BASKENT UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
BiYOMEDIKAL MUHENDISLiGi ANABILiM DALI
BiYOMEDIKAL MUHENDISLiGi TEZLI YUKSEK LiSANS
PROGRAMI

ALTERNATIF ELEKTRIK ALAN KAYNAGI URETIMIi VE
SH-SY5Y HUCRE YANITLARININ iNCELENMESI

HAZIRLAYAN

EDA SEVVAL AKSAN

YUKSEK LiSANS TEZi

ANKARA - 2024






BASKENT UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
BiYOMEDIKAL MUHENDISLiGi ANABILiM DALI
BiYOMEDIKAL MUHENDISLiIGIi TEZLi YUKSEK LiSANS
PROGRAMI

ALTERNATIF ELEKTRIK ALAN KAYNAGI URETIMIi VE
SH-SY5Y HUCRE YANITLARININ iNCELENMESI

HAZIRLAYAN

EDA SEVVAL AKSAN

YUKSEK LiSANS TEZi

TEZ DANISMANI

PROF. DR. iSMAIL CENGIZ KOCUM

TEZ ES DANISMANI

DOC. DR. FATIH SENTURK

ANKARA - 2024



BASKENT UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERIi ENSTITUSU

Biyomedikal Miihendisligi Anabilim Dal1 Biyomedikal Miihendisligi Tezli Yiiksek Lisans
Programi cer¢evesinde Eda Sevval AKSAN tarafindan hazirlanan bu ¢alisma, asagidaki jiiri
tarafindan Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 28/ 08 / 2024

Tez Adi: Alternatif elektrik alan kaynagmin iiretimi ve SH-SYSY hiicre yanitlarinin

incelenmesi
Tez Jiiri Uyeleri (Unvani, Ad1 - Soyadi, Kurumu) imza

Prof. Dr. Ismail Cengiz KOCUM, Baskent Universitesi ~ ....cooevveiiniinnnnn,

Dog. Dr. Soner Cakmak, Hacettepe Universitesi ~ .....ocooiieiieiinn,

Dr. Ogr. Uyesi Tansel UYAR, Baskent Universitesi ~ ...........occcoee..e.,

ONAY
Prof. Dr. Dilek COKELILER SERDAROGLU

Fen Bilimleri Enstitiusi Mudiru



BASKENT UNIVERSITESI
FEN BILIMLER ENSTITUSU
YUKSEK LISANS TEZ CALISMASI ORIJINALLIK RAPORU

Tarih: 31/08 / 2024

Ogrencinin Adi, Soyadi: Eda Sevval AKSAN

Ogrencinin Numarasi: 22210061

Anabilim Dali: Biyomedikal Miihendisligi

Programi: Tezli Yiiksek Lisans

Danigmanin Unvani/Adi, Soyadi: Prof. Dr. Ismail Cengiz KOCUM

Tez Bashigt: Alternatif Elektrik Alternatif elektrik alan kaynaginin iiretimi ve SH-

SYS5Y hiicre yanitlarinin incelenmesi

Yukarida baghg: belirtilen Yiiksek Lisans tez calismamin; Giris, Ana Boliimler ve
Sonu¢ Boliimiinden olusan, toplam 45 sayfalik kismina iligskin, 31/ 08/ 2024 tarihinde
sahsim/tez danismanim tarafindan Turnitin adli intihal tespit programindan asagida
belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan orijinallik raporuna gore, tezimin
benzerlik oran1 % 8 dir. Uygulanan filtrelemeler:

1. Kaynakga hari¢
2. Alintilar hari¢
3. Bes (5) kelimeden daha az ortiisme igeren metin kisimlar1 harig

“Baskent Universitesi Enstitiileri Tez Calismas1 Orijinallik Raporu Alinmasi ve
Kullanilmas1 Usul ve Esaslarii” inceledim ve bu uygulama esaslarinda belirtilen
azami benzerlik oranlarina tez ¢alismamin herhangi bir intihal icermedigini; aksinin
tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul
ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

ONAY
OGRENCI TEZ DANISMANI

Prof. Dr. Ismail Cengiz KOCUM

Tarih: ... [, ] 20...



TESEKKUR

Tez ¢alisma siirecimde kiymetli bilgi, birikim ve tecriibeleriyle bana yol gosteren, her
soruma ictenlikle cevap veren degerli danmisman hocam Sayin Prof. Dr. Ismail Cengiz
KOCUM'a ve tez es danisman hocam Sayin Dog¢. Dr. Fatih Sentiirk'e, tezimle baglantilt
TUBITAK projesinde birlikte ¢alistigimiz Ugur DUZEN'e, her tiirlii destegi esirgemeyen ve
maddi manevi hep yanimda olan aileme, bu zorlu siirecte destek ve anlayislarin1 daima
hissettigim arkadaslarima, 6zellikle Melek Ilayda SEYITOGLU ve Banu Alkim GURKAN'a
en icten tesekkiirlerimi sunarim. Bu tez, bursiyer olarak gorev aldigim 222S617 nolu
TUBITAK projesi tarafindan desteklenmistir. Tezime verdigi destekten 6tiirii TUBITAK ’a

tesekkiirlerimi sunarim.



OZET

Eda Sevval Aksan

ALTERNATIF ELEKTRIK ALTERNATIiF ELEKTRIK ALAN KAYNAGININ
URETIMIi VE SH-SY5Y HUCRE YANITLARININ INCELENMESI

Baskent Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyomedikal Miihendisligi Anabilim Dah
2024

Kanser tedavisinde uygulanan geleneksel yontemlerin siirl etkinligi ve ciddi yan etkileri,
tedaviye yonelik potansiyel yaklasimlarin arastirilmasini ve tedavi protokollerine dahil
edilmesini gerekli kilmaktadir. Bu yaklasimlardan en dikkat ¢ekici olani, orta frekansli (100
500 kHz) alternatif elektrik alanlarin (AEA) kanser hiicrelerinde anti-mitotik etkiler
gostererek hiicre boliinmesini engellemesi ve hiicre Oliimiine yol a¢masidir. Bu tez
kapsaminda, AEA kaynakli bir in vitro maruziyet sisteminin tasarimi, tiretimi ve hiicre-alan
etkilesiminin nodroblastoma hiicrelerinde (SH-SYS5Y) hiicre kiiltiirii on testleri ile
incelenmesi amaclanmistir. Bu amagcla, 100-500 kHz frekans ve 1,5-11,63 Vpk/cm genlik
araliginda sinyaller {iretebilen in vifro maruziyet sisteminin iiretimi gergeklestirilmistir.
Sistemin iretim asamalari; alternatif elektrik alan kaynaginin olusturulmasi, homojen
elektrik alan iiretim devrelerinin tasarlanmasi ve elektrik alan dogrultusunun sec¢imi igin
gerekli devrelerin gelistirilmesini icermektedir. Daha sonra hiicre kiiltiirii 6n testleri
gerceklestirilmis ve SH-SY5Y hiicrelerine, iki farkli yonde polarize olabilen (Kuzey-Giiney,
K-G; Dogu-Bati, D-B) alternatif elektrik alan (200 kHz, 2,13 Vpk/cm genlikte, 48 saat)
uygulanmugstir. Hiicre canlilig1 test sonuclarina gore, kontrol grubuna kiyasla, K-G grubunda
%60,8 (p<0,001) ve D-B grubunda %34 (p<0,0001) oraninda istatistiksel olarak anlamli
azalmalar tespit edilmistir. Bu sonuglar, optik mikroskop goriintiileri ile de dogrulanmustir.
Ayrica, D-B yoniinde uygulanan AEA’nin, K-G yoniine kiyasla hiicre canliligin1 daha fazla
azalttig1 tespit edilmistir (p<0,01). Bu bulgular, hiicre canlilif1 tizerinde uygulanan yonelime
bagh farkli etkilerin oldugunu gostermektedir. Sonug¢ olarak, tasarimi ve iiretimi
gerceklestirilen alternatif elektrik alan sisteminin in vitro ¢alismalarda etkin bir sekilde

kullanilabilecegi, hiicre canlilik testleriyle dogrulanmastir.

