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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

IYONIZE RADYASYON VE ELEKTROKEMOTERAPININ KOMBINE
UYGULANMASININ iNSAN MEME KANSERi HUCRELERINDEKiI ANTIKANSER
ETKIiSi

Burcu BUTE

Mus Alparslan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Niikleer Enerji ve Enerji Sistemleri Anabilim Dah

Damisman: Dr. Ogretim Uyesi Mehmet Esref ALKIS

Karmasgik bir hastalik olan kanser, 6liim nedenleri arasinda diinya genelinde ilk siralarda yer almaktadir.
Kemoterapi, kanser i¢in sistemik tedavi yontemi olup ilaglarin plazma membranindan kolayca gegip hiicre ici
hedeflerine ulagmalar1 durumunda etkili olabilmektedir. Kemoterapi ilaclarina karsi hiicre zarinin gosterdigi direng
kanser terapisinin basarisint engelleyen en Onemli faktorlerden biridir. Son yillarda kemoterapi ilaclarin
kullanilmasiyla birlikte elektrik alan darbeleri de uygulanmaktadir (elektrokemoterapi). Elektrokemoterapi (ECT)
tedavisinde kisa siireli ve yiiksek siddete elektrik pulslarinin hiicre veya dokulara uygulanmasi, hiicre zarinda
nanometre boyutunda gecici porlar olusturarak hiicre membranlarinin DNA, RNA, ilag, boya ve antikor gibi
molekiillere gegirgen hale gelmesine neden olmaktadir. Boylece daha diisikk dozda kemoterapétik ajanlarla etkin
tedavi saglanarak, ilaglarin yan etkileri minimize edilir. Farkli kemoterapétik ilaglarla ECT nin etkinligi birgok in
vivo ve in vitro ¢alismada gosterilmistir. Bununla birlikte, birgok ¢aligmada iyonize radyasyonun (IR) ECT'nin
verimliligini degistirebilecegi iddia edilmektedir. Yapilan literatiir taramasinda ECT ve ECT+IR’nin MCF-7
meme kanseri hiicrelerinde metotreksatin antikanser aktivitesi lizerindeki etkisi ile ilgili yapilan herhangi bir
calismaya rastlanmamistir. Bu c¢aligmadaki amacimiz, MCF-7 meme kanseri tedavisinde hem ECT’nin
metotreksatin aktivitesi tizerindeki etkinligini arastirmak hem de IR’nin ECT verimliligine etkisini incelemektir.
Calismada, MCF-7 (meme kanseri) hiicre hatt1 kullanildi. Kanser hiicrelerine elektroporasyon (EP), Metotreksat
(MTX), MTX+EP (ECT), sadece 140 kV X-isim (IR _140kV), sadece 500 kV X-isim (IR_500kV), ECT
+IR_140kV (ECT’den 10 dk sonra 140 kV X-1511) ve ECT+IR_500kV (ECT’den 10 dk sonra 500 kV X-1s1n1)
gibi farkli tedaviler uygulandi. ECT’de ise 100 ps uzunlugunda, 800 V/cm siddetinde 1 Hz tekrarlama frekansina
sahip kare dalgali 8 puls treni kullanildi. Uygulanan tedavilerin etkinligini belirlemek i¢in MTT analiz yontemi
kullanildi. Tedaviden 24 saat sonraki kanser hiicre canliligi bakimindan MTX, EP, IR_140kV, IR_500kV ve ECT
tedavi gruplari kontrol grubu ile karsilastirildiginda MCF-7 kanser hiicre canliliginda (%) 6nemli bir azalma
meydana gelmistir (p<0.05). ECT kanser hiicre canliligin1 %58.78’¢ diisiirerek bu tedaviler igerisinde en etkili
tedavi olmustur. Radyasyonun ECT tedavisi lizerindeki etkisini incelemek i¢in ise ECT-+IR 140kV ve
ECT+IR_500kV gruplar1 ECT grubu ile kargilagtirilmigtir. ECT grubuna kiyasla ECT’den sonra X-1g1n1 uygulanan
her iki gruptaki hiicrelerin canliliginda 6nemli bir azalma gdzlenmistir (p<0.05). Ayrica ECT’den sonra 140 kV
X-151m1 uygulanan grupta MCF-7 hiicre canlilif1 %46.38’e diiserken, 500 kV X-151m1 uygulanan grupta hiicre
canliligi % 35.89’a diigmiistiir. Bu da ECT’den sonra uygulanan yiiksek voltajdaki X-1gmin daha fazla hiicre
inhibisyonuna neden olabilecegini gostermektedir. Sonug olarak, verilerimiz MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde
standart kemoterapiye gore ECT tedavisi ¢ok daha etkili oldugunu gostermektedir. Ayrica ECT’den sonra
uygulanan iyonize radyasyon, ECT tedavisinin etkinligini 6nemli dl¢lide artirmigtir.
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ABSTRACT

MS THESIS

ANTICANCER EFFECT OF COMBINED APPLICATION OF IONIiZING
RADIATION AND ELECTROCHEMOTHERAPY ON HUMAN BREAST CANCER
CELLS

Burcu BUTE

Mus Alparslan University
Natural and Applied Science
Department of Nuclear Energy and Energy Systems

Advisor: Assist. Prof. Dr. Mehmet Esref ALKIS

Cancer, a complex disease, ranks first among the causes of death worldwide. Chemotherapy is a systemic
treatment method for cancer, and it can be effective if the drugs easily pass through the plasma membrane and
reach their intracellular targets. Cell membrane resistance to chemotherapy drugs is one of the most important
factors preventing the success of cancer therapy. In recent years, electric field pulses are also applied with the use
of chemotherapy drugs (electrochemotherapy). In electrochemotherapy (ECT) treatment, the application of short-
term and high-intensity electrical pulses to cells or tissues creates hanometer-sized temporary pores in the cell
membrane, causing the cell membranes to become permeable to molecules such as DNA, RNA, drugs, dyes and
antibodies. Thus, by providing effective treatment with lower doses of chemotherapeutic agents, the side effects
of the drugs are minimized. The efficacy of ECT with different chemotherapeutic drugs has been demonstrated in
many in vivo and in vitro studies. However, many studies claim that ionizing radiation (IR) can alter the efficiency
of ECT. In the literature review, no study was found on the effect of ECT and ECT+IR on the anticancer activity
of methotrexate in MCF-7 breast cancer cells. Our aim in this study is to investigate the effectiveness of ECT on
the activity of methotrexate and to examine the effect of IR on ECT efficiency in the treatment of MCF-7 breast
cancer. MCF-7 (breast cancer) cell line was used in the study. Cancer cells were treated with different treatments
method such as electroporation (EP), Methotrexate (MTX), MTX+EP (ECT), 140 kV X-ray (IR_140kV), 500 kV
X-ray (IR_500kV), ECT +IR_140kV (140 kV X-ray 10 min after ECT) and ECT+IR_500kV (500 kV X-ray 10
min after ECT). In ECT, 8 square wave pulse trains of 100 ps length, 800 V/cm intensity and 1 Hz repetition
frequency were used. MTT analysis method was used to determine the effectiveness of the treatments applied.
There was a significant decrease in MCF-7 cancer cell viability (%) (p<0.05) when the MTX, EP, IR_140kV,
IR_500kV and ECT treatment groups were compared with the control group in terms of cancer cell viability 24
hours after treatment. ECT has been the most effective treatment among these treatments, reducing cancer cell
viability to 58.78%. In order to examine the effect of radiation on ECT treatment, the ECT+IR_140kV and
ECT+IR_500kV groups were compared with the ECT group. A significant decrease in cell viability was observed
in both groups that underwent X-ray after ECT compared to the ECT group (p<0.05). In addition, while MCF-7
cell viability decreased to 46.38% in the 140 kV X-ray group after ECT, the cell viability decreased to 35.89% in
the 500 kV X-ray group. This shows that high voltage X-ray applied after ECT can cause further cell inhibition.
In conclusion, our data show that ECT therapy is much more effective than standard chemotherapy in MCF-7
breast cancer cells. In addition, ionizing radiation applied after ECT significantly increased the effectiveness of
ECT treatment.

2022, 40 Pages

Keywords: Electrochemotherapy, lonizing Radiation, Breast Cancer, Methotrexate, Radiotherapy
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1. GIRIS

Tim diinya iilkelerinde en 6nemli saglik problemlerinden biri olan kanser, 6liim orani
acisindan kalp ve damar hastaliklardan sonra ikinci sirada gelen ve en ¢ok korkulan bir
hastaliktir (Pekmezci ve Basaran, 2021). Canli dokulardaki hiicreler normalde viicudun otonom
kontrol mekanizmasi icerisinde boliinilip, ¢cogalirlar. Kanser hiicrelerinde ise bu mekanizma
devre dis1 kalarak, hiicreler kontrolsiiz ve durdurulamaz bir sekilde boliiniirler (Martinez-Reyes
ve Chandel, 2021). 2020 y1lina ait diinya kanser istatistiklerine bakildiginda, her 5 insandan biri
Oomiirleri boyunca kansere yakalanmaktadir. Diinya capinda ortaya c¢ikan yeni kanser
vakalarinin %11.7'lik kismini yiiksek mortaliteye sahip kadin meme kanseri olusturmaktadir
(Sung ve ark., 2021).

Meme kanseri tedavisinde genellikle cerrahi, kemoterapi, radyoterapi ve hormonoterapi
gibi yontemler kullanilmaktadir. Bu tedavi teknikleri icerisinde kemoterapi ve radyoterapi
onemli bir yer tutmaktadir. Bununla birlikte, bu tedaviler meme kanseri hastalarinin yasam
kalitesini ciddi sekilde etkileyen nefrotoksisite, kardiyo sitotoksisite, ndrotoksisite,
gastrointestinal toksisite, hepatotoksisite, miyelosupresyon, alopes ve mukozit gibi ¢esitli yan
etkilerle iligkili oldugu ileri stiriilmistiir (Liu ve ark., 2021). Son yillarda meme kanser tedavisi
ile ilgili ¢ok sayida aragtirma yapilmasina ragmen, tedavinin yan etkilerini azaltilmasina
yonelik smirlt sayida galisma bulunmaktadir. Ozellikle medikal tedavi ydntemlerinden olan
kemoterapi uygulamasi ileri kanser tiirlerinde oldukca genis yer tutmaktadir (Ertiirk ve Tasci,
2021). Ancak kanser hiicreleri, yapilar1 geregi kemoterapi ilaglarinin g¢oguna direng
gostermektedir. Bu da yiiksek doz ila¢ kullanimina ve tedavi siiresinin uzamasina neden olup
yan etkilerinin artmasina yol agmaktadir (Alkis ve ark., 2021). Bu nedenlerden dolay1 kanser
hastalarinin yasam siiresini ve kalitesini arttirmak ic¢in farkli tedavi yontemlerine ihtiyag
duyulmaktadir (Alkan ve Rakicioglu, 2021).

Elektroporasyon (EP) kisa siireli ve yiiksek siddete elektrik pulslarinin hiicre veya
dokulara uygulanarak, hiicre zarinda nanometre boyutunda gegici porlar olusturulmasiyla hiicre
membranlarinin gegirgen hale getirilmesi sonucunda DNA, RNA, ilag, boya ve antikor gibi
molekiillerin hiicre i¢ine alinmasini kolaylastiran bir yontemdir (Celik ve Bektas, 2020). Bu
metot, baglangigta hiicrelere gen aktarim islemi icin kullanilmis, ancak son zamanlarda gesitli
anti-kanser ilaglarin hiicre igine transferinde de uygulanmaya baslamistir. EP teknigi
kullanilarak yapilan kemoterapi tedavisine elektrokemoterapi (ECT) denilmektedir (Alkis,
2021). ECT, anti-kanser ilaglarin hiicre ig¢ine alinimin1 kolaylastirmasiyla daha diisiik doz

kemoterapi ilaci ile daha kisa siirede tedaviyi saglar ve boylece kemoterapi ilaglarinin yan



etkilerini de diistiriilmiis olur. Kemoterapi ilaglarmin etkinligi, elektrokemoterapide standart
bir kemoterapi tedavisine gore ¢ok daha yiiksektir (Dykstra ve ark., 2010; Esmekaya ve ark.,
2016; Esmaeili ve Friebe, 2019). Bununla birlikte, bir¢ok ¢alismada iyonize radyasyonun
ECT'nin verimliligini degistirebildigi iddia edilmektedir (Mansourian ve ark., 2013;
Mansourian ve ark., 2018; Stefi ve ark., 2019).

Radyoterapide kullanilan iyonize radyasyon (IR), etkilestigi atom veya molekiilleri
iyonize edebilecek giigte olan radyasyondur (Erdogan, 2017). X veya Gama isinlari, doku
katmanlarint gegip derin dokulara ulasabilirler ve 6zellikle genetik bilginin saklandigi DNA
yapisinda degisikliklere yol agabilir (Apaydin, 2006). Bu 6zelligi sebebiyle kanser hastaliginda
genetik yap1 hedeflenerek hiicre yok edilir veya gogalmasi engellenir (Yoriik, 2021). Yapilan
literatiir taramasinda ECT ve ECT+IR’nin MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde metotreksatin
antikanser aktivitesi lizerindeki etkisi ile ilgili yapilan herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir.
Bu c¢alismadaki amacimiz, MCF-7 meme kanseri tedavisinde hem ECT’nin metotreksatin
aktivitesi tlizerindeki etkinligini arastirmak hem de IR’nin ECT verimliligine etkisini
incelemektir.

Tez kapsaminda meme kanseri tedavisi i¢in elektroporasyon, standart kemoterapi
(metotreksat), elektrokemoterapi ve iyonize radyasyon gibi farkli tedavi teknikleri tek basina
veya kombine bir sekilde uygulanmistir. Ozellikle elektrokemoterapi ve iyonize radyasyonun
elektrokemoterapi tedavisi lizerindeki etkisi detayli bir sekilde incelenmistir. Calisma sonunda
tedavi tekniklerinin meme kanserindeki etkinlikleri ortaya konulmustur. Elektrokemoterapinin
standart kemoterapi ile karsilagtirilmas: yapilmis ve iyonize radyasyonun elektrokemoterapi
iizerindeki etkisine acgiklik getirilmistir. Calismanin literatiirdeki boslugu dolduracagi ve
bundan sonra yapilacak olan meme kanseri tedavi arastirmalarina katki saglayacagi
diistiniilmektedir.

Bu calismadaki amacimiz, MCF-7 meme Kkanseri tedavisinde hem ECT’nin
metotreksatin aktivitesi tlizerindeki etkinligini arasgtirmak hem de IR’nin ECT verimliligine

etkisini incelemektir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kanser

M.O. 27. yiizyilda bilinen ilk kanser hastalig1 kayda gegmistir. Misirli Hekim Imhopet
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yazmasinda “ Memede kabarik kitlelerin bulundugu bir vakayr incelerken, bu kitlelerin
memenin her tarafina yayilmis oldugunu fark edersiniz; elinizi memenin lizerine koydugunuzda
serinse ve dokundugunuzda herhangi bir ates emaresi yoksa; sislikler piitiirsiiz, kuru olduklar
ve herhangi bir akintiya yol agmadiklart halde dokununca tiimsekleri hissedebiliyorsaniz... “
climlesine rastlanmaktadir ve yazmanin sonu “tedavisi yoktur” ciimlesiyle tamamlanmaktadir
(Mukherjee, 2010). O donemlerde direk kanser ismiyle anilmasa da bdyle bir hastaligin
varligindan bahsedilmistir ve kayda alimmistir. Gilinlimiizdeki tam tabiriyle kanser; canli
dokudaki hiicrelerin, canli sistemin otomatik isleyisi disinda ve durdurulamaz bir sekilde
boliinmeye baglamasina denir ve bu siire¢ ile beraber timdr denilen olgu meydana gelir
(Bayraktar, 2016; Yoriik, 2021). Canli hiicrenin belirli bir kisminda bulunup yayilmayan ve
viicuda herhangi bir zarar1 olmayan iyi huylu tiimérler kanser sayilmamaktadir. Kanser, kotii
huylu tiimoérlerin ¢cevreye dagilarak doku ve organlart harap etmesiyle kendini gosterir (Guyton,
2019).

Bilinen 100’den fazla kanser tiirii vardir (Bayraktar, 2016). Kanser ayn1 zamanda kisisel
bir hastaliktir. Evren lizerindeki her insanin farkli DNA yapisi olmasindan dolay1 ayn1 tedaviye
farkli sonuglar verilebilmektedir. Evrensel olarak uygulanan kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi
yontemlerine ek olarak gelisen teknoloji ile yeni tedavi yontemleri gelistirilmeye baglanmistir
(Baykara, 2016). Tedavi edilmeme veya ge¢ kalinmasi durumunda kanser hastaligi 6liimle
sonuglanabilmektedir (Bayraktar, 2016) .

Sigara ve alkol kullanmak, asir1 sismanlik (obezite), agir enfeksiyonlar, radyasyon, sebze
ve meyveyi az tercih etmek, ¢evre kirliligi, genetik faktorler ve ilag kullanmak gibi etkenler

kanser olma riskini artiran sebeplerdendir (Gelband ve Sloan, 2007).
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Sekil 2.1 Kanser risk faktorlerinin kanser insidansina etkisi (%) (Sawyers ve ark., 2013).

2.2 Kanser Cesitleri

Akciger, gogiis, kolon, prostat, pankreas baslica kanser tiirleridir (Cizelge 2.1) (WCRF,
2019). Lenfomalar, lenfositlerden kaynaklanan kanserlerdir. Losemi, genellikle kati timor
olusturmayan kan kanseri i¢in kullanilan bir terimdir. Melanomalar deri kanserleridir ve
sarkomalar kemik, kas, yag, kan damarlari, kikirdak veya viicudun diger yumusak veya bag
dokularinda ortaya ¢ikan nispeten nadir goriilen tiimorlerdir (Bhattarai ve ark., 2016)

Uluslararas1 Kanser Aragtirma Merkezinin 2018 yili verilerine gore iilkemizde son 5
yilda erkeklerde en ¢ok goriilen kanser tiirli akciger kanseri olurken; kadinlarda en ¢ok goriilen
kanser tiirii meme kanseri olmustur (Pekmezci ve Basaran, 2021). Diinya Saglik Orgiitii,
teknolojik gelisimler ve toplumsal farkindaliklara ragmen 2030 yilinda kanser sebebiyle
olusacak oliimlerin 17 milyon kisiye kadar ¢ikacagimi tahmin ediyor (Saglik Bakanligi, 2021).
Hal boyle olunca kanser tedavisinde yeni arayislar ve erken teshis biiylikk onem tasiyor.
Ulkemizde kanserle miicadele igin kurulan Kanser Erken Teshis-Tani ve Egitim Merkezi

(KETEM) ve Kendi Kendine Meme Muayenesi (KKMM) erken teshisi ile 6liim oranini en



diisiik seviyeye ¢cekmek ve toplumsal bilinglendirmeyi saglamak i¢in meme, serviks, prostat ve

kolorektal kanserlerinin taramalar1 yapilmaktadir (Erdem ve ark., 2017).

Tablo 2.1 2019 yilinda goriilen en yaygin kanser ¢esitleri (WCRF, 2019)

Kanser gesitleri Beklenen vakalar Beklenen oliimler
Mesane 80,470 17,670
Gogiis (Kadin-Erkek) 268,600-2,670 41,760-500
Kolon ve Rektal (Kombine) 145,600 51,020
Endometrial 61,880 12,160
Bobrek 73,820 14,770
Losemi (Biitlin Tiirleri) 61,780 22,840
Karaciger ve Intrahepatik Safra Kanali 42,030 31,780
Akciger (Brons dahil) 228,150 142,670
Melanoma 96,480 7,230
Hodgkin dis1 lenfoma 74,200 19,970
Pankreas 56,770 45,750
Prostat 174,650 31,620
Tiroid 52,070 2,170

Tanis1 konulmus kanser hastaliklar1 i¢in ise tiim diinyada c¢esitli yontemler
gelistirilmekte ve denenmektedir. Her y1l binlerce bilim insan1 tedavisi kesin olmayan kanser
hastalig1 i¢in yeni yontemler, yeni ilaglar ve hastaligi kaldirmaya yonelik as1 ¢aligmalar ile

giindeme gelmektedir (Cagavi ve Giizel, 2021).

2.3 Meme kanseri

Tiim diinyada meme kanseri kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiirtidiir. 2020 y1l1
icerisinde diinya ¢apinda 2,3 milyon kadina meme kanseri teshisi konulmus ve 685.000 kadin
bu kanserden dolay1 hayatini kaybetmistir (Cit, 2021). Diinya genelinde goriilen tim kanser
tiirlerinin %30°nu olusturmaktadir (Atmaca, 2019). Goriilme sikliginin iilkeden iilkeye farklilik
gosterdigi meme kanserinde basi1 Kanada ¢ekmektedir (Karayurt ve ark., 2021). T.C. Saglik
Bakanlig1 Halk Saglig1 Istatistiklerine gore iilkemizde ise tiim kanser tiirlerinin %24.1’ni meme

kanserinin olusturdugu bilinmektedir.



Son yillarda meme kanserinin tek bir hastaligi degil, memenin epitel hiicrelerinden
kaynaklanan molekiiler olarak farkli bir dizi tiimorii temsil ettigi ortaya ¢ikmistir (Comsa ve
ark., 2015). Siit kanallarinda sinirli olan meme kanser hiicresinin bag dokuya ge¢ip kan damari
ve lenf sistemiyle karsilasana kadar metastaza baglamadigi bilinmektedir ve bu sebeple 1 gram
meme kanseri hiicresinin 8 yilda gelistigi tahmin edilmektedir (Aydintug, 2004). Oliimlerin
biiyiik ¢ogunlugu organ metastaz1 kaynakli gerceklesmektedir. Kan ve lenf yoluyla viicudun
diger organlarina yayilan kanserin tedavisi olduk¢a zordur. Bu sebeple meme kanserinde erken
teshis oldukca onemlidir (Aktepe, 2021). Meme kanseri spesifik bir kanser tiirii olmayip
heterojen yapisindan dolay: tek bir tedavi yontemi ile kisith kalmamistir (Atmaca, 2019). Meme
kanseri tek bir hastalik olarak degil de birden fazla hastalik kiimesi olarak diistiniilmelidir
(Aydintug, 2004). Kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi gibi klasik yontemlere ek olarak her
gegen giin gelisen teknoloji ile meme kanseri i¢in uygulanan tedavilerin gesitliligi de artmistir.

Meme kanseri kadinlara oranla erkeklerde ¢ok nadir goriilmektedir. Ancak erkeklerde
hastalik gelistiginde tedavisi ¢ok daha zorlu ve yayilimi ¢ok daha hizli olmaktadir (Aktepe,
2021).

Meme Kanseri

Lenf Dagamileri

- = m
Lobiiller p Kanallar

Sekil 2.2 Meme kanseri ve heterojen yapisi (Giinaldi, 2021)

2.3.1 MCF-7 hiicre hatt1

MCF-7 (Michigan Cancer Foundation), in vitro kanser arastirmalarinda yaygin olarak
kullanilan bir meme kanseri hiicre hattidir (Atmaca, 2019). ilk MCF-7 hiicre hatt1 1970 yilinda
meme kanserine yakalanan 69 yasindaki bir kadimin plevral efiizyonundan izole edilip
cogaltilmistir (Soule ve ark., 1973). Farkli antikanser ilag ¢alismalar1 da dahil olmak iizere,

diinya genelinde meme kanseri aragtirmalari i¢in uygun bir model hiicre dizisi olarak kullanimi1



artarak devam etmektedir (Comsa ve ark., 2015). Ayn1 zamanda MCF-7 metastaz yapma

yetenegi en diisiik meme kanser hiicre hattidir (Li ve ark., 2013).

2.4 Kemoterapi

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapinin asil amaci saglikli hiicre veya dokulara
zarar vermeden timorlii hasta hiicrelerin biiylimesini, ¢ogalmasini engellemek veya yok
etmektir (Aslan ve ark., 2006). Terimsel olarak ilagla tedavi anlamina gelir. Etki alan1 ne kadar
hasta hiicre olsa da saglikli hiicreler lizerinde de birgok yan etkisi bulunmaktadir (Dural, 2020).
Sag, cilt, bagirsak gibi diger dokulara nispeten hizli ¢ogalan hiicrelere de zarar verir (Ding,
2020). Kanserin tiiriine gore de yan etkisi ile uygulama stiresi degiskenlik gosterir (Kurulu,
2021).

Klasik kemoterapilerde tek bir ilag tiirti kullanildig: gibi birkag ilacin kombinasyonu da
kullanilmaktadir. Kemoterapi kiirleri birden fazla ilag i¢erebilir. Bu tiir kombinasyonlar da daha
fazla yan etki anlamina gelmektedir (Kurulu, 2021). Kemoterapi ilaglar1 hastaligin yayildigi
bolgeye, hastanin yasina, genel durumuna ve tiimoriin cinsine gore segilir. Kemoterapinin
uygulanma sikligi da aymi olgulara gore, medikal onkologlar tarafindan belirlenir. Her
kemoterapi tiirlintin farkli amaci vardir (Ding, 2020).

Bazi kanser tiirlerinde ise kemoterapi tek basina yeterli olmayip cerrahi miidahale veya
radyoterapi gibi klasik yontemlerle birlikte uygulanir (Baykara, 2016). “Damar yoluyla”, “kas
icine enjekte edilerek”, “hap veya kapsiil seklindeki ilaglarla agiz yoluyla”, “krem seklinde
stirilerek” olmak tizere kemoterapi uygulamasinin birkag farkli yontemi vardir (HSGM, 2021).
20. YY baglar1 kemoterapi tabirinin ilk kullanilmaya baglandig1 yillardir. Kanser ilaglarinin
gelismesinde biiyiik bir etkiye sahip olan inlii Alman kimyager Paul Ehrlich kemoterapi
terimini ilk kullanan bilim insanidir ve bulasici hastaliklar {izerinden kullanima baslamistir
(Markel, 2014). Ancak kanser hiicreleri, yapilart geregi kemoterapi ilaglarinin ¢oguna direng
gostermektedir. Ayrica kemoterapi ilaglarina karsi hiicre zarmin gosterdigi direng de kanser

terapisinin basarisini engelleyen en 6nemli faktorlerden biridir (Alkis, 2021).

2.5 Antikanser ajanlar ve etki mekanizmalari

Antikanser ilaglari, kanser hastali§inin tedavisinde etkili olan ajanlardir. Yaygin olarak
kullanilan antikanser ilaglar1 ve hedefledikleri bolgeler Sekil 2.3’te gosterilmistir. 1940’11
yillarda DNA’ya zarar vererek kanser hiicresinin biiyiimesini engelledigi ortaya ¢ikan

antikanser ilaglar1 o yillardan sonra gelistirilmeye baslanmistir (Markel, 2014). Antikanser



ajanlar arasinda ilaglar disinda dogal tirtinler, hormonlar ve antimetabolitler de bulunmaktadir.
Kemoterapi kavrami daha ¢ok antikanser ajanlarin kullanimiyla iliskilendirilmektedir, ancak
genel olarak kanser hastaliginin tedavisi i¢in kimyasal molekiil veya bilesiklerin kullanilmasini
ifade eder (DeVita ve Chu, 2008).
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Sekil 2.3 Yaygin olarak kullanilan antikanser ajanlar ve hedef bolgeleri (Dutz ve Ho, 1998)

Kanser kemoterapisinde kanserin tipine ve evresine gore kullanilan ¢esitli ilaglar vardir.
Yaygin kullanilan antikanser ajanlar1 genellikle kanser hiicrelerinin DNA'sina zarar vererek
(6rn. sisplatin, doksorubisin, daunorubisin, idarubisin), hiicrenin replikasyonunu durdurmak

icin yeni DNA zincirlerinin sentezini inhibe ederek (6rn. metotreksat, florourasil,



merkaptopurin, tamoksifen) veya mitoz boéliinmeyi durdurarak hiicre bdliinmesini ve

ilerlemesini engelemeyi (6rn. vinblastin, vinkristin, paklitaksel) amaglar (Demet¢i, 2007).

2.6 Metotreksat (MTX)

Kimyasal yapist Sekil 2.4’te gosterilen metotreksat, hiicre bolinmesini durdurabilme
yeteneginden dolayr meme kanseri, mesane kanseri, akciger kanseri ve 16semi gibi tedavilerde
kullanilabilmektedir (Isik ve ark., 1997; Abolmaali ve ark., 2013). Genis kullanim alanina sahip
olan metotreksat farkli tedavilerde farkli dozlarda kullanilmaktadir (Laurence Brunton ve ark.,
2005). Tedavi siirecindeki etkinligi ve yan etkileri dozajina ve hastaya gore degiskenlik

gosterebilmektedir (Kocaman ve Colakoglu, 2013).
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Sekil 2.4 Metotreksat ajanin kimyasal yapisi (Yavas, 2013).

MTX ilacinin birincil hedefi dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enzimidir. DHFR enzimi
folik asit sentezi sirasinda dihidrofolat1 (DHF) tetrahidrofolata (THF) dontistirmektedir (Dutz
ve Ho, 1998). THF ise timidilatin {iretimine katilip dolayli yoldan RNA ve DNA sentezinde
biliyiik 6neme sahip plirin ve pirimidin sentezinde rol oynamaktadir. Bu nedenle metotreksat
ilac1, THF eksikligini saglayarak piirin, pirimidin ve DNA sentezi gibi bircok metabolik yolu
etkilemektedir (Yavas, 2013).

2.7 Radyasyon

Belirli bir kaynaktan pargacik veya elektromanyetik dalga seklindeki salimima
radyasyon denir (Siiriici ve Subasi, 2021). Elektromanyetik dalga 1s1k hizinda hareket eden
foton diye isimlendirilen enerji paket¢igidir. Atomun temel yapisini olusturan maddeler ise
pargaciklari olusturur. Bu tanimlamalardan da anlasildigi iizere radyasyon temel olarak
elektromanyetik dalga ve pargacik tipi olarak iki sekildedir (Mijde, 2012). Elektromanyetik
dalga tipi radyasyon; kiitlesi olmayip ancak belirli bir enerjisi olan radyasyon ¢esididir. Bu
radyasyon tipi elektrik ve manyetik enerji dalgast gibi titresim yaparak ilerlerler.

Elektromanyetik dalgalar, enerji, frekans ve dalga boyuna gore siniflandirilirlar (Yildiz, 2018).
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Pargacik tipi radyasyonlar ise hem kiitlesi hem de enerjisi olan c¢ok hizli hareket eden
parcaciklardir (Gokharman ve ark., 2016). Gozle goriilemeyecek derece kiigiikk olan bu
parcaciklar ateslenmis mermiye benzerler (Aykag, 2015).

Evrendeki tiim canli veya cansiz maddeler atomlardan meydana gelir. Proton, nétron ve
elektrondan olusan atom; bir elementte bulunmasi gereken tiim kimyasal 6zellikleri kapsarlar
(Yiice, 2016). Iyonizasyon, elektronun atomdan koparilmasi veya atoma baglanmasi sonucu
bozulan yiik dengesine denir. Bu olay sonucu ortaya ¢ikan atoma da iyon denir. Boylelikle
radyasyonlar1 da “iyonlastirici” ve “iyonlastirict olmayan” radyasyonlar seklinde iki gruba
ayirmak miimkiindiir (Cetinkaya, 2018).

Iyonlastiric1 radyasyonlar iyonlastirict olmayan radyasyonlara gore ¢ok daha yiiksek
enerjilidir, renksiz, kokusuz olup insan duyu organlari tarafindan algilamasi1 miimkiin degildir.
Radyasyonun siddeti, enerjisi ve tiirii ancak 6zel tasarlanip tiretilmis detektorlerle algilanip
dlgiilebilir. Tyonlastiric1 olmayan radyasyonlar etkilestikleri atom veya molekiilerden elektron
koparacak kadar yeterli enerjileri olmadiklari i¢in iyon olusturamamaktadirlar (Kizilkaya,
2019). Elektromanyetik dalgalarimi frekans veya dalga boylarina gore siralamasina

elektromanyetik spektrum denilmektedir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Elektromanyetik radyasyon spektrumu (Siiriicii ve Subasi, 2021)

2.7.1 Iyonlastiric1 olmayan radyasyon
Iyonlastiric1 radyasyonlara gére ¢ok daha kiiciik enerjilere sahip olan iyonlastirict

olmayan radyasyonlar atom veya molekiilerin i¢cinden gegerken iyon olusturmazlar. Radyo

dalgalari, mikrodalgalar, TV dalgalan, diisiikk frekansli elektrik ve manyetik dalgalar gibi
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dalgalarin enerjileri 1.6 x 107! J°den (bir elektron volt) daha kiigiik olduklari igin iyonizan
ozellik gostermemektedirler (Challis, 2005). Biyolojik dokularin non-iyonize radyasyonlara
maruz kalmasi sonucunda biyolojik dokularda 1sil etki ve kimyasal etki olmak {izere iki tiir etki
gozlenebilmektedir. Yiiksek dozlardaki non-iyonize radyasyon termal etkiyi olustururken,
diistik degerlerdeki non-iyonize radyasyonlar kimyasal etkiye neden olmaktadir. Son yilarda
yapilan c¢alismalarda iyonlastirict olmayan radyasyon grubuna giren radyo frekans
radyasyonuna uzun siireli maruz kalma beyin, testis ve karaciger gibi organlarda DNA
kirikliklari, oksidatif stres ve lipid peroksidasyonuna yol actigi bildirilmistir (Alkis ve ark.,
2019a; Alkis ve ark., 2019b; Alkis ve ark., 2021).

2.7.2 Iyonlastinc radyasyon

Iyonlastiric1 radyasyon, etkilestigi atom ya da molekiilerden elektron uzaklastirarak
iyonize edebilecek kadar enerjisi olan radyasyon tiiriidiir (Seyrek, 2007). Atom, yoriingesinde
dolasan elektronlardan bir veya birkag tanesini kaybetmesi durumunda pozitif yiiklii bir iyon
olarak kalir. Atomun yoriingesine bir veya birkag tane elektron eklenmesi sonucunda da negatif
yiiklii iyon olarak adlandirilir (TRKD, 2021). X 1s1nlar1, alfa ve beta pargaciklari ile gama iginlar
atomlar1 iyonize edebilecek enerjiye sahip radyasyon gesitleridir. Ayrica, serbest nétronlar,
parcacik hizlandiricilar, yapay radyoaktif maddeler ve dogada var olan ¢ok uzun Omiirlii
radyoizotoplar iyonlastirici radyasyon kaynaklaridir. Bu tiir radyasyonlar insan duyu
organlariyla kesinlikle algilanamayan radyasyonlardir. Geiger sayicilar gibi 6zel cihazlar bu
tiir radyasyonlarin tespiti i¢in kullanilir (Seyrek, 2007).

Iyonlastiric1 radyasyonlar insaat sektdriinde, endiistri ve sanayi calismalarinda, tip ve
labaratuar aragtirmalarinda ve diger bir ¢ok alanda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir
(Erdogan, 2020). Profesyonel ellerde sartlarina uygun kullanildig: takdirde hicbir saglik
problemine sebebiyet vermezken yanlis kullanim durumunda bir ¢ok saglik sorununa yol
acabilirler. Canl1 viicudunun yiiksek dozlarda iyonlastirici radyasyona maruz kalmasi
sonucunda cilt yaniklari, radyasyonel hastaliklar ve 6liimler meydana gelebilir (Lok, 2015;
Ardig, 2021). Sadece yiiksek dozda maruz kalmak tehlike olusturmamaktadir. Daha diisiik
dozlardaki iyonlastirict radyasyona maruz kalinmasi da kansere, tiimorlere ve hatta genetik

yapilarda geri doniisii olmayan hasarlara sebebiyet verebilmektedir (Lok, 2015).

2.7.2.1 X1smlan
X 1ginlari, 151k dalgalarina benzer dalga seklindedir ve “Rontgen Isinlar1” olarak da

bilinirler (Kokli, 2006). Biiyiikk ¢ogunlukla tip alaninda yetkin kisilerce 6zel alanlarda
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kullanilir. Tip alan1 disinda sanayi, astronomi ve bilimsel aragtirmalarda da sik sik X
isinlarindan faydalanilir (Arslan ve Yadigaroglu, 2017). Olusum sekillerine gére dogal ve
yapay olmak lizere ikiye ayrilir.

Atomun ¢ekirdek etrafindaki halkalarda bulunan elektronlar, i¢ doniisiim veya alfa/beta
bozunmasi sirasinda g¢ekirdek merkezi tarafindan tutulur. Tutulan elektron halkada bosluga
sebep olur. Bu bosluga baska bir halkadaki elektronun atlamasiyla dogal X 1s1n1 meydana gelir
(Ekinci ve llem-Ozdemir, 2021). Ayni1 zamanda, atoma disaridan yiiksek enerjili bir miidahale
olmas1 durumunda da atoma en yakin halkadaki elektron kopabilir. Ayn1 sekilde daha uzak
halkalardan elektronlar ilk siradaki halkada olusan bosluga gecis yapmasiyla enerji fazlalig
meydana gelip X 1isinimi1 olusturabilir ve X 1511 disariya dogru salinim yapar (Apaydin, 2006).
Bir baska olusumu ise ¢ekirdegin merkezinde yer alan protonlardan bir tanesinin hareketi
esnasinda atoma en yakin olan halkadaki elektronu yakalayip notrlesmesi sirasinda bosalan ilk
halkaya diger halkalardaki elektronun atlamasiyla meydana gelmesidir (Aykag, 2015) . Bu
sekillerde yayilan X 1sinlarina karekteristik X 1sinlar1 da denir.

Yapay X 1sinlart atomun iyon, proton veya elektron gibi hizlandirilmig yapr taslariyla
etkilesmesinden ya da X-1s1m1 tiipiinden veya bagka bir uygun radyoaktif kaynagindan ¢ikan
fotonlarla etkilesmesinden meydana gelir. Maddenin, fotonlarla etkilesmesinden karakteristik
(¢izgi) X-1ginlar1, yiiklii par¢aciklarla etkilesmesinden hem karakteristik hem de siirekli X-
isinlart elde edilir (Arslan, 2010). X isinlan iginden gectigi dokunun DNA’sinda iyonlar
olusturarak biiyiik bir enerji birikimine sebep olurlar. Bu enerji o dokuyu o6ldiiredebilir veya
genetiginde degisiklige sebep de olabilir (Ekinci ve llem-Ozdemir, 2021). Genetik degisiklik
boliinmeyi ve ¢oglamay1 engeller. Boylelikle kanser hiicresinin dliimiine veya ¢ogalmasini
engellemeye neden olur (Jackson ve Bartek, 2009). Ayrica X 1smlart DNA’da tek veya gift
zincir kirikliklarina da neden olabilmektedir. X 1sinlar1 kanser hiicrelerin yaninda normal
hiicrelere de zarar verir, ancak normal hiicrelerin kendilerini toparlama siiresi kanser
hiicrelerine gore daha kisa siirelidir (Ekinci ve Ilem-Ozdemir, 2021). Saglikli hiicrelere
minimum zarar vermek adina kanser hiicrelerinde X 1sinlar1 belirli stire ile belirli dozda verilir
(Ekinci ve Illem-Ozdemir, 2021). Tek basina tedavi yontemi olarak kullanildig: gibi diger tedavi
yontemleri ile kombine bir sekilde de kullanilabilmektedir (Y oriik, 2021).

2.8 Radyoterapi

Radyoterapi; yiiksek enerjili iyonlastirict radyasyon kullanarak kanserli hiicreleri

oldiirme veya ¢ogalmalarini engellemeyi amaglayan bir tedavi teknigidir (Algo, 2020). Bu
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tedavi tekniginde kanserli hiicreleri yok etmeyi hedeflerken; tiimorii c¢evreleyen saglikli
dokular: veya hiicreleri de maksimum diizeyde korumay1 hedeflemek gerekir. Agrisi olmayan
ve kisa siireli bir iglem olan radyoterapinin temelini X 1sinlart olusturur. Kemoterapi ve cerrahi
yontemler disinda radyoterapi de kanser tedavisinde oldukga fazla kullanilmaktadir. Agrisiz ve
giivenilir bir yontem olmasina karsin bulanti, kusma, sa¢larda ve deride dokiilme, his kayba,
gligstizliik ve kan degerlerinde diisme gibi yan etkileri bulunmaktadir (Ertem ve ark., 2009).
Radyoterapi lokal bir yontemdir ve tedavi edici etkisi de yan etkisi de sadece tedavinin
uygulandigi bolge ile baglantilidir (Algo, 2020). Radyoterapi dokuya direk ve dolayli olarak iki
sekilde etki etmektedir. Direk olarak DNA’y1 etkileyerek bozulma meydana getirir ve timor
hiicresi ortadan kalkmis olur. Dolayli olarak ise viicutta bolca bulunan su molekiilleri ile dozu
ayarlanmig radyasyon etkilesime gecerek molekiil yapisini bozup DNA hasaria yol agip
tiimorli hiicre 6liimii saglamig olur (Elmali, 2021). Meme kanserinin radyoterapi tedavisinde

genellikle eksternal radyoterapi kullanilmaktadir.

2.9 Elektroporasyon

Elektroporasyon (EP) kisa siireli ve yiiksek siddete elektrik pulslarinin hiicre veya
dokulara uygulanarak, hiicre zarinda nanometre boyutunda ge¢ici porlar olusturulmasiyla hiicre
membranlarinin gegirgen hale getirilmesi sonucunda DNA, RNA, ilag, boya ve antikor gibi
molekdllerin hiicre igine alinmasini kolaylastiran bir yontemdir (Yarmush ve ark., 2014).
Elektroporosyon yontemi ise baslangicta hiicrelere gen aktarim islemi i¢in kullanilmis, ancak

son zamanlarda ¢esitli anti-kanser ilaglarin hiicre i¢ine transferinde de uygulanmaya baglamistir

(Kranjc ve ark., 2017).

Elektroporasyon
Uygulanmis
Hucre Zan

okl

Elekinksel

Sekil 2.6 Elektroporasyon uygulanmis hiicre zar1 sematik gériiniimii (NanoKnife, 2021).
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Elektroporasyonun gegirgenlik saglamasi, alici hiicre i¢in toksik etki gostermemesi gibi
avantajlar1 gen aktarimi ve kanser tedavisinde kullaniminda etkin rol oynamistir (Ozcan, 2007).
Kanser tedavisinde kullanilacak elektroporasyon parametreleri timériin cinsine, viicutta hangi
dokuya uygulanacagina gore degisiklik gostermektedir (Mali ve ark., 2015).
Elektroporasyonda kullanilan elektrotlar igne elektrot ve levha (plaka) elektrot olarak iki ayr1
takim halindedir (Celik ve Bektas, 2020). Sivriligin kazandirdig ekstra yiiksek akimdan dolay1
igne elektrotlar tliimor i¢ine batirilir ve daha derin olan tiimorlerde kullanilir (Plaschke ve ark.,
2017; Gasljevic ve ark., 2017). Levha olanlar ise timdriin iist veya alt kismina yerlestirilip daha

az akima ihtiya¢ duyulan ve diizensiz dokudaki tiimoérlerde kullanilir (Suzuki ve ark., 2016).

2.9.1 Geri doniisiimsiiz elektroporasyon

Hiicreye uygulanan yiiksek elektrik alanda hiicre gegirgenlik kazanmisken normal
haline doniis saglayabilir. Ancak daha giiglii bir dis elektrik alan uygulanirsa hiicre zar1 kalici
yikima ugrayarak hiicrenin 6lmesine sebep olabilir (Coskun, 2017). Bu duruma geri
doniisiimsiiz elektroporasyon denir. Normal sartlar altinda yalitkan olan hiicre elektrik alan
uygulamasiyla kutuplara ayrilir, + ve — kutuplarin zit yonlere birikmesi gerceklesir. Ayni
iyonlarin birbirini itmesiyle hiicre zarinda agilmalar meydana gelip porlar olusur (Eller ve ark.,
2015; Chen ve ark., 2015). Ancak daha giiclii elektrik alan (>1500 V/cm) uygulanmasi
durumunda ise hiicre zar1 tamamen yikima ugrar (Santra ve ark., 2013; Coskun, 2017).

Geri doniistimsiiz EP, belirsiz anatomik konumlar1 nedeniyle cerrahi veya termal
ablasyon i¢in uygun olmayan belirli kati timoérler i¢in kullanilan bir tekniktir. Bu teknikte,
hedef dokudaki tiim hiicrelerin zarlar1 geri doniigiimsiiz olarak zarar gorse de, hiicre dist
makromolekiillerin ve kurucu bag dokusu bilesenlerinin korunmasi, dokunun yapisal
biitiinliigiinii korur. Bu 0zellik teorik olarak geri doniisiimsiiz EP' yi biiyiilk kan damarlari,
bagirsaklar, safra veya idrar yollar1 gibi hayati yapilarin yakinindaki tiimérler igin ¢ekici hale

getirir.
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Geri doniigiimsiiz
hiicre hasan
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Hiicre oliir
Hiicre ve zar
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Sekil 2.7 Geri doniisiimlii ve geri doniisiimsiiz elektroporasyon (Geboers ve ark., 2020).

2.9.2 Geri doniisiimlii elektroporasyon

Elektrik darbeleri (>1500 V/cm) ile hiicre zarmin gegici gegirgenlestirilmesi, geri
doniisiimlii elektroporasyon (EP) olarak adlandirilir. Gegirgenlik artisi, gozenek olusumu ve
indiiklenen biyolojik etkiler, darbelerin genligi, sayisi ve uzunlugu gibi uygulanan
parametrelere baglidir. Hiicrenin canliligini korumasi gereken durumlarda kullanilan bir
yontemdir (Nakamura ve Funahashi, 2013). Hiicre, bir dielektrik fosfolipid ¢ift tabakasi (zar)
ile cevrili iletken bir govde (sitoplazma) olarak disiiniilebilir. Elektrik darbeleri
uygulandiginda, dis elektrik alani hiicre zar1 boyunca dinlenme potansiyelini degistirir. Biriken
transmembran potansiyeli kritik bir degeri asarsa, membran kararsiz hale gelir ve nano 6lgekli
membranda goézenekler olusur. Geri doniisimlii elektroporasyonda hiicre zarindaki hasar

onarilir ve hiicrenin metabolizmasini yeniden kurmasi ve hayatta kalmasi1 saglanir (Neal ve

Davalos, 2009).

2.10 Elektrokemoterapi

Elektrokemoterapi, anti-kanser ilaglarin hiicre igine alinimi kolaylastirmasiyla daha
diistiik doz kemoterapik ilag ile daha kisa siirede tedaviyi saglar ve boylece kemoterapi ilaglarin
yan etkilerini de diistirmiis olur (Denzi ve ark., 2015). Kanser tedavisi igin gdzenekler yoluyla
hedef hiicrelere kemoterapotik ilaglarin  sokulmasi igin elektrik alan darbeleri (EP)
kullanilmaktadir (Ramos ve ark., 2004). Kemoterapétik ilaglarin etkinligi, elektrokemoterapide
standart bir kemoterapi tedavisine gore ¢cok daha yiiksektir. EP teknigi kullanilarak yapilan
kemoterapi tedavisine Elektrokemoterapi (ECT) denilmektedir (Probst ve ark., 2018).
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Sekil 2.8 Elektroporasyonda (+) ve (-) kutuplasma (Coskun, 2017).

Elektrokemoterapiden en yiiksek verimi alabilmek i¢in uygulama yapilacak olan
hiicrenin en uygun dozda elektrik akimina maruz kalmasi gerekmektedir (Probst ve ark., 2018).
Ayni zamanda elektrotun tipi, uygulamanin siiresi, uygulama yapilacak hiicreye dogru
yerlestirilmesi gibi faktorlerde verimi etkilemektedir (Savic ve ark., 2016). ECT etkinligi farkli
tiimor tiplerinde onaylanmustir. ilk klinik ¢alisma 1991 yilinda bas boyun timér nodiilleri
iizerine yaymlanmistir. ECT, subkutan ve kutandz lezyonlarin ve tiimorlerden metastazlarin
tedavisinde %75 ila %99 arasinda degisen objektif yanitla kullanilmistir. Melanom, sarkom ve

diger cilt kanseri tiirleri ve meme kanseri tedavisinde kullanilmaktadir.

2.11 Iyonize Radyasyon ve Elektrokemoterapinin Meme Kanseri Hiicrelerine Kombine

Uygulanmasi

Bir¢ok kanser tiiriinde oldugu gibi meme kanseri tedavisinde de multidisipliner bir
yaklasim s6z konusudur. Kanser tedavisi alaninda biiylik basarilar elde edilmis olsa da,
kemoterapi ve radyoterapi, kanserin temel tedavi yontemleri olmaya devam etmektedir.
Bununla birlikte, kanser hastalarimin yasam kalitesini ciddi sekilde etkileyen
kardiyositotoksisite, nefrotoksisite, miyelosupresyon, ndrotoksisite, hepatotoksisite,
gastrointestinal toksisite, mukozit ve alopesi gibi ¢esitli yan etkilerle iliskilidirler. Son yilarda,
yeni kanser tedavi stratejilerinin gelistirilmesine biiyiikk 6nem verilmistir (Yorik, 2021).

Bununla birlikte, kanser tedavisinin yan etkilerinin azaltilmasina sinirli ilgi gosterilmistir. ECT,
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cesitli kanser hastaliklarinda lokal tiimor kontrolii i¢in tamamlayict bir tedavi yontemi olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Isinlama, hedeflemede yasanan sikintilar nedeniyle onkolojik hastalar i¢in
yaygin olarak kemoterapi ile kombine edilen bir tedavi segenegidir. Timorler igin
radyoterapinin etkinligi, farkli radyosensitizorler ile arttirilabilir. ECT, metotreksat gibi
kemoterapoétik ajanlarin radyosensitize edici etkisini giiclendirebilir. Buradaki amag, saglikli
hiicrelere zarar vermeden kanser hastasini en etkili bir bicimde tedavi etmektir (Baykara, 2016).
Farkli ECT parametreleri ve farkli iyonize radyasyon kaynaklar1 veya dozlartyla in-vitro ve in-
vivo birgok ¢alismalar yapilmistir (Raeisi ve ark., 2012; Edhemovic ve ark., 2014; Mali ve ark.,
2015; Cencelj-Arnez ve ark., 2021). Yapilan ¢alismalarin sonuglar1 genellikle bu kombine
tedavinin kanser terapisinin basarisini artirdigi yoniindedir. Yapilan literatiir taramasinda ECT
ve ECT+IR’nin MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde metotreksatin antikanser aktivitesi
tizerindeki etkisi ile ilgili yapilan herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu c¢aligmadaki
amacimiz, MCF-7 meme kanseri tedavisinde hem ECT’nin metotreksatin aktivitesi tizerindeki
etkinligini arastirmak hem de IR’nin ECT verimliligine etkisini incelemektir.

Tez kapsaminda meme kanseri tedavisi igin elektroporasyon, standart kemoterapi
(metotreksat), elektrokemoterapi ve iyonize radyasyon gibi farkli tedavi teknikleri tek bagina
veya kombine bir sekilde uygulandi. Ozellikle elektrokemoterapi ve iyonize radyasyonun
elektrokemoterapi tedavisi {izerindeki etkisi detayli bir sekilde incelendi. Calisma sonunda
tedavi tekniklerinin meme kanserindeki etkinlikleri ortaya konulmustur. Elektrokemoterapinin
standart kemoterapi ile karsilastirilmas: yapilmis ve iyonize radyasyonun elektrokemoterapi

iizerindeki etkisine agiklik getirilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1 Materyal

3.1.1 Kullanilan cihazlar

e inverted Floresan Mikroskop (Olympus, Japonya)
e Laminar Flow Kabini (Teknomar, Tiirkiye)
e Mikroplaka Okuyucu (Eon Biotek, ABD)

e Elektronik Terazi (Shimadzu, Japonya)

e Inkiibator (Esco, Singapur)

e Buzdolab1 (Ugur, Tiirkiye)

e -85 °C Dondurucu (Niive NF, Tiirkiye)

e Saf Su Cihaz1 (Millipore, Almanya)

e Otoklav (Astell Scientific, Ingiltere)

e pH Metre (Hanna, Italya),

e Sogutmali santrifiij (Niive, Tiirkiye)

e Su Banyosu (WiseBath, Almanya)

e Vorteks (Dragon Lab, Cin)

e Gemini X2 (BTX, USA)

e 4 mm elektroporasyon kiivetleri (BTX)

e BMX-AR 30 (BMI-Italy)

3.1.2 Kullamilan kimyasal maddeler ve sarflar

e Fetal Bovine Serum, 500 ml (Sigma, ABD)

e Dimetilsiilfoksit, 100 ml (Carlo Erba, Fransa)

e Etanol (Merck, Almanya)

e 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT)
(AppliChem, Almanya)

e Penicillin-Streptomycin, 20 ml (Sigma, ABD)

e DMEM High Glucose (Sigma. ABD)

e Trypan blue, 100 ml (Sigma, ABD)

e Tyrpsin-EDTA (%0.25) (Biological Industries, Israil)

e Metotreksat, 25mg (Sigma)
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e 96 ¢ukurlu mikroplaka (steril) (Lp Italiana Spa)

e 5,10 ve 25 ml'lik steril serolojik pipet (Sorfa)

e T75 ve T25 steril hiicre kiiltiirii flasklar1 (Sarstedt)

e 15 ve 25 mI’lik falkon tiipleri (steril) (Orangescientiic)

3.2 Yontem

3.2.1 Arastirma yeri ve zamam

Bu arastirma Mus Alparslan Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarlari
biinyesinde bulunan hiicre kiiltiiri laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Calisma 18.02.2021 —

22.07.2021 tarihleri arasinda sturdaraldi.
3.2.2 Aragtirmanin tipi

Orijinal ve deneysel tiirde olan yiiksek lisans tez aragtirmasidir.
3.2.3 Cahsmada kullamilan c¢ozeltiler

3.2.3.1 Besiyeri cozeltisi

%1 penisilin streptomisin ve %10 FBS ilave edilerek hazirlanan DMEM medyumu 0,20
um’lik filtreden gecirilerek hiicre kiiltiriinde besiyeri olarak kullanilabilecek hale getirildi.
Daha sonra kullanilincaya kadar +4 0C ‘de buzdolabina birakildi. Besiyeri kullanilmadan 6nce

su banyosunda (yaklasik 10 dakika) 37 oC’ye kadar 1sitildu.

3.2.3.2 MTT soliisyonu

Mililitrede 5 mg MTT tozu olacak sekilde karanlik ortamda 100 mL MTT c¢ozeltisi PBS
ile hazirland1. Hazirlanan ¢ozelti 0,20 um’lik filtreden gegirildikten sonra aliiminyum folyo ile
kaplanarak kullanilacagi zamana kadar +4°C’de bekletildi (bu sekilde bir haftaya kadar
kullanilabilmektedir).

3.2.3.3 PBS c¢ozeltisi (Fosfat Tampon Cozeltisi)

PBS c¢ozeltisi i¢in ilk once 1,44 g Na2HPO4; 0,24 g KH2PO4; 8 g NaCl ve 0,2 g KC1
ayri ayri tartildi. Tartilarak ayr1 bir siseye konulan bu kimyasallar 900 mL saf suda
¢ozlindiiriildii. Daha sonra pH 7,4 olacak sekilde son hacim saf su ile 1 litreye tamamlandi.
Hazirlanan PBS ¢ozeltisi 20 dakika boyunca otoklavda 121 C sicaklikta ve 1 atm basingta
sterilize edildi.
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3.2.4 Hiicre Kiiltiirii calismalar
3.2.4.1 Hiicrelerin temin edilmesi

Calismada kullanilan MCF-7 (meme kanseri hiicre hatti) hiicreleri Mus Alparslan
Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvart Uygulama ve Arastirma Merkezi’den temin
edilmistir. Hiicre kiiltiirii deneylerimiz de Mus Alparslan Universitesi Merkezi Arastirma
Laboratuvarlar1 biinyesinde bulunan Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarinda gercgeklestirilmistir.
Deneylerde kullandigimiz bu hiicre hatt1 ticari olarak iiretildiginden dolay1 herhangi bir etik

kurul onay1 gerekmemektedir.
3.2.4.2 Dondurulmus hiicre hattimin kiiltiire edilmesi

Hiicreler -80 °C’deki dondurucudan alinir alinmaz 37 °C’lik su banyosunda
kriyoviyalinin 3/4’ii suyun i¢inde kalacak sekilde hafif salanarak kisa silirede ¢oziilmesi
saglandi. Coziilen hiicre soliisyonu 15 ml’lik santrifiij tiipiine aktarildiktan sonra tlizerine 37
°C’de 1sitilmis 5 ml besiyeri eklendi ve 1300 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek hiicreler
coktiirtildii. Santriflij tiiptindeki siipernatant atildi1 ve 6 ml yeni besiyeri hiicre pelleti lizerine
yavas¢a eklenerek pipetaj ile siispanse edildi. Hiicre siispansiyonu 25 cm?’ lik flasklara
aktarildiktan sonra ¢ogalmalari i¢in %5’ lik CO, inkiibatoriine birakildi. Bir giin sonra hiicre
canlilig1 invert mikroskop altinda incelendi. Olii hiicreleri ortamdan uzaklastirmak icin eski
besiyeri aspire edildi ve hiicreler PBS ile yikandi. Daha sonra 6 ml yeni besiyeri flaska eklendi
ve flask tekrar inkiibatore birakildi. Hiicreler uygun konfluent oranina ulasana kadar haftada 2-

3 defa eski besiyeri yenisiyle degistirildi

3.2.4.3 Hiicrelerin pasajlanmasi

Inkiibatére birakilan hiicreler %80-90 konfluent oranina ulastiklarinda pasajlama
islemine baslandi. Pasajlama icin ilk once flasktaki besiyeri bosaltildi ve hiicreler PBS ile
yikandi. Flask dibine yapisan hiicreleri kaldirmak ic¢in 1.5 ml % 0,05’lik tripsin-EDTA
soliisyonu flaska eklendi ve 5 dakika karbondioksit inkiibatoriinde bekletildi. Flask
inkiibatorden alindiktan sonra hiicrelerin ylizeyden ayrilip ayrilmadigint mikroskopla kontrol
edildi. Tripsinin etkisini inhibe etmek i¢in steril kabinde flaska 3 ml (tripsinin iki kat1) besiyeri
ilave edildi ve pipetaj yapildiktan sonra hiicre silispansiyonu 15 ml’lik bir falkon tiipiine
aktarildi. Hiicre ¢ozeltisi 1300 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiiriildii. Santrifiij
tiipiindeki siipernatant atildi ve 1 ml yeni besiyeri hiicre pelleti iizerine yavasca eklenerek

pipetaj ile slispanse edildi. 10 pl hiicre ¢ozeltisi ile 10 ul trypan blue karistirildi ve karigimdan
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10ul alinarak hiicre sayim cihazi1 (TC20 automated cell counter, Bio-rad) ile hiicreler sayildi.
Hiicreler, 12 ml besiyeri igerisine 2 milyon hiicre olacak sekilde T75 flasklarina ekildi ve
flasklarin iizerine pasaj tarihi ve sayisi yazilarak g¢ogalmalari igin 37°C ‘de %5’ lik CO2
inkiibatoriine birakildi. Hiicreler uygun konfluent oranina ulasana kadar haftada 2-3 defa eski
besiyeri yenisiyle degistirildi. Deneyler i¢in gereken hiicre sayisina ulagsana kadar da pasajlama

islemine devam edildi.

T
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Sekil 3.1 Hiicre kiiltiiri caligmalarinda kullanilan, inkiibator, mikroskop ve santrifiij

3.2.4.4 Yedek stok olusturmak icin hiicrelerin dondurulmasi

Hiicrelerin 2 veya 3. pasajlarina devam edilirken, hem sonraki ¢alismalarda kullanmak
icin hem de kontaminasyon ¢ikmasi riskine karsi bir kisim hiicre uygun bir sekilde dondurulup
saklandi. Dondurulacak hiicreler inkiibatdrden alinip uygun sartlarda kaldirip santrifiijlendikten
(1300 rpm, 5 dk) sonra siipernatan aspire edildi. %10 DMSO ve %90 FBS’den olusan dondurma
¢ozeltisinden hiicre yogunluguna gore 1-3 mL hiicre peleti lizerine aktarildi. TC20 (Bio-rad)
otomatik hiicre sayim cihaziyla hiicre canlilig1 ve sayisi incelenerek, her bir dondurma tiipiine
(kriyoviyal) 3x10° hiicre/mL yogunlugunda 1 mL hiicre siispansiyonu birakildi. Kriyoviyal
tiiplerinin tizerine hiicrenin adini, canlilik oranini, pasaj sayist ve tarihi yazildi. Dondurma
islemini agsamal1 bir sekilde gerceklestirmek gerekiyor. Bunun i¢in 24 saat siiresince tiipler -20

°C’de tutuldu daha sonra -80 °C’ye kaldirildi.
3.2.4.5 Hiicre saymu

Pasajlama, dondurma veya deneylerde kullanilacak hiicre miktarimi ve yogunlugunu
belirlemek i¢in hiicre sayimi yapildi. Santrifiij isleminin ardindan siipernatant atilip, yeni
besiyeri ile hiicre pelleti siispanse edildikten sonra hiicre sayimina gegildi. 10 ul hiicre ¢6zeltisi
ile 10 pl trypan blue karigtirildi ve bu karisimdan 10pl alinarak hiicre sayim cihazi lamina

konuldu. Lam TC20 (Bio-rad) otomatik hiicre sayim cihazindaki yerine yerlestirerek otomatik
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okuma yapildi. Bu cihaz toplam hiicre sayisini, canli hiicre sayisini, cansiz hiicre sayisini ve

yiizdeliklerini gostermektedir. Ayrica cihazin ekraninda hiicreler de goriintiilenebilmektedir.

!

e

Sekil 3.2 Bio-Rad TC20 hiicre sayim cihazi

3.2.4.6 Deney ¢calisma gruplari ve uygulamalari

MCF-7 meme kanser hiicreleri calisma i¢in yeterli seviyeye ulastiklarinda asagidaki gibi
sekiz gruba ayrilarak deneylere basland.

e 1. Grup: Kontrol grubu

e 2. Grup: Sadece metotreksat ilact uygulanan grup (Kemoterapi= MTX)

e 3. Grup: Yalnizca Elektroporasyon uygulanan grup (EP)

o 4. Grup: MTX+EP (Elektrokemoterapi= ECT)

e 5. Grup: Sadece 140 kV X-Isin1 uygulanan grup (Radyoterapi = IR_140 kV)

e 6. Grup: Sadece 500 kV X-Isin1 uygulanan grup (Radyoterapi = IR_500 kV)

e 7. Grup: Elektrokemoterapi uygulamasindan 10 dk sonrasi 140 kV’luk X 1511
uygulanan grup (ECT+IR_140kV).

e 8. Grup: Elektrokemoterapi uygulamasindan 10 dk sonrasi 500 kV’luk X 151n1
uygulanan grup (ECT+IR_500kV).

3.2.4.7 Metotreksat dozu belirleme

Ticari olarak satin alinan metotreksat ilaci (Sigma), dimetilsiilfoksit i¢inde ana stok
1000 uM konsantrasyonunda olacak sekilde c¢oziilerek hazirlandi. Kemoterapi,
elektrokemoterapi ve iyonize radyasyonun tek basina veya kombine tedavilerinin etkinligini
belirlemek i¢in ana stok besiyeri ile seyreltilerek son konsantrasyon 50 uM olarak ayarlandi ve

tiim tedavilerde bu konsantrasyon kullanildi.
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3.2.4.8 Elektrokemoterapi (ECT) tedavisi

Tiim gruplar i¢in elektroporasyon kiivetleri hazirlandi ve tek tek etiketlendi. ECT'deki
elektroporasyon kosullari, hiicrelerin elektrik alan duyarliligina gore secildi. MCF-7
hiicrelerinin elektropermeabilizasyonu ve hiicre canliligt i¢in en uygun parametreler daha
onceki ¢alismalarda 100 ps stireli ve 1 Hz frekansinda 800 V/cm elektrik alana sahip darbeler
oldugu belirlenmistir (Cemazar ve ark., 1998; Alkis, 2021). EP’den once her bir 4 mm’lik
elektroporasyon kiivetine 400 pL hiicre siispansiyonu (1x10° hiicre/mL) eklendi. EP
uygulamasindan énce MTX, ECT, ECT+IR_140kV ve ECT+IR 500kV gruplarinda MTX ‘in
son konsantrasyonu 50 puM olacak sekilde ayarlandi. EP uygulanacak gruplara yukarida
bahsedilen kare dalgali sekiz puls treni (100 us,1 Hz, 800 V/cm) uygulandi. Kontrol, MTX,
IR_140kV ve IR_500 kV gruplarida ayn1 sartlarda kiivetlere aktarildi fakat EP uygulanmadi.
ECT uygulamasindan 10 dk sonra ECT+IR 140kV ve ECT+IR_500kV gruplarina iyonize
radyasyon (X-isin1) uygulandi. Tim tedavi uygulamalarindan 15-20 dakika sonra her
kuyucukta 10 bin hiicre olacak sekilde hiicreler 96’lik well platelere ekilerek 24 saat’lik
inkiibasyona birakildi. Tedavilerin etkinligi 24 saatlik inkiibasyondan sonra MTT analiz

yontemi ile degerlendirildi.

3.2.4.9 Tyonize radyasyon (X -Isim) uygulamasi

IR_140kV, IR_500 kV, ECT+IR_140kV ve ECT+IR _500kV gruplar1 oda sicakliginda
BMX-AR 30 (BMI, Italy) cihazi ile X-1s1nina maruz birakildi. Hiicrelere 2,1 Gy/dk yogunlukta
olacak sekilde 140 kV (IR _140kV ve ECT+IR 140kV gruplar1) ve 500 kV (IR_500kV ve
ECT+IR 500kV gruplar1) X-Isin1 radyasyonu uygulandi (Sersa ve ark., 2002). Radyasyon
uygulamalar1 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalarinda yapildi. Uygulama yapilirken hiicre
plakalarmin iistiine 1,5 mm? kalinliginda, altina ise 3 mm? kalmliginda 10 cm x10 cm
boyutunda pleksiglas malzeme konuldu. Iyonlastirici radyasyon uygulamasindan yaklagik 15
dakika sonra tiim deney hiicreleri 96 kuyucuklu plakalara her kuyucukta 10.000 hiicre olacak
sekilde ekimleri yapildi. Ekim yapilan plakalar 24 saatlik siire ile %5 CO: altinda, 37 °C’e
sicaklikta ve %95 nem oraninda inkiibasyona birakildi. Tedavilerin etkinligi ise 24 saatlik

inkiibasyondan sonra MTT analiz yontemi ile degerlendirildi.

3.2.4.10 MTT (sitotoksisite) testi

Uygulanan tedavilerin etkinligini saptamak i¢in MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolyum bromid) analiz yontemi kullanilmistir. MTT yontemi hiicre
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proliferasyonunda, canliliginda ve sitotoksisite belirlemede en ¢ok tercih edilen tekniklerden
biridir. MTT boyasinin tetrazolyum halkasi tedaviden sonra sag kalan hiicrelerdeki mitokondri
tarafindan parcalanabilmektedir. Bu halkanin parcalanmasit sonucunda MTT boyasi, suda
¢oziinmeyen koyu mavi-mor renkli formazana indirgenmektedir. Mitokondri fonksiyonu
bozulmamis canli hiicre ne kadar ¢ok olursa kuyucuklar o kadar koyu mor renkte olmakta, 6lii
hiicreler boyanmamaktadir. Spektrofotometrik olarak elde edilen (kuyucuklardaki renge dayali
deger) deger canliliginin bir belirteci olarak yasayan hiicre sayisi ile iligkilendirilmektedir.
Deneylere baglamadan once mililitrede 5 mg MTT tozu olacak sekilde karanlik ortamda 100
mL MTT c¢ozeltisi PBS ile hazirlandi. Hazirlanan ¢6zelti oda sicakliginda vortekslendikten
sonra 0,20 um’lik filtreden gegirildi ve aliiminyum folyo ile kaplanarak +4 C’deki buzdolabina
kaldirildi. Degisik tedaviler uygulanip 24 saat’lik inkiibasyona birakilan 96’lik hiicre kiiltiir
plakalar1 inkiibasyon siiresi sonunda inkiibatdrden alinarak, kuyucuklarin i¢cindeki medium
bosaltildi. Her bir kuyucuga 10 uL MTT ¢ozeltisi ve 90 pL DMEM olmak tizere 100 pL ¢ozelti
birakilarak 4 saat’lik inkiibasyon i¢in plakalar tekrar %5 CO: igeren inkiibatore (37 °C)
kaldirildi. Siire sonunda plakalar inkiibatérden alindi ve kuyucuklardaki medium bosaltildi.
MTT uygulamasi formazan kristallerinin olusumuna neden oldugu gozlendi. Bu kristalleri
¢ozlinlir durumuna getirmek i¢in 96’11k plakanin her bir kuyucuguna 100 ul DMSO eklendi ve
mikroplaka okuyucu ile 570 nm dalga boyunda optik yogunluklar1 (OD) &lgtildi. Uygulama
yapilmayan kontrol grubu (sadece taze besiyeri) hiicrelerinin oldugu kuyucuklar okutularak
bulunan absorbanslarinin ortalamasi alindi ve elde edilen bu deger %100 canli hiicre olarak
kabul edildi. Tedavi uygulamas: yapilan hiicre gruplarinin absorbanslari kontrol absorbans

degerine oranlanarak hiicre canlilig1 yiizde (%) olarak asagidaki formiil ile hesaplandi.

% Canlilik= (Tedavi grup OD/Kontrol grup OD)x100
3.2.4.11 istatiksel analizler

Elde edilen bulgularin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde Graph Pad Prism
yazilimi programi (Graph Pad Software Inc., San Diego, ABD) kullanildi. Veriler, tek yonli
ANOVA (One-Way ANOVA) ve ardindan yerine uygun bir sekilde Dunnett'in ¢oklu
karsilastirma testi veya Unpaired Parametrik two-tailed t-testi ile analiz edildi. P<0.05 olan

degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI ve TARTISMA

4.1 Arastirma Sonuclari

MCF-7 meme kanser hiicrelerine EP, MTX, ECT, IR 140kV, IR 500kV,
ECT+IR 140kV ve ECT+IR 500kV gibi farkli tedaviler uygulanmistir. ECT’de 100 ps
uzunlugunda, 800 V/cm siddetinde 1 Hz tekrarlama frekansina sahip kare dalgali 8 puls treni
kullanildi. Tedavilerin etkinligini tespit etmek i¢in 24 saat’lik inkiibasyondan sonra MTT

analizi sonucunda hiicre canlilik yiizdeleri belirlendi ve veriler Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de

verilmistir.
130 MCF-7 meme kanser hiicreleri
Z 100 e
= -
- o
&
@ —
3 50
I
0 1 || ||
kontrol MTX EP IR-140 kY IR-500 kV ECT

Tedavi Gruplari

Sekil 4.1 Elektroporasyon (EP), metotrekrat ilaci (MTX), radyasyon (IR) ve elektrokemoterapi (ECT) gibi farkli
tedavi uygulamalarindan 24 saat sonraki MCF-7 meme kanser hiicre canliliginda (%) meydana gelen degisim.
Veriler ii¢ bagimsiz deneyden alinarak ortalama =+ standart sapma (SD) seklinde sunulmustur. *: Kontrol ile

karsilasgtirildiginda istatistiksel olarak anlamli (**P<0,01 ve ****P<(0,0001) oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.1°de goriildiigli gibi tedaviden 24 saat sonra kanser hiicre canliligi bakimindan
tedavi gruplart (MTX, EP, IR_140kV, IR_500kV ve ECT) kontrol grubu ile karsilastirildiginda
MCF-7 kanser hiicre canliliginda (%) onemli bir azalma meydana gelmistir (p<0.05). ECT
kanser hiicre canliligin1 %58.78’e diisiirerek bu tedaviler igerisinde en etkili tedavi olmustur.
MTX, EP, IR _140kV ve IR 500kV tedavilerinde ise kanser hiicre canlilig1 sirasiyla yilizde
76.53, 90.89, 82.28 ve 76.81 ‘e dismiistiir. Farkli dozlardaki iyonize radyasyonun ECT

verimliligi izerindeki etkisi asagidaki grafikte goriilmektedir.
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Sekil 4.2 Yalniz elektrokemoterapi (ECT), ECT’den sonra 140 kV X —1sim1 (ECT+IR_140kV) ve ECT’den sonra
500 kV X—igin1 (ECT+IR_500kV) uygulanan MCF-7 hiicrelerinde 24 saat sonraki % hiicre canliligi. Veriler ii¢
bagimsiz deneyden alinarak ortalama =+ standart sapma (SD) seklinde sunulmustur. *: ECT ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli (***P<0,001 ve ****P<0,0001) oldugunu gostermektedir.

Radyasyonun ECT tedavisi lizerindeki etkisini incelemek i¢in ise ECT+IR 140kV ve
ECT+IR_500kV gruplart ECT grubu ile karsilagtirilmistir. Sekil 4.2°da goriildigii gibi ECT
grubuna kiyasla ECT’den sonra X-151n1 uygulanan her iki gruptaki hiicrelerin canliliginda
onemli bir azalma gozlenmistir (p<0.05). Ayrica ECT’den sonra 140 kV X-151mm1 uygulanan
grupta MCF-7 hiicre canliligi %46.38’e diiserken, 500 kV X-1s1n1 uygulanan grupta hiicre
canlilif1 % 35.89’a diismiistiir. Bu da ECT’den sonra uygulanan yiiksek voltaj X-1s1in daha

fazla hiicre inhibisyonuna neden olabilecegini gdstermektedir.

4.2 Tartisma

Diinya genelinde en korkulan hastaliklarin baginda gelen kanser hastalig1 i¢in her gecen
giin yeni tedavi yolar1 aranmaktadir. Kanser tiirleri i¢inde en sik rastlanilan meme kanseri ise
tedavi yontemlerinin (cerrahi, kemoterapi, radyoterapi ve hormonoterapi gibi) fazla olmasina
ragmen erken teshis edilememe durumunda Oniine gegilemeyen bir kanser ¢esididir (Aktepe,
2021). Bu sebepten dolayr meme kanseri ve tedavisi lizerinde diinya genelinde ¢ok fazla
arastirma yapilmaktadir. Mevcut tedavi yontemlerine ek olarak yeni tedavi yontemler

bulunmaya ¢alisildigi gibi mevcut tedavilerin de gelistirilmesi veya farkli tedavi yontemlerinin
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bir arada kullanilmasi ¢aligsmalar1 yapilmaktadir (Celik ve Bektas, 2020; Dorling ve ark., 2021;
Lei ve ark., 2021). Kemoterapi uygulamasi genel olarak kanser hastaligi tedavisinde sik¢a
kullanilmaktadir (Dural, 2020). Son yapilan arastirmalar gosterdi ki; kemoterapi uygulamasinin
elektroporasyon ile desteklenmesi tedaviye olumlu sonuglar katmistir (Sundararajan ve ark.,
2021; Alkis, 2021). Kemoterapik ilaglarin daha diisiik dozda kullanimi ile daha yiiksek verimin
alinmasi, tedavi siiresinin kisalmasi gibi birgok olumlu sonuglari ileri siiriilmistiir (Probst ve
ark., 2018; Celik ve Bektas, 2020).

Radyoterapi de kemoterapi gibi sik¢a kullanilan bir tedavi seklidir. Iki yonteminde tek
basina kullanildig1 tedavi alanlar1 oldugu gibi beraber kullanilan tedavi alanlar1 da oldukca
fazladir. Radyoterapide kullanilacak iyonize radyasyon miktar1 ve uygulama siiresi ¢ok
onemlidir. Uygun dozlarda verilmedigi zaman higbir yararli etki saglamadigi gibi saglikli
hiicrelerde de geri doniilmez hasarlar birakabilir (Yadollahpour ve ark., 2018). Yapilan
arastirmalarda kemoterapi ile X 1s1nin beraber kullanildig: tedavi yontemlerinde olumlu sonug
bildiren raporlar bulunmaktadir (Ertem ve ark., 2009; Yadollahpour ve ark., 2018). Radyoterapi
lokal bir yontemdir. Direkt kanserli hiicreye niifus edip o bdlgede tedavinin hizlanmasinda
biiylik rol oynar (Algo, 2020).

Radyoterapide hedeflemede yasanan sikintilar nedeniyle onkolojik hastalar i¢in yaygin
olarak kemoterapi ile kombine bir sekilde kullanilmaktadir. Bununla birlikte, bu tedaviler
kanser hastalarinin yasam kalitesini ciddi sekilde etkileyen kardiyositotoksisite, nefrotoksisite,
miyelosupresyon, norotoksisite, hepatotoksisite, gastrointestinal toksisite, mukozit ve alopesi
gibi cesitli yan etkilerle iligkilidirler (Liu ve ark., 2021). Son yilarda, yeni kanser tedavi
stratejilerinin gelistirilmesine biiyiik 6nem verilmistir (Yorik, 2021). Fakat kanser tedavisinin
yan etkilerinin azaltilmasina sinirli ilgi gosterilmistir.

Tiimorler i¢in radyoterapinin etkinligi, farkli radyosensitizorler ile arttirilabilir. ECT,
metotreksat gibi kemoterapdtik ajanlarin  radyosensitize edici etkisini  gii¢lendirebilir
(Fiorentzis ve ark., 2021). Buradaki amag, saglikli hiicrelere zarar vermeden kanser hastasini
en etkili bir bigimde tedavi etmektir (Baykara, 2016). Farklit ECT parametreleri ve farkli iyonize
radyasyon kaynaklar1 veya dozlariyla in-Vvitro ve in-vivo birgok ¢alisma yapilmistir (Raeisi ve
ark., 2012; Edhemovic ve ark., 2014; Mali ve ark., 2015; Cencelj-Arnez ve ark., 2021). Yapilan
caligmalarin sonuglar1 genellikle bu kombine tedavinin kanser terapisinin basarisini artirdig
yoniindedir. Yapilan literatiir taramasinda ECT ve ECT+IR’nin MCF-7 meme kanseri
hiicrelerinde metotreksatin antikanser aktivitesi lizerindeki etkisi ile ilgili yapilan herhangi bir

caligmaya rastlanmamistir. Bu ¢aligmadaki amaclarimizdan bir tanesi MCF-7 meme kanseri
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hiicrelerinde ECT’nin metotreksatin aktivitesi tizerindeki etkinligini incelemek, kemoterapi
(MTX) ve iyonize radyasyon (IR) tedavileri ile karsilagtirmakti.

Bu kapsamda tedavilerden 24 saat sonra kanser hiicre canliligi bakimindan tedavi
gruplart (MTX, EP, IR_140kV, IR_500kV ve ECT) kontrol grubu ile karsilagtirildi. Ttiim tedavi
gruplarinin MCF-7 kanser hiicre canliliginda (%) onemli bir azalma meydana geldigi gozlendi
(p<0.05). ECT kanser hiicre canliligim1 %58.78’e diisiirerek bu tedaviler icerisinde en etkili
tedavi olmustur. MTX, EP, IR 140kV ve IR 500kV tedavi gruplarinda ise kanser hiicre
canlilig1 sirasiyla yiizde 76.53, 90.89, 82.28 ve 76.81 ‘e dusmiistiir. Elektrokemoterapide
hiicrelerin kisa (100 us) ve yogun (800 V/cm ) elektrik darbelerine maruz kalmasi, hiicre
zarinda kemoterapoétiklerin hiicrelere difiizyonuna ve antitiimor etki gostermesine izin veren
gegcici gozeneklerin olusmasina yol agar (Celik ve Bektag, 2020). ECT tedavisinin diger tedavi
tekniklerinden daha etkili olmasina yol acan birgok mekanizma vardir. Birinci ve en giiglii
mekanizma, EP sonrasi hiicrelerde ila¢ birikiminin artmasi ile kanser hiicreleri tlizerindeki
dogrudan etkidir (Sersa ve ark., 2017). Baska muhtemel bir etki de ECT sonrasi timor
antijenlerinin salinmast ve buna bagli olarak immiinojenik hiicre oliimii nedeniyle
organizmanin immiin yaniti ortaya ¢ikmasidir (Calvet ve ark., 2014; Di Gennaro ve ark., 2016).
Ayrica dolayli olarak da elektrik darbelerinin tiimor kan akisini diizenlemesi ve kismi oksijen
basincinda azalmaya neden olmasi sonucunda MTX’in etkinligini artirmasi olarak
diistiniilebilir (Sersa ve ark., 2002).

Bu calismadaki diger onemli amacimiz ise iyonize radyasyonun (X 1sinin) MCF-7
meme Kkanseri hiicrelerinde ECT tedavisine etkisini arastirmakti. Radyasyonun ECT tedavisi
iizerindeki etkisini incelemek i¢cin ECT+IR _140kV ve ECT+IR_500kV gruplar1 ECT grubu ile
karsilagtirilmistir. Sekil 4.2°de goriildiigii gibi ECT grubuna kiyasla ECT’den sonra X-151n1
uygulanan her iki gruptaki hiicrelerin canliliginda énemli bir azalma gézlenmistir (p<0.05).
Ayrica ECT’den sonra 140 kV X-151n1 uygulanan grupta MCF-7 hiicre canliligi %46.38’e
diiserken, 500 kV X-151m1 uygulanan grupta hiicre canliligt % 35.89’a diigmiistiir. Bu da
ECT’den sonra uygulanan yiiksek voltaj X-15inin daha fazla hiicre inhibisyonuna neden
olabilecegini gostermektedir. Iyonize radyasyonun ECT verimini artirmasinin muhtemel ana
nedenlerinden bir tanesi DNA hasar onarimmin engellenmesidir. Cilinkii her iki tedavi
tekniginin temel hedefi DNA’dir. Radyasyon DNA’da tek veya ¢ift zincir kirilmalarma yol
acabilir. Radyoterapi tedavisindeki hiicre Oliimii tamir edilmeyen DNA'daki ¢ift zincir
kiriklariyla iligkilidir. Egzamanli kemoterapi veya ECT'ye maruz birakilan kanser hiicrelerinde

onarilamayan ¢ift zincir kiriklarinin sayis1 artar (Tokatli, 2008). Bu da farkli iki mekanizma ile
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aciklanabilir: 1. Radyasyonun neden oldugu tek zincir kiriklarinin metotreksat ajaniyla ¢ift
zincir kirik haline gelmesi, 2. Radyasyon sonucu olusmus ¢ift zincir kirigin metotreksat ajanina
bagli olarak meydana gelmis yandas bir lezyon sebebiyle onarilamamasidir. Hiicre siklusunda
senkronizasyon, radyasyon hasarinda artig, hizli hiicre repopulasyonunun yavasglatilmasi veya
engellenmesi gibi faktorler de ECT+IR tedavisinin basarisini artirmis olabilir (Shil ve ark.,
2006).

Calismamizdan ¢ikan bulgular daha once yapilan benzer arastirma sonuglari ile
paralellik gostermektedir. Rezaee ve ark. (2018) ¢in hamster over (CHO) hiicreleri {izerinde
yaptiklar1 arastirmada sadece radyoterapi uygulanan kanser hiicreleri ile elektroporasyon ve
radyoterapi birlikte uygulanan kanser hiicrelerinin canlilik oranlarim1 karsilagtirmislar. Bu
calismaya gore sadece radyoterapi uygulanan grupta %76,73 canlilik tespit edilmisken,
elektroporasyon ve 10 dk sonrasinda radyoterapi uygulanan grupta bu canlilik oran1 %65,1
olarak hesaplanmistir. Ehrlich asit tiimorleri (EAT) iizerinde yapilan bir diger calismada,
elektroporasyon tedavisini takip eden radyasyon tedavisinin kanser hiicrelerinde gesitli reaktif
oksijen tiirlerini (ROS) iirettigi ve olusan oksidatif stres ile hiicre toksisitesinin arttigi
gozlemlenmistir. Bu artisin hiicre membraninda daha fazla hasara neden oldugu tespit
edilmistir. Bu hiicrelere uygulanan tedavinin 7. giiniinde elektroporasyon, radyasyon ve her
ikisinin birlikte uygulandigi tedavi gruplarin ortalama tiimoér hacimleri tedavi Oncesi
boyutlarina gore sirasiyla %85, %80 ve %51 olarak gozlemlenmistir (Shil ve ark., 2006).

Meme kanseri tedavisinde daha etkili bir sonug alabilmek i¢in artirilan kemoterapik ilag
dozlar1 veya radyoterapotik 151n seviyeleri ECT+IR tedavi teknigi ile daha makul seviyelere
cekilebilecektir. Boylelikle tedavilerin yan etkileri minimum seviyelere diisiiriilebilir. Daha az

yan etkili ve daha kisa siireli bir tedaviyi miimkiin hale getirebilmektedir.
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5.SONUCLAR ve ONERILER

5.1 Sonuclar

Meme Kkanser hiicrelerine EP, MTX, MTX+EP (ECT), sadece 140 kV X-isim
(IR_140kV), sadece 500 kV X-1g1m1 (IR_500kV), ECT +IR_140kV (ECT’den 10 dk sonra 140
kV X-1s1n1) ve ECT+IR_500kV (ECT’den 10 dk sonra 500 kV X-1sin1) gibi farkli tedaviler
uygulandi. ECT’de ise 100 us uzunlugunda, 800 V/cm siddetinde 1 Hz tekrarlama frekansina
sahip kare dalgali 8 puls treni kullanildi. MTT analiz yontemi kullanilarak uygulanan
tedavilerin etkinligi belirlendi. Tedaviden 24 saat sonraki kanser hiicre canliligi bakimindan
MTX, EP, IR_140kV, IR_500kV ve ECT tedavi gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda
Tiim tedavi gruplarinin MCF-7 kanser hiicre canliliginda (%) 6nemli bir azalma meydana
gelmistir (p<0.05). ECT kanser hiicre canliligini %58.78’e diistirerek bu tedaviler icerisinde en
etkili tedavi olmustur. Radyasyonun ECT tedavisi lizerindeki etkisini incelemek igin ise
ECT+IR _140kV ve ECT+IR_500kV gruplar1 ECT grubu ile karsilastirilmistir. ECT grubuna
kiyasla ECT den sonra X-1s1m1 uygulanan her iki gruptaki hiicrelerin canliliginda énemli bir
azalma gozlenmistir (p<0.05). Ayrica ECT’den sonra 140 kV X-1gin1 uygulanan grupta MCF-
7 hiicre canlilig1 %46.38’¢ diiserken, 500 kV X-1sin1 uygulanan grupta hiicre canliligt %
35.89’a diismiistiir. Bu da ECT’den sonra uygulanan yiiksek voltajdaki X-1s1mnin daha fazla
hiicre inhibisyonuna neden olabilecegini gostermektedir. Sonug olarak, verilerimiz MCF-7
meme kanseri hiicrelerinde standart kemoterapiye gore ECT tedavisi ¢ok daha etkili oldugunu
gostermektedir. Ayrica ECT’den sonra uygulanan iyonize radyasyon, ECT tedavisinin

etkinligini 6nemli 6l¢iide artirmistir.

5.2 Oneriler

Meme kanseri tedavisinde daha etkili bir sonug alabilmek i¢in artirilan kemoterapik ilag
dozlar1 veya radyoterapotik 151n seviyeleri ECT+IR tedavi teknigi ile daha makul seviyelere
cekilebilecektir. Boylece kanser hastalarinin yasam Kkalitesini ciddi sekilde etkileyen
kemoterapi ve radyoterapi kaynakli kardiyositotoksisite, nefrotoksisite, miyelosupresyon,
norotoksisite, hepatotoksisite, gastrointestinal toksisite, mukozit ve alopesi gibi yan etkiler
minimum seviyelere diisiiriilebilir. Daha az yan etkili ve daha kisa siireli bir tedavi miimkiin
hale getirilebilmektedir. ECT+IR tedavi teknigini klinikte kullanimini saglamak i¢in farkli EP
parametreleri ve farkli dozlardaki iyonize radyasyonla ¢ok sayida in-vivo ve in-vitro ¢aligma

yapmak gerekmektedir.
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