu iyonlara ait geçirgenlik değerine de bağımlı olur. Bu durumda istirahat 

membran potansiyelini hesaplamak için Goldman-Hodgkin-Katz denklemi (2.2) kullanılır. 

 

   
  

 
  

                                 

                                
                                                       (2.2) 

 

Burada R evrensel gaz sabiti olup 8,314 JK
-1

 mol
-1

 'e eşittir. T Kelvin cinsinden sıcaklıktır, 

z iyon türünün değeridir, F Faraday sabitidir ve 96,485 C mol
-1

’e eşittir. P, membranın o 

iyona karşı gösterdiği geçirgenlik ifadesidir. [X]dış, hücre dışı ortamdaki iyon türünün 

konsantrasyonudur ve [X]iç, iyon türünün hücre içi konsantrasyonudur. Dinlenim membran 

potansiyeli hücreden hücreye göre değişiklik gösterir, nöronlar için -70 mV, iskelet kası 

hücresi için -90 mV ve epitel hücreleri için -50 mV civarındadır. 

 

Canlı hücrelerin bulunduğu biyolojik bir süspansiyona pulslu E alan uygulandığında hücre 

membranı üzerinde zıt işaretli yüklerin birikmesine neden olur bu durumda zarın iç ve dış 

kısmı arasındaki potansiyel farka indüklenmiş transmembran potansiyeli denir ve ΔΨi 

denklemi (2.3) ile ifade edilir [14]. 

 

                     
 

 

                                                                                                       (2.3) 

 

R hücrenin yarıçapıdır, θ, ΔΨ'nin hesaplandığı nokta ile uygulanan E alan arasındaki 

açıdır, f denklem (2.4)’de gösterildiği gibi hücrenin dielektrik ve geometrik özelliklerine 

bağlı parametredir. τm Membran şarj süresi sabiti olup, zarın (σmem), sitoplazmanın (σsit), 

dış ortamın (σm) geçirgenliğine ve membranın dielektrik özelliği (εmem) ile zar kalınlığına 

(d) bağlıdır ( Denklem 2.5). 

 

  
                      

                   

                     
 

 
              

                      
                  (2.4) 

   
  
    

  
       
        

 
 

 
    

                                                                                     (2.5) 
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Yalıtkan bir zara sahip küresel şekilli hücreler düşünüldüğünde, σmem > σm, σsit ve f faktörü 

3/2’ye eşit olarak basitleştirilebilir. Bu sadeleştirme Schwan denklemi (Denklem 2.6) ile 

verilir [15, 16].  

 

    
 

 
                                                                                                                                       (2.6) 

 

Schwan denklemi, elektroporasyon veya elektrofüzyon için kritik transmembran 

potansiyeline ulaşmak için gereken E alanını belirlemek amacıyla yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Bununla birlikte, Schwan denklemi sadece homojen bir dış E alana 

maruz kalan küresel şekilli hücreler için geçerli olup farklı şekilli parçacıklar durumunda 

şekil faktörünün dahil edilmesi gerekmektedir [17-19]. 

 

 

Şekil 2.3. Yarıçapı R olan küresel parçacığa uygulanan E alan. Kırmızı oklar dinlenme 

potansiyelini (ΔΨ0) ve siyah oklar indüklenmiş transmembran potansiyelini 

(ΔΨi) temsil eder. 

 

Elektriksel yüklerden oluşan karmaşık bir sistem olan hücre, pulslu bir E alana maruz 

kaldığında hücre membranının topolojisi değişir. Pulslu E alan uygulamasının hücre 

üzerinde görülen ilk etkisi, hücrenin şeklini küreselden elipsoide doğru değiştirmesidir. E 

alan uygulaması çoğunlukla hücre iskeletine bağlanmış proteinleri etkileyerek membran 

proteinlerinde bir takım değişikliklere yol açar [20]. 
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2.1.4. Geri dönüşümlü ve geri dönüşümsüz elektroporasyon 

 

Elektro-permeabilizasyon bir eşik olgusudur ve puls parametrelerinin özelliklerine bağlı 

olarak geri dönüşümlü veya geri dönüşümsüz por oluşumuna neden olabilir. Hücre zarında 

geçici sulu gözeneklerin oluşumunu tetiklemek için, uygulanan E alan 200 mV - 1V 

aralığında kritik bir değere ulaşmalıdır [21, 22]. 

 

EP’nin etkinliği, uygulanan E pulsu parametrelerine  (pulsun şekli, sayısı, süresi ve şiddeti) 

bağlıdır. Membran elektroporasyonunu sağlayan uygulamalar oldukça kısa süreli 

(mikrosaniye (µs), milisaniye (ms)) ve E alan şiddeti ise kV/cm’ler düzeyindedir. E alan 

eşik değerin altında tutulursa, hücre membranı orijinal durumunu geri kazanabilir ve 

böylece geri dönüşümlü elektroporasyon’dan bahsedilebilinir [23]. Geri dönüşümlü 

elektroporasyonda 1 μs ile 1 ms arasında pulslar uygulanarak 0,5-1 V arasında 

transmembran potansiyeli oluşturulur. Böyle bir yükselme için E pulsunun genliği 1000-

10.000 V/cm arasında olmalıdır. Geri dönüşümlü elektroporasyon, membranın geçici 

yüksek iletkenlik durumudur ve hücrelerin canlılığını koruduğu normal şartlarda altında 

membran tarafından dışlanan tıpta ve biyoteknolojide, küçük moleküllerden (floresan 

boya, ilaçlar, vb.) büyük moleküllere (DNA, antikorlar, vb.) kadar değişen maddeleri hücre 

içine girişini sağlamak için kullanılır [20, 24]. 
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Şekil 2.4. Elektroporasyon uygulamaları 

 

Eğer E alan eşik değeri aşarsa, hücre membranı hasar görür ve hücre canlılığı tehlikeye 

girer bu durum, geri dönüşümsüz elektroporasyon’dur [25, 26]. Geri dönüşümsüz 

elektroporasyon hücrede kimyasal strese yol açarak hücre ölümüne neden olmaktadır. Geri 

dönüşümsüz elektroporasyon non-termal etkisi ile tümör ablasyonunda kullanılmaktadır 

[27]. 
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Şekil 2.5. Elektroporasyon uygulamasının etkileri: E alan şiddeti ve maruz kalma süresinin 

bir fonksiyonu olarak geri dönüşümlü - geri dönüşümsüz elektroporasyon ve 

termal etki 

 

2.1.5. Elektroporasyon verimliliğini etkileyen faktörler 

 

Hücrelere uygulanan EP’nin verimliliğini etkileyen birçok faktör vardır. Bunlar; E alan 

şiddeti, puls genişliği, puls sayısı ve şeklidir. Etkili bir EP uygulaması için bu faktörlerin 

iyi belirlenmesi gereklidir.  

 

Elektrik alan şiddeti 

E alan şiddeti, EP’nin verimini ve hücre canlılığını etkileyebilecek en önemli faktördür. 

Hücreleri elektropore etmek için indüklenmiş transmembran potansiyeli (ΔΨi), eşik 

potansiyele yaklaşmak için yeterince büyük olmalıdır. Denklem 2.6’da görüldüğü gibi ΔΨi, 

E alan şiddeti ile doğru orantılıdır. Uygulanan E alan çok düşük ise ΔΨi, eşik 

potansiyelden çok daha küçük olacak ve hücre membranında elektriksel bozulma meydana 

gelmeyecektir. Bu durumda hücreler uygun şekilde elektropore olamazlar. Diğer taraftan, 

uygulanan alan şiddeti çok yüksek ise ΔΨi, eşik potansiyelden çok daha büyük olacak ve 

geri dönüşü olmayan membran bozulmasına yol açacaktır. Bu durumda membranda oluşan 

porlar kapanmaz ve hücre ölümü meydana gelir. Bu nedenle uygun bir alan kuvvetinin 

seçilmesi EP uygulaması için kritik bir adımdır. Denklem 2.6’da görülebileceği gibi sabit 

bir indüklenmiş tranmembran potansiyeli oluşturmak için gereken alan şiddeti, hücrenin 

yarıçapı ile ters orantılıdır. Dolayısıyla, küçük hücreleri elektropore etmek için kullanılan 

alan şiddeti çok yüksek olup yaklaşık olarak olarak 10 kV/cm düzeyindedir. Memeli kültür 
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hücreleri gibi daha büyük hücreler için uygulanan alan şiddeti ise yaklaşık 1-2 kVcm’dir 

[1, 28, 29]. 

 

Puls genişliği 

Etkili bir EP için en önemli ikinci parametre puls genişliğidir ve τ ile ifade edilir. τ, çok 

kısa olduğunda, zarda elektriksel bir bozulma meydana gelebilmesi için yeterli zaman 

olmayacaktır. Ancak çok uzun bir τ, membranda aşırı hasara neden olur ve hücre 

canlılığını devam ettiremez. Kare puls kullanıldığında, tipik darbe genişliği ms’nin 

1/10'undan daha azdır. E alan şiddetinin ve puls genişliği parametrelerinin birbirini 

tamamladığı bulunmuştur. Belirli bir hücre tipi için puls genişliği azaltıldığında optimal E 

alan değeri artar [29]. 

 

Puls sayısı ve şekli 

EP’de en sık kullanılan iki tür dalga şekli vardır. Bunlar, eksponansiyel dalga ve kare 

dalga’dır. Eksponansiyel dalga formu genellikle bakteri çalışmalarında kullanılmaktadır. 

Kare dalga pulsu ise, daha çok memeli hücre çalışmalarında, elektrokemoterapi ve DNA 

transferinde tercih edilmektedir. Büyük voltaj kuyruk profilinden dolayı ekponansiyel 

dalga pulsu elektroforatik harekete yol açarak hücrenin iletkenliğini yüksek değerlere 

çıkarabilmektedir fakat varyansları fazladır. Kare dalga pulsun voltaj ve süresi sabittir. Bu 

yüzden ilacın membrandan kontrollü olarak uygulanması kare dalga puls ile daha iyi 

yapılabilmektedir. Etkili membran elektroporasyonu için bazı hücrelerde tek bir darbe bile 

yeterli olabilmektedir. Fakat çoğu hücre tipinde çoklu pulsların uygulanması gen transferi 

ve elektrokemoterapi verimliliğini büyük ölçüde artırmaktadır. Elektrokemoterapi 

uygulamalarında 8 kare dalga pulsu kullanılmaktadır [30]. 

 



15 

 

Şekil 2.6. Elektroporasyon parametreleri a) Eksponansiyel puls, b) Kare puls ve c) Puls 

genişliği 

 

2.2. Elektrokemoterapi (EKT) 

 

Kanser tedavisi multidisipliner bir yaklaşım gerektirir. Genel olarak kanser tedavisinde üç 

ana tedavi yöntemi vardır: Cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi. Cerrahi ve radyoterapi lokal 

ablatif tedavileri temsil ederken, kemoterapi sistemik bir tedavi yöntemidir. 

 

Kemoterapinin amacı kanser hücrelerinin büyümesini yavaşlatmak, durdurmak ve 

hücreleri ölüme sürüklemektir. Kemoterapinin sistemik bir tedavi olması nedeniyle 

tedavide kullanılan kemoterapötik ilaçlar tüm vücudu etkiler. Kemoterapötik ilaçlar hızla 

büyüyen kanser hücrelerine saldırırlar, ancak bunun yanında hızla büyüyen sağlıklı 

hücreleri de önemli derecede etkilemektedir. Hücre membranının özelliğine bağlı olarak 

kemoterapötik ilaçların membranı geçememesi tedavi etkinliğini önemli derecede 

azaltmakta ve yan etkileri artırmaktadır. Kanser tedavisinde ilaç dozunun artırılması 
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tedavide olumlu sonuçlar ortaya çıkarsa da hastaların bağışıklık sisteminin zayıflamasına 

ve sağlıklı hücrelerin ölümüne yol açar. Mide bulantısı, kusma, iştah kaybı, saç 

dökülmeleri ve ağız yaraları kemoterapinin en sık görülen yan etkileri arasındadır. 

Kemoterapi, kemik iliği hücrelerine zarar vererek kan hücresi sayılarında düşüşlere neden 

olmaktadır. Beyaz kan hücrelerinin yapımındaki yetersizlikten dolayı artan enfeksiyon 

olasılığı ve düşük kırmızı kan hücresi sayımı ile nefes darlığı gibi problemler 

kemoterapinin önemli yan etkileri arasındadır. 

 

EP, biyokimyasal ve farmakolojik olayları incelemek amacıyla farklı moleküllerin hücre 

membranı boyunca taşınmasını kolaylaştırmak için kullanılır. Dış E alan uygulaması, 

hücre membranının transmembran potansiyelini değiştirir. Eşik değer aşıldığında hücre 

membranında porlar oluşturularak membranın geçirgenliğinin artması sağlanır [31]. 

Kemoterapötik ilaçların varlığında oluşan porlar hücre içi ilaç birikimine ve 

sitotoksisitenin artmasına neden olur. EP, bleomisin, sisplatin, melfalan, metotreksat, 

doksorubisin, vb. gibi çeşitli kemoterapötik ilaçların hücre içi konsantrasyonunu sağlamak 

ve artırmak için etkili bir uygulama yöntemidir [32, 33]. 

 

EKT, zayıf nüfuzlu bir sitotoksik madde uygulaması ile geri dönüşümlü elektroporasyon 

uygulamasını birleştirerek ilaç difüzyonunu geliştiren lokal ve termik olmayan bir tümör 

tedavi yöntemidir. Hücre dışı ilaç konsantrasyonunun en yüksek olduğu zamanda 

gerçekleştirilen geri dönüşümlü EP uygulaması kemoterapötik ilaçların hücre içine alımını 

kolaylaştırarak iyi bir anti-tümör etkinlik sağlamaktadır [34]. EKT alternatif bir tedavi 

yaklaşımı olarak veya standart tedaviler (cerrahi, kemoterapi, radyoterapi) sonrasında 

palyatif tedavi olarak kullanılabilir. Dolayısıyla EKT ile kemoterapötik ajanın dozu 

düşürülürken ve yan etkilerin şiddeti azaltılabilir. Elektrokemoterapi yönteminin etkinliği, 

pulslu E alan uygulamasından sonra oluşan vasküler kilit, vasküler bozulma ve 

organizmada gelişen immün yanıt ile artmaktadır [35, 36].  
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Şekil 2.7. Elektrokemoterapi Uygulaması 

 

2.2.1. Bleomisin 

 

Bleomisin, 1966 yılında Japonya'da bir kömür madenindeki topraktan toplanan 

streptomyces verticillus mantarının kültüründen izole edilen suda çözünür yapıda bir 

glikopeptit antibiyotiğidir [37, 38]. 

 

Bleomisinin sitotoksisitesi, uzun hücre döngüsünü durdurmasına, apoptoza ve mitotik 

hücre ölümüne neden olan, DNA fragmantasyonu olarak görülen tek ve çift zincirli DNA 

kırıkları yapabilme yeteneğinden kaynaklanır [39-42]. DNA kırıklarının oluşması çok hızlı 

gerçekleşir. Hücre içerisine bleomisin girişinden itibaren 30 sn içinde DNA'nın 

parçalandığı gösterilmiştir [43, 44]. Bleomisinin, zincir kırıkları olmaksızın serbest nükleik 

bazların salınımı, RNA'nın oksidatif bozunması ve lipit peroksidasyonu gibi hücre hasarına 

neden olan başka etkilere sahip olabileceği ifade edilmiştir [41, 45]. 
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Antineoplastik bir ajan olarak bleomisin, Hodgkin hastalığı, Hodgkin dışı lenfoma, testis 

kanseri ve serviks kanseri gibi birçok kanser türünün tedavisinde yaygın olarak klinikte 

kullanılmaktadır. Bleomisin, intrasellüler olarak aşırı derecede toksik etkiler gösterir. 

Ancak bu çok yüksek içsel sitotoksisite, bleomisinin hücre zarından serbestçe 

geçememesiyle sınırlıdır. Yapılan çalışmalarda hücre dışı ortama eklenen bleomisin’in 

%0,1’den daha azının hücrelerle ilişkili hale geldiği ve bleomisinin sitotoksisitesinin 

elektroporasyon ile 300-700 kat artırılabileceği görülmektedir [40, 41, 43, 46-48]. 

 

 

Şekil 2.8. Bleomisin etki mekanizması 

 

2.2.2. Sisplatin 

 

Kimyasal adıyla cisdiamminedichloroplatinum (II) olarak bilinen sisplatin, platin (Pt) ağır 

metalini içeren güçlü bir antineoplastik ajandır. Sisplatin, çeşitli kanser türlerinin 

tedavisinde daha geniş etkinliği nedeniyle en çok kullanılan sitotoksik anti-kanser ilaçları 

arasında yer almaktadır [49-51]. 

 

Sisplatin hücre döngüsünü S, G1 veya G2-M'de durdururken, DNA sarmalında çapraz 

bağlar oluşturarak kanser hücreleri üzerinde sitotoksik etkisi ile apoptozu indükler. Kanser 

hücrelerinin DNA replikasyonunun bozulması hücrelerin ölümünden sorumludur [52, 53]. 

Sisplatin, mesane, yumurtalık, baş ve boyun, akciğer, testis, serviks, özafagus, meme ve 

beyin kanserlerini tedavi etmek için sıklıkla kullanılan bir kemoterapi ilacıdır fakat başta 

nefrotoksisite olmak üzere, nörotoksisite, hepatotoksisite, anemi ve geçici lökopeni gibi 
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dozla ilişkili belirgin yan etkileri klinik kullanımını kısıtlamaktadır [54-56]. EP’nin 

sisplatin sitotoksisitesini 2 ila 3 kat artırdığı çalışmalarla bildirilmektedir. Bu bağlamda EP 

ile sisplatin uygulaması, kullanılan ilaç dozunu azaltarak yan etkilerin azaltılması ve tedavi 

etkinliğini artırmada önemli bir yere sahiptir [48, 57]. 

 

 

Şekil 2.9. Sisplatin etki mekanizması 

 

2.3. Kalsiyum ve Kalsiyum Elektroporasyon (CaEP) 

 

2.3.1. Kalsiyum homeostazı: Sağlıklı ve kanser hücrelerinde 

 

Kalsiyum (Ca
+2

) esas olarak endoplazmik retikulum (ER), sarkoplazmik retikulum (SR, 

kas hücrelerinde) ve mitokondride depolanır. Sarko-endoplazmik retikulum kalsiyum 

ATPaz (SERCA), Ca
+2

’u ER ve SR’ye pompalar [58, 59]. Mitokondri içindeki Ca
+2

, 

organelin işlevini, hareketini ve canlılığını düzenlemektedir. Artmış bir mitokondriyal Ca
+2

 

konsantrasyonu, ATP üretimini artırarak mitokondriyal metabolizmayı düzenleyebilir, 

ancak mitokondriyal membran geçirgenliği hücre ölümünü, apoptozu veya nekrozu da 

tetikleyebilir. Ca
+2

, ATP’ye bağımlı plazma membranı Ca
+2

ATPaz (PMCA) ve ATP'den 

bağımsız Na
+
/ Ca

+2
-değiştirici (NCX) ve Na

+
/Ca

+2
/K

+
-değiştirici (NCKX) tarafından hücre 

içinden uzaklaştırılır [60-62]. 

 

Kanser hücrelerinde Ca
+2

 sinyallerini düzenlemede yer alan proteinler, çoğalmayı 

sürdürmek ve hücre ölümünü önlemek için normal hücrelere kıyasla daha sık kontrol 
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edilirler [63]. Ca
+2 

kanalları, pompalar ve kalsiyum değiştiricilerin tümü, normal 

hücrelerde olduğu gibi kanser hücrelerinde de bulunur fakat bunların lokalizasyonu ve 

etkinliği daha farklı olabilmektedir. SERCA2 ve SERCA3 gen ekspresyonundaki azalma 

birkaç farklı kanser hücre hattında ve tümör örneklerinde gözlenmiştir. SERCA2 ve 

SERCA3’ü kodlayan genlerdeki değişiklikler kanser hücrelerinde Ca
+2

’un sitozolden 

ER’ye taşınmasının azaltılabileceğini gösterir [64-66]. 

 

Normal hücreler ve dokulara kıyasla kanser hücre hatlarında ve tümör dokularındaki 

anormal hücre farklılaşmasıyla birlikte PMCA4 ekspresyonunun arttığı ve en düşük 

PMCA4 ekspresyonunun gözlemlendiği PMCA değişiklikleri de gösterilmiştir [67-70].  

 

2.3.2. CaEP’nin etki mekanizması 

 

Ca
+2

 her yerde bulunan hücre içi sinyallerin ikincil habercisidir. Ca
+2

, zamana, yere, 

genliğe, sıklığa ve süreye bağlı olarak, hücre ölümü ve çoğalması, transkripsiyon, sinir 

iletimi ve kas kasılmaları dahil olmak üzere hücre döngüsünün düzenlenmesinden 

sorumludur. Bu yüzden Ca
+2

 konsantrasyonu hücreler içinde sıkı bir şekilde düzenlenir. 

Ca
+2

’nin sitozolik konsantrasyonu yaklaşık 10
−7 

M’dır ve bu konsantrasyon hücre dışı 

kalsiyum seviyesi olan 10
−3 

M’den önemli ölçüde daha düşüktür [58, 71-73]. Hücre 

membranının Ca
+2 

geçirgenliği düşük olması ve hücrelerdeki Ca
+2

’un dengesi ve 

tamponlanması için güçlü mekanizmaların varlığı hücre içi Ca
+2 

konsantrasyonunu düşük 

düzeyde kalmasını sağlar. Ca
+2 

homeostazındaki bozukluklar ve değişiklikler apoptoz veya 

nekroz yoluyla hücre ölümüne yol açabilir.  
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Şekil 2.10. Kalsiyum etki mekanizması 

 

Birçok anti-kanser uygulaması, Ca
+2

 sinyallerini etkileyerek kanser tedavisinde hedef 

olarak Ca
+2

 yolaklarını etkilemektedir. Bu bilgiler Ca
+2

’un EP tabanlı kanser tedavisi için 

yeni bir ajan olduğunu göstermektedir. Ca
+2 

varlığında hücre veya tümörlere EP 

uygulaması ile hücre içi Ca
+2

’un konsantrasyonu büyük ölçüde artar. Bu durumda;  

1) Gelişen ATP üretimindeki kayıp ile Ca
2+

-ATPaz ve diğer ATPazların artan aktivitesi 

nedeniyle ATP tükenmesine bağlı olarak,  

2) Hücre içi kalsiyum iyonlarının konsantrasyonundaki artış, mitokondriyal membranda 

porların oluşmasını sağlayarak mitokondriyi yeni ATP üretmeye yönlendiren 

elektrokimyasal gradyan kaybıyla,  

3) Lipazların, proteazların aktivasyonunun yanı sıra reaktif oksijen türlerinin üretimi de 

dahil olmak üzere diğer hücre içi mekanizmların aktivasyonuyla CaEP uygulaması apoptoz 

veya nekroz yoluyla hücre ölümüne yol açar [74-78]. 
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Şekil 2.11. CaEP sonrası nekroz oluşumu [74, 79] 

 

2.4. Hücre Döngüsü 

 

Hücre döngüsü, hücre bölünmesine hazırlık olarak bir hücrede meydana gelen sıralı olaylar 

dizisidir. Bu olaylar, genomunun kopyalanmasını, hücre organellerinin sentezini ve 

ardından sitoplazmanın bölünmesini içerir. İnsan hücreleri tipik ökaryotik hücre döngüsü 

sergiler ve bir büyüme-bölünme döngüsünü tamamlamak yaklaşık 24 saat sürer. Bununla 

birlikte, döngünün süresi organizmadan organizmaya ve hücreden hücreye değişiklik 

göstermektedir. Hücreler bölünme sinyali almadıkları sürece siklusunun istirahat fazı olan 

G0 fazında beklerler. Tipik bir ökaryotik hücre döngüsü interfaz ve mitotik (M fazı) faz 

olmak üzere iki ana aşamaya ayrılır [80-84]. 

 

2.4.1. İnterfaz evresi 

 

Hücreler bölünmek üzere sinyal aldığında, hücrenin hem hücre büyümesi hem de DNA 

replikasyonu geçirerek bölünmeye hazırlandığı evredir. İnterfaz, genel döngünün yaklaşık 

%95’ini kapsar ve kendi içinde G1, S ve G2 olmak üzere 3 faz’dan oluşmaktadır. 

 



23 

G1 Fazı 

Bu faz, mitoz ile hücrenin genetik materyalinin replikasyonunun başlaması arasındaki 

dönemi kapsamaktadır. Bu aşamada hücre metabolik olarak aktiftir, RNA ve protein 

sentezlenir, organel sayısı artar, ATP sentezi hızlanır ve hücre DNA’sını kopyalamadan 

büyümeye devam eder. G1 evresi yaklaşık 11 saat sürer. Büyüme için şartlar uygunsa 

sentez evresine geçilir değilse, döngü geciktirilir ve hücre G0’a girer. 

S Fazı 

DNA replikasyonu bu fazda gerçekleşir ve yaklaşık 8 saat sürer. Protein sentezi en yüksek 

düzeye çıkar. Bu faz da hücredeki ilk DNA miktarı iki katına çıkar. Kromozom sayısı ise 

değişmez. 

G2 Fazı 

Yaklaşık 4 saat süren G2 fazında, hücre mitotik faza girmeye hazırlanırken, hücre 

organellerinin çoğalması, iğ oluşumu ve hücre büyümesi için gerekli olan RNA, proteinler 

ve diğer makromoleküller üretilir. DNA sentezi bu fazda durur. 

 

2.4.2. Mitotik faz 

 

Hücrenin aynı sayıda kromozoma sahip yeni bir hücre oluştrumak için tam bir yeniden 

yapılanma geçirdiği bölünme fazıdır. Bu fazda hücre, genetik materyalin iki kopyasını iki 

özdeş yavru hücreye böler. M fazı tamamlandıktan sonra hücre bölünmesi gerçekleşir ve 

geriye iki hücre kalır. M fazı, Profaz, metafaz, anafaz ve telofaz olmak üzere kendi içinde 

4 evreden oluşur ve yaklaşık 1 saat sürer. 
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Şekil 2.12. Hücre döngüsü aşamaları 

 

2.4.3. Hücre döngüsünün düzenlenmesi 

 

Hücrelerin hücre döngüsü boyunca ilerlemesi, farklı aşamalardaki çeşitli kontrol noktaları 

tarafından denetlenir. Hücre döngüsünün kontrolü, siklin bağımlı kinaz (CDK)’lar, siklin 

bağımlı kinaz inhibitörleri (CKI) ve siklinler tarafından sağlanır. Bunlar, hücrenin DNA 

hasarı içerip içermediğini belirleyerek hücrelerin çoğalmasını ve büyümesini engeller. 

Önemli bir kontrol noktası olan kısıtlama noktası (R) G1’de bulunur. R noktasından geçen 

hücrelerin çoğu, tüm hücre döngüsünü tamamlamaktadır. Diğer kontrol noktaları G1-S ile 

G2-M arasındaki geçişlerde bulunur. Herhangi bir kontrol noktasında DNA hasarı tespit 

edilirse, kontrol noktasının aktivasyonu ve artan  p53 proteini üretimi gerçekleşir. Bir 

tümör baskılayıcı gen olan p53, hücre döngüsünün ilerlemesini durdurur ve hasarlı DNA 

için onarım mekanizmalarını başlatır. Bu gen, DNA’nın onarılmadığı durumda hücrenin 

apoptoza girmesini sağlayarak çoğalmasını engeller. Hücre siklusunu etkileyen c-myc, 

Her2, lneu, ras gibi onkogenler ve Rb (retinoblastom), p53 gibi tümör baskılayıcı genler ve 

siklus regülatörlerinin aktivitelerinin yanlış düzenlenmesi, hücre çoğlaımında artış ve 

tümör gelişiminde önemli rol oynayan faktörlerdir [84-86]. 
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2.5. Hücre Ölümü 

 

2.5.1. Apoptoz 

 

Apoptoz sözcüğü ilk kez 1972'de Kerr, Wyllie ve Currie tarafından yayınlanan bir 

makalede, morfolojik olarak farklı bir hücre ölüm tipini tanımlamak için kullanılmıştır 

[87]. Apoptoz, bir hücrenin proliferasyonunu ve bölünmesini durdurarak, hücre içeriğinin 

çevreye dağılmadan kontrollü hücre ölümüyle sonuçlanan bir süreçtir. Apoptoz, bazen 

programlanmış hücre ölümü olarak da adlandırılmaktadır. Apoptoz, canlının doğumundan 

ölüme kadar olan gelişen süreçte immün sistem mekanizmalarının ilerleyişi, hücre 

sayısının dengede tutulması ve malignitelere karşı koruyucu etki oluşturması gibi birçok 

önemli mekanizmanın ilerleyişinde aktif bir rol oynar. Hatalı apoptoz regülasyonu, AIDS, 

kanser, kardiyovasküler hastalıklar, dejeneratif nöranal hastalıklar, otoimmün hastalıklar, 

viral enfeksiyon, malformasyon ve yaşlanma etyolojisinde rol oynamaktadır [88-93]. 

Apoptotik aktivitenin düzenlenmesinde, sitokrom-c, kaspazlar, p53 ve c-myc gibi protein 

yapılar, Bcl-2 ailesi, seramid ve kalsiyum gibi moleküller ve mitokondri önemli bir rol 

oynar. Bcl-2 ailesi birbiri ile antogonist çalışan proapoptotik (Bax, Bad, Puma, Noxa, Bid, 

Bak, BclXs) ve antiapoptotik(Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1, Ced-9) olmak üzere iki gruptan 

oluşmaktadır. Hücrenin apoptoza eğilimli olması proapoptotik proteinlerin sitozoldeki 

miktarı ile ilişkilidir. Heterodimer olan Bcl-2/Bax oranı hemotolojik malignitelerde 

prognostik faktör olarak kullanılmaktadır. Proapoptotik proteinlerin salınımı, apotoz 

indükleyici faktör (AIF) ve sitokrom-c miktarını arttırarak hücrede apoptotik aktiviteyi 

eksite eder. Çekirdek membranı, ER ve mitokondri dış membranında bulunan 

antiapoptotik üyeler, iyon geçişini özellikle de hücre içi Ca
2+

 miktarını kontrol ederler. 

Bazı kaspazlar ile birlikte sitokrom-c ve AIF salınımı engelleyerek apoptozu 

engellemektedir [94-97]. 

 

P53 geninin hem tümör baskılayıcı hem de apoptozis düzenleyici görevi vardır. P53 geni, 

DNA hasarı oluşması durumunda hücre döngüsünü G1 fazında durdurarak, DNA onarımı 

için hücreye gerekli zamanın tanınmasını sağlar. DNA’da oluşan hasarın ortadan 

kaldırılamayacağı durumda Bax, apoptoz proteaz aktive faktörü (Apaf-1), ve Fas yapımını 

arttırarak antiapoptotik proteinlerin aktivasyonunu inhibe eder ve apoptozu indükler. P53 

geninin mutasyona uğradığı durumlarda apoptozis gerçekleşmeden ya da DNA onarımı 

tamamlanmadan DNA çiftleşmesi ve sonucuda da neoplazi gelişebilmektedir. Mutasyona 
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uğradığı tespit edilen p53 geninin farklı tümör tiplerinin yarısından fazlasının oluşumunda 

rol oynadığı kabul edilmektedir [98-101]. 

 

Apoptoz sürecinde etkin bir role sahip olan sitokrom-c, mitokondri dış membranında yer 

alan elektron taşıma zincirinin bir proteinidir. Sitokrom-c, sitoplazmik protein olan Apaf-

1’e bağlanarak aktivasyonu gerçekleştirir. ATP katılımıyla birlikte apoptozom adı verilen 

kompleks bir yapı meydana gelir. Bu yapı, inaktif prokaspaz-9’un aktif kaspaz-9’a 

dönüşümünü sağlar ve daha sonra efektör kaspazlardan prokaspaz-3 aktif kaspaz-9 ile 

aktive olur. Aktif kaspaz-3, deoksiribonükleaz inhibitörü(ICAD)’nü inaktifleştirerek 

kaspazla aktifleşen deoksiribonükleaz(CAD)’ı serbestleştirir. Bu durum apoptozis 

göstergelerinden olan oligonukleozomal DNA fragmantasyonuna ve kromatin 

yoğunlaşmasına neden olmaktadır. 

 

Bir sistein proteazı olan kaspazlar, inaktif olarak sitoplazmada bulunurlar ve proteolitik 

olarak birbirlerini aktive ederler. Tanımlanan 14 tane kaspaz mevcut olup çoğu apoptozda 

rol oynar. Kaspazlar, başlatıcı (kaspaz 2, 8, 9, 10), efektör (kaspaz 3, 6, 7) ve inflamatuar 

kasplazlar( kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13, 14) olmak üzere etki mekanizmalarına göre 3 tiptir. 

Başlatıcı kaspazlar, apoptotik uyarı ile başlayan ölüm sinyallerini efektör kaspazlara 

aktarırlar. Efektör kaspazlar, hücre iskeleti proteinleri, nükleer membran proteini laminin 

A ve DNA tamirinde rol alan poli ADP-riboz polimeraz (PARP)’ı parçalayarak apoptotik 

hücre yapısının oluşmasına neden olmaktadır. Kaspazların moleküler ve sinyalizasyon 

bozuklukları, kanser, otoimmun hastalıklar ve nörofizyolojik patolojilerin nedeni olarak 

gösterilmektedir [102-105]. 

 

2.5.2. İnstrinsik ve ektrinsik yol: Apoptoz mekanizması 

 

Apoptoz temelde instrinsik (mitokondriyal) ve ekstrinsik (dışsal) olmak üzere 2 yol ile 

gerçekleşmektedir. DNA hasarı, metobolik ve hücre döngüsü bozuklukları, hücre içi Ca
+2

 

konsantrasyonundaki artış ve hipoksi gibi hücre içi sinyaller instrinsik yol ile apoptozu 

indükler.  Ölüm reseptörlerinin aktivasyonu, sitotoksik T lenfosit, iskemi, toksin varlığı, 

kemoterapötik ajanlar, UV radyasyon gibi hücre dışı sinyaller dışsal yol ile apoptoz 

mekanizmasını aktive eder. 
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İnstrinsik (Mitokondriyal) yol 

Proapoptotik ve antiapoptotik aktiviteye sahip Bcl-2 protein ailesi instrinsik apoptotik 

yolda önemli bir yere sahiptir. Hücre içi kaynaklı apoptotik sinyaller Apaf-1’i 

serbestleştirir ve mitokondri dış membran permeabilizasyonu artar. Permeabilizasyonun 

artması ile birlikte mitokondri dış membranında bulunan sitokrom-c sitozole salınır. 

Serbest sitokrom-c, Apaf-1, kaspaz-9 ve ATP den oluşan apoptozom komleksni oluşturur. 

Apoptozom oluşumu ile kaspaz kaskad’ı başlar. Apoptozom oluşumu, inaktif olarak 

bulunan prokaspaz-9’un aktif kaspaz-9 haline dünüşmesini sağlar. Kaspaz-9’un aktive 

olması prokaspaz-3’ü aktive eder (Şekil 2.13). Aktif kaspaz-3, deoksiribonükleaz 

inhibitörünü (ICAD) inaktifleştirir, böylece ICAD’ünün bağladığı kaspazla aktifleşen 

deoksiribonükleaz (CAD) serbestleşir ve apoptoz gerçekleşir [106]. 

Ekstrinsik yol 

Ekstrinsik apoptotik yol hücre ölüm sinyallerinin (FasL, TRAİL, TNF-α) ölüm 

reseptörlerine(Fas, TNF, DR5) bağlanması ile başlar. Fas ve TNF (tümör nekroz faktör) 

reseptörü integral proteinlerdir. Sinyal-reseptör kompleksinin oluşması ile reseptörler 

trimerik bir yapı kazanır. Trimerik yapıdaki reseptör, uyarlayıcı moleküller ve prokaspaz 

ile bileşerek ölüm indükleyen sinyal kompleksi (DISC) yapısını oluşturur ve aktif kaspaz 

8’in oluşmasını sağlar. Aktif kaspaz-8 direkt olarak kaspaz-3’ü aktive ederek ya da 

endirekt olarak Bid’i kesip instrinsik yol olan kaspaz-9 aktivitesi ve kaspaz-3 aktivesi ile 

apoptozisi gerçekleştirir (Şekil 2.13), [96, 97, 107]. 

 

 

Şekil 2.13. İnstrinsik ve ekstrinsik yol: apoptozis mekanizması 
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2.5.3. Apoptozun belirlenmesi 

 

Apoptozisin belirlenmesinde, morfolojik görüntüleme yöntemleri, histokimyasal 

yöntemler, biyokimyasal yöntemler, immunolojik yöntemler, moleküler biyoloji 

yöntemleri kullanılmaktadır. 

 

Çizelge 2.1. Apoptoz belirleme yöntemleri 

 

Yöntem Uygulamalar 

 

 

 

Morfolojik görüntüleme 

yöntemler 

1) Işık mikroskobu 

 Hematoksilen boyama 

 Giemsa boyama 

2) Floresan mikroskobu/Lazerli konfokal mikroskop 

 Propidium iyodür (PI) 

 Hoechst Dye 

3) Elektron mikroskobu 

4) Faz kontrast mikroskobu 

 

İmmunohistokimyasal 

yöntemler 

1) Annexin V yöntemi 

2) TUNEL yöntemi 

3) M30 yöntemi 

4) Kaspaz 3 yöntemi 

 

 

Biyokimyasal yöntemler 

1) Ageroz jel elektroforezi 

 DNA fragmentasyonu 

2) Western Blotting 

 Substrat kırılmaları 

 Aktif kaspazın belirlenmesi 

3) Flow sitometri 

 

 

İmmünolojik yöntemler 

1) ELISA  

 DNA fragmentasyonu 

 M30 düzeyi 

2) Florimetrik yöntem 

 Kaspaz aktivasyonu 

Moleküler biyoloji yöntemleri 1) DNA microarrays 

 

2.5.4. Nekroz 

 

Nekroz, normal koşullardan farklı olarak hücrelerin ekstrasellüler ortamdan gelen kimyasal 

ve fiziksel etkilere, hipoksi ve çeşitli toksinlere yüksek oranda maruz kalmaları nedeniyle, 

genler tarafından kontrol edilemeyen ve düzensiz olarak gelişen bir başka hücre ölümü 

türüdür. Mekanik travma, kan damarlarındaki hasar, iskemi, hipoksi, hipotermi veya 

hipertermi, toksik maddeler ve ağır metaller gibi etkiler nekroza neden olmaktadır. Nekroz 

sırasında mitokondriyal reaktif oksijen türleri (ROS) artarken, non-apoptik proteazlar 
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aktive olur ATP üretimi azalır ve Ca
+2

 kanalları açılır. Nekroz sırasında, hücresel içerik 

hücre dışı ortama salınır ve komşu hücreler üzerinde zararlı etkiler yaratır. 

Morfolojik olarak tanımlanmış altı tip farklı nekroz türü mevcuttur. Koagülasyon nekrozu, 

likefaksiyon nekroz (erime nekrozu), kangrenli nekroz, kazeöz nekroz, yağ nekrozu, 

fibrinoid nekrozdur [108-110].  

 

2.5.5. Apoptoz ve nekroz farklılıkları 

 

Çizelge 2.2. Apoptotik ve nekrotik hücre ölümü arasındaki farklar 

 

Apoptoz Nekroz 

Programlanmış hücre ölümüdür. Kontrolsüz hücre ölümüdür. 

Sitoplazmanın küçülmesi ve ardından 

çekirdeğin yoğunlaşması yoluyla oluşur. 

Mitokondri ile birlikte sitoplazmanın 

şişmesi ve ardından hücre lizisi yoluyla 

oluşur. 

Doğal olarak meydana gelen fizyolojik bir 

süreçtir. 

Toksinler, travma ve enfeksiyonlar gibi 

dış etkenlerin neden olduğu patolojik bir 

süreçtir. 

Plazma zarının bütünlüğünü kaybetmeden 

kabarması gözlenir. 

Zar bütünlüğü bozulur. 

Kromatin, apoptoz sırasında toplanır. Kromatinde yapısal değişiklik gözlenmez 

Mitokondri zarı üzerinde por oluşur. 

Hücredeki organeller, hücre ölümünden sonra 

bile işlev görür. 

Organeller şişerek parçalanır. Nekrotik 

bir hücredeki organeller, hücre 

ölümünden sonra işlev görmez. 

Lizozomların bütünlüğü korunur Lizozomal enzimler salınır. 

Apoptotik cisimcikler olarak adlandırılan zara 

bağlı veziküller, hücrenin küçük cisimlere 

parçalanmasıyla apoptoz ile oluşur. 

Vezikül oluşmaz, ancak tam hücre lizisi 

meydana gelir ve nekroz sırasında hücre 

içeriğini hücre dışı sıvıya bırakır. 

Kaspaz bağımlı bir yoldur. Kaspazdan bağımsız bir yoldur 

Aktif bir süreç olduğundan 4°C’de 

gerçekleşmez. 

4°C’de meydana gelir. 

Prelitik dna parçalanması apoptozda meydana 

gelir. 

Postlitik dna sindirimi nekrozda meydana 

gelir. 

ATP gereksinimi vardır. ATP ihtiyacı yoktur. 

Enflamasyon ve doku hasarına neden olmaz. Enflamasyon neden olur 
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2.5.6. Mitokondri membran potansiyeli (ΔΨm) ve hücre ölümü ilişkisi 

 

Proton pompaları (Kompleks I, III ve IV) ve elektron taşıma sistemleri tarafından kontrol 

edilen ΔΨm, osidatif fosforilasyon, ATP sentezi ve reaktif oksijen türlerinin oluşumunu 

kontrol eden biyoenerjik bir parametrelerdir. ΔΨm (negatif iç ve pozitif dış), elektron 

taşıma zinciri ve F0F1-ATPaz kompleksi iki taşıma sistemi tarafından sağlanan 

elektrokimyasal gradyanın bir sonucudur [111]. Hücrede ΔΨm ve ATP seviyeleri nispeten 

sabit tutulmaktadır. Bununla birlikte, her iki faktördeki sürekli değişiklikler zararlı 

olabilir. Normal seviyelere kıyasla ΔΨm'nin uzun süreli düşüşü veya yükselişi, istenmeyen 

hücre canlılığı kaybına ve çeşitli patolojilere neden olmaktadır. Mitokondriyal 

disfonksiyonun apoptoz indüksiyonuna katıldığı gösterilmiş ve hatta apoptotik yolun 

merkezinde olduğu öne sürülmüştür [112]. ΔΨm depolarizasyonunun, apoptoza neden olan 

moleküllerin salınımını ve oksidatif fosforilasyon kaybını indüklediği gösterilmiştir. Diğer 

taraftan mitokondri membran hiperpolarizasyonu, ΔΨm’yi bozan ve iç mitokondriyal zarın 

bütünlüğüne zarar veren oksidatif fosforilasyonun ayrılmasına yol açar. ΔΨm'nin 

bozulması, hücre ölümü sinyalinde geri dönüşü olmayan nokta olarak görülmektedir. Bu 

durumda sitokrom-c’yi ve diğer hücre ölümünü indükleyen faktörleri mitokondriden 

sitozole bırakır [113]. 

 

2.6. Serviks Kanseri 

 

Günümüzün en önemli sağlık sorunlarından biri olan kanser önemi giderek artan bir sağlık 

sorunudur. Kanser, beraberinde getirdiği sağlık sorunlarının yanı sıra, maddi ve manevi 

yönden uzun süreli mücadele gerektiren bir hastalıktır. Ölüm nedeni olarak kanser, 

kardiyovasküler sistem hastalıklarından sonra ikinci sırada yer almaktadır. GLOBOCAN 

2020 verilerine göre dünya çapında yaklaşık 19,3 milyon yeni kanser vakası ve 10 milyon 

kanser kaynaklı ölüm vardır [114]. 

 

Serviks kanseri, rahim ağzında meydana gelen ve iki histolojik tipte sınıflandırılan malign 

bir serviks tümörüdür; adenokarsinom (AC) ve skuamöz hücreli karsinom (SCC); SCC 

daha yaygındır ve tüm vakaların %70’ini oluşturur. AC, servikal kanalını (endoserviks) 

çevreleyen glandüler hücrelerden kaynaklanırken, SCC, ektoservikse açılan serviksin dış 

kısmını kaplayan skuamöz hücrelerden kaynaklanır [115]. Serviks kanserinin en yaygın 

nedeni olarak, cinsel yolla bulaşan insan papilloma virüsünün (HPV) kalıcı enfeksiyonu 
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dur. HPV, özellikle 35 yaş altı kadınlar arasında serviks kanseri vakalarının %90 ile 

%100'ünden sorumludur. Serviks kanseri insidansına katkıda bulunan diğer faktörler 

coğrafya, geleneksel uygulamalar, inançlar, tarama seviyeleri, sosyoekonomik durum, 

sağlık hizmetlerine erişim, halkın bilinçlendirilmesi, oral kontraseptif kullanımı, sigara ve 

HIV ile birlikte görülen enfeksiyon’dur [116]. 

 

Serviks kanseri, 2020’de dünya çapında yaklaşık 604.000 yeni vaka ve 342.000 ölümle 

kadınlarda en sık en sık görülen dördüncü malignitedir. 2020 yılında Türkiye’de yaklaşık 

233.834 yeni kanser vakası bildirilmiştir [114].  

 

Serviks kanserinin önlenmesinde etkili birincil önlem HPV aşısıdır. Diğer önlemler; cinsel 

hayata başlama yaşının daha geç olması, yüksek koruma sağlayan prezervatif gibi bariyer 

yöntemlerin kullanımının arttırılması ve tekeşliliktir [117]. Sağlık çalışanları tarafından 

kadınlara yönelik serviks kanserinin erken teşhisi için düzenli olarak jinekolojik muayene 

ve pap smear taramaları yaptırmaları konusunda eğitici danışmalık hizmetleri 

vermektedirler. Bu sayede olası kanser vakalarının erken saptanması sağlanarak tedavi 

etkinliği arttırılır. 

 

Serviks kanserin tanısı, servikal biyopsinin histopatolojik değerlendirmesine 

dayanmaktadır. Serviks kanseri semptomları olan kadınlarda pelvik muayene, serviks ve 

vajinal mukozanın görüntülenmesi ve servikal sitoloji gerekir. Spekulum muayenesi ile 

serviks ve vajinal mukoza görüntülenmelidir. Hastalık mikroinvaziv olduğunda veya 

endoservikal kanaldayken serviks normal görünebilir. Serviks kanseri lenfatik damarlar 

yoluyla pelvik, para-aortik, mediastinal, supraklaviküler ve inguinal lenf nodlarına 

metastaz yapabilir. Semptomatik hastalarda veya sitolojisi invazyonu düşündüren, görünür 

lezyonları olmayan kadınlarda kolposkopi ve biyopsi yapılmalıdır [118]. Serviks 

kanserinin evrelenmesinde tümör-nod-metastaz (TNM) sistemi ve Uluslararası Jinekoloji 

ve Obstetri Federasyonu (The International Fedation of Gynecology and Obstetric (FIGO)) 

değerlendirmesi kullanılır [119]. 
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Çizelge 2.3. Serviks kanseri TNM sınıflandırması ve FIGO evrelemesi 

 

TNM FIGO Açıklama 

TX - Primer tümör değerlendirilemiyor 

T0 - Primer tümör bulgusu yok 

T1 I Servikal karsinom uterusda sınırlı (korpusa uzanım ihmal) 

T1a IA Sadece mikroskobi ile invaziv karsinom tanısı alır. Epitel tabanından 

ölçülen stromal invazyonun maksimum derinliği 5,0 mm ve horizontal 

yayılımı 7,0 mm veya daha az 

T1a1 IA1 Ölçülen stromal invazyon 3 mm veya daha az derinlikte ve 7 mm veya 

daha az horizontal yayılım 

T1a2 IA2 Ölçülen stromal invazyon 3 mm’den fazla ve 5 mm’den fazla değil ve 

horizontal yayılım 7 mm veya daha az 

T1b IB Servikste sınırlı klinik görülebilen lezyon veya T1a2/IA2’den büyük 

mikroskobik lezyon. Bütün makroskobik görülebilen lezyonları içerir, 

hatta yüzeysel invazyonlar dahil. 

T1b1 IB1 Klinik görülebilen lezyon, en büyük çapı 4 cm veya daha az 

T1b2 IB2 Klinik görülebilen lezyon, en büyük çapı 4 cm’den büyük 

T2 II Pelvik duvar veya vajen alt üçte biri hariç uterus dışında servikal 

karsinom invazyonu 

T2a IIA Parametrial invazyon yapmayan tümör 

T2a1 IIA1 Klinik görülebilen lezyon, en büyük çapı 4 cm veya daha az 

T2a2 IIA2 Klinik görülebilen lezyon, en büyük çapı 4 cm’den büyük 

T2b IIB Tümöral parametrial invazyon mevcut 

T3 III Tümör pelvik yan duvara uzanıyor* ve/veya vajen alt üçte bir tutulumu 

mevcut ve/veya hidronefroz veya nonfonksiyone böbreğe yol açıyor 

T3a IIIA Tümör vajen alt üçte birini tutuyor fakat pelvik yan duvara uzanmıyor 

T3b IIIB Tümör pelvik yan duvara uzanıyor ve/veya hidronefroz veya 

nonfonksiyone böbreğe yol açıyor 

T4 IVA Tümör rektum veya mesane mukozasını invaze ediyor ve/veya gerçek 

pelvise uzanıyor 

 IVB Tümör uzak organlara uzanıyor 

 

Serviks kanserinin tedavisi kanserin evresine bağlıdır. Cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi 

en sık kullanılan serviks kanseri tedavi yöntemleridir. Cerrahi tedavi, nüksü önlemek için 

uterusun alınmasını (histerektomi) kapsamaktadır. Sadece erken evre serviks kanseri 

ameliyatla tedavi edilir. Radyasyon tedavisi, kanser hücrelerini öldürmek için X ışınları 

veya protonlar gibi yüksek enerjili ışınlar kullanılarak uygulanır. Radyasyon tedavisi, bir 

tümörü küçültmek için cerrahi işlemden önce veya kalan kanser hücrelerini öldürmek için 

cerrahi işlemden sonra kullanılabilir. İleri evre serviks kanserini tedavi etmek için 

radyasyon tedavisi kullanılamaz. Kemoterapi sistemik tedavide uygulanmaktadır. Düşük 

doz kemoterapi, ilerlemiş serviks kanserin tedavisinde olumlu yanıt vermemektedir. 

Yüksek doz kemoterapötik ilaç, ilerlemiş serviks kanserini tedavi etmek için kullanılır. 

Bleomisin, sisplatin, carboplatin, bevacizumab ve gemcitabine serviks kanserinde kabul 
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gören kemoterapötik ilaçlardır. Bu ilaçlar daha yüksek dozlarda uygulandıklarında ciddi 

yan etkilere neden olurlar ve hastaların yaşam kalitesini önemli ölçüde etkilemektedirler 

[120, 121]. 

 

 

Şekil 2.14. Serviks kanseri risk faktörleri, semptomlar ve tedavi yöntemleri 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

Bu tez çalışması, kemoterapi tedavisinde kullanılan bleomisin ve sisplatin ile CaCl2’nin EP 

ile birlikte serviks kanseri hücrelerinde (HeLa
1
) hücre canlılığı, IC50 değerleri, mitokondri 

membran potansiyeli, hücre döngüsü, apoptotik aktiviteleri, p53, Bax ve Bcl-2 gen 

ekspresyonları üzerine etkilerinin belirlenmesi amacıyla in-vitro koşullarında deneysel 

olarak yapıldı. Çalışmanın tüm aşamaları Sağlık Bilimleri Üniversitesi Gülhane Tıp 

Fakültesi Fizyoloji Anabilim Dalı hücre kültürü laboratuvarında yapıldı. 

 

3.1. Deney Çalışma Planı ve Uygulamalar 

 

HeLa hücre hattı üzerinde gerçekleştirilen araştırmada çalışma grupları şekil 3.1.’de 

verildiği gibi planlandı. EP, İlaç ve EP+ilaç uygulama dozları ve deneyler çizelge 3.1.-

3.3’de belirtildiği gibi gerçekleştirildi. 

 

 

Şekil 3.1. Çalışma grupları planı 

 

                                                 
1
 HeLa hücreleri 1951 yılında 30 yaşındaki Henrietta Lacks isimli bir kadından alınan servikal biyopsiden 

kültüre edilmiştir. İlk insan kanser hücre hattı olan HeLa hücreleri kanser araştırmaları ve hücre biyoloji 

çalışmalarında yaygın olarak kullanılmaktadır. 
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Çizelge 3.1. Elektroporasyon uygulaması analiz türü ve örnek sayıları 

 

Uygulama Adı Uygulama Dozları Analiz Türü ve Örnek Sayıları 

 

 

 

 

EP uygulaması 

Kontrol  

 

 

9 Grup 

9x3=27 Örnek 

30 Dakika İnkübe 

 WST-8 Hücre Canlılığı Analizi 

 

0.4 kV/cm 

0,8 kV/cm 

1,2 kV/cm 

1,6 kV/cm 

2,0 kV/cm 

2,4 kV/cm 

2,8 kV/cm 

3,2 kV/cm 

 

 

 

 

EP uygulaması 

Kontrol  

 

 

9 Grup 

9x3=27 Örnek 

24 Saat İnkübe 

WST-8 Hücre Canlılığı Analizi 

0.4 kV/cm 

0,8 kV/cm 

1,2 kV/cm 

1,6 kV/cm 

2,0 kV/cm 

2,4 kV/cm 

2,8 kV/cm 

3,2 kV/cm 

 

 

 

 

EP uygulaması 

Kontrol  

 

9 Grup 

9x3=27 Örnek 

5 Dakika İnkübe 

PI boyaması yöntemiyle Flow 

Sitometri ile Permeabilizasyonun 

Belirlenmesi 

0.4 kV/cm 

0,8 kV/cm 

1,2 kV/cm 

1,6 kV/cm 

2,0 kV/cm 

2,4 kV/cm 

2,8 kV/cm 

3,2 kV/cm 

 

 

 

 

EP uygulaması 

Kontrol  

9 Grup  

Hücre Siklusu 

 

 

9 Grup  

Annexin V/FITC-PI 

0.4 kV/cm 

0,8 kV/cm 

1,2 kV/cm 

1,6 kV/cm 

2,0 kV/cm 

2,4 kV/cm 

2,8 kV/cm 

3,2 kV/cm 
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Çizelge 3.2. Kemoterapötik ilaç ve kalsiyum uygulaması analiz türü ve örnek sayıları 

 

Uygulama Adı Uygulama Dozları Analiz Türü ve Örnek 

Sayıları 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kemoterapötik ilaç 

uygulaması 

Kontrol  

 

 

 

 

 

*26 Grup 

26x3=78 Örnek 

24 Saat İnkübe 

WST-8 Hücre Canlılığı 

Analizi 

 

 

 

*16 Grup 48 Örnek 

JC-1 

 

 

* 6 Grup  

Hücre Siklusu 

 

 

* 4 Grup 12 Örnek 

PCR analizleri (Bax, Bcl-

2, P53) 

 

 

10 µM Bleomisin 

100 µM Bleomisin 

200 µM Bleomisin 

400 µM Bleomisin 

800 µM Bleomisin 

10 µM Sisplatin 

25µM Sisplatin 

50µM Sisplatin 

75 µM Sisplatin 

100 µM Sisplatin 

1 mM CaCl2 

2 mM CaCl2 

3 mM CaCl2 

4 mM CaCl2 

5 mM CaCl2 

10 µM Bleomisin + 1 mM 

CaCl2 

10 µM Bleomisin + 2 mM 

CaCl2 

10 µM Bleomisin + 3 mM 

CaCl2 

10 µM Bleomisin + 4 mM 

CaCl2 

10 µM Bleomisin + 5 mM 

CaCl2 

10 µM Sisplatin + 1 mM CaCl2 

10 µM Sisplatin + 2 mM CaCl2 

10 µM Sisplatin + 3 mM CaCl2 

10 µM Sisplatin + 4 mM CaCl2 

10 µM Sisplatin + 5 mM CaCl2 
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Çizelge 3.3. EKT ve CaEP uygulaması analiz türü ve örnek sayıları 

 

Uygulama Adı Uygulama Dozları Analiz Türü ve Örnek 

Sayıları 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

EP + Kemoterapötik 

ilaç uygulaması 

Kontrol  

 

 

 

 

*27 Grup 

27x3=81 Örnek 

24 Saat İnkübe 

WST-8 Hücre Canlılığı 

Analizi 

 

 

*16 Grup 48 Örnek 

JC-1 

 

*6 Grup  

Hücre Siklusu 

 

*4 Grup 12 Örnek 

PCR analizleri 

(Bax, Bcl-2, P53) 

 

 

Sadece EP 

10 µM Bleomisin + EP 

100 µM Bleomisin + EP 

200 µM Bleomisin + EP 

400 µM Bleomisin + EP 

800 µM Bleomisin + EP 

10 µM Sisplatin + EP 

25 µM Sisplatin + EP 

50 µM Sisplatin + EP 

75 µM Sisplatin + EP 

100 µM Sisplatin + EP 

1 mM CaCl2 + EP 

2 mM CaCl2 + EP 

3 mM CaCl2 + EP 

4 mM CaCl2 + EP 

5 mM CaCl2 + EP 

10 µM Bleomisin + 1 mM CaCl2 

+ EP 

10 µM Bleomisin + 2 mM CaCl2 

+ EP 

10 µM Bleomisin + 3 mM CaCl2 

+ EP 

10 µM Bleomisin + 4 mM CaCl2 

+ EP 

10 µM Bleomisin + 5 mM CaCl2 

+ EP 

10 µM Sisplatin + 1 mM CaCl2 + 

EP 

10 µM Sisplatin + 2 mM CaCl2 + 

EP 

10 µM Sisplatin + 3 mM CaCl2 + 

EP 

10 µM Sisplatin + 4 mM CaCl2 + 

EP 

10 µM Sisplatin + 5 mM CaCl2 + 

EP 
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3.2. Hücre Kültürü 

 

Hücreler in-vitro koşullarda yaşamsal faaliyetlerini devam ettirebilmeleri için gerekli olan 

optimal çevre koşullarının oluşturulması hücre kültürü ortamı ile gerçekleştirilir. 

Çalışmada kullanılan HeLa hücre hattı, Sağlık Bilimleri Üniversitesi Gülhane Kök Hücre 

Araştırma laboratuvarından temin edildi. Hücrelerin üretilmesinde besiyeri olarak DMEM 

(Dulbecco's Modified Eagle's medium), % 10 fetal bovin serum (FBS) ve %1 penisilin 

streptomisin antibiyotiği (PSA) kullanıldı.  

 

 

Resim 3.1. HeLa hücrelerinin inverted mikroskop görüntüleri. 

 

3.2.1. Hücre kültürü çalışmalarında kullanılan cihazlar, kimyasal maddeler ve sarf 

malzemeler 

 

 Hücre kültürü kabini-laminar hava akımı kabini (Nüve MN120),  

 İnvert ışık mikroskobu (Nikon Eclipse TS100),  

 Işık mikroskobu (Nikon) 

 Floresan mikroskobu (Leica) 

 Santrifüj cihazı (Eppendorf 5804R),  

 Elektroporatör cihazı BTX ECM 830 

 Hücre sayım lamı (Neubauer Haemocytometry)  
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 CO2’li inkübatör (New Brunswich Galaxy 170R),  

 Elektrikli puar (Boeco 02M54),  

 Multiplak okuyucu spektrofotometre (Molecular Devices Filter Max F5),  

 Vortex (Heidolf REAX top),  

 Sıcak Su Banyosu (JSR SWB-30T),  

 Hassas terazi (AND HR200),  

 Azot Tankı (Taylor-Wharton XT-20),  

 Derin dondurucu -80 
o
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 Sülfoksit (Sigma, D8418),  

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

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

 Kalsiyum klorür (Sigma, Cas No:10043-52-4) 

 Trypan Blue Staining Solution (Sigma) 

 Cell Counting Kit-8 (CCK-8, WST-8),Catalog Number: A014-1, A014-2, 

 Propidium Iodide 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 küvetleri, (0,4 cm) (Thermofisher) 

 Hücre kültür kabı (T-25 ve T-75 cm
2
 flask) (Biologix,Corning),  

 Mikropipet, 96 Kuyucuklu Plak (Well Plate) (Corning), 15 mL ve 50 mL kapaklı 

falkon tüp (ISOLAB) ve tek kullanımlık 2, 5, 10 mL steril pipet (Costar)  
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Resim 3.2. Hücre kültürü çalışmalarında kullanılan cihazlar 
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Resim 3.2. (Devam) Hücre kültürü çalışmalarında kullanılan cihazlar a) Laminar hava 

akımı kabini, b) Su banyosu, c) Santrifüj cihazı, d) CO2’li İnkübatör, e) 

Elektroporatör, f) EP uygulama alanı, g) Elektroporasyon küvetleri, h) İnvert 

ışık mikroskobu, ı) Multi plak okuyucu spektrofotometre, i) Floresan 

mikroskobu 

 

3.2.2. Hücrelerin çözülmesi ve ekilmesi 

 

Çalışmaya başlamadan önce laminar flow kabin ve ortam UV lambası 15 dk boyunca 

çalıştırılarak hem kabin içi hem de ortam sterilizasyonu sağlandı. Süre sona erdiğinde tüm 

UV lambalar kapatılarak çalışmaya başlandı. Hücre medyumu ve gerekli malzemeler 

37
o
C’de bulunan su banyosunda beklemeye bırakıldı. Sıvı azot tankında bulunan kriyovial 

tüp alınarak su banyosunda kryovial tüpün ağzı suyun içine girmeyecek şekilde dairesel 

hareketlerle hücre süspansiyonu tamamen çözünmesi sağlandı. Laminar flow kabin 

içerisinde çalışılacak yüzey ve kabin içerisine alınacak malzemelerin dış kısmı %70 etanol 

ile temizlendi. Kriyovial tüp içerisindeki hücre süspansiyonu ve 2 katı miktarda olacak 

şekilde yeni hücre medyumundan 3 mL eklenerek hücrelere zarar vermeden pipetaj yapıldı 

ve falkon tüpe konuldu. Sonrasında 1200 rpm’de 3 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonrası 

süpernatant uzaklaştırılarak falkon tüpün tabanındaki pellet 5-6 mL hücre medyumuyla 

alınarak  yaklaşık 5x10
5
 – 1x10

6
 hücre 25 cm

2
’lik flaska ekildi. 

  

3.2.3. Hücrelerin pasajlanması 

 

Pasajlama işlemine başlamadan önce flask içindeki medyum aspire edildi. Flask içerisine 5 

mL PBS eklenerek yıkama işlemi gerçekleştirilerek tekrar aspire edildi. Flask tabanındaki 

adhere hücreleri kaldırmak için 25 cm
2’

lik flasklara 2 mL (75 cm
2’

lik flasklara 4 mL) 

ı) i

) 
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tripsin ilavesi ile hücreler %5 CO2’li inkübatörde 37 °C’de 1-2 dakika inkübasyona 

bırakıldı. Hücrelerin yüzeyden kalkıp kalkmadığı invert mikroskop ile kontrol edildi ve 

hücrelerin yüzeyde yüzdüğü yuvarlak şekil aldığı tespit edildikten sonra tripsinin 

inaktivasyonu için tripsin miktarının iki katı miktarda hücre medyumu (25 cm
2
 flask için 2 

mL tripsinin üzerine 4 mL hücre medyumu, 75 cm
2
 flask için 4 mL tripsinin üzerine 8 mL 

hücre medyumu) eklendi. Flask içerisindeki hücre süspansiyonu falkona alınarak 1200 

rpm’de 3 dakika santirifüj edildi ve süpernatant uzaklaştırıldı. Falkon içerisine 5 mL hücre 

medyumu eklendi ve pipetaj yapıldı. Hücre yoğunluğuna göre istenilen boyutlardaki 

flasklara pasajlama yapıldı (Resim 3.3.). 

 

 

Resim 3.3. Hücrelerin 25 cm
2
’lik flasklara pasajlanmış görüntüsü 

 

3.2.4. Hücre sayımı 

 

PBS içerisinde %0,4 tripan mavisi (100 mL PBS’de 0,4 gr tripan blue tozu) olacak şekilde 

tripan mavisi solüsyonu hazırlandı. Daha sonra 20 µL hücre süspansiyonu, 20 µL tripan 

mavisi solüsyonu ile karıştırıldı. Karışım içerisinden 10 µL alınarak thoma lamı üzerine 

damlatıldı. Işık mikroskobu ile 10x ve 20x objektifler kullanılarak hücreler sayıldı. Maviye 

boyanan membranları parçalanmış ve boyayı sitoplazmasına almış hücreler ölü olarak 

belirlendi. Canlı hücrelerin ise, şeffaf görünümde olduğu, membran bütünlüğünü koruduğu 

ve boyayı sitoplazmalarına almadığı tespit edildi (Resim 3. 4.). 

  

Canlı hücre yüzdesi (%) = Canlı hücre sayısı/toplam hücre sayısı * 100, formülü 

kullanılarak hesaplandı. Hücre canlılığının %95 ve üzeri olduğu değerlerde deney 

çalışmalarına başlandı. 
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Hücre/mL = (Sayılan toplam canlı hücre) *2 (Dilüsyon katsayısı) *10
4 

(Tüm alan 

faktörü)/Sayılan kare sayısı formülü kullanılarak hesaplandı. 

 

Resim 3.4. HeLa hücrelerinin 200x büyütmedeki invert mikroskop görüntüleri, (b) Thoma 

lamında HeLa hücrelerinin görünümü, (c) HeLa hücrelerinin proliferasyon 

testinde (WST-8) oluşan mor renkli formazan kristallerinin görünümü, (d) 

Thoma lamında tripan mavisi ile boyanan ölü HeLa hücrelerinin görünümü  

 

3.3. Analiz Protokolleri 

 

3.3.1. WST-8 (CCK-8) Hücre canlılığı test protokolü 

 

Hücre sayım kiti (WST-8) hücre proliferasyonunu ve sitotoksisiteyi değerlendirmek için 

kullanılan kolorimetrik bir test kitidir. Kitte, WST-8 [2-(2-metoksi-4-nitrofenil)-3-(4-

nitrofenil)-5-(2,4-disülfofenil)-2H-tetrazolyum, monosodyum tuzu ] tetrazolyum tuzu 

kullanır. WST-8, doku ve hücre kültürü ortamında çözünür olan sarı renkli bir ürün 

(formazan) verecek şekilde hücrelerdeki dehidrojenazlar tarafından indirgenir. 

Hücrelerdeki dehidrojenazların aktivitesi ile oluşan formazan boyanın miktarı ve rengin 

derecesi, canlı hücre sayısı ile doğru orantılıdır. WST-8'in hücre canlılığı/sitotoksisitede 

deney hassasiyeti, MTT, XTT, MTS veya WST-1 gibi diğer tetrazolyum tuzlarından daha 

yüksektir. 

 

WST-8 testinin deney aşamasında deney prosedürüne göre uygulamalar yapılarak 

inkübatörde 37 °C'de, %5 CO2’li ortamda bekletilir ( 30 dakika, 24 saat ). Her kuyuda 100 



45 

μL hücre süspansiyonu olan ve yaklaşık 10
4
 hücre bulunan 96 kuyulu plakada her 

kuyucuğa 10 μL WST-8 solüsyonu eklenerek plakalar inkübatörde 1-4 saat inkübe edilir. 

İnkübasyon sonunda ELISA okuyucu spektrofotometre ile 450 nm dalga boyundaki 

absorbans değerleri ölçülür.  

 

3.3.2. JC-1 Mitokondri membran potansiyelinin belirlenmesi protokolü 

 

Mitokondriyal membran potansiyelinin kaybı, apoptoz için bir belirteçtir. JC-1 

mitokondriyal membran potansiyel tespit kiti, hücrelerdeki mitokondriyal membran 

potansiyelini ölçer. JC-1 test kitinde, mitokondriyal membran potansiyelindeki azalmayı 

belirlemek için bir katyonik boya (5,5',6,6'- tetrakloro-1,1',3,3'-

tetraetilbenzimidazolilkarbosiyanin iyodür) kullanır. JC-1, yeşilden (529 nm) kırmızıya 

(590 nm) bir floresan emisyon kayması ile gösterilen, mitokondrideki potansiyele bağlı 

olarak birikim gösterir. Sonuç olarak, mitokondriyal depolarizasyon, kırmızı/yeşil floresan 

yoğunluk oranındaki bir azalma ile gösterilir. Sağlıklı hücrelerde, JC-1 mitokondride 

birikir ve kırmızı floresan haline gelen J-agregatları oluşturur. Apoptotik hücrelerde, JC-1 

mitokondri içinde birikmez ve yeşil floresanı göstermek için monomerik formda 

sitoplazmada kalır. Yeşilin floresanın, kırmızı floresansa oranı tek bileşenli floresans 

sinyallerini etkileyebilecek mitokondriyal boyut, şekil ve yoğunluk gibi diğer faktörlere 

değil, yalnızca membran potansiyeline bağlıdır. Bu nedenle floresans oranı tespitinin 

kullanılması, mitokondri membran potansiyelinin karşılaştırmalı ölçümünün yapılmasına 

ve uygulanan uyarana yanıt veren bir popülasyon içindeki mitokondri yüzdesini 

belirlemeye olanak sağlar.  

 

Hücreler 96 kuyulu plakaya ekilerek çalışma protokolüne uygun olarak kimyasal 

uygulamalar yapılır ve 24 saat boyunca 37°C'de inkübe edilir. İnkübasyon sonunda 

kuyucuklardaki medyum pipetle alınır ve 200 µL PBS eklenir. Her kuyuya 2 μL JC-1 stok 

solüsyonu eklenerek 37°C, %5 CO2’de 15-30 dakika inkübe edilir. Daha sonra hücreler 

200 µL PBS ile iki kez yıkanır ve ardından her kuyucuğa 200 µL PBS eklenir. 

Spektroflorometrik okuyucuyla kırmızı floresan (eksitasyon 550 nm, emisyon 600 nm) ve 

yeşil floresan (eksitasyon 485 nm, emisyon 535 nm) ölçülerek, kırmızı floresan/yeşil 

floresan oranı belirlenir. 
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3.3.3. Annexin V/FITC ve PI apoptosis kit ile apoptotik hücrelerin belirlenmesi 

protokolü 

 

Kit, apoptotik hücreleri tespit etmek için parlak florofor andy fluor 488 boyasına konjuge 

edilmiş rekombinant ek V ve ölü hücreleri tespit etmek için kırmızı floresan propidyum 

iyodür (PI) nükleik asit bağlayıcı boyanın kullanıma hazır bir solüsyonu halindedir. 

 

Hücre popülasyonunu Andy Fluor 488 annexin V ve PI ile boyadıktan sonra, apoptotik 

hücreler yeşil floresan gösterir, ölü hücreler kırmızı ve yeşil floresan gösterir ve canlı 

hücreler çok az floresan gösterir veya hiç göstermez. Emisyon ışımaları 488 nm dalga 

boyuna sahip bir akış sitometresiyle tespit edilirken ve hücreler immünfloresan 

mikroskopla görüntülenerek kolayca ayırt edilebilmektedir. Akış Sitometrisi ile apoptoz 

analizi aşağıdaki işlem basamaklarını içerir. 

 Çalışmaya uygun yöntem kullanarak hücrelerde apoptozu indüklenir ve 

inkübasyona bırakılır, negatif kontrol grubu yapılacak hücreler indüksiyon ajanı 

eklenmeden hazırlanır. 

 İnkübasyon sonrasında hücreler elde edilir ve soğuk PBS ile yıkanır. 

 1x Annexin bağlama tamponu hazırlanır (10 örnek için; 2 mL 5xAnnexin bağlama 

tamponu (Bileşen C) + 8 mL distile su). 

 PBS ile yıkanmış hücreler santrifüjlenerek süpernatantları uzaklaştırılır ve hücreler 

anneksin bağlama tamponunda yeniden süspanse edilir. 100 μL'lik hücre 

süspansiyon solüsyonu hazırlanır.  

 Her 100 μL hücre süspansiyonuna 5 μL Andy Fluor 488 Annexin V (Bileşen A) ve 

1~2 μL PI (Bileşen B) eklenerek oda sıcaklığında ve karanlıkta 15 dakika inkübe 

edilir. 

 İnkübasyon süresi sonunda 400 μL 1xAnnexin bağlayıcı tampon eklenerek 

mümkün olan en kısa sürede, 488 nm eksitasyonunda, 530 nm ve 575 nm (veya 

eşdeğeri) floresan emisyonu akış sitometrisiyle ölçülerek, hücreler analiz edilir. 

 

3.3.4. PI/RNAse ile hücre döngüsünün belirlenmesi protokolü 

 

DNA içeriğinin ölçülmesi, hücre döngüsünün çeşitli aşamalarında hücre popülasyonlarının 

araştırılmasına olanak sağlar. G0/G1 fazı: Hücre başına bir dizi eşleştirilmiş kromozom, S 
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fazı: DNA sentezi, G2/M fazı: Hücre başına iki dizi eşleştirilmiş kromozom, hücre 

bölünmesi öncesi dönemlerini ifade etmektedir. DNA içeriği, DNA kütlesiyle orantılı 

emisyon sinyalleri sergileyen floresan, DNA seçici boyalar kullanılarak ölçülebilir. Bu 

boyanmış popülasyonların akış sitometrik analizi çeşitli hücre döngüsü aşamalarını ortaya 

çıkaran bir frekans histogramı üretmek için kullanılır. Tek değişkenli DNA içerik analizi, 

yerleşik bir yöntemdir ve onkoloji, hücre biyolojisi ve moleküler biyoloji alanındaki 

çalışmalarda yaygın olarak kullanılmaktadır. Hücre döngüsü analizi aşağıdaki 

basamaklarla yapılır.  

 Hücreler tripinizasyonla kaldırılarak elde edilir. 

 Fiksasyon işlemi yapılır (24 saat -20 
°
C’de bekletilmiş mutlak etanolde 15dk.).  

 Fiksasyon sonunda hücreler PBS ile yıkanır. 

 Süspansiyon ~1×10
6
 hücre içerecek şekilde akış sitometrisi numuneleri hazırlanır 

 0,5 mL CellCycle PI/RNAse boyama solüsyonu eklenir ve iyice karıştırılır. 

 37 °C’de 30 dk. karanlık bir ortamda inkübe edilir.  

Numuneler yıkanmadan 488 veya 532 nm dalga boylarında eksite edilerek 585/542nm 

floresan emisyonunu toplayan filtrelerle ölçülerek analiz edilir. 

 

3.4. Elektroporasyon Uygulaması ve Etkin Elektrik Alan Değerinin Belirlenmesi 

 

1x10
6 

hücre/mL yoğunlukta 100 μL HeLa hücre süspansiyonu 4 mm aralıklı çelik 

elektrotlara sahip EP küvetlerine konuldu. BTX elektroporatör sistemi ile her bir 

elektroporasyon küvetine 1Hz’lik tekrarlama frekansında 0,4 – 3,2 kV/cm şiddetinde 100 

μs süresince 8 adet kare dalga E pulsu uygulandı. Tüm deneyler üç tekrarlı olarak çalışıldı.  

EP uygulaması ile gerçekleşen hücre ölümünü belirlemek için 100 μL hücre süspansiyonu 

(10
4
 hücre/kuyu) 96 kuyulu plakalara yerleştirildi ve 37 °C’de %5 CO2, %95 nem 

ortamında kısa süreli (30 dakika) ve uzun süreli (24 saat ) olarak inkübe edildi. İnkübasyon 

sonrasında her bir kuyuya 10 μL hücre proliferasyon reaktifi WST-8 ilave edildi. 3 saat 

sonra ELISA okuyucusu ile absorbans değerleri ölçüldü ve hücre canlılığı (hücre sayısı, 

çoğalması, sitotoksisitesi) kontrole kıyasla yüzde olarak hesaplandı. 

 

EP uygulamasında önce 1x10
6 

hücre/mL yoğunlukta 100 μL hücre süspansiyonuna 10 μL 

propidyum iyodür (PI) ilave edildi. Daha sonra EP uygulaması yapılarak hücreler oda 

sıcaklığında 5 dakika inkübe edildi. Permeabilize hücrelerin yüzdesi ve ortalama floresan 
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yoğunluğu, akış sitometrisi kullanılarak elde edildi. Boyanmış hücrelerin yüzdesi, EP 

uygulanmamış kontrol hücrelerine kıyasla belirlendi.  

 

Etkin E alan değeri, hücre ölümünün minumum ve permeabilizasyonun en yüksek olduğu 

değerdir. Etkin E alan değerinde hücreler hem permeabilize olmakta hemde canlılığını 

devam ettirmektedir. Bu nedenle permeabilizasyon ve hücre canlılığı grafiklerinin 

kesişiminden HeLa hücrelerine uygulanacak EKT ve CaEP için gerekli etkin E alan değeri 

belirlendi.  

 

3.5. Kemoterapötik İlaçların Hücreler Üzerindeki Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi 

 

Bleomisin ve sisplatin kemoterapötik ilaçların HeLa hücreleri üzerindeki sitotoksik etkileri 

belirlendi. 1x10
5 

hücre/mL yoğunlukta 100 μL HeLa hücre süspansiyonu 96’lık 

kuyucuklara ekildi. Farklı konsantrasyonlardaki bleomisin (kontrol, 10, 100, 200, 400, 800 

μM) ve sisplatin (kontrol, 10, 25, 50, 75, 100 μM) hücrelere ayrı ayrı uygulanıp 37 °C’de 

%5 CO2, %95 nem ortamında 24 saat inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında her bir kuyuya 

10 μL hücre proliferasyon reaktifi WST-8 ilave edildi ve absorbans değerleri ELISA 

okuyucu ile ölçülerek hücre canlılıkları kontrol grubuna kıyasla yüzde olarak belirlendi. 

Sonuçların güvenilirliği açısından her bir deney üç kez tekrarlandı. 

 

3.6. Kalsiyumun Hücreler Üzerindeki Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi 

 

1x10
5 

hücre/mL yoğunlukta 100 μL HeLa hücre süspansiyonu 96’lık kuyucuklara ekildi. 

Farklı konsantrasyonlarda CaCl2 (kontrol, 1, 2, 3, 4, 5 mM (1000, 2000, 3000, 4000, 5000 

μM)) uygulandı. Hücreler 24 saat inkübe edildikten sonra, her bir kuyuya 10 μL hücre 

proliferasyon reaktifi WST-8 ilave edildi ve ELISA okuyucu ile absorbans değerleri 

ölçülerek hücre canlılıkları kontrol grubuna kıyasla yüzde olarak belirlendi. Sonuçların 

güvenirliği açısından her bir deney üç kez tekrarlandı. 

 

3.7. EKT Uygulamasının Hücreler Üzerindeki Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi  

 

HeLa hücreleri için belirlenen etkin E alan değeri (1,6 kV/cm) kullanılarak kemoterapötik 

ilaçlarla birlikte EKT uygulaması gerçekleştirildi. 1x10
6 

hücre/mL yoğunluktaki 100 μL 

hücre süspansiyonu 4 mm’lik elektroporatör küvetlerine alındı. Farklı 
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konsantrasyonlardaki kemoterapötik ilaç dozları (Bleomisin için; 10, 100, 200, 400, 800 

μM ve Sisplatin için; 10, 25, 50, 75, 100 μM) hazırlandı. Her bir doz, 3 tekrarlı çalışılacak 

şekilde küvet içindeki hücre süspansiyonuna uygulandı. İlaç uygulamasını takiben BTX 

elektroporatör ile 1,6 kV/cm olarak belirlenen Etkin E alan değeri uygulandı. Daha sonra 

küvet içerisindeki hücre süspansiyonları 96’lık kuyucuklara ekildi. 24 saat CO2’li 

inkübatörde inkübe edildikten sonra her bir kuyuya 10 μL hücre proliferasyon reaktifi 

WST-8 ilave edildi ve ELISA okuyucu ile hücre canlılıkları kontrol grubuna kıyasla yüzde 

olarak belirlendi. Sonuçların güvenirliği açısından her bir deney üç kez tekrarlandı. 

 

3.8. CaEP Uygulamasının Hücreler Üzerindeki Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi  

 

HeLa hücreleri için belirlenen etkin E alan değeri kullanılarak CaCl2 ile birlikte CaEP 

uygulaması gerçekleştirildi. 1x10
6 

hücre/mL yoğunluktaki 100 μL hücre süspansiyonu 4 

mm’lik elektroporatör küvetlerine alındı. Farklı konsantrasyonlardaki CaCl2 (1, 2, 3, 4, 5 

mM) dozları hazırlandı. Her bir doz, 3 tekrarlı çalışılacak şekilde küvet içindeki hücre 

süspansiyonuna uygulandı. CaCl2 uygulamasını takiben BTX elektroporatör ile 1,6 kV/cm 

olarak belirlenen etkin E alan değeri uygulandı. Daha sonra küvet içerisindeki hücre 

süspansiyonları 96’lık kuyucuklara ekildi. 24 saat CO2’li inkübatörde inkübe edildikten 

sonra her bir kuyuya 10 μL hücre proliferasyon reaktifi WST-8 ilave edildi ve ELISA 

okuyucu ile hücre canlılıkları kontrol grubuna kıyasla yüzde olarak belirlendi. Sonuçların 

güvenirliği açısından her bir deney üç kez tekrarlandı. 

 

3.9. Kemoterapötik İlaçların ve Kalsiyumun Mitokondri Membran Potansiyeline   

Etkisinin Belirlenmesi 

 

100 μL HeLa hücre süspansiyonu 1x10
5 

hücre/mL yoğunlukta olacak şekilde 96’lık 

kuyucuklara ekildi ve farklı konsantrasyonlar da bleomisin, sisplatin ve CaCl2 doz 

uygulamaları yapıldı. Hücreler 24 saat boyunca 37°C'de inkübe edildi. İnkübasyon 

sonrasında kuyucuklardaki hücre medyumu aspire edilerek 200 µL PBS eklendi. Her 

kuyuya 2 μL JC-1 stok solüsyonu eklenerek 37°C, %5 CO2’de 30 dakika inkübasyona 

bırakıldı. Daha sonra hücreler 200 µL PBS ile iki kez yıkandı ve tekrar her kuyucuğa 200 

µL PBS eklendi. Kırmızı floresan (eksitasyon 550 nm, emisyon 600 nm) ve yeşil floresan 

(eksitasyon 485 nm, emisyon 535 nm) bir spektroflorometrik plaka okuyucu kullanılarak 
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ışıma sonuçları alındı. Kırmızı floresan/yeşil floresansa oranı belilendi. Sonuçların 

güvenirliği açısından her bir deney üç kez tekrarlandı. 

 

3.10. EKT ve CaEP Uygulamalarının Mitokondri Membran Potansiyeline Etkisinin 

Belirlenmesi 

 

1x10
6 

hücre/mL yoğunlukta 100 μL HeLa hücre süspansiyonu 4 mm’lik elektroporatör 

küvetlerine alındı. Farklı konsantrasyonlardaki kemoterapötik ilaçların dozları (Bleomisin 

için; 10, 100, 200, 400, 800 μM ve Sisplatin için; 10, 25, 50, 75, 100 μM) ve CaCl2 (1, 2, 3, 

4, 5mM) hazırlanarak küvet içindeki hücre süspansiyonuna uygulandı. İlaç uygulamasın 

takiben BTX elektroporatör ile 1,6 kV/cm E alan değeri uygulandı. Daha sonra küvet 

içerisindeki hücre süspansiyonları 96’lık kuyucuklara ekildi. 24 saat inkübe edildikten 

sonra hücre kültürü ortamı aspire edilerek 200 µL PBS eklendi. Her kuyuya 2 μL JC-1 stok 

solüsyonu eklenerek 37°C, %5 CO2’de 30 dakika inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon 

sonrasında hücreler 200 µL PBS ile iki kez yıkandı ve tekrar her kuyucuğa 200 µL PBS 

eklendi. Kırmızı floresan (eksitasyon 550 nm, emisyon 600 nm) ve yeşil floresanı 

(eksitasyon 485 nm, emisyon 535 nm) spektroflorometrik plate okuyucu kullanarak 

emisyon ışıma değerleri ölçüldü. Kırmızı floresan/yeşil floresan oranı belilendi. Sonuçların 

güvenirliği açısından her bir deney üç kez tekrarlandı. 

 

3.11. EP, EKT, CaEP Uygulamalarının Hücre Döngüsüne Etkisinin Belirlenmesi 

 

1x10
6 

hücre/mL yoğunluktaki 100 μL HeLa hücre süspansiyonu 4 mm aralıklı çelik 

elektrotlara sahip elektroporasyon küvetlerine konuldu. BTX elektroporatör sistemi ile her 

bir elektroporasyon küvetine 1Hz’lik tekrarlama frekansında 0,4 – 3,2 kV/cm şiddetinde 

100 μs süresince 8 adet kare dalga E pulsu uygulandı. Bleomisin (10 ve 100 μM), sisplatin 

(10 ve 25 μM) ve CaCl2(1 ve 5 mM) önceden belirlenen dozlarının uygulamaları EP ile 

birlikte ve EP’siz olarak yapıldı. Uygulamalar sonrası hücre döngüsü analizi için hücreler 

200 μL süspansiyon şeklinde 6 kuyulu hücre plakalarına yerleştirildi ve 37 °C'de %5 CO2, 

%95 nem ortamında inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında hücreler tripsinize edildi ve 

santrifüj edilerek süpernatantları atıldı. Hücreler -20 °C’de bir gün beklemiş saf etanol ile 

15 dk fiksasyon işlemine tabi tutuldu ve tekrar santrifüj edilerek etanol uzaklaştrıldı. Fikse 

hücreler, 2 kere PBS ile yıkandı. Son olarak 0,5 mL PI/RNAse solüsyonu eklendi ve akış 

sitometrisinde hücre döngüsü analizi yapıldı.  
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3.12. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Yöntemi ile Bax, Bcl-2 ve P53’ün 

Belirlenmesi 

 

PCR yöntemi ile Bax, Bcl-2 ve p53 gen ekspresyonlarını belirlemek üzere HeLa 

hücrelerinde belirlenen deney gruplarının uygulamaları gerçekleştirildi. Hücreler 37 °C ve 

%5 CO2’li ortamda 24 saat boyunca inkübasyona bırakıldı. Hücreler inkübasyon 

sonrasında tripsinizasyonla ile flask yüzeyinden kaldırıldı. Tripsin uzaklaştırılarak, 

hücreler yeni medyumla yıkandı ve deney grupları PCR analizinin yapılacağı birime uygun 

koşullar altında teslim edildi. RNA izolasyonu ve Cdna sentezi uygun primerler ile Real 

Time (RT) PCR analizi Sağlık Bilimleri Üniversitesi Moleküler Araştırma ve Uygulama 

Birimi tarafından hizmet alımı şeklinde yapılmıştır. mRNA izolasyonu için QIAGEN 

marka Kat.No.74104 RNeasy mini kiti kullanıldı. mRNA molekülünden gen ekspresyon 

çalışması yapılabilmesi için öncelikli olarak tek zincirli RNA molekülünün revers 

transkriptaz enzimi ile çift zincirli hale getirilmesi gerekmektedir. Bu işlem için ELK 

Biotechnology EntiLink 1st Strand cDNA Synthesis Kit kullanıldı. Total RNA her bir 

örneğe 2 ug\ uL olacak şekilde hesaplandı. cDNA sentezini takiben yapılan kantitatif RT-

PCR yöntemi gen ekspresyon analizlerinde en fazla tercih edilen yöntemdir. Florosan 

ışımalar için SYBR Green boyası kullanıldı. Bu işlem için TOMBO syber green kit ve ABI 

7500 PCR cihazı kullanıldı. Analizde “GAPDH” geni referans gen olarak kullanıldı. 

 

3.13. İstatistiksel Analiz 

 

İstatistiksel analizler, GraphPad Prism 9 programı kullanılarak yapılmıştır. Tüm deneyler 

üç tekrarlı olarak çalışıldı ve veriler ortalama ± standart sapma (ort±SD) şeklinde ifade 

edildi. Verilerin dağılımı Shapiro-Wilk testiyle belirlenirken, varyans analizi ise Levene 

testiyle belirlendi. Kontrole göre karşılaştırmalar tek yönlü ANOVA testi kullanılarak 

yapıldı. Çoklu gruplar arasındaki farklılığı değerlendirmek için varyans analizi (İki Yönlü 

ANOVA) yapılırken, post hoc olarak Tukey testi kullanıldı. Önem düzeyi, p<0.0001 

alınarak istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. EKT ve CaEP için Belirlenen Etkin Elektrik Alan Değeri  

 

HeLa hücrelerine 1 Hz tekrarlama frekansında 100 µs süresince 0-3,2 kV/cm aralığında E 

alan değerleri uygulandı. Kısa süreli inkübasyon sonrası (30dk) hücre canlılıkları WST-8 

yöntemi ile belirlendi. HeLa hücrelerinin E alan ile değişen hücre canlılıkları şekil 4.1.’de 

verildi.  

 

 

Şekil 4.1. HeLa hücrelerinde 1 Hz tekrarlama frekansında 100 µs süresinde 0-3,2 kV/cm E 

alan şiddeti artışına bağlı 30dk inkübasyon sonrası hücre canlılığı 

 

HeLa hücrelerine uygulanan 0,4 kV/cm E alan şiddetinde hücre canlılığı %99,65, 0,8 

kV/cm’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/cm’de %42,44 olarak belirlendi. 
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E alan değişimine bağlı olarak hücrelerde meydana gelen permeabilizasyon PI yöntemi ile 

belirlendi. E alanla permeabilizasyon değişimi şekil 4.2.’de gösterildi.  

 

 

Şekil 4.2. HeLa hücrelerinde 1 Hz tekrarlama frekansında 100 µs süresinde 0-3,2 kV/cm E 

alan şiddeti artışına bağlı permeabilizasyon 

 

1 Hz tekrarlama frekansında 100 µs süresince E alan değişimine bağlık 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 uygulanması için en uygun durum permeabilizasyonun ve hücre canlılığının yüksek 

olduğu durum olarak kabul edilmektedir. Bu kritik nokta etkin E alan değerini ifade 

etmektedir. Bunu belirlemek için hücre canlılığı ve permeabilizasyon grafikleri şekil 

4.3.’de gösterildiği gibi GraphPad prism 9 programı kullanılarak çakıştırıldı.  
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Şekil 4.3. HeLa hücrelerinde 1 Hz tekrarlama frekansında 100 µs süresinde 0-3,2 kV/cm E 

alan şiddeti artışına bağlı hücre canlılığı ve permeabilizasyon eğrilierinin 

kesişimi 

 

HeLa hücrelerine uygulanan E alan arttıkça hücre canlılıklarında azalma görülürken, 

permeabilizasyonda ise orantılı olarak artışın meydana geldiği gözlendi. EKT ve CaEP 

uygulaması için gerekli etkin E alan değeri 1,6 kV/cm olarak belirlendi. HeLa hücrelerine 

1 Hz tekrarlama frekansında 100 µs süresince 0-3,2 kV/cm aralığında E alan değerleri 

uygulandı. Uzun süreli inkübasyon sonrası (24 saat) hücre canlılıkları WST-8 yöntemi ile 

belirlendi. HeLa hücrelerinin E alan ile değişen hücre canlılıkları şekil 4.4.’de verildi.  

 

 

Şekil 4.4. HeLa hücrelerinde 1 Hz tekrarlama frekansında 100 µs süresinde 0-3,2 kV/cm E 

alan şiddeti artışına bağlı 24 saat inkübasyon sonrası hücre canlılığı 
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HeLa hücrelerine uygulanan 0,4 kV/cm E alan şiddetinde hücre canlılığı %91,47, 0,8 

kV/cm’de %85,11, 1,6 kV/cm’de %65,3 iken 2,4 kV/cm’de %42,6 ve 3,2 kV/cm’de %32,4 

olarak bulundu. 

 

1 Hz tekrarlama frekansında 100µs süresince 0-3,2 kV/cm aralığında E alan uygulanan 

HeLa hücrelerinin uzun süreli inkübasyon sonrası (24 saat) apoptotik aktiviteleri Annexin 

V/FITC-PI yöntemi ile belirlendi ve E alan ile değişen apoptotik floresan yoğunluğu şekil 

4.5’de verildi. 

 

 

Şekil 4.5. 1 Hz tekrarlama frekansında 100 µs süresinde 0-3,2 kV/cm E alan şiddeti 

artışına bağlı HeLa hücrelerinin apoptotik floresan yoğunluğu  

 

HeLa hücrelerine uygulanan dış E alanın artması ile birlikte hücrelerdeki apoptotik 

floresan yoğunluğunun arttığı belirlendi. EP uygulamasından sonra tüm E alan 

parametrelerinde sağlıklı hücre sayısı azaldı. 0,4-1,2 kV/cm E alan şiddetlerinde apoptotik 

floresan yoğunluğunda istatistiksel olarak anlamlı bir değişim belirlenmedi (p>0.01). Fakat 

1,6-3,2 kV/cm E alan maruziyetlerinde ise apoptotik floresan yoğunluğunda istatistiksel 

olarak anlamlı bir artış belirlendi (**p<0.01, ***p<0.001). 
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4.2. Faz Konstrast ve İmmünfloresan Mikroskop Görüntüleri 

 

HeLa hücrelerine 1 Hz tekrarlama frekansında 100 µs süresinde 0-2,4 kV/cm E alan 

uygulandıktan sonra PI ile immünfloresan mikroskop görüntüleri alındı. E alan şiddeti 

arttıkça permeabilize hücre sayısı artmakta bununla orantılı olarak PI ile boyanmış hücre 

sayısı da artmaktadır. 0-2,4 kV/cm aralığında E alan şiddetlerine bağlı olarak değişen 

floresan mikroskop görüntüleri resim 4.1.’de verildi.  

 

 

Resim 4.1. E alan uygulanan HeLa hücrelerinin PI ile boyanmış immünfloresan mikroskop 

görüntüleri (20x Objektif) 
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Resim 4.1. (Devam) E alan uygulanan HeLa hücrelerinin PI ile boyanmış immünfloresan 

mikroskop görüntüleri (20x Objektif) 
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Resim 4.1. (Devam) E alan uygulanan HeLa hücrelerinin PI ile boyanmış immünfloresan 

mikroskop görüntüleri (20x Objektif) 
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4.3. Kemoterapötik İlaçlar ve Kalsiyumun Hücre Canlılığı Üzerine Etkileri ve IC50 

Doz Değerinin Belirlenmesi 

 

Bleomisinin belirlenen konsantrasyonlarında HeLa hücrelerinin canlılıklarındaki değişim 

şekil 4.6.’da gösterildi. 

 

 

Şekil 4.6. Bleomisin dozuna bağlı olarak HeLa hücrelerinin canlılık değişimleri 

 

HeLa hücrelerinde bleomisinin artan dozuna bağlı olarak hücre proliferasyonunda 

azalmanın meydana geldiği belirlendi. İlaç uygulanmayan kontrol grubunda hücre canlılığı 

değişmez iken 10 µM bleomisin konsantrasyonunda hücre canlılığı %97,57, 100 µM ilaç 

konsantrasyonunda %63,73, 200 µM’da %52,99 iken 400 µM’da %42,34 ve 800 µM’da % 

24,32 olarak bulundu. Kontrol grubuna göre, 10 µM bleomisin dozu hariç diğer tüm 

dozlarda hücre canlılığında doza bağlı olarak değişen istatistiksel olarak anlamlı bir azalma 

görüldü (****p<0.0001). Hela hücreleri için bleomisin kemoteratötik ilacının IC50 değeri 

214,11±4,7 µM olarak hesaplandı. 
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Şekil 4.7.’de HeLa hücrelerinin, sisplatinin farklı konsantrasyonlarına bağlı olarak hücre 

canlılığındaki değişim gösterildi. 

 

 

Şekil 4.7. Sisplatin dozuna bağlı olarak HeLa hücrelerinin canlılık değişimleri 

 

Sisplatinin artan dozuna bağlı olarak HeLa hücrelerinin proliferasyonunda azalmanın 

meydana geldiği görüldü. İlaç uygulanmayan kontrol grubunda hücre canlılığı değişmedi 

ve kontrol grubuna oranla 10 µM sisplatin konsantrasyonunda hücre canlılığı %80.17 iken 

25 µM’da %45,92, 50 µM’da %39,9, 75 µM’da %39,8 ve 100 µM sisplatin 

konsantrasyonunda % 34,45 olarak bulundu. Hücre canlılığındaki azalmanın 10, 25, 50, 75 

ve 100 µM sisplatin dozlarında kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı olduğu 

saptandı (*p<0.05, ***p<0.001). Siplatin kemoterapötik ilacının HeLa hücrelerinde IC50 

değeri 35,16±3,3 µM olarak hesaplandı. 
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HeLa hücreleri üzerine 1, 2, 3, 4 ve 5 mM konsatrasyonalarında CaCl2 uygulandı ve doza 

bağlı hücre proliferasyonundaki değişim şekil 4.8.’de gösterildi. 

 

 

Şekil 4.8. CaCl2 dozuna bağlı olarak HeLa hücrelerinin canlılık değişimleri 

 

Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında CaCl2 dozuna bağlı olarak HeLa hücrelerinin 

canlılığında ve proliferasyonunda anlamlı bir değişim görülmedi. Uygulama yapılmayan 

kontrol grubunda hücre canlılığında değişim meydana gelmediği görüldü. Kontrol grubuna 

göre 1 mM CaCl2 konsantrasyonunda hücre canlılığı %99,9 iken 2 mM ve 3 mM’da 

%101,35 ve %100,62 olarak proliferasyonda nispi bir artış gözlendi. Hücre canlılığında 4 

mM CaCl2 %90,98 ve 5 mM CaCl2’da %94,24 olarak nispi bir azalma saptandı. CaCl2’ün 

tüm dozları için belirlenen canlılık oranları kontrol grubuna göre istatistiksel olarak 

anlamlı bir değişim göstermediği görüldü (p>0.0001). 
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4.4. Kemoterapötik İlaçlar İle Kalsiyumun Kombine Uygulamasının Hücre Canlılığı 

Üzerine Etkileri  

 

Bleomisinin en düşük dozu olarak belirlenen 10 µM ilaç konsantrasyonu ile CaCl2 ‘nin 1, 

2, 3, 4 ve 5 mM dozlarının hücre canlılığı üzerindeki etkileri şekil 4.9.’da gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 4.9. Bleomisin ile CaCl2 kombine dozlarının HeLa hücrelerinin canlılıklarına etkisi 

 

HeLa hücrelerine 10 µM bleomisin ile farklı CaCl2 konsantrasyon dozları kombine halinde 

uygulandı. Tek başına uygulanan 10 µM bleomisin dozunda hücre canlılığı %83,02 olarak 

belirlendi. 10 µM bleomisin + 1 mM CaCl2 konsantrasyonunda hücre canlılığı %86,59, 10 

µM bleomisin + 2 mM CaCl2 dozunda %81,39 ve 10 µM bleomisin + 5 mM CaCl2’de % 

87.43 olarak belirlendi. Kombine doz uygulamalarının, kontrol ve yalnız 10 µM bleomisin 

uygulanan gruba göre anlamlı düzeyde sinerjik bir etkisinin olmadığı görüldü (p>0.0001). 
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10 µM Sisplatin ilaç konsantrasyonu ile kalsiyumun 1, 2, 3, 4 ve 5 mM dozlarının hücre 

canlılığı üzerindeki etkileri şekil 4.10.’da gösterildi. 

 

 

Şekil 4.10. Sisplatin ile CaCl2 kombine dozlarının HeLa hücrelerinin canlılıklarına etkisi 

 

10 µM sisplatin ile farklı CaCl2 konsantrasyon dozları kombine şeklinde HeLa hücrelerine 

uygulandı. Yalnız 10 µM sisplatin dozunda hücre canlılığı %89,54 olarak bulundu. 10 µM 

sisplatin + 1 mM CaCl2 konsantrasyonunda hücre canlılığı %85,82, 10 µM sisplatin + 2 

mM CaCl2 dozunda %82,32 ve 10 µM sisplatin + 5 mM CaCl2’de  %86,21 olarak bulundu. 

Kombine doz uygulamalarının, kontrol grubuna göre hücre canlılığında istatistiksel olarak 

anlamlı düzeyde azalmanın meydana geldiği görüldü (**p<0.01). Fakat kombine 

uygulamaların yalnız 10 µM sisplatin uygulanan gruba göre hücre canlılığı üzerinde 

istatistiksel olarak anlamlı düzeyde etkisinin olmadığı görüldü (p>0.0001). 
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4.5. EKT Uygulaması ve IC50 Değeri Bulguları 

 

HeLa hücrelerine belirlenen 1,6 kV/cm etkin E alan değeri ile birlikte 0-800 µM bleomisin 

dozları uygulandı. EP ile birlikte bleomisin dozlarına bağlı olarak değişen hücre canlılığı 

şekil 4.11.’de verildi. 

 

 

Şekil 4.11. HeLa hücrelerine elektroporasyon ile bleomisin uygulamasının hücre canlılığı  

üzerindeki etkisi 

 

EP ile bleomisin uygulaması HeLa hücreleri üzerinde doza bağlı olarak hücre canlılığında 

önemli ölçüde bir azalma meydana getirdi. 1,6 kV/cm E alan ile birlikte 10 µM bleomisin 

konsantrasyonda hücre canlılığı %24,11, 100 µM’da %21,30, 200 µM’da %20,29 ve 800 

µM’da %18,8 olarak bulundu. 
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Şekil 4.12. EP+bleomisin ile bleomisin uygulamasının hücre canlılığı üzerindeki etkisinin 

karşılaştırılması 

 

Şekil 4.12.’de yalnız bleomisin uygulaması ile EP+bleomisin’in hücre canlılığı üzerindeki 

etkisi verildi. Yalnız bleomisin uygulamasında 10 µM konsantrasyonda hücre canlılığı 

%97,57, 100 µM’da %63,73, 200 µM’da %52,98 ve 400 µM’da %42,34 iken EP ile 

birlikte uygulandığında EP+10 µM’da hücre canlılığı %24,11, EP+100 µM’da %21,30, 

EP+200 µM’da %20,29 ve EP+400 µM’da %21,9 olarak belirlendi. EP+bleomisin 

uygulamasının yalnız bleomisin uygulaması ile karşılaştırıldığında EP ile birlikte hücre 

canlılığında 10, 100, 200 ve 400 µM bleomisin konsantrasyonlarında istatistiksel olarak 

anlamlı bir düşüş olduğu görüldü (**p<0.01,****p<0.0001). EP+bleomisin uygulamasının 

kontrol grubuna göre ise tüm bleomisin dozlarında istatistiksel olarak anlamlı bir azalma 

meydana getirdiği saptandı (****p<0.0001). HeLa hücrelerinde EP ile birlikte bleomisinin 

%50 hücre canlılığını azaltan konsantrasyon değeri; IC50: 0,44±0,3 µM olarak hesaplandı.  

 

Yalnız bleomisin uygulanan grup ile EP+bleomisinin birlikte uygulandığı grubun IC50 

değerleri oranlandığında elektroporasyon ile bleomisin uygulamasının sitotoksisiteyi 487 

kat artırdığı belirlendi. EP+bleomisin uygulamasının daha düşük bleomisin dozlarında 

serviks kanserinde etkili bir tedavi yöntemi olabileceği gösterildi. 
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EKT uygulaması için belirlenen 1,6 kV/cm etkin E alan değeri ile birlikte 0-100 µM 

sisplatin dozları uygulandı. EP ile birlikte sisplatin dozlarına bağlı olarak değişen hücre 

canlılığı şekil 4.13.’de verildi. 

 

 

Şekil 4.13. HeLa hücrelerine elektroporasyon ile sisplatin uygulamasının hücre canlılığı 

üzerindeki etkisi 

 

HeLa hücrelerine sisplatin ile birlikte uygulanan EKT uygulamasının hücre canlılığı 

üzerinde önemli ölçüde azalma meydana getirdiği belirlendi. 1,6 kV/cm etkin E alan değeri 

ile birlikte uygulanan 10 µM sisplatin konsantrasyonda hücre canlılığı %32,16, 25 µM’da 

%33,6, 50 µM’da %31,04, 75 µM’da %27,98 ve 100 µM’da % 27,76 olarak hesaplandı. 
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Şekil 4.14. EP+sisplatin ile sisplatin uygulamasının hücre canlılığı üzerindeki etkisinin 

karşılaştırılması 

 

Şekil 4.14.’de yalnız sisplatin uygulaması ile EP+sisplatin’in hücre canlılığı üzerindeki 

etkisi verildi. Yalnız sisplatin uygulamasında 10 µM konsantrasyonda hücre canlılığı 

%80,17, 25 µM’da %45,92, 50 µM’da %39,9, 75µM’da %39,8 ve 100 µM’da %34,45 iken 

sisplatin ile EP birlikte uygulandığında EP+10 µM’da hücre canlılığı %32,16, EP+25 

µM’da %33,6, EP+50 µM’da %31,04, EP+75 µM’da %27,98 ve EP+100 µM’da %27,76 

olarak belirlendi. EP+sisplatin uygulamasının kontrol ile karşılaştırıldığında EP ile birlikte 

hücre canlılığında 10, 25, 50, 75 ve 100 µM sisplatin konsantrasyonlarının tümünde 

istatistiksel olarak anlamlı bir düşüş meydana getirdiği görüldü (****p<0.0001). EP+10 

µM sisplatin dozu, yalnız 10 µM sisplatin dozu ile karşılaştrıldığında hücre canlılığında 

istatistiksel olarak anlamlı bir azalma meydana getirdiği saptandı (****p<0.0001). HeLa 

hücrelerinde EP ile birlikte sisplatinin inhibe edici konsantrasyon değeri; 

IC50:20,55±4,3µM olarak hesaplandı. 

 

HeLa hücrelerine uygulanan yalnız sisplatin grubu ile EP+sisplatinin birlikte uygulandığı 

grubun IC50 değerlerinin oranlaması ile EP ile sisplatin uygulamasının sitotoksisiteyi 1,71 

kat artırdığı belirlendi. EP+sisplatin uygulamasının daha düşük sisplatin dozlarında serviks 

kanserinde etkili bir tedavi yöntemi olabileceği belirlendi. 
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4.6. CaEP Uygulaması Bulguları 

 

HeLa hücrelerine belirlenen etkin E alan değeri ile birlikte 1-5 mM konsantrasyonlarda 

CaCl2 uygulandı. CaEP uygulaması ile hücre canlılığındaki değişim şekil 4.15.’de verildi. 

 

 

Şekil 4.15. CaEP’nin HeLa hücrelerinin canlılığı üzerindeki etkisi 

 

CaEP uygulamasının HeLa hücreleri üzerinde CaCl2 dozuna bağlı olarak hüce canlılığında 

önemli ölçüde bir azalma meydana getirdi. Etkin E alan ile birlikte 1mM CaCl2 

konsantrasyonunda hücre canlılığı %51,13, 2 mM’da %63,19, 3 mM’da %46,77, 4mM’da 

%37,55 ve 5 mM CaCl2 konsantrasyonunda %26,82 olarak hesaplandı. 
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Şekil 4.16. CaEP ile yalnız CaCl2 uygulamasının hücre canlılığı üzerindeki etkisinin 

karşılaştırılması 

 

Şekil 4.16.’da yalnız CaCl2 uygulaması ile CaEP uygulamasının hücre canlılığı üzerindeki 

etkisi karşılaştırılmalı olarak verildi. Yalnız CaCl2 uygulamasında CaCl2’nin tüm 

konsantrasyonlarında hücre canlılığında önemli bir değişim gözlenmez iken CaEP 

uygulaması ile 1mM CaCl2 konsantrasyonunda hücre canlılığı %51,13, 2 mM’da %63,19, 

3 mM’da %46,77, 4 mM’da %37,55 ve 5 mM CaCl2 konsantrasyonunda %26,82 olarak 

belirlendi. CaEP’nin yalnız CaCl2 uygulaması ve kontrol grubu ile karşılaştırıldığında EP 

ile birlikte CaCl2’nin tüm konsantrasyonlarının hücre canlılığı üzerinde istatistiksel olarak 

anlamlı bir azalmanın olduğu görüldü (****p<0.0001). 
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4.7. Elektroporasyon ile Birlikte Kemoterapötik İlaçlar ve Kalsiyumun Kombine 

Uygulamasının Hücre Canlılığı Üzerine Etkileri  

 

Bleomisinin en düşük dozu olarak seçilen 10 µM ilaç konsantrasyonu ile CaCl2 ‘nin 1,2,3,4 

ve 5 mM dozlarının EP ile birlikte hücre canlılığı üzerindeki etkileri şekil 4.17.’de 

gösterildi. 

 

 

Şekil 4.17. EP ile birlikte bleomisin ve CaCl2 kombinasyonunun hücre canlılığı üzerindeki 

etkisinin karşılaştırılması 

 

Yalnız 10 µM bleomisin varlığında hücre canlılığı %83,2 olarak belirlendi. 10 µM 

bleomisin ile birlikte 1, 2 3, 4 ve 5 mM CaCl2 kombinasyonunda hücre canlılıkları sırasıyla 

%86,59, %81,39, %87,5, %84,29 ve %87,43 olarak belirlendi. EP ile birlikte 10 µM 

bleomisin varlığında hücre canlılığı %24,11 olarak belirlenirken EP ile birlikte 10 µM 

bleomisin + 1, 2 ,3, 4 ve 5 mM CaCl2 varlığında ise hücre canlılıkları sırasıyla %20,95, 

%25,54, %27,94, %24,29 ve %21,77 olarak belirlendi. Sadece 1mM CaCl2 ile kombine 
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ilaç uygulamasının EP ile birlikte hücre canlılığında azalmaya neden olduğu belirlendi. Bu 

azalma EP ile birlikte 10 µM bleomisin uygulamasına oranla istatistiksel olarak anlamlı 

değildi (p>0.0001). 

 

10 µM sisplatin ile CaCl2 ‘nin 1,2,3,4 ve 5 mM dozlarının EP ile birlikte hücre canlılığı 

üzerindeki etkileri şekil 4.18.’de gösterildi. 

 

 

Şekil 4.18. EP ile birlikte sisplatin ve CaCl2 kombinasyonunun hücre canlılığı üzerindeki 

etkisinin karşılaştırılması 

 

Yalnız 10 µM sisplatin varlığında hücre canlılığı %80,17 olarak belirlendi. 10 µM sisplatin 

ile birlikte 1, 2 3, 4 ve 5 mM CaCl2 kombinasyonunda hücre canlılıkları sırasıyla %85,82, 

%82,32, %85,71, %84,19 ve %86,21 olarak belirlendi. EP ile birlikte 10 µM sisplatin 

varlığında hücre canlılığı %32,16 olarak belirlenirken EP ile birlikte 10 µM sisplatin + 1, 2 

,3, 4 ve 5 mM CaCl2 varlığında ise hücre canlılıkları sırasıyla %25,85, %33,72, %37,63, 

%33,23 ve %28,22 olarak belirlendi. Sadece 1mM CaCl2 ile kombine ilaç uygulamasının 
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EP ile birlikte hücre canlılığında azalmaya neden olduğu belirlendi. Bu azalma EP ile 

birlikte 10 µM sisplatin uygulamasına göre istatistiksel olarak anlamlı değildi (p>0,0001). 

 

 

Resim 4.2. HeLa hücre hattında, Bleomisin, Sisplatin, CaCl2 ile birlikte EP 

uygulamalarının 24 saat sonrasındaki 100x büyütmedeki invert mikroskop 

görüntüleri, (a) Kontrol, (b) 1,6 kV/cm EP, (c) Bleomisin 10 µM,  

                   (d) EP+Bleomisin 10 µM, (e) Bleomisin 100 µM, (f) EP+Bleomisin 100 µM, 

(g) Sisplatin 10 µM,  (h) EP+Sisplatin 10 µM, (ı) Sisplatin 25 µM, (j) 

EP+Sisplatin 25 µM, (k) CaCl2 1 mM, (l) EP+CaCl2 1 mM, (m) CaCl2 5 mM, 

(n) EP+CaCl2 5 mM 
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4.8. EKT ve CaEP Uygulamasının ΔΨm’e Etkisi 

 

10, 100, 200, 400 ve 800 µM bleomisin dozlarının tek başına ve EP ile birlikte 

maruziyetinin ΔΨm’e etkisi JC-1 floresan boyaması kullanılarak kırmızı/yeşil floresan 

oranı hesaplanarak bulundu. Yalnız bleomisin ile EP+bleomisin maruziyeti sonrası ΔΨm 

sonuçları şekil 4.19. ve şekil 4.20.’de verildi. 

 

 

Şekil 4.19. Bleomisin maruziyetinde mitokondri membran potansiyeli değişimi  

 

 

Şekil 4.20. EP+Bleomisin maruziyetinde mitokondri membran potansiyeli değişimi  
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ΔΨm’de meydana gelen depolarizasyon ya da hiperpolarizasyon apoptozun önemli 

göstergelerindendir. Farklı dozlarda bleomisin uygulanan hücrelerin kırmızı/yeşil 

flüoresans oranı kontrol hücrelerine kıyasla bir miktar artış göstermektedir. ΔΨm’deki bu 

artış 10 µM bleomisin varlığında %6,2, 200 µM’da %22,61 ve 400 µM’da %29,25 olarak 

bulundu (Şekil 4.19). Fakat, ΔΨm kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı değildi 

(p>0.01). 

 

EP ile birlikte farklı dozlarda bleomisin uygulanan hücrelerin kırmızı/yeşil floresan 

oranının, kontrol hücrelerine kıyasla tüm bleomisin dozlarında önemli ölçüde arttığı 

belirlendi (**p<0.01). ΔΨm’de artış EP+10 µM’da %67,54, EP+100 µM’da %114,4, 

EP+200 µM’da%112,19 ve EP+400 µM’da  %109,62 olarak saptandı (Şekil.4.20). Bu 

sonuçlar EKT uygulaması ile artan hücre içi sitotoksisitenin ΔΨm’de artışa neden olarak 

mitokondri membranınında hiperpolarizasyona neden olduğunu göstermektedir. 

 

JC-1 sağlıklı hücrelerde kırmızı renkte gözlenir. Hücreler depolarize oldukça JC-1 floresan 

kırmızıdan yeşile doğru kayar. Kırmızı/yeşil floresan oranı ΔΨm’deki bağıl değişimi ifade 

eder. Yalnız 10, 25, 50, 75 ve 100 µM sisplatin dozlarının ve EP ile birlikte maruziyetinin 

ΔΨm etkisi kırmızı/yeşil floresan oranı hesaplanarak bulundu. Yalnız sisplatin ile 

EP+sisplatin maruziyeti sonrası ΔΨm sonuçları şekil 4.21 ve şekil 4.22’de verildi. 

 

 

Şekil 4.21. Siplatin maruziyetinde mitokondri membran potansiyeli değişimi  
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Şekil 4.22. EP+Siplatin maruziyetinde mitokondri membran potansiyeli değişimi  

 

Tek başına 10 µM sisplatin varlığında ΔΨm’de %32,8’lik azalma belirlenirken ve bu 

azalmanın kontrol grubuna kıyasla anlamlı olduğu görüldü (***p<0.001). Bu sonuç, 10 

µM sisplatin maruziyetinin mitokondri membranında depolarizasyon meydana getirdiğini 

göstermektedir. Diğer sisplatin dozlarında ise 25 µM’da  %5,1’lik azalma görülürken, 50 

µM’da  %10,79, 75 µM %11,35 ve 100 µM’da ise %13,38’lik artış saptandı.  Diğer 

sisplatin dozlarındaki kırmızı/yeşil floresan oranında değişimler istatistiksel olarak anlamlı 

değildi (p>0.01), (Şekil 4.21). 

 

Sisplatin ile EKT uygulaması sonrası ΔΨm’de 10 µM konsantrasyonda %0,9’luk bir artış 

belirlenirken 25 µM %10, 50 µM’da %26,2 75 µM %22,7 ve 100 µM’da %8,3’lük bir 

azalma belirlendi. Tüm dozlardaki EKT uygulamasında ΔΨm’de kontrole grubuna kıyasla 

anlamlı bir değişim görülmedi (p>0.01). Bunun yanında yalnız 10µM sisplatin 

uygulamasında meydana gelen mitokondri membran depolarizasyonu EP varlığında 

azalma göstermektedir (Şekil 4.21., Şekil 4.22.). Sadece 50 µM sisplatin dozunda 

mitokondri membranı az miktar hiperpolarizasyon gösterirken, bu durum EP varlığında 

depolarizasyon olarak belirlendi. 
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1, 2, 3, 4 ve 5 mM CaCl2 uygulaması ve CaEP sonrası ΔΨm sonuçları kırmızı/yeşil 

floresan oranı hesaplanarak bulundu. Sonuçlar şekil 4.23 ve şekil 4.24’de sunuldu. 

 

 

Şekil 4.23. CaCl2 maruziyetinde mitokondri membran potansiyeli değişimi  
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Şekil 4.24. CaEP maruziyetinde mitokondri membran potansiyeli değişimi  

 

CaCl2 uygulaması sonrası kırmızı/yeşil floresan oranında 1 mM konsatrasyonda %27,6, 3 

mM'da %17,24, 4 mM'da %50,85 ve 5 mM'da %14,46’lık artış görülürken, 2 mM 

konsatrasyonda ise %11,2’lik bir azalmanın meydana geldiği görüldü (Şekil 4.23). Sadece 

istatistiksel olarak 4 mM’daki değişimin istatistiksel olarak anlamlı olduğu bulundu 

(**p<0.01). 1, 3, 4 ve 5 mM CaCl2 maruziyetinde mitokondri membranının hiperpolarize 

olduğu belirlendi.  2 mM CaCl2’nin kırmızı/yeşil floresan oranında ise azalma meydana 

geldiği mitokondri membranında depolarizasyon oluşturduğu saptandı, ancak bu değişim 

kontrol grubuna kıyasla anlamlı değildi (p>0.01).  

 

EP ile birlikte 1, 2, 3, 4 ve 5 mM CaCl2 uygulaması sonrası ΔΨm’de sırasıyla %69,24, 

%48,99, %53,90,  %91,33 ve %65,89’luk önemli bir artış meydana getirdi. 1, 4 ve 5 

mM'daki ΔΨm’deki artışın kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı olduğu 

saptandı (*p<0.05, **p<0.01). ΔΨm’deki artışın sonucu 1, 4 ve 5 mM CaEP 

uygulamasının mitokondri membranında hiperpolarizasyona neden olduğu görülmektedir.  
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4.9. Hücre Döngüsü Bulguları
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HeLa hücrelerine 1 Hz tekrarlama frekansında 100 µs puls süresince 8 kare darbe ve 0,4-

3,2 kV/cm E alan şiddetinde EP uygulaması ile hücre döngüsünün G0/G1, S ve G2/M 

fazlarındaki dağılım şekil 4.25.’de verildi. 

 

 

Şekil 4.25. EP maruziyetinde hücre döngüsü 

 

HeLa hücrelerinin kontrol grubundaki hücre döngüsü dağılımı G0/G1 fazında %87,5, S 

fazında %2,5 ve G2/M fazında %9,8 olarak belirlendi. Hücreler 0,4 kV/cm E alan şiddetine 

maruz bırakıldığında döngüdeki dağılımın G0/G1 fazında %95,5, S fazında %2,5 ve G2/M 

fazında %1,5 olduğu bulundu. 1,2 kV/cm E alan şiddeti uygulanan grupta G0/G1 fazında 
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%95,2, S fazında %1,2 ve G2/M fazında %3,6’lık bir dağılım belirlendi. E alan şiddetinin 

1,6 kV/cm olduğu EP uygulamasında ise G0/G1 fazı %95,3, S fazı %1,8 ve G2/M fazı 

%2,7 olarak belirlendi. Şeçilen en yüksek E alan şiddeti 3,2 kV/cm maruziyetinde ise 

G0/G1 fazı %98,5, S fazı %0.7 ve G2/M fazı ise %0,6 olarak belirlendi. HeLa hücrelerinde 

uygulanan tüm E alan şiddetlerindeki EP maruziyetlerinin kontrol grubuna göre hücre 

döngüsünde G0/G1 arreste neden olduğu görüldü.  
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HeLa hücrelerine yalnız 10 ve 100 µM bleomisin maruziyeti ve aynı konsantrasyonlardaki 

EKT uygulamasının hücre döngüsü üzerindeki etkileri şekil 4.25.’ da sunuldu. 

 

 

Şekil 4.26. Bleomisin ve EP+Bleomisin uygulamalarında hücre döngüsü 

 

Kontrol grubundaki hücrelerin %87,5’i G0/G1 fazında %2,5’i S fazında ve %9,8’i G2/M 

fazında olduğu belirlendi. 10 ve 100 µM bleomisin maruziyetinde hücre döngüsündeki 

dağılım sırasıyla G0/G1 fazında %59 - %53,7, S fazında %2,2 - %2,7 ve G2/M fazında 

%38 - %42,8 olarak belirlendi. Kontrol grubuyla karşılaştırıldığında bleomisin 
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maruziyetinde G2/M fazında hücrelerde birikme olduğu ve dozun artması ile birlikte 

birikmede artışın daha fazla olduğu görüldü. EP ile birlikte 10 ve 100 µM bleomisin 

varlığında döngüdeki dağılım sırasıyla G0/G1 fazında %88,2 - %99, S fazında %3,6 - %0,9 

ve G2/M fazında %8,2 - %0,1 olarak belirlendi. Kontrol grubuna göre EP+bleomisin 

maruziyetinin G0/G1 fazındaki hücrelerde yüksek bir artışa neden olduğu görüldü. 

EP+bleomisin uygulamasının yalnız bleomisin varlığındaki dağılımlara göre G2/M 

fazındaki hücrelerde önemli miktarda azalma meydana getirerek G0/G1 fazında artışa 

neden ve hücrelerin S fazına geçişine engel olduğu saptandı. 
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10 ve 25 µM sisplatin maruziyeti ve aynı konsantrasyonlardaki EKT uygulamasının HeLa 

hücrelerinin hücre döngüsü üzerindeki etkileri şekil 4.27.’de verildi.  

 

 

Şekil 4.27. Sisplatin ve EP+Sisplatin uygulamalarında hücre döngüsü 

 

Kontrol grubundaki hücrelerde G0/G1 fazında %87,5,  S fazında %2,5 ve G2/M fazında 

%9,8’lik bir dağılım belirlendi. 10 ve 25 µM sisplatin maruziyetinde hücre döngüsündeki 

dağılım sırasıyla G0/G1 fazında %88,8 - %75, S fazında %2 - %1,9 ve G2/M fazında 
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%9,3- %22 olarak belirlendi. Kontrol grubuna göre 10 µM sisplatin maruziyeti G0/G1 

fazında artışa, fakat 25 µM sisplatin maruziyeti ise azalmaya neden olduğu görüldü. 

Kontrol grubuna göre 25 µM sisplatin varlığı G2/M fazındaki hücre yüzdesinde artış 

meydana getirdiği belirlendi. EP ile birlikte 10 ve 25 µM sisplatin varlığında döngüdeki 

dağılım sırasıyla G0/G1 fazında %96,4 - %90,6, S fazında %1,5 - %1,8 ve G2/M fazında 

%2,2 - %7,6 olarak belirlendi. Kontrol grubuna göre EP+sisplatin maruziyetinin G0/G1 

fazındaki hücrelerde artışa neden olduğu görüldü. EP+sisplatin uygulamasının yalnız 

sisplatin varlığındaki dağılımlara göre G0/G1 fazında artışa neden olduğu hücrelerin S 

fazına geçişine engelediği ve G2/M fazındaki hücrelerde önemli miktarda azalma meydana 

getirdiği gözlemlendi. 
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HeLa hücrelerine yalnız 1 ve 5 mM CaCl2 maruziyeti ve aynı konsantrasyonlardaki CaEP 

uygulamasının hücre döngüsü üzerindeki etkileri şekil 4.28.’de verildi.  

 

 

Şekil 4.28. CaCl2 ve EP+ CaCl2 uygulamalarında hücre döngüsü 

 

Kontrol grubunda hücrelerin döngüsel dağılımı G0/G1 fazında %87,5, S fazında %2,5 ve 

G2/M fazında %9,8 olarak belirlendi. 1 mM CaCl2 varlığında hücrelerde G0/G1 fazında 

46,9, S fazında %1,8 ve M fazında %51’lik bir dağılım belirlendi. 5 mM CaCl2 varlığında 
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ise döngüsel dağılım G0/G1 fazında %36,4, S fazında %2,2 ve G2/M fazında %60,7 idi. 

Kontrol grubuna göre yalnız 1 ve 5 mM CaCl2 varlığının G2/M fazında hücrelerde 

birikmeye neden olduğu görülü. CaEP uygulamasının 1 ve 5 mM CaCl2 varlğındaki hücre 

döngüsündeki dağılımları sırasıyla G0/G1 fazında %99 - %97,4, S fazında %0,7 - %1,7 ve 

G2/M fazında %0,3 ve %0,9 olarak belirlendi. Yalnız 1 ve 5 mM CaCl2 uygulamalarına 

göre CaEP uygulamasının iki doz değeri içinde G2/M fazındaki hücre dağılımını önemli 

bir biçimde azalttığı ve G0/G1 arreste neden olduğu görüldü. 

 

PCR Analizi: Bax/Bcl-2 ve p53 Gen Ekspresyonu Bulguları 

 

Hücrelere uygulanan 10 µM bleomisin, 10 µM sisplatin ve 1 mM CaCl2 ile aynı dozların 

EP ile birlikte kombine uygulamalarının Bax/Bcl-2 gen ekspresyon oranları ve p53 gen 

ekspresyonu kat artışı değerleri şekil 4.29. ve 4.30.’da verildi. 

 

 

Şekil 4.29. EKT ve CaEP Uygulamalarının Bax/Bcl-2 oranına etkisi 
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Şekil 4.  

 

HeLa hücrelerine kemoterapötik ve CaCl2’ün en düşük doz değerleri ve bu dozların EP ile 

birlikte uygulamaları sonucu Bax/Bcl-2 oranındaki değişimler belirlendi (Şekil 4.29.). 10 

M bleomisin ve 10 µM sisplatin uygulamalarında Bax/Bcl-2 gen ekspresyon oranında 

sırasıyla 1,2 ve 1,4 kat artış gözlenirken, EP ile kombine kullanımında ise artışın sırasıyla 

1,4 ve 2,3 kat olduğu belirlendi. Ancak belirlenen artışların istatistiksel olarak anlamlı 

olmadığı görüldü (p>0.01). Hücrelere uygulanan 1 mM CaCl2 dozunda Bax/Bcl-2 gen 

ekspresyon oranında kontrol grubuna göre azalma gözlenirken CaEP uygulaması ile 2,8 

kat arttığı belirlendi. Fakat belirlenen artışın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı görüldü 

(p>0.01).  

 

HeLa hücrelerine kemoterapötik ve CaCl2’ün en düşük doz değerleri ve bu dozların EP ile 

birlikte uygulamaları sonucu p53 gen ekspresyonunda meydana gelen değişimler belirlendi 

(Şekil 4.30.). 10 µM bleomisin uygulamasında p53 ekspresyonunda kontrol grubuna göre 

istatistiksel olarak anlamlı bir artış saptandı (*p<0.05). EP+10 µM bleomisin 

maruziyetinde ise bir miktar azalma olduğu belirlendi fakat bu değişim istatistiksel olarak 
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anlamlı değildi (p>0.01). 10 µM sisplatin uygulamasında kontrol grubuna göre p53 

ekspresyonunda kısmi bir azalma belirlenirken EP ile kombine uygulamasında ise 1,2 kat 

artış olduğu görüldü ancak bu değişimlerin istatistiksel olarak anlamlı olmadığı görüldü 

(p>0.01). 1 mM CaCl2 varlığında kontrol grubuna göre p53 ekspresyonunda azalma 

bulundu. CaEP uygulamasında ise p53 ekspresyon değerinde tek başına 1 mM CaCl2 

uygulamasına göre 2,5 kat artış belirlenirken, kontrol grubuna göre anlamlı bir değişim 

olmadığı görüldü (p>0.01). 
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5. TARTIŞMA 

 

Kanser dünyada kardiyovasküler hastalıklardan sonra en yüksek mortaliteye sahip önemli 

bir halk sağlığı sorunudur. Kanser morbitide ve mortalitesindeki artış araştırmacıların 

kanser tedavisi üzerine yapılan çalışmalara olan ilgisini arttırmaktadır. Serviks kanseri, 

meme kanserinden sonra dünya genelinde kadınlarda en sık görülen kanser türüdür. 

Serviks kanseri tedavisinde kemoterapi tek başına ya da diğer tedavi seçenkeleri ile 

kombine olarak yaygın bir şekilde kullanılmaktadır. Bleomisin ve sisplatin gibi 

antineoplastikler hastalığın tedavisinde en sık kullanılan ilaçlar arasında yer almaktadır. 

Hücre membranının fosfolipit yapısı gereği membrandan kolay geçemeyen bu 

kemoterapötik ajanların etkinliği önemli oranda azaltmaktadır. Etkinliği artırmak için ilaç 

dozunun artırılması gerekir, ancak bu durum da önemli yan etkileri beraberinde 

getirmektedir. Kemoterapi tedavisindeki bu kısıtlayıcı durum, tedavide yeni yöntem ve 

ilaçların bulunmasına yönelik araştırmaların artırılması ve geliştirilmesi gerekliliğini 

ortaya koymaktadır.  

 

EP, hücre membranında hidofilik porlar oluşturarak, büyük moleküllerin membrandan 

geçişini sağlayan fiziksel bir yöntemdir. EKT uygulamasında, EP ile birlikte 

kemoterapötik ajanların membrandan geçisi sağlanarak daha az ilaç dozu ile daha fazla 

sitotoksik etki sağlanabilmektedir. Böylelikle, kemoterapide kullanılan ilaç dozları 

düşürülebilirken, yan etkiler de önemli oranda azaltılabilir. 

 

Ca
+2 

hücre ölümü dahil olmak üzere birçok hücresel faaliyetde önemli bir rol 

oynamaktadır. İntrasellüler ortamdaki Ca
+2

 konsantrasyonu ektrasellüler ortamdan oldukça 

azdır ve bu denge hücrede sıkı bir şekilde düzenlenir. Hücre içi Ca
+2 

miktarının 

suprafizyolojik artışı mitokondride por oluşumunu sağlayarak bir takım hücre ölümü 

mekanizmalarının aktivasyonunu sağlar. CaEP yöntemi ile hücre içi Ca
+2

 miktarının 

artmasıyla birlikte, bu intrasellüler yolakların uyarılması sağlanarak kanserli hücrelerin 

ölümü gerçekleşmektedir. 

 

EKT ve CaEP’nin etkili bir şekilde uygulanabilmesi için membran permeabilizasyonun ve 

maksimum ve hücre ölümünün mimumum olduğu etkin E alan değerini belirlemek oldukça 
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önemlidir. Bu amaçla, biz de öncelikli olarak çalışmamızda kullandığımız HeLa hücreleri 

için etkin E alan değerini belirledik.  

 

Çalışmamızda, EKT ve CaEP uygulaması için HeLa hücrelerine uygulanacak etkin E alan 

değeri, hücre canlılığı ve permeabilizasyon değerlerinden yararlanarak 1,6 kV/cm olarak 

bulundu. Literatürde farklı hücre hatları için belirlenen etkin E alan değeri ile ilgili çok 

sayıda çalışma bulunmaktadır.  

 

Jaroszeski ve arkadaşları tarafından yapılan in-vitro çalışmada EKT için belirlenen etkin E 

alan değerleri, insan yumurtalık kanseri (LN1) hücre hattı için 1100 V/cm, sıçan 

hepatosellüler karsinoma (N1-S1) hücreleri için 1250 V/cm, insan endometriyal 

adenokarsinoma (İshikawa) hücreleri için 1200V/cm, fare melanom hücreleri (B16) için 

1200 V/cm olarak bildirilmiştir [32].  

 

İnsan dermal mikrovasküler endotel hücreleri (HMEC-1) ile yapılan bir diğer EKT 

çalışmasında ise, 1000 V/cm E alanda HMEC-1 hücrelerinin elektro-geçirgenliğinin, %30 

olduğunu, 1800 V/cm’lik E alan maruziyetinde hücrelerin sadece %85'inin permeabilize 

olduğu ve hücre canlılığının %57’ye düştüğünü bu durumun elektroporasyona karşı 

nispeten yüksek bir hücresel direnci ifade ettiğini, elektrokemoterapi deneyleri için ise 

hücrelerin sadece %60’ının permeablize olduğu 1400 V/cm E alan parametresi seçildiği 

bildirilmiştir [122]. 

 

Eşmekaya ve arkadaşlarının tamoksifenin EKT ile insan meme karsinoma (MCF-7) 

hücrelerinde etkilerinin belirlenmesi için yaptıkları in-vitro çalışmada optimal EP 

parametrelerini 1 Hz, 100 μs puls süresi ve 1750 V/cm E alan şiddeti olarak rapor 

etmişlerdir. İnsan neuroblastoma hücreleri (SH-SY5Y) ile yaptıkları bir diğer başka 

çalışmada, sisplatin elektroporasyonu için etkin EP parametreleri 1 Hz, 100 μs puls süresi 

ve 1500 V/cm E alan şiddeti olarak tespit edilmiştir [123, 124].  

 

Literatürdeki çalışmalarda farklı hücre hatları için farklı etkin E alan değerlerinin 

bulunduğu görülmüştür. Yapılan çalışmalar, farklı hücre tiplerine göre geniş spektrumlu 

bir etkin E alan değeri sunmaktadır. Literatürdeki veriler ışığında, çalışmamızda bulunan 

etkin E alan değerinin mevcut çalışmalarla uyumlu olduğu görülmüştür. 
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Çalışmamızda HeLa hücreleri için yalnız bleomisin varlığında IC50 değeri 214,11±4,7 µM 

olarak bulunurken, bleomisin ile EKT uygulaması sonrasında ise 0,44±0,3 µM olarak 

hesaplandı. EKT uygulamasında bleomisinin düşük dozlarında dahi etkili hücre ölümünün 

gerçekleştiği saptandı. Elde edilen veriler neticesinde, EKT uygulamasının HeLa 

hücrelerinde bleomisin sitotoksisitesini 487 kat arttırdığı görüldü. Yalnız sisplatin 

kemoterapötik ilacı varlığında ise HeLa hücreleri için IC50 değeri 35,16±3,3 µM olarak 

bulunurken, sisplatin ile EKT uygulaması sonrasında ise IC50 değeri 20,55±4,3µM olarak 

hesaplandı. EKT uygulamasının HeLa hücrelerinde sisplatin sitotoksisitesini 1,71 kat 

arttırdığı belirlendi. Literatürde farklı hücre hatları için farklı EP parametreleri ile yapılan 

EKT uygulamalarında bulunan sitotoksisite artışı ve IC50 değerleri mevcuttur. 

 

Jaroszeski ve arkadaşları tarafından yapılan in-vitro çalışmada EKT ile bleomisin 

uygulanan yedi farklı hücre hattının tamamında sitotoksik etkilerin arttığı ve bleomisinin 

pulslu E alan ile birleştirildiğinde, tek başına ilaç uygulamasına göre 100 ila 5000 kat artış 

meydana geldiği gösterilmiştir [32].  

 

Eşmekaya ve arkadaşlarının insan neuroblastoma hücreleri (SH-SY5Y) ile yaptıkları bir 

diğer çalışmada, tek başına sisplatin uygulanan grubun IC50 değeri 5,03 μg/mL olarak 

belirlenirken, EKT sonrası sisplatin IC50 değeri, 0,51 μg/mL olarak rapor edilmiştir [123]. 

 

Fare melanom B16F1 hücrelerinde yapılan diğer bir çalışmada ise, 1 Hz tekrarlama 

frekansı 100 μs puls süresi ve 160V’luk EP parametreleri kullanılmıştır. Rutenyum 

kompleksi NAMI-A kullanılarak yapılan çalışmada yalnız 1 μM NAMI-A uygulamasında 

hücre canlılığının %90 iken EP ile birlikte uygulandığında canlılığın %10 olduğu 

bildirilmiştir [125]. 

 

Saczko ve arkadaşlarının insan yumurtalık şeffaf hücreli karsinom (OvBH-1) ve epitelyal 

yumurtalık karsinomu hücreleri üzerinde (SKOV-3) yaptıkları çalışmada, OvBH-1 

hücrelerine 24 saatlik tek başına sisplatin uygulamasında IC50’yi 34,97 μM, SKOV-3 

hücrelerinde ise 62,59 μM olarak bildirilmiştir. 1,5 kV/cm E alan ile birlikte bleomisin 

maruziyetinde ise IC50 değerini OvBH-1 hücrelerinde 4,74 μM, SKOV-3 hücrelerinde 

84,25 μM olarak rapor edilmiştir. 2 kV/cm E alan ile birlikte uygulamada ise, IC50 değeri 

OvBH-1 hücreleri için 0,12 μM, SKOV-3 hücrelerinde ise 3,09 μM olarak verildi. 
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Çalışmada 24 saatlik inkübasyon uygulamalarında EP'nin 2 kV/cm’ye kadar güvenli 

olduğunu rapor edilmiştir [126].  

 

Gehl ve arkadaşlarıda çin hamster akciğer fibroblast (DC-3F) hücrelerinde 1 Hz, 99 μs puls 

süresi ve 1200V/cm olarak belirledikleri EP parametreleri ile yaptıkları in-vitro çalışmada 

EP uygulaması ile bleomisinin sitotoksik etkisini 300 kat, sisplatinin ise 2,3 kat artırdığı 

bildirilmiştir [47]. 

 

Jaroszeski ve arkadaşları tarafından yedi farklı hücre hattı ve 44 farklı kemoterapik ilaç 

üzerinde yapılan in-vitro çalışmada, EP ile birlikte sisplatin ve carboplatinin altı farklı 

hücre hattı üzerinde 3-13 kat daha etkili olduğu, EP ile birlikte bleomisin uygulamasının 

yalnız bleomisin uygulamasına göre IC50 değerini 100-5000 kat arasında artırdığı, bir diğer 

kemoterapötik ajan olan vinkristinin ise çeşitli hücre hatlarında 1,3-3,4 katlık bir sitotoksik 

artış gösterdiği tespit edilmiştir [32]. 

 

Orlowski ve arkadaşlarının in vitro koşullarda çin hamster akciğer fibroblast (DC-3F) 

hücrelerinde yaptıkları çalışmada EP ile birlikte netropsin ve bleomisin için sitotoksisitenin 

sırasıyla 200 ve 700 kat arttığını, lipofilik bir ilaç olan aktinomisin D kullanımında ise 

sitotoksisite artışı 3 kat olarak bildirilmiştir [48]. 

 

Scuderi ve arkadaşlarının fare melonom (B16-F1) hücreleri üzerinde yaptıkları in vitro 

çalışmada 1 Hz tekrarlama frekansı 8x100 μs puls süresi ve 1,2 kV/cm E alan şiddetli 

monopolar puls parametreleri ile sisplatin maruziyetinde IC50 değerini 85 μM, 1 Hz 

tekrarlama frekansı, 1 μs’lik 8 puls ve 3 kV/cm şiddetindeki bipolar pulslar (HF-EP) ile 

sisplatin maruziyetinde ise IC50’yi 45 μM olarak bildirilmiştir [127]. 

 

Todorovic ve arkadaşlarının murin kolorektal karsinom hücrelerinde (CMT-93) yapılan 

çalışmada 1 Hz tekrarlama frekansı 100 μs puls süresi ve 1300 V/cm EP parametreleri 

kullanılmıştır. EP ile birlikte hücrelerin, IC50 değeriyle belirlendiği üzere sisplatine 2,8 kat 

bleomisine 500 kat daha duyarlı olduğu bildirilmiştir [128]. 

 

Maczynska ve arkdaşlarının yumurtalık adenokarsinom hücre hattı (SW626) ve melanom 

hücre hattı (Me45) üzerinde yaptıkları çalışmada 50 μM sisplatin ve 1 μM betulinik asit 

(BTA) dozlarında 1200 V/cm E alan maruziyetinde göre, EKT uygulanan ilacın etkinliğini 
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biraz arttırdığı ve hücre canlılığında aynı konsantrasyonda tek başına sisplatin için elde 

edilen seviyenin %30’un altına düştüğü rapor edilmiştir [129].  

 

Vasquez ve arkadaşlarının mesane kanseri hücrelerinde (SW780) yaptıkları çalışmada 

yalnız mitomisin C için IC50 değerini 400 μM, EP (99 μs, 1,2 kV/cm, 8 puls 1 Hz) ile 

birlikte, bu değerin 350 μM olduğunu ve sonuçların iki durumda da benzerlik gösterdiğini 

bildirmişlerdir. Aynı çalışmada yalnız sisplatin uygulaması için IC50 değeri 590 μM, EP ile 

birlikte ise 90 μM olarak rapor edilmiştir [130]. 

 

Ramachandran ve arkadaşlarının insan promiyelositik lösemi (HL60), insan akut miyeloid 

lösemi (KG1) ve insan servikal (ME180) kanser hücreleri üzerinde yaptıklarin vitro 

çalışmada, EP (1200 V/cm, 100 μs) ile birlikte 10 μM bleomisin varlığında HL60 

hücrelerinde %39,2, KG1 için %35,8 ve ME180 için ise %35,5 mortalite oranı 

bildirilmiştir [131]. 

 

Cemazar ve arkadaşları tarafından yapılan çalışmada insan yumurtalık karsinomu 

(IGROV1) hücreleri ve bunların sisplatine dirençli alt klonu (IGROV1/DDP), büyüklükleri 

100 ila 1800 V/cm arasında değişen ve 100 μs'lik darbe süresi olan 8 kare dalga E 

darbesine maruz bırakıldı. Hücreler, yalnız elektroporasyon uygulaması nedeniyle 740 

V/cm (IGROV1) ve 1600 V/cm'de (IGROV1/DDP) IC50 değerlerine sahip olduğu 

belirtildi. Diğer taraftan, hücreler elektrokemoterapi ile tedavi edildikten sonra IGROV1 ve 

IGROV1/DDP hücreleri için sırasıyla 0,6 μg/mL ve 3,2 μg/mL sisplatin 

konsantrasyonlarında IC50 değerleri rapor edilmiştir [57]. 

 

Literatürdeki birçok çalışma sonuçlarını incelediğimizde farklı hücre tipleri için EKT 

uygulamasının bleomisin ve sisplatin sitotoksisitesini farklı oranlarda arttırdığı 

görülmektedir. Artış oranındaki bu farklılıklar hücre tipine, kullanılan EP parametrelerine 

(E alan şiddeti, puls süresi) göre değişiklik gösterdiği görülmektedir. Fakat kesin olarak 

ifade edilen bir şey varki o da EKT uygulamasının bleomisin ve sisplatin kemoterapötik 

ilaçların IC50 değerini önemli oranda azaltmakta ve tedavi için ihtiyaç duyulan doz 

miktarını düşürmektedir. Ayrıca çalışmamızda, sisplatin ve bleomisin uygulamalarında, 

sisplatinin EP ile birlikte uygulamasında IC50 dozu değişim oranı yalnız sisplatinle 

karşılaştırıldığında daha düşük olduğu görülmektedir. Bu durum, sisplatinin tek başına 

uygulamalarında daha düşük dozlarında HeLa hücrelerine daha toksik etki göstermesi 
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nedeniyle olabilir. Bleomisin ise sisplatin uygulamasına göre daha yüksek IC50 dozu 

değişim oranına sahiptir. Bu durum, tek başına bleomisin daha yüksek dozlarının, HeLa 

hücrelerine daha toksik etki göstermesiyle gerçekleşiyor olabilir. Bu bağlamda 

çalışmamızda HeLa hücreleri için bulduğumuz sitotoksisite artış oranlarının ve IC50 

sonuçlarının literatürdeki mevcut bilgilerle uyumlu olduğu görülmüştür.  

 

Çalışmamızda kanser tedavisinde kemoterapötik ajanlara alternatif olabilceği düşünülen 

CaCl2 tek başına ve EP ile birlikte kombine uygulamaları gerçekleştirildi. Tek başına 

CaCl2 dozlarının uygulaması HeLa hücrelerinin canlılıkları üzerinde anlamlı bir etkisinin 

olmadığı gözlemlendi. Fakat CaEP yöntemi ile CaCl2’ün HeLa hücrelerinde önemli 

sitotoksik etki oluşturduğu bulundu. 1 mM ve 5 mM CaCl2 ile yapılan CaEP 

uygulamasında sırasıyla % 48,87 ve % 73,18’lik mortalite oranı bulundu.  

 

Ayrıca, 10 µM bleomisin ve siplatin konsantrasyonları ile CaCl2 tüm dozlardaki kombine 

uygulamalarının ise hücre canlılığı üzerinde sinerik bir etki göstermediği saptandı. CaEP 

uygulaması üzerine yapılan çalışmalar oldukça yenidir. Bu bağlamda çalışmamızın 

literatüre önemli bir katkı sağlayacağı düşünülmektedir.  

 

İn-vitro ve in-vivo CaEP'nin kanser hücreleri üzerindeki etkilerini gösteren ilk klinik 

öncesi çalışmada, CaEP uygulaması ile artan hücresel ATP kullanımının mitokondriyal 

değişikliklere sebep olarak ATP üretiminin azaldığı bildirilirken, ayrıca geçirgenliği 

artırılmış hücre membranı yoluyla ATP kaybı nedeniyle akut ATP tükenmesine neden 

olduğu ifade edilmiştir [74].  

 

Frandsen ve arkadaşlarının insan lösemi hücresi (K-562), murin akciğer karsinom hücresi 

(Lewis Lung Carcinoma) ve Çin hamsteri akciğer fibroblast hücresi (DC-3F) üzerinde 

yaptıkları çalışmada, artan 1, 2, 3, 4 ve 5 mM kalsiyum konsantrasyonu varlığında 1 Hz 

tekrarlama frekansında 99 μs’lik 8 kare dalga puls parametrelerinde 1,2 kV/cm ila 1,4 

kV/cm E alan şiddetlerinde EP uygulanmıştır. Uygulamadan sonra 1 ve 2 günlük 

inkübasyonun ardından hücre canlılığında doza bağlı bir azalma olduğu, CaEP ve 

bleomisin ile birlikte EKT uygulamasının hücre canlılıkları üzerinde benzer etkiler 

gösterdiği ve bleomisin ile kalsiyum kombine uygulamasının sinerjik bir etkisinin olmadığı 

bildirilmiştir. Aynı çalışmada, CaEP’nin etkisinin, molar düzeyde karşılaştırıldığında 

kalsiyum bileşiğinden (kalsiyum klorür veya kalsiyum glubiyonat) bağımsız olduğunu ve 
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bu nedenle, klinik olarak mevcut her iki kalsiyum bileşiğinin de CaEP’de uygulanabilir 

olduğu araştırmacılar tarafından rapor edilmiştir [132]. 

 

CaEP’nin etkilerini belirlmek için yapılan bir diğer çalışmada ise 1 Hz tekrarlama 

frekansında 8 kare puls ve 99 μs süresince 0,8, 1,0, 1,2, 1,4 veya 1,6 kV/cm E alan şiddeti 

ve 1, 3 ve 5 mM kalsiyum konsantrasyonları kullanılmıştır. Küçük hücreli akciğer kanseri 

(H69), mesane kanseri (SW780 ) ve lösemi hücreleri (U937) ile yapılan çalışmada, H69 ve 

SW780 hücrelerinde hücre içi ATP miktarında kalsiyum konsantrasyonu ve E alan 

şiddetine bağlı olarak azalma ve düşük canlılık değerleri bulunmuştur [133]. 

 

Zielichowska ve arkadaşlarının normal sıçan iskelet kası hücreleri (L6) ve kanser kas 

hücrelerinde (Wehi-164-Fibrosarkom) CaEP’nin etkinliğini ve güvenirliğini belirlemek 

amacıyla 1000 V/cm, 1200 V/cm ve 1500 V/cm E alan şiddetleri kullanarak 0,5 mM ve 

5mM CaCl2 konsantrasyonu ile yapılan çalışmada CaEP’nin Wehi-164 hücrelerinde 

sitotoksik etkili olduğu, bunun yanında normal kas hücreleri için güvenli olduğunu ve 0,5 

mM Ca
+2

 içeren EP’nin normal kas hücreleri L6’nın proliferasyonunu artırdığı 

belirlenmiştir [134].  

 

CaEP’nin in-vivo etkilerini belirlemek için yapılan çalışmada insan küçük hücreli akciğer 

kanseri nakledilen bir fare modeli kullanılmıştır. Ortalama tümör çapı 6,2 mm olan fareler 

168 mmol/L CaCl2 enjeksiyonu ve 1,0 kV/cm’de 100 ms'lik 8 darbe kare puls 

elektroporasyon paremetrelerinde 6 mm plaka elektrot kullanılarak tedavi edildi. 

Uygulamayla birlikte tedavi edilen tümörlerin %89’unun nekroz ile elimine ederek önemli 

bir anti-tümör etkiyi indüklediği belirlenmiştir [74]. 

 

Metformin ile CaEP’nin tümör boyutu, hayatta kalma ve hücre içi ATP üzerine etkilerinin 

belirlendiği, NMRI- Foxn1 
nu

 farelerinde in-vivo yapılan bir diğer çalışmada, CaEP’nin 

tedavi edilen mesane kanseri tümör boyutunu ve ATP seviyesini önemli ölçüde azalttığı, 

fakat CaEP ile birlikte metforminin, tümör boyutu, hayatta kalma ve ATP seviyesi 

üzerinde bir etki artışı yapmadığı belirlenmiştir [75]. 

 

Çalışmamızda HeLa hücrelerinde elde edilen CaEP sonuçları değerlendirildiğinde, 

literatürdeki farklı hücre hatları ve EP parametreleri ile yapılan çalışma sonuçlarıyla 

paralellik göstermektedir. 
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Çalışmamızda EP, EKT ve CaEP’nin HeLa hücrelerinde etki mekanizmalarını belirlemek 

için hücre döngüsü analizleri yapıldı. HeLa hücrelerine 0,4-3,2 kV/cm arası uygulanan tüm 

E alan şiddetlerinin hücre siklusunda G0/G1’de arreste neden olduğu görüldü. HeLa 

hücrelerine 10 ve 100 µM bleomisin doz uygulamaları kontrol grubuyla karşılaştırıldığında 

hücre siklusu yüzdelerinin G2/M fazında artışa neden olduğu saptandı. Uygulanan 

bleomisin dozu artışına bağlı olarak hücre döngüsünü G2’de durdurduğu görüldü. 

Bleomisin ile birlikte EKT uygulaması ile G2/M fazındaki hücre yüzdelerinde azalma 

gözlenirken, artışın G0/G1 fazına doğru kaydığı görüldü. Benzer durum 10 ve 25 µM 

sisplatin uygulamaları içinde geçerliydi. Doz artışına bağlı olarak tek başına ilaç 

uygulamasında G2/M fazındaki hücre yüzdesinde artış saptandı. Artan konsantrasyon ile 

orantılı olarak sisplatin maruziyetinin HeLa hücrelerinde hücre döngüsünü G2 fazında 

durdurduğu belirlendi. EP+sisplatin uygulaması ile birlikte ise, G2/M fazındaki hücre 

yüzdesi azalarak G0/G1 fazındaki hücre yüzdesinde artış olduğu görüldü. EP+sisplatin 

uygulaması hücre döngüsününde G0/G1 arrestine neden olduğu saptandı. Yalnız 1 ve 5 

mM CaCl2 uygulamasının hücre döngüsünde G2/M fazında hücre yüzdesinde sırasıyla 

%51 ve %60,7’lik bir yığılma meydana getirdiği belirlendi. Bu durumun CaEP uygulaması 

ile değiştiği ve hücre yüzderinin G0/G1 fazında yoğunlaştığı görüldü. 

 

Chen ve arkadaşlarının yaptıkları çalışmada ölümsüzleştirilmiş keratinosit (HaCaT) 

hücreleri üzerinde yaptıkları çalışmada 0,5 µM bleomisin maruziyetinde hücre döngüsünün 

G1 fazında %21,2, S fazında %24,4 ve G2/M fazında %54,4’lık dağılım olduğu 

belirtilmiştir. İnsan serviks kanseri (HeLa) hücrelerine 2 µM bleomisin maruziyetinde ise 

hücre döngüsü fazlarındaki dağılım, G1 fazında %38,3, S fazında %21,1 ve G2/M fazında 

ise %40,6 olarak rapor edilmiştir [135]. 

 

Linge ve arkadaşlarının insan akciğer adenokarsinom hücrelerinde (A549) yaptıkları 

çalışmada kontrol grubundaki hücrelerin %50,83'ü G0/G1 fazındayken, %12,24'ünün 

G2/M fazında olduğu belirtilmektedir. A549 hücrelerine 50 mU/mL bleomisin maruziyeti 

ve 24 saatlik inkübasyon sonrası hücrelerin  %18,00'i G0/G1 fazındayken  %62,91’i G2/M 

fazında olduğu bleomisin ile tedavi edilen grupta G2/M fazındaki hücrelerde birikme 

olduğu bildirilmiştir [136]. 

 

Lıu ve arkadaşlarının yaptıkları çalışmada osteoblast hücreleri (MC3T3-E1) deksametazon 

(DEX)’na maruz bırakılmıştır. DEX’in MC3T3-E1 hücrelerinde G0/G1 arrestine neden 
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olduğu, 1 ve 10 µM konsantrasyonlarda DEX, G0/G1 fazındaki hücre sayısında anlamlı bir 

artış meydana getirdiği (p<0.05), ancak S fazındaki hücre sayısını azalttığı (p<0.05) 

böylece DEX'in hücre döngüsü ilerlemesini inhibe ettiği rapor edilmiştir [137].  

 

Mrkvicova ve arkadaşlarının sodyum butiratın (NaBu) ve sisplatin kullanarak sisplatine 

duyarlı ve sisplatine dirençli yumurtalık hücreleri (A2780-A2780cis) üzerinde yaptıkları 

çalışmada yalnız 5 mM NaBu maruziyetinde A2780 hücrelerinde G1’den S fazına hücre 

döngüsü geçişini engellediğini, G1 fazındaki hücrelerin yüzdesi, kontrol hücrelerinde 

%60,9 ± 4,0’dan tedavi edilen hücrelerde %72,5 ± 0,8’e önemli ölçüde arttığı, bu artışın S 

fazı popülasyonunda ise (kontrolde %27,6 ± 3,1’e, tedavi edilen hücrelerde %9,4 ± 1,3’e) 

eşlik eden azalma ile iyi uyum sağladığı bildirilmiştir. Aynı konsantrasyon NaBu A2780cis 

hücrelerinde, G1 fazındaki hücrelerin yüzdesinde hafif bir artış (kontrolde %54,3 ± 2,6’ya 

tedavi edilen hücrelerde %61.3 ± 0.4’e) ve S fazında azalmanın (kontrolde %31,5 ± %1,5 

tedavi sonrası %23.6 ± 2.7) eşlik ettiği rapor edilmiştir. Hem A2780 hem de A2780cis 

hücrelerinde 5 µM sisplatin uygulamasının hücre döngüsünü G2 fazında durduğu 

(kontrolde %11,5 ± 0,9 ve %14,1 ± 1,8 tedavi edilen hücrelerde %48,1 ± 5,7 ve %28,1 ± 

4,9)  bildirilmiştir [138]. 

 

Asgar ve arkadaşlarının iki kolanjiokarsinom hücrelerinde (KKU-100, zayıf farklılaşmış ve 

KKU-M214, orta derecede farklılaştırılmış) yaptıkları çalışmada 10 µM sisplatin 

maruziyetinin KKU-100 hücrelerinde G1 kontrol noktasında büyüme arresti gerçekleştiği 

ve bu durumun G0/G1'de daha yüksek hücre yüzdesine (%57,9 ± %3,3) yol açtığını 

bildirmişlerdir. Aynı doz sisplatin uygulaması KKU-M214 hücrelerinde hücre döngüsü 

profili, kontrol ile karşılaştırıldığında belirli bir aşamada büyüme arresti göstermediği 

rapor edilmiştir [139].  

 

Bu çalışmada sisplatin ve bleomisin uygulamalarının artan ilaç dozuyla birlikte hücre 

siklusunda G2/M fazında artış görüldü. Bulduğumuz bu sonuçların literatürdeki 

çalışmalarla uyumlu olduğu belirlendi. Ancak, EP ile birlikte kombine uygulamalarına ait 

sonuçların karşılaştırılacağı literatür bilgisi mevcut değildir. Bu sebeple, elde ettiğimiz bu 

sonuçların ileri de yapılacak diğer başka çalışmalara kaynak niteliğinde olması ve literatüre 

özgün katkı sağlaması açısından önemlidir.  
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Literatürdeki çalışmaların çoğunda, ΔΨm azalmasının (mitokondrinin depolarizasyonu) 

apoptotik hücre ölümünü indüklediği bildirilmiştir. Ancak son zamanlarda yapılan bazı 

çalışmalar apoptozun artan ΔΨm’den de kaynaklanabileceğini göstermiştir [140]. 

Literatürde bazı kanser hücrelerinde mitokondriyal hiperpolarizasyon gösterilmiştir [140, 

141]. FoF1-ATPaz, ATP’yi sentezlemek için ekstrüde edilmiş protonları kullanır ve daha 

sonra protonlar, hiperpolarizasyonu önlemek için iç zara yeniden girmektedir. FoF1-

ATPaz’daki işlev bozukluğunun, mitokondrinin hiperpolarizasyonuna yol açabildiği 

bildirilmiştir [142].  

 

Eşmekaya ve arkadaşlarının MCF-7 hücrelerinde 2.1 GHz WCDMA modülasyonlu 

mikrodalga (MW) radyasyonunun apoptotik aktivite ve mitokondriyal membran 

potansiyeli (ΔΨm) üzerindeki etkilerini belirlemek için yaptıkları çalışmada, MW 

radyasyonuna maruziyetin, mitokondride hiperpolarizasyona neden olduğu ve bunun da 

MCF-7 hücrelerinde apoptozu indüklediği rapor edilmiştir [143]. 

 

Perl ve arkadaşlarının yaptıkları çalışmada mitokondriyal hiperpolarizasyon ve ATP 

tükenmesi, T hücre aktivasyonu ve apoptozda erken ve geri dönüşümlü süreçleri 

göstermişlerdir. Sistemik lupus eritematozuslu hastaların T hücrelerinde de, kalıcı 

mitokondriyal hiperpolarizasyon, sitoplazmik alkalinizasyon, ROS üretimi artışı ve ATP 

miktarının azaldığı ifade edilmiştir [113]. 

 

Çalışmamızda, bleomisin kemoterapötik ilacının belilenen dozlarında yapılan 

uygulamalarda ΔΨm’nde anlamlı bir değişim meydana getirmediği belirlenirken, EP ile 

birlikte bleomisinin tüm doz uygulamalarında ΔΨm’nde hiperpolarizasyona neden olduğu 

görüldü. Sisplatin kemoterapötik ilacı için ise durum biraz farklıydı. 10 µM sisplatin 

varlığında ΔΨm’nde depolarizasyon belirlenirken diğer sisplatin dozlarında ise ΔΨm’nde 

önemli bir değişiklik belirlenmedi. EP ile birlikte tüm sisplatin dozlarındaki uygulamalarda 

da ΔΨm’nde anlamlı bir değişiklik görülmedi. CaCl2 tek başına uygulamalarında ise, 

sadece 4 mM CaCl2 varlığında ΔΨm’nde hiperpolarizasyon belirlenirken diğer dozlarda 

önemli bir değişiklik belirlenirken, CaEP uygulamasında ise 1, 3, 4 ve 5 mM CaCl2 

konsantrasyonların da ΔΨm’nde hiperpolarizasyon belirlendi. Aldığımız bu sonuçlar, EP 

ile birlikte bleomisin ve CaCl2 uygulamalarının ΔΨm’nde oluşan hiperpolarizasyon 

kaynaklı hücre ölümünü indüklediğini göstermektedir. Elde ettiğimiz bu veriler, 
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literatürdeki birçok çalışmada belirtilen mitokondri hiperpolarizasyonu kaynaklı 

gerçekleşen apoptozu destekler niteliktedir. 

 

Jan ve arkadaşlarının yaptıkları çalışmada DNA'ya zarar veren kemoterapötik ajanlar 

(sisplatin, mitomisin, metotreksat, mitoksantron, doksorubisin ve bleomisin), histon 

deasetilaz (HDAC) inhibitörleri, proteazom inhibitörleri, siklooksijenaz-2 inhibitörleri ve 

bir dizi antikor gibi ekstrinsik yolaktaki DR'lerin ve ligandların apoptotik fonksiyonunu 

uyarmak için önerilen çeşitli ajanlar olduğunu ve Fas (DR2) ekspresyonunu hedeflediğini 

bildirmişlerdir [144]. 

 

Mungunsukh ve arkadaşlarının pulmoner endotel hücrelerinde yaptıkları çalışmada 

bleomisinin kaspaz-8'in proteolitik aktivasyonunun ile içsel apoptotik yolun değil, dışsal 

apoptotik yolun erken aktivasyonunu indüklediğini rapor edilmiştir [145]. 

 

Sharifi ve arkadaşlarının paklitaksel dirençli MCF-7 hücrelerinde yaptıkları çalışmada Bcl-

2/Bax oranında artış meydana gelirken kaspaz-9 seviyelerinde azalma, kaspaz-8’de ise 

artış görüldüğü bildirilmiştir [146]. 

 

Çalışmamızda HeLa hücrelerine 10 µM bleomisin ve 10 µM sisplatin uygulamalarında 

Bax/Bcl-2 gen ekspresyon oranında kısmi bir artış gözlenirken, EP ile kombine 

kullanımında ise artışın daha fazla olduğu görüldü. 1 mM CaCl2 dozunda Bax/Bcl-2 gen 

ekspresyon oranında kontrol grubuna göre azalma gözlenirken, CaEP uygulaması ile bu 

oranın arttığı belirlendi. Ancak belirlenen değişimlerin istatistiksel olarak anlamlı olmadığı 

görüldü (p>0.01). 10 µM bleomisin varlığında p53 gen ekspresyonunda kontrol grubuna 

istatistiksel olarak anlamlı bir artış saptandı (p<0.05). 10 µM sisplatin ve 1 mM CaCl2 

varlığında kontrol grubuna göre p53 gen ekspresyonunda azalma belirlendi. EP ile 

kombine uygulamasında ise bir miktar artış olduğu görüldü ancak bu değişimlerin 

istatistiksel olarak anlamlı olmadığı görüldü (p>0.01).  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER
  

 
Çalışmamızın ilk aşaması, EKT ve CaEP uygulaması için HeLa hücrelerine uygulanacak 

etkin E alan değerini belirlemekti. 

 

 
HeLa hücrelerine 1 Hz tekrarlama frekansında 8 kare puls ve 100 μs’lik puls süresi 

parametrelerinde 0,4-3,2 kV/cm değerler arasındaki E alan şiddetlerine maruz bırakıldı. 

Maruziyet sonrası hücre canlılığı ve permeabilizasyon değerlerinden yararlanarak HeLa 

hücreleri için etkin E alan değeri 1,6 kV/cm olarak bulundu.

  

 
Çalışmamızın

 

ikinci

 

ve üçüncü aşaması

 

belirlenen dozlarda yalnız bleomisin

 

(10, 100, 200, 

400

 

ve

 

800 μM),

 

sisplatin (10, 25, 50, 75 ve 100

 

μM)

 

ve CaCl2

 

(1, 2, 3, 4 ve

 

5

 

mM) 

uygulamaları ile

 

EKT

 

ve

 

CaEP uygulamalarının, HeLa hücrelerinin canlılığı ve IC50

 

değeri 

üzerindeki etkilerini belirleyerek EKT ve CaEP yöntemlerinin etkinliğini değerlendirmekti.

 

 
Yalnız bleomisin uygulamasında

 

hücre canlılık

 

yüzdeleri

 

10 µM’da %97,57, 100 µM’da 

%63,73, 200 µM’da %52,99, 400 µM’da %42,34 ve 800 µM’da % 24,32 olarak belirlendi. 

Hela hücrelerinde bleomisin IC50

 

değeri,

 

214,11±4,7 µM olarak hesaplandı. Bleomisin ile 

EKT uygulaması sonucu ise hücre canlılıkları 10 µM’da %24,11, 100 µM’da %21,30, 200 

µM’da %20,29, 400 µM’da %21,9 ve 800 µM’da %18,8 olarak belirlendi. EKT 

uygulaması ile bleomisin IC50

 

değeri 0,44±0,3 µM olarak bulundu. Veriler neticesinde 

EKT uygulamasının HeLa hücrelerinde bleomisin sitotoksisitesini 487 kat arttırdığı 

belirlendi. 

 

 
Yalnız sisplatin kemoterapötik ilaç varlığında HeLa hücrelerinin canlılık

 

yüzdeleri

 

10 

µM’da %80.17 iken 25 µM’da %45,92, 50 µM’da %39,9, 75 µM’da %39,8 ve 100 µM’da 

% 34,45 olarak belirlendi. HeLa hücrelerinde sisplatin

 

IC50

 

değeri,

 

35,16±3,3 µM olarak 

bulundu. Sisplatin ile EKT uygulaması sonrası ise hücre canlılıkları 10 µM’da %32,16,

 

25 

µM’da %33,6, 50 µM’da %31,04, 75 µM’da %27,98 ve 100 µM’da %27,76 olarak 

bulundu. EKT uygulaması ile sisplatin IC50

 

değeri 20,55±4,3µM olarak hesaplandı. EKT 

uygulamasının HeLa hücrelerinde sisplatin sitotoksisitesini 1,71 kat arttırdığı bulundu. 
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Yalnız CaCl2 uygulamasında HeLa hücrelerinin canlılık yüzdeleri, 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. 

Yalnız CaCl2 uygulamasının hücre canlılıkları üzerinde anlamlı bir etkisinin olmadığı 

görüldü. Fakat CaEP yöntemi ile hücre canlılıkları, 1mM’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. Yalnız CaCl2 

uygulamasının HeLa hücelerinin canlılığında bir değişim oluşturmadığı, fakat CaEP 

uygulaması ile hücre canlılıklarında önemli bir azalma meydana geldiği belirlendi. 

Özellikle 4 ve 5 mM CaCl2 varlığında, CaEP uygulamasında HeLa hücrelerinin mortalitesi 

yaklaşık %60 ile %70 olarak bulundu. Bu sonuçlar, CaCl2 ile CaEP uygulamasının 

kemoterapötik ilaçlar olmaksızın serviks kanserin tedavisinde etkili bir yöntem olarak 

kullanılabileceği fikrini desteklemektedir. 

 

Çalışmanın son aşaması EKT ve CaEP uygulamaları ile meydana gelen hücre ölümününün 

ve sitotosisite artışını hücresel mekanizmalar yönünden incelemekti. HeLa hücrelerine 

uygulanan bütün E alan şiddetlerinin hücre döngüsü G0/G1 fazında durduğu belirlendi. 

Yalnız bleomisin (10, 100 µM) ve siplatin (10, 25 µM) dozlarının maruziyetinde hücre 

yoğunluğu G2/M fazında artış eğilimi gösterirken, EKT uygulaması ile bu durumun G0/G1 

fazında artışa neden olduğu görüldü. EKT uygulamasının, sitotoksisiteyi artırması ile 

birlikte hücrelerin G2/M fazından G0/G1 fazına geçişine neden olduğu görülmektedir. Bu 

durum, EKT uygulamasının canlı kalan kanser hücrelerinin çoğalmasını inhibe ettiğini ya 

da baskıladığını göstermektedir. Benzer durum, CaCl2 maruziyetinde de görüldü. Yalnız 

CaCl2 (1, 5 mM) maruziyetinde hücrelerin yarısında fazlası G2/M fazında yoğunlaşmış 

durumda iken, aynı dozlardaki CaEP uygulaması ile hücre döngüsü G0/G1 fazında arreste 

neden olduğu görüldü. CaEP uygulaması ile ortaya çıkan sonuç da CaCl2’ün EP ile birlikte 

uygulanmasını hücre ölümünü arttırdığı ve hücrelerin G0/G1 fazına yoğunlaştırdığı 

belirlendi. Bununla birlikte, HeLa hücrelerine uygulanan 10 µM bleomisin ve 10 µM 

sisplatin konsantrasyonlarında Bax/Bcl-2 oranında kısmi bir artış gözlenirken EP ile 

kombine kullanımında ise artışın daha fazla olduğu görüldü. 1 mM CaCl2 dozunda 

Bax/Bcl-2 oranında kontrol grubuna göre azalma gözlenirken CaEP uygulaması ile bu 

oranın arttığı saptandı. 10 µM bleomisin uygulamasında p53 gen ekspresyonunda bir artış 

saptandı. 10 µM sisplatin ve 1 mM CaCl2 varlığında, kontrol grubuna göre p53 gen 

ekspresyonunda azalma bulundu. EP ile kombine uygulamasında ise bir miktar artış 

olduğu görüldü.  



103 

Serviks kanserinde, EKT ve CaEP uygulamalarının etkinliğini değerlendirmek üzere 

yaptığımız bu tez çalışmasında EKT uygulamasının serviks kanseri hücrelerinde 

kemoterapötik ajanların sitotoksisitesini önemli ölçüde artırarak kanser tedavisinde etkili 

bir yöntem olduğunu göstermiş bulunmaktayız. HeLa hücrelerinde yaptığımız in-vitro 

deneyler sonrasında, elde ettiğimiz CaEP sonuçları doğrultusunda serviks kanserinin 

tedavisinde uygulanan kemoterapötik ajanların yerine kullanılabilecek alternatif yeni bir 

tedavi seçeneği olabileceği de çalışmamızda gösterilmiştir. Ayrıca kemoterapötik ajanların 

yerine CaCl2’nin EP ile birlikte uygulamasının serviks kanserinin tedavi maliyetlerini 

azaltması ve diğer organlar üzerine yan etkiler oluşturmaması yönünden de etkili bir 

yöntem olarak kullanılabileceğini düşünmekteyiz. Aldığımız bu sonuçların in-vivo ve pre-

klinik çalışmalarla desteklenmesi gerekmektedir. Ayrıca hücre içi ölüm mekanizmaları ile 

ilgili elde ettiğimiz sonuçların da farklı araştırmalar tarafından desteklenmesi ve daha 

başka hücre ölüm yolaklarının araştırılması gerekliliğini göstermektedir. Bununla birlikte, 

in-vivo yapılan çalışmalar in-vitro çalışmalarla desteklenerek aralarındaki farklılıklar 

ortaya konulmalıdır. Böylelikle, serviks kanserin fizyopatolojisinde gerçekleşen hücre içi 

moleküler mekanizmaların eksik yönlerinin tamamlanması sağlanacaktır.  
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