ANAHTAR KELIMELER: Alternatif Elektrik Alan Maruziyet Sistemi, Néroblastoma
Hiicre Hatti, SH-SY5Y, Anti-Mitotik Etki, Hiicre Canlilig1
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ABSTRACT

Eda Sevval Aksan

GENERATION OF ALTERNATIVE ELECTRIC FIELD SOURCE AND
INVESTIGATION OF SH-SYSY CELL RESPONSES

Baskent University Institute of Science and Engineering

The Department of Biomedical Engineering

2024

The limited efficacy and serious side effects of conventional methods of cancer treatment
necessitate the investigation of potential therapeutic approaches and their incorporation into
treatment protocols. One of the most remarkable of these approaches is that mid-frequency
(100-500 kHz) alternating electric fields (AEA) exhibit anti-mitotic effects on cancer cells,
inhibiting cell division and leading to cell death. In this thesis, we aimed to design and
fabricate an AEA-induced in vitro exposure system and to investigate the cell-field
interaction in neuroblastoma cells (SH-SYS5Y) by preliminary cell culture tests. For this
purpose, an in vitro exposure system capable of generating signals with a frequency of 100-
500 kHz and an amplitude range of 1.5-11.63 Vpk/cm was realized. The production stages
of the system included the creation of an alternating electric field source, the design of
homogeneous electric field generation circuits and the development of the necessary circuits
for the selection of the electric field direction. Then, preliminary cell culture tests were
performed and SH-SYSY cells were exposed to an alternating electric field (200 kHz, 2.13
Vpk/cm amplitude, 48 hours) polarized in two different directions (North-South, N-S; East-
West, D-W). According to the cell viability test results, statistically significant decreases of
60.8% (p<0.001) in the N-S group and 34% (p<0.0001) in the D-B group were detected
compared to the control group. These results were confirmed by optical microscope images.
It was also found that AEA applied in the D-B direction decreased cell viability more than
in the N-S direction (p<0.01). These findings indicate that there are different effects on cell
viability depending on the applied orientation. In conclusion, cell viability tests confirmed
that the designed and fabricated alternating electric field system can be effectively used in

in vitro studies.

KEYWORDS: Alternating Electric Field Exposure System, Neuroblastoma Cell Line, SH-
SYS5Y, Anti-Mitotic Effect, Cell Viabilit
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1. GIRIS

Kanser, diinya genelinde en 6nemli 6liim nedenlerinden biri olmaya devam etmektedir.
Kanser vakalarinin artmasiyla birlikte, hastalar kemoterapi de dahil olmak iizere mevcut
geleneksel tedavilerin kisa ve uzun vadeli toksisitelerine maruz kalmaktadir. Bu durum,
hastalarin yasam kalitesini 6nemli Olglide etkileyen fiziksel, duygusal ve mali yiikler
getirmektedir. Bu nedenle, daha etkili ve tolere edilebilir antikanser tedavilerine ihtiyag
duyulmaktadir. Bu yontemlerden en dikkat ¢ekici olani, alternatif elektrik alanlarinin (AEA),
hiicrelerin elektriksel aktivitesi ve hiicre boliinmesi gibi bircok temel biyolojik siirecte kritik
bir rol oynamasidir [1]. Disaridan uygulanan AEA’larin hiicresel siireglerdeki genel etkisi,
iki elektrot arasindaki potansiyel farkin biiyiikliigiine (alan yogunlugu) ve frekansina
baghdir. [2]. Ornegin, diisiik frekanslar (0-300 Hz) membran depolarizasyonunu tetikleme
ve sonug olarak sinir, kas, kalp ve diger dokular1 uyarma egilimindedir [3]. Defibrilatorler
ve elektro-sok tedavisinin her ikisi de yiiksek yogunluklu elektrik alanlarinin membran
depolarizasyonunu indiikleme yetenegine dayanmaktadir [4]. Ayrica, orta frekansli alternatif
elektrik alanlar kanser hiicrelerinde anti-mitotik etkiler gostererek hiicre dliimiine yol

agmaktadir.

Alternatif elektrik alanlari, 100-500 kHz frekans araliginda ve 1-3 V/cm
yogunlugunda uygulandiginda, tiimor hiicrelerinin biiylimesini etkin bir sekilde engelleyen
elektrik alanlaridir [5-7]. Bu elektriksel alanlar, minimal sistemik toksisiteye sahip, yenilik¢i
ve non-invaziv bir bolgesel anti-mitotik tedavi yontemi olarak one ¢ikmaktadir [8, 9]. Hiicre
boliinmesini ve organel diizenini bozarak anti-mitotik bir etki gosteren bu elektrik alanlari,
hiicre kiiltiiri kosullarinda, dielektroforetik kuvvetler araciligiyla mitotik ig olusumuna ve
hiicresel bilesenlere miidahale ederek yapisal bozulmalara yol agmaktadir [10-12]. Bu
miidahale, hiicre boliinmesi sirasinda plazma zar1 {izerinde siddetli kasilmalarin
tetiklenmesine ve nihayetinde hiicre 6liimiine neden olmaktadir [13]. Ayrica, alternatif
elektrik alanlari, mitotik 1§ kompleksinin kararsizlasmasina ve mikrotiibiillerin islev
bozukluguna yol agarak hiicre boliinmesini engellemekte ve apoptozu indiiklemektedir [14,
15]. Bu elektrik alanlari, hiicre dongiisiinii, bliylimesini ve boliinmesini bozarak timor
hiicrelerinde yogun bir stres yaratmakta ve bu sayede hiicre canliligini, ¢ogalmasini ve

invazivligini belirgin sekilde baskilamaktadir [16, 17].



Bu tez kapsaminda, alternatif elektrik alan kaynakli bir in vitro maruziyet sisteminin
tasarimi, liretimi ve hiicre-alan etkilesiminin SH-SY5Y noroblastoma hiicrelerinde hiicre
kiiltiirti On testleri ile incelenmesi amag¢lanmistir. Bu amacla, 100-500 kHz frekans ve 1,5—
11,63 Vpk/cm genlik araliginda sinyaller {iretebilen in vitro maruziyet sisteminin tiretimi
gerceklestirilmistir. Uretilen bu sistem kullanilarak in vitro kosullarda SH-SY5Y hiicresine
alternatif elektriksel alan (2,13 V/cm, 200 kHz) uygulanmis ve % canlilik analizleri
gergeklestirilmistir.



2. GENEL BILGILER

Bu boliimde, tez calismasmin temel aldigir konular, literatiirdeki bilgiler 1s1ginda
ozetlenmistir. 11k olarak, kanser hiicreleri ile saglikli hiicreler arasindaki elektriksel 6zellik
farkliliklar1 agiklanmistir. Sonrasinda, alternatif elektrik alanlarin kanser tedavisindeki
roliine dair bilgiler verilmis ve bu alanlarin kanser hiicreleri {izerindeki etki mekanizmalari
incelenmistir. Ardindan, alternatif elektrik alanlarin hiicre i¢i polar yapilar tizerindeki etkileri
ele alimmustir. Alternatif elektrik alanlarin frekanslariin hiicre ¢ogalmasi tizerindeki etkileri
grafiklerle gosterilmis ve bu sistemin fiziksel parametreleri sunulmustur. Son olarak,

alternatif elektrik alan maruziyet sisteminin elektronik altyapis1 agiklanmustur.

2.1. Kanser Hiicreleri ve Saghkh Hiicreler Arasindaki Elektriksel Ozellik Farkhliklari

Hiicreler saglikli bir durumdan patolojik bir duruma gectiginde elektriksel 6zellikleri
degismektedir [18]. Ayrica, kanserin ilerlemesi ile hiicre yapisi degismekte, membran
kapasitans1 ve sitoplazmik iletkenlik bu degisikliklere adapte olmaktadir [19]. Saglikli ve
kanser hiicrelerinin farkl elektriksel 6zellige ve farklt membran gecirgenligine sahiptir [20].
Tiimor hiicreleri, saglikl hiicrelere kiyasla nispeten daha depolarize bir dinlenme membran
potansiyeline sahiptir. Tiimor hiicreleri, degisen membran yapilart nedeniyle saglikli
hiicrelere kiyasla daha fazla deforme olabilmektedir [3]. Ayrica, tiimdr hiicreleri kendilerini
cevreleyen saglikli dokulara gore daha yiiksek iletkenlik [21] ve daha diisiik empedans
degerleri gostermektedir [22]. Kanser hiicresi ve saglikli hiicreler arasinda boliinme orani,
geometri, elektrik 6zellikleri bakimindan farkliliklar bulunmaktadir. Alternatif elektrik alan
bu ozelliklerin farkliligina bagli olarak kanser hiicrelerini daha fazla etkileyebilmektedir
[23]. Alternatif elektrik alanlarin, hizla boliinen normal hiicreler ve kemik iligi hiicreleri
tizerinde olumsuz etkiler yaratmasi beklenebilir. Ancak, kemik iligi hiicreleri hem kemik
hem de kemik iliginin yiiksek empedansi sayesinde bu elektrik alanlardan korunmaktadir.
Bu koruma, kemik iligi i¢indeki alan yogunlugunun ¢evre dokulara kiyasla yaklasik 100 kat
daha diisiik olmast ile agiklanmaktadir [24]. Bu baglamda, alternatif elektrik alanlarin kanser
tedavisinde kullanimi, saglikli dokular iizerinde minimal hasar olustururken, kanser

hiicrelerine yonelik hedefli bir tedavi yaklasim1 sunma potansiyeline sahiptir.



2.2. Alternatif Elektrik Alanlarin Kanser Tedavisindeki Rolii

Kanser tedavisinde kullanilan konvansiyonel yontemlerin siirli etkinligi ve dnemli
yan etkileri nedeniyle, tedavi etkinligini gelistirebilecek alternatif potansiyel yontemler
arastirilmakta ve tedavi protokollerinde yer almaktadirlar. Son zamanlarda, elektromanyetik
alanlarin (EMA) direkt biyolojik etkileri kullanilarak kanser tedavisinde oldukc¢a onemli
gelismeler yaganmaktadir. Bu gelismelerden en dikkat ¢ekici olani, alternatif elektrik alan
(AEA) kaynakl1 sistemlerin (Tumor Treating Fields, TTFields, Novocure Inc, Haifa, Israil)
2011 ve 2015 yillarinda sirasiyla, niikseden ve yeni teshis glioblastoma (GBM) tedavisi i¢in
Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan standart tedavi protokoliine dahil
edilmesidir [25]. Ayrica, TTField’lar 2019°da malign plevral mezotelyoma tedavisi i¢in de
FDA tarafindan onaylanmistir [26], ve bir¢cok kanser tiiriinde (pankreas, over, karaciger vb.)

klinik ¢alismalar1 devam etmektedir.

2.3. Alternatif Elektrik Alanlarin Kanser Hiicrelerinde Etki Mekanizmalar:

Alternatif elektrik alanlar1 (AEA), kanser hiicreleri {izerinde ¢esitli mekanizmalar
araciligiyla etki gosteren ve hiicre Oliimiine yol acan diisiik yogunluklu, orta frekansh
elektriksel alanlaridir [27]. AEA’larin baslica etki mekanizmalari; anti-mitotik etki, DNA
onarimi, otofaji, immiinojenik etki, anti-go¢ ve gecirgenlik olarak siralanabilir. Bu etkiler

asagida sirastyla agiklanmistir.

2.3.1.  Anti-mitotik Etki

Alternatif elektrik alan uygulamasinin terapétik etkilerinin temel mekanizmasi, anti-
mitotik etki olarak tanimlanmaktadir (Sekil 2.1A). AEA uygulanan tiimor hiicrelerinde
mitotik bozulma ve bunu takiben hiicre 6liimii meydana gelmektedir. AEA, cesitli elektriksel
kuvvetler aracilifiyla boliinmekte olan hiicrelere odaklanarak hiicre Oliimiinii
indiiklemektedir [13]. Kanser hiicrelerinin, normal doku hiicrelerine kiyasla daha hizli
boliinmesi, bu hiicrelerin AEA’lara karsi belirgin bir duyarlilik gelistirmesine neden
olmaktadir [28]. AEA’larin olusturdugu anti-mitotik etkiler ve bu etkilerde rol oynayan

proteinler ise Boliim 2.4'te ayrintili olarak agiklanmustir.



2.3.2. DNA Onarmmi

Alternatif elektrik alanlar, kanser hiicrelerindeki stresi artirarak DNA replikasyon
catalin1 (DNA replication fork) bozacak sekilde etki gostermektedir (Sekil 2.1B) [28].
Radyoterapiden dnce uygulandiginda, alternatif elektrik alanlarin kanser hiicrelerinde DNA
hasarini artirma [29], DNA onarimint geciktirme [30], mitotik bozulmay1 artirma ve kanser
hiicrelerinin sagkalimini azaltma gibi etkileri bulunmaktadir [31]. Ayrica, radyoterapi tedavi

planiyla birlikte uygulandiginda, radyasyon dozunu azaltma potansiyeline de sahiptir [32].

immiinojenik

Sekil 2.1. Alternatif elektrik alan etki mekanizmasi, A) anti-mitotik etki, B) DNA onarimi, C) otofaji, D)

immiinojenik, E) anti-gd¢, F) hiicre zar1 gegirgenligi [28]

2.3.3. Otofaji

Otofaji, hiicresel bilesenlerin parcalanmak {izere lizozomlara yonlendirildigi ve
diizenli bir sekilde gerceklesen katabolik bir kendini sindirme siirecidir. Bu siireg, aglik
kosullarinda enerji ve metabolik onciiller saglamakta, ayrica hasarli proteinler ve organelleri
uzaklastirarak hiicrenin hayatta kalmasini desteklemektedir. Alternatif elektrik alanlarin
otofajinin aktivasyonunu artirma potansiyeline sahip oldugu diistiniilmektedir [33]. Bu
elektriksel alanlar kanser hiicrelerine uygulandiginda, anormal kromozomal ayrigmalara
neden olmakta ve bu mitotik olaylar otofajinin artan aktivasyonu ile iliskilendirilmektedir
(Sekil 2.1C) [34]. Bu mekanizma, otofajinin aktivasyonunu artirarak kaspazlardan (hiicre
6liimiinde rol alan enzim) bagimsiz bir hiicre 6liimii gerceklestirmekte ve kanser hiicrelerinin

gdclinii ve invazivligini engellemektedir [35].



2.3.4. Immiinojenik Etki

Alternatif elektrik alan, immiinojenik hiicre 6liimiinii artirarak bagisiklik sisteminin
tiimor hiicrelerini tespit etmesini kolaylastirmakta ve viicudun anti-timdr bagisiklik
kazanmasina olanak saglamaktadir (Sekil 2.1D). Ayrica, makrofaj (RAW 264.7)
aktivasyonunu etkileyerek anti-timor bagisikligini destekleyebilmektedir [36]. Alternatif
elektrik alan uygulamasinin kanser ilaglari, 6zellikle PD-1 inhibitorleri ile kombinasyonu,
bu elektrik alanlarin antitiimor etkisini artirmaktadir. PD-1, T hiicresi aktivasyonunu
engelleyerek immiin yanit1 baskilar; ancak anti-PD-1 inhibitorleri, alternatif elektrik alan
uygulamalari tarafindan tetiklenen antikanser immiin yanitin1 gliglendirebilir. Anti-PD-1 gibi
immiin kontrol noktasi inhibitorleri, T hiicrelerinin kanser hiicrelerini yeniden 6ldiirmesini
tesvik ederek, alternatif elektrik alan uygulamalarinin antikanser immiin yanit {izerindeki

etkisini artirabilir [26].

2.3.5. Anti-goc Etkisi

Bazi kanser tiirleri, 6zellikle glioma hiicreleri, lokal olarak invazivdir ve saglikli beyin
dokusuna yogun bir sekilde gb¢ edip infiltrasyon yapabilirler. Bu hiicrelerin bu 6zelliklerinin
kisitlanmasi, terapdtik direngle miicadelede biiyiik 6nem tasir. Alternatif elektrik alanin,
kanser hiicrelerini boliinme aninda hedef alarak cesitli proteinler (ekstraseliiler matris
proteinleri, ECM) araciliiyla besin arzini azalttig1 ve bu durumun hiicre go¢iinii engelledigi

diisiiniilmektedir (Sekil 2.1E) [37, 38].

2.3.6. Gegirgenlik Etkisi

Alternatif elektrik alan, hiicre zar1 gecirgenligini artirarak [36], hiicre i¢i ilag
konsantrasyonlarini artirmaktadir (Sekil 2.1F). Bu 6zellikleri sayesinde, potansiyel olarak
ilaca direncli tiimorlerin tedavisinde etkili bir yontem olarak kullanilabilir [39]. Hiicre
zarindaki porlarin sayisini ve boyutunu artirarak, kemoterapotik ilaglara duyarhiligi

potansiyel olarak yiikseltmektedir [40].

2.4. Alternatif Elektrik Alanlarin Hiicre i¢ci Polar Yapilar Uzerine Etkileri
Mitoz ve sitokinezden sorumlu hiicre alt1 partikiillerin ¢cogu oldukga polar yapilara
sahiptir. Bu nedenle, tiibiilin, aktin ve DNA gibi yapilar, uygulanan elektrik alanlarina karsi

son derece hassastir [41]. Alternatif elektrik alanlarin béliinen kanser hiicrelerindeki spesifik



etkisi, bir veya daha fazla yliksek dipol momentli protein lizerinde gosterdigi etkiden
kaynaklanmaktadir [42]. Bu alanlarin etki mekanizmasi, boliinmekte olan hiicrelere
odaklanan elektrik kuvvetlerine dayanmaktadir [43]. Bu elektrik kuvvetlerinin hiicre iginde
olusturdugu etkilere dielektroforez (DEP) kuvveti ad1 verilir ve bu kuvvet, polarize olmus

hiicre i¢i yapilar1 belirli bir yone dogru hareket ettirerek hiicre boliinmesi siirecini bozabilir.

2.4.1. Dielektroforez (DEP) Kuvveti

Canli hiicreler iyonlardan, polar veya yiikli molekiillerden, membranlardan ve
organellerden olustugundan elektrik alanlarina ve akimlarma duyarhilik gostermektedir.
Elektrik alanlar1 iyon akisina neden olurken, polar molekiiller kendilerini yalnizca homojen
bir alanin cizgileri boyunca yonlendirmektedir. Boliinmeyen hiicrelerin i¢inde alan
homojendir ve salinan elektrik kuvvetleri sadece iyonlarin ve dipollerin titresimine neden
olmaktadir (Sekil 2.2A). Buna karsilik, bdliinen hiicrelerdeki homojen olmayan alan (Sekil
2.2B) tim dipolleri bolinme oluguna (cleavage furrow) dogru iten kuvvetleri
indiiklemektedir [24]. Homojen olmayan elektrik alanlari, polar molekiiller tizerinde kuvvet
uygulayarak onlar1 daha yiiksek alan yogunluguna dogru hareket etmeye zorlamaktadir. Bu
kuvvet dielektroforez (DEP) olarak adlandirilmaktadir [44]. DEP kuvveti dipol momentine

sahip septin proteinini ve polar yapidaki mikrotiibiilleri etkileyerek islevlerini bozmaktadir.

Yiike Etki Eden
Kuvvetin Salimim Yonii

@— Dipol Uzerine Etki Eden

Kuvvetin Salimm Yonii

Tiim Dongii Asamalarinda
- Dipole Etki Eden Tek Yonlii Net
Kuvvet

Tiim Dongii Asamalarinda Yiike
Etki Eden Tek Yonlii Net Kuvvet

Alternatif Yon Alam

Sekil 2.2. (A) Hareketsiz (boliinmeyen) ve (B) boliinen hiicrelerin iginde ve ¢evresinde elektrik alan dagilima,

[24]’ten uyarlanmustir.



2.4.2. Septin Etkisi

Septin proteinleri, hiicre iskeletinin bir pargasi olan ve hiicre boliinmesi, hiicre
polaritesi ve hiicre i¢i hareket gibi bircok 6nemli hiicresel siirecte rol oynayan bir protein
ailesidir. Septin kompleksi, interfaz sirasinda mikrotiibiil hiicre iskeleti ile iligkili filamentler
olusturmaktadir. Yiiksek dipol momentine sahip olan Septin proteini, bu 6zelligi nedeniyle
DEP kuvveti tarafindan etkilenebilir ve bu kuvvet, mitotik septin kompleksinin ig orta
hattina ve anafazdaki boliinme oluguna lokalizasyonunu degistirebilir [13]. Anillin, mitotik
yapilarda Septin'in dogru lokalizasyonu i¢in gerekli bir protein olarak islev goriirken [45],
MAP-4 ise Septin kompleksinin interfaz mikrotiibiil hiicre iskeletine entegrasyonundan
sorumludur [46]. Alternatif elektrik alanlar, bu proteinler araciligryla Septin'in islevini
etkileyerek onun hiicre igindeki lokalizasyonunu degistirmektedir. Septin kompleksinin
uygun sekilde lokalize edilememesi, anormal kromozomal ayrigma, mitoz siiresinin
uzamasi, hiicre zarinda yirtilma gibi etkilerle mitoz sonrast hiicre Oliimiine yol

acgabilmektedir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Mitotik bozulmaya yol acan alternatif elektrik alan uygulamasi modeli [13].

2.4.3. Mikrotiibiil Etkisi

Alternatif elektrik alan, polar mikrotiibiiller iizerinde DEP kuvveti araciligiyla
yonlendirilmis kuvvetler uygulayarak normal mitotik i§ yapisinin olusumuna miidahale
etmektedir. Mitotik ig, her bir tiibiilin alt biriminin nispeten yiiksek bir dipol momentine
sahip oldugu tiibiilin polimerlerinden olusan bir mikrotiibiil dizisidir. AEA’nin anti-mitotik
etkisinin temel mekanizmasi, tibilin alt birimlerinin igsel dipol momentlerine
dayanmaktadir [47]. AEA uygulandiginda, tiibiilin dimerleri elektrik alan ¢izgisine hizalanir
ve bu durum mitoz sirasinda normal mikrotiibiil polimerizasyon-depolimerizasyon siirecine

miidahale eder. Sonug olarak, anormal ig yapisinin olusumu, mitozda birkac¢ saat siiren



hiicresel duraklamaya ve nihayetinde mitotik hiicre 6liimiine yol agabilmektedir. Mikrotiibiil
dinamiklerine yapilan bu miidahale, anormal ig yapisina ve dolayisiyla mitotik duraklama
veya gecikmeye neden olur, bu da anormal kromozom sayisina sahip yavru hiicrelerin
olusumuna yol agabilir [48]. Bu nedenle, AEA’larin mitotik ig yapisin1 bozarak hiicre
boliinmesini durdurma ve dolayisiyla kanser hiicrelerinin proliferasyonunu engelleme

potansiyeli, kanser tedavisinde 6nemli bir mekanizma olarak degerlendirilebilir.

2.5. Alternatif Elektrik Alanlarinin Frekans ve Hiicre Cogalmasi Uzerine Etkileri
Alternatif elektrik alanlarin hiicreler tizerindeki etkileri, uygulanan frekansa ve hiicre
tipine baglh olarak énemli farkliliklar gostermektedir. Ornegin, fare melanomu (B16F1)
hiicre hatt1 i¢in 100 kHz, insan meme karsinomu (MDA-MB-231) i¢in 150 kHz ve sigan
glial-benzeri hiicreler (F98) i¢in 200 kHz, hiicre canliligin1 baskilayan en etkili frekanslar
olarak belirlenmistir (Sekil 2.4aii). Alan yogunlugunun tiimor hiicre hatlarina etkisi de Sekil

2 .4aiii’de goriilmektedir [24].

a) i —
I) ) l“) 0O W MDANB-231
20
250 A A s
204 0 ¢ cHe
5

- 200 =2 z o
< > =2 P
=] = = g

¥ 150 £ 35 A 3 80
o : ~
z =~ £

=S = E = o~ 60
z 100 = = =g

«* @ = 4 = & 40
E w £2 i s

~ 20 J

2 c SE

~
0 0 0 T T "
0 20 40 60 80 0 100 200 300 400 500 0 1 2 3
Zaman (sa) Frekans (kHz) TTField Yogunlugu (V/cm)

=
~

c) 1204

g

00

80

% cinsinden bafl hiicre sayisi
8

g

% cinsinden bagil hiicre sayist

baslangic 100 kHz  200kHz 500 kHz 1000 kHz

baslangic 15 10s 60s 120s 300s 1200s

Sekil 2.4. Alternatif elektrik alanin kanser hiicresi ¢ogalmasi tizerindeki etkisinin zaman, frekans ve
yogunluga bagili grafikleri. [24] (b) alternatif elektrik alan (9 Vpp) 72 saat boyunca uygulandiktan sonra
BT4Ca hiicre sayilarinda frekansa bagli azalma grafigi [49]. (c) Alternatif (9 Vpp) 72 saat boyunca

uygulandiktan sonra BT4Ca hiicre sayilarinin yon degistirme siiresine bagli azalma grafigi [49]



Sekil 2.4b’de gosterildigi gibi, hiicre sayim calismalar: alternatif elektrik alanlarinin
frekansa bagl olarak farkli etkiler gosterdigini ortaya koymaktadir. 9 Vpp (peak-peak)
genliginde uygulanan 100-1000 kHz frekans araliklar1 incelendiginde, sadece 100 kHz ile
200 kHz araligindaki frekanslarin hiicre ¢ogalmasini énemli 6l¢iide azalttig1, daha yiiksek
frekanslarin ise bu etkiyi gostermedigi belirlenmistir. Ayrica, alternatif elektrik alanin yon
degistirme stiresinin hiicre yiizde canlilig1 iizerindeki etkisi de incelenmistir. Farkli yon
degistirme stireleri (1-1200 saniye) test edildiginde, 60 saniyelik yon degistirme siiresinin
en fazla etkiye sahip oldugu goriilmiistiir (Sekil 2.4c) [49]. Xiang ve arkadaglari, telofaz
asamasindaki hiicrelerin boliinme olugu bdlgesinde, 200 kHz civarindaki frekanslarda
elektrik alan yogunlugunun arttigin1 ortaya koymuslardir. Bu bulgulara dayanarak,

glioblastoma tiimdr hiicreleri i¢in optimum frekansin 200 kHz oldugu belirlenmistir [50].

2.6. Alternatif Elektrik Alan Sisteminin Fiziksel Parametreleri
Cesitli timor hiicre hatlarina belirli araliklarla uygulanmis alternatif elektrik alan
parametreleri Tablo 2.1°de 6zetlenmistir. Bu tablodaki uygulamalarin kisa agiklamalari ise

asagida detaylandirilmistir.

Tablo 2.1. Alternatif elektrik alan sisteminin uygulamalari

Literatiir | Frekans Genlik Alternatif Elektrik Alan Elektro-kiiltiir AEA
(AEA) Uygulama Sistemi | Plakasi Uygulanan
Hiicreler
Kirson ve 100-300 1.0-2.5 V | Osilator ve yiiksek voltajli | 4’li hiicre kiiltiirh | Patricia C,
ark. (2004) | kHz / cm amplifikatdrden plakasi ve U-118, U-
olugmaktadir. birbirinden 1 mm | 87, H-1299,
uzaklikta her bir MDAZ231,
plakanin altina PC3, B16F1,
sabitlenmig 15 F-98, C-6,
mm uzunlugunda, | RG2 ve CT-
tamamen 26 (insan ve
yalitilmus tel kemirgen
giftlerinden timor hiicre
olugmaktadir. hatlarr).
Kirson ve 100-500 0-3 V/em | In vitro AEA, osilator ve Klinik ¢alismalar Insan meme
ark. (2007) | kHz yiiksek voltajli icin, implante karsinomu;
amplifikatdrden edilmis harici MDA-MB-
olugmaktadir. elektrotlar 231 ve insan
Klinik deneyler i¢in kullanilmigtir. kiigiik
NovoCure Ltd., Haifa, In vitro galismalar | hiicreli dis1
Israel kullanilmistir. icin 35 mm'lik akciger
Petri kaplar1 ve karsinomu
birbirine dik (H1299) ve
olarak hayvan
yerlestirilmis timor
yiiksek dielektrik | modellerine
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sabit seramik ile (intradermal
izole edilmis iki B16F1
cift elektrottan melanom ve
olusmaktadir. intrakraniyal
F-98 glioma)
Gera ve 150-500 kHz | 1 V/cm? | TTFields jeneratorleri NovoCure Inc HeLa (rahim
ark. (2016) (NovoCure Inc., Haifa, Kiiltiir Plakalari tiimor hiicre
Israel) hatt1), MDA-
MB-231
(meme
timor hiicre
hatt1),
HCT116
(kolon timor
hiicre hatt1)
ve MCF-7
(meme
tiimor hiicre
hatt1).
Berkelman | 100-1000 5Vpp, Sinyaller DG1022Z Hiicre kiiltiiri BT4Ca, C6,
n ve ark. kHz 7Vpp, fonksiyon jeneratorii ortamina F98,
(2019) 9Vpp, (Rigol Technologies, daldirilmis dort RG-2
12Vpp Pekin, Cin) araciligryla paslanmaz celik
iiretilmistir. Sinyalleri elektrot
yiikseltmek ve elektrotlara | plakasindan
degisken bir sekilde olusan bir
dagitmak i¢in 6zel diizenek
tasarlanmig bir devre kullanmuslardir.
kullanilmustir,
Silginer ve | 100-300 kHz | 0-3V/ecm | Novocure (Hayfa, srail) 20 mm ¢apli LN-18, LN-
ark. (2017) kiiltiir plakasi 229, ZH-
(Thermo 161, T-325,
Scientific), ZH-161
birbirine dik iki
elektrot ¢iftine
bagli bir taban
plakasi lizerine
yerlestirilmistir.

Ik olarak 2004 yilinda Kirson ve arkadaslari tarafindan yalitilmis elektrotlar

kullanilarak gelistirilen diisiik yogunluklu ve orta frekansta (100-300 kHz) alternatif elektrik

alan sistemi, ¢esitli insan ve kemirgen tiimor hiicre hatlarinin biiyiime hizin belirgin sekilde

inhibe edici etkiler gostermistir [43]. 2007 yilinda Kirson ve ark. tarafindan yapilan bir diger

calismada ise insan meme karsinomu ve insan akciger karsinomu hiicreleri tizerinde harici

yalitimli elektrotlar kullanilarak alternatif elektrik alan uygulamasi gergeklestirilmistir [24].

Bu caligsma, alternatif elektrik alanin minimal yan etkilerle, yalitimli elektrotlar araciligiyla

tiimor hiicrelerinin biiyiimesini etkili bir sekilde engelledigini ortaya koymustur. Gera ve ark.

tarafindan 2016 yilinda yapilan calismada, rahim, meme ve kolon tiimor hiicre hatlar

tizerinde 150-500 kHz araliginda alternatif elektrik alan uygulamasi1 gergeklestirilmistir

[13]. Bu caligsma, alternatif elektrik alanin hiicre boliinmesinde rol oynayan kilit proteinleri
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etkileyerek hiicre proliferasyonunu azalttigini ve hiicre Oliimiine yol acabilecegini
gostermistir. Berkelmann ve ark. 2019°da farkli tiimdor hiicre hatlarina 100—-1000 kHz frekans
araliginda alternatif elektrik alan uygulamistir [49]. Alternatif elektrik alanlarinin hiicre
tizerine etkisinin frekans ve yon degistirme siiresine bagli oldugunu gostermislerdir. Silginer
ve ark. 2017°de alternatif elektrik alanlarinin glioma hiicreleri tizerindeki etkilerinin yan
sira altta yatan mekanizmalarin iglevsel karakterizasyonunu arastirmislardir [35]. Bu ¢alisma
Ozetle alternatif elektrik alanin otofajinin hiicre Oliimiinii indiikledigini ve glioma

hiicrelerinin metastazini ve invazivligini engelledigini géstermistir

2.7. Alternatif Elektrik Alan Maruziyet Sisteminin Elektronik Altyapisi

Bu boliimde, literatiirde yer alan alternatif elektrik alan maruziyet sistemlerinin
elektronik altyapilar1 detaylandirilmistir. Literatiirdeki alternatif elektrik alan maruziyet
sistemlerine ait devre semalar1 Sekil 2.5’te sunulmustur. Ornegin, Sekil 2.5a'da gosterildigi
lizere, hiicre kiiltiirleri standart kiiltiir plakalarinda ¢ogaltilmigtir. Alternatif elektrik alan, 1
mm mesafede yerlestirilmis ve her bir tabanin altina sabitlenmis 15 mm uzunlugundaki
tamamen yalitilmis tel ciftleri ile iiretilmistir. Bu teller, siniis dalga sinyalleri iireten bir
osilatore ve yliksek voltajli bir yiikseltece baglanmistir. Alternatif elektrik alan, tellerin bir
sinyal treteci tarafindan kontrol edilen yiiksek gerilimli bir yiikseltece baglanmasiyla
uygulanmustir [43]. Sekil 2.5b'de, genlik modiilasyonlu elektromanyetik alanlarin {iretimini
saglayan cihazin tasarimi gosterilmektedir. Frekans sentezleyici olarak, 1077 hassasiyetinde
frekans tireteci olan AD9835 tabanli Dogrudan Dijital Sentez (DDS) kullanilmistir. Cihaz,
bir batarya ile calisan radyo frekansi (RF) elektromanyetik alan jeneratoriinden
olusmaktadir. 27,12 MHz frekansta ¢alisan RF kaynagi yliksek seviyeli genlik modiilasyonlu
smif C yiikseltece karsilik gelmektedir. Cikis sinyali, bir mikrodenetleyici olan AT89S8252
(Atmel, Fribourg, Isvicre) tarafindan kontrol edilmektedir [44]. Sekil 2.5c'de, deney
kosullarin1 hassas bir sekilde kontrol etmek ve hiicreleri bir elektrik alan varliginda
kiltirlemek amaciyla gelistirilmis bir mikroakiskan cihaz gosterilmektedir. Cihaz, gomiilii
uyarici elektrotlara sahip iki katmanli cam alt tabakadan ve dokuz kare kiiltiir odacig1 i¢eren
bir polidimetilsiloksan tabakasindan olugsmaktadir (Sekil 2.5ci). Hiicre kiiltiirii cihaz1 (Sekil
2.5cii) dokuz kare kiiltlir odacig1 (6x6 mm?) icermektedir. Sekil 2.5ciii'de, alternatif elektrik

alanina maruz kalan hiicrelerin sematik bir gosterimi yer almaktadir [51].
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Sekil 2.5. Alternatif elektrik alan maruziyet sistemlerinin elektronik altyapilari

Sekil 2.5d'de, alternatif elektrik alanin hiicre ile etkilesimini incelemek amaciyla
gelistirilmis bir hiicre kiiltiiri AEA uygulama sistemi gosterilmektedir. Mikrodenetleyici
modili (MCM), dahili programlanabilir zamanlayicilar kullanarak 200 kHz frekansta bir
dijital sinyal liretmektedir. LC rezonans tanki, 7-10 Vpp sinyalini 200 kHz siniis dalgasina
dontstiirmektedir (Sekil 2.5d1). Hiicrelere uygulanan elektrik alanin siddeti, her bir kuyuda
I ml kiiltiir ortam1 ile doldurulmus bir 12-kuyucuklu plaka odasimna yan taraflardan

yerlestirilen iki kalkanli elektrot kullanilarak belirlenmistir (Sekil 2.5dii, iii) [52].
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Sekil 2.5e'de, basitlestirilmis bir alternatif elektrik alan uygulama kurulumu
gosterilmektedir. Hiicre kiiltiirlerine homojen bir elektrik alan uygulamasi saglamak
amaciyla, hiicre kiiltiirii ortamina batirilmis dort paslanmaz c¢elik elektrottan olusan bir
tasarim gelistirilmistir (Sekil 2.5ei). Sinyaller, fonksiyon iireteci DG1022Z (Rigol
Technologies, Pekin, Cin) araciligiyla iiretilmistir. Sinyalleri elektrotlara yiikseltmek ve
degisken bir sekilde dagitmak i¢in 6zel olarak tasarlanmig bir devre kullanilmistir (Sekil

2.5eii) [49].

Sekil 2.5f'de, gercek zamanli hiicre empedansi algilamali bir in vitro elektrik alan
maruz kalma cihazi gelistirilmistir. Bu tasarim, alternatif elektrik alan sinyali iiretmek igin
bir stimiilasyon sistemi ve gercek zamanli hiicre empedansi1 6lgmek i¢in bir elektrik hiicre-
substrat empedans algilama (ECIS) sistemi olmak iizere iki entegre bilesen i¢ermektedir
(Sekil 2.fii). Stimiilasyon sistemi i¢in sinyal tireteci olarak Dogrudan Dijital Sentez (DDS)
entegresi AD9833 kullanilmistir. Dalga formu AD8629 entegresi ile yiikseltilmis ve genlik
seviyesi bir dijital potansiyometre araciligiyla ayarlanmistir. ECIS sistemi i¢in cesitli
empedans Olcliim entegreleri ve ylikselte¢ devreleri kullanilmistir (AD5933, AD8629).
Adresleme islemleri i¢in ¢oklayici birimi (ADG508) tercih edilmistir. Iki sistemin DC
seviyelerinin uyumsuzlugu nedeniyle, her iki devrenin sinyal kesintisi olmadan diizgiin
calisabilmesi i¢in stimiilasyon ve ECIS modlar1 arasinda ge¢is yapmak tizere dortlii bir SPST

anahtar1 (ADG442) kullanilmistir (Sekil 2.5f1) [53].

Alternatif elektrik alan maruziyet sistemlerinin elektronik altyapilari, hiicre kiiltiirti ve
elektriksel devrelerin hassas bir sekilde kontrol edilmesini saglamak amaciyla gesitli
bilesenler ve tasarim stratejileri kullanilarak gelistirilmistir. Bu literatiir bilgilerinden
yararlanilarak, bu tez kapsaminda iiretilen alternatif elektrik alan maruziyet sistemi daha

etkin bir sekilde tasarlanmis ve gelistirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu boliimde tez ¢alismasi i¢in kullanilan materyaller ve ozellikleri ile tasarim ve
secilen yontem ilgili agiklamalar verilmistir. Secilen malzemelerin kriter tablolar1 ve se¢im

nedenleri “Bulgular ve Tartigma” boliimiinde yer almaktadir.

3.1. Alternatif Elektrik Alan Sisteminin Tasarim ve Uretimi

DDS-AD9850 POT KOPRU AMP. ROLE KARTI
= : D ',h. =

LS

ELEKTROKULTUR PLAKASI

LCD EKRAN MIKRODENETLEYICI

Sekil 3.1. Alternatif elektrik alan maruziyet sisteminin sematik gosterimi

Alternatif elektrik alan sisteminin sematik gosterimi Sekil 3.1'de sunulmustur. Bu
sistem; DDS (Direct Digital Synthesis) ¢ipi (AD9850), potansiyometre, giic kaynagi, koprii
yukselte¢ devresi (bridge amplifier), 16 kanalli role karti, mikrodenetleyici, LCD ekran ve
butonlardan olugmaktadir. Alternatif elektrik alan maruziyet sisteminin tasarimi ve
tretiminde kullanilan malzemeler, Tablo 3.1'de "Deneysel Calismalarda Kullanilan
Malzemeler" bashgi altinda listelenmistir. Ayrica, Sekil 3.2'de deneysel calismalarda
kullanilan malzemelerin gorselleri verilmistir. Frekans araligi (100-500 kHz) AD9850 DDS
¢ipi kullanilarak tretilmistir. Elektrik alan seviyesini (1,5-11,63 Vpk/cm) ayarlamak i¢in
potansiyometre kullanilmistir. Koprii yiikselteg devresi, DDS'ten gelen sinyali iki katina
cikararak homojen elektrik alan ¢izgileri elde edilmesini saglamistir. Elektrik alan

dogrultusu ise 16 kanalli r6le kart1 ile belirlenmistir.
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Sekil 3.2. Deneysel ¢aligmalarda kullanilan malzemelerin gorselleri. (a) gii¢ kaynagi (12V, 5A), (b)
mikrodeneteleyici (Arduino Mega 2560 Pro Mini), (¢) DDS (AD9850), (d) gii¢ yiikselteci (LM675), (e)
opamp entegresi (1f356), (f) 16 kanalli role karti, (g) 4x16 LCD ekran, (h) potansiyometre, (i) butonlar, (j)

100 nanofarad kondansator, (k) 10 mikrofarad kondansator, (1) 1 nanofarad kondansatdr, (m) 1 kiloohm

direng, (n) 10 kohm direng, (o) 20 kiloohm direng

Tablo 3.1. Deneysel ¢aligmalarda kullanilan malzemeler

Malzemeler

LM675 (2 adet)

100 nanofarad kondansator (6 adet)

LF356

Arduino Mega2560 pro mini

1 nanofarad kondansatdr (2 adet)

12 V Gii¢ Kaynagi (2 adet)

2 kiloohm direng (2 adet)

16 kanall1 role karti

10 mikrofarad kondansator (4 adet)

AD9850 DDS Sinyal Jenaratorii 0-40 MHz

20 kiloohm %1 direng (4 adet)

5’1i Buton Kart1

1 kiloohm %1 diren¢ (2 adet)

Genlik ayar gostergesi

10 kiloohm % W direng (2 adet)

LCD ekran (4x16)

Sekil 3.3’te goriildiigii lizere, cihazin 6n panelinde bir adet 4x16 LCD ekran, frekans

ayarlamak ve elektrot se¢mek i¢in kullanilan 5 adet buton, elektrotlara giden bir ¢ikis ve

elektrik alan seviyesinin ayarlanmasi i¢in bir potansiyometre bulunmaktadir. Cihazin arka

panelinde ise AC girisi ve sigorta yer almaktadir. Tasarlanan sistemin devreleri, tiim sisteme

entegrasyonu ve kutulanmasi Sekil 3.4’te gosterilmistir. Sekil 3.5°te ise kutulanmis cihazin

elektronik yapisi detayli bir sekilde agiklanmaktadir.
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Sekil 3.3. Cihazin prototip tasarimi

szapsreesalieainifag

Sekil 3.4. (a) Tiim sistem devresi, (b) cihaz kutulanmasi
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(A) : d % B)

Sekil 3.5. (A) Cihazn elektronik yapisi, (b) cihazin 6n paneli. (a) koprii yiikselte¢ devresi, (b) dds-ad9850,
(c) giic kaynagi (12v,5a), (d) mikrodenetleyici (arduino mega 2560 pro mini), () 16 kanalli réle karti, (f)
4x16 lcd ekran, (g) frekans ayarlama butonlart, (i) siirekli elektrot ayarlama butonlari, (j) siireli elektrot

ayarlama butonu, (k) potansiyometre, (1) elektrot ¢ikisi

Alternatif elektrik alan sisteminin tasarimi ve tiretimi; alternatif elektrik alan kaynagi
iiretimi, homojen elektrik alan olusum devresi, elektrik alan dogrultusu se¢imi ve elektro-
kiiltiir plaka {retimi asamalarindan olusmaktadir. Bu asamalar asagida sirasiyla

aciklanmugtir.

3.1.1.  Alternatif Elektrik Alan Kaynag Uretimi

Alternatif elektrik alan kaynagi, 0-500 kHz frekans araliginda ve 1,5-11,63 Vpk/cm
genlikte dijital olarak ayarlanabilen bir sinyal iiretmektedir. Bu sistem, mikrodenetleyici
(Sekil 3.2b) ve DDS (Direct Digital Synthesis) ¢ipinden (Sekil 3.2¢) olugsmaktadir. Sinyal
genligini ayarlamak icin ayrica bir potansiyometre (Sekil 3.2h) kullanilmaktadir. Bu

bilesenler, ilgili alt basliklar altinda agiklanmastir.

DDS (Direct Digital Synthesis, chip)

DDS cipleri, 1,0 Hz ¢oziiniirliikte ve MHz seviyelerine kadar siniis veya kare dalga
sentezleyebilen ciplerdir [54]. Arduino ile AD9850 DDS ¢ipi (Sekil 3.5¢), bir¢cok sistemde
birlikte kullanildigindan, tasarlamak istedigimiz sisteme uygun bulunmustur. Sistem i¢in
gerekli olan malzeme kriterleri ve DDS c¢ipinin 6zellikleri Tablo 4.2°de ayrintili olarak

gosterilmistir.
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Mikrodenetleyici

Kontrol edilen entegre sayisinin fazlalig1 nedeniyle, mikrodenetleyici olarak kolay
programlanabilen, ¢oklu portlara sahip ve kompakt bir yapiya ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
gereksinimleri karsilamak amaciyla Arduino Mega 2560 Pro Mini (Sekil 3.5b) tercih

edilmistir.

Genlik Ayan

Alternatif elektrik alan yogunlugunu (1,5-11,63 V/cm) ayarlamak ig¢in bir
potansiyometre kullanilmaktadir. DDS'ten gelen AC sinyalin DC sinyale doniistiirtiliip
Arduino entegresinin ADC girisinden (A3) okunabilmesi i¢in diyot pompasi devresi [55]
kullanilmistir. Diyot pompasi devreleri Sekil 3.6'da gosterilmistir. Arduino tarafindan

okunan sinyal, LCD ekranda goriintiillenmektedir.

100nF

Germanyum Diyot

ADC giig

SN 100nF AC Sinysl Girlgl
o

C

Sekil 3.6. Diyot pompast devreleri, (a) diyot pompasi devre semast, (b) diyot pompast baski devresi, (c) ADC
cikist (d) AC sinyali girisi

3.1.2.  Elektrik Alan Dogrultusu Sec¢imi

Elektrik alan dogrultusu secimi, siirekli elektrot se¢imi ve siireli elektrot se¢cimi olmak
tizere iki ayr1 mekanizmadan olugmaktadir. Stirekli elektrot se¢imi mekanizmasinda, her
situn icin iki yon secenegi bulunmaktadir. Bu mekanizmada, her siitun i¢in kuzey-giliney
veya dogu-bat1 yonlerinden biri secilmektedir (Sekil 3.7a). Kuzey-giiney yonii se¢ildiginde,
stitundaki tiim kuzey ve giiney elektrotlar1 ayn1 anda agilmakta; dogu-bat1 yonii se¢ildiginde

ise slitundaki tiim dogu ve bat1 elektrotlar1 ayni anda agilmaktadir.

Tiim siitun secimleri yapildiktan sonra, belirlenen frekanslarda (100-500 kHz)
hiicrelere elektrik alan uygulanabilmektedir. Siireli elektrot secimi mekanizmasinda ise 10,

60, 120, 300 saniye siirelerinden biri segilmektedir. Ornegin, 10 saniyelik siire secildiginde
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sistem, her 10 saniyede bir kuzey-giiney ve dogu-bat1 yonlerinde yon degistirerek (polarize
sekilde) calismaktadir. Sekil 3.7b'de ise elektro-kiiltiir plakasinin yon ve elektrot gdsterimleri

sunulmustur.

Role Karti

Role, akim gectiginde devreyi tamamlayan elektromanyetik bir devre elemandir.
Roleler, yiiksek giiclii alicilart diisiik akimlarla anahtarlamak i¢in kullanilir ve bu sayede
kontrol devrelerini denetlenen cihazdan veya sistemden izole eder. Her bir rélede kontrol
LED'leri bulunur ve réleler lojik 0 (0 V) ile tetiklenir. Role kartinin veri sayfasinda belirtilen
degerler Tablo 3.2'de gosterilmistir. Bu veri sayfasina gore, 12 V gerilimde bir rlenin ¢ektigi

akim (rated current) 30 mA'dir.

Elektro-kiiltiir plaka ile alternatif elektrik alan maruziyet sistemi arasindaki baglanti,
Sekil 3.8'de gosterilmistir. Rolelerin verimli ¢alisabilmesi i¢in gerekli olan akim degeri, her
bir rélenin ¢ektigi akim miktara baghdir. 16 kanalli réle kartinin toplam g¢ektigi akim,
Denklem 3.1 ile hesaplanabilir. Bu hesaplama, tiim devre i¢in uygun bir gii¢ kaynagi se¢imi
acisindan kritik 6neme sahiptir. Tablo 3.2'de, veri sayfasindan alinan bilgiler dogrultusunda,

rolenin akim ¢ikis1 asagidaki sekilde hesaplanir:
Toplam Cekilen Akim = Role sayis1 x Bir rolenin ¢ektigi akim degeri 3.1

[=16 x 30 mA=480 mA

Tablo 3.2. Role kartinin veri sayfast degerleri

Nominal (VDC) 3 5 6 9 12 18 24 48

Bobin Direnci (€ + 25 69 100 225 400 900 1600 6400

%10)

Anma Akimi (mA) 120 71,4 60 40 30 20 15 7,5 0,36W
Max Calisma Voltaji 2,25 3,75 4,5 6,75 9 13,5 18 36

(VDC)

Min Serbest Birakma 0,15 0,25 0,3 0,45 0,6 0,9 1,2 2.4

Voltaj1 (VDC)

Max Uygulanabilir 70°C’de nominal voltajin %130'u, 23°C’de ise nominal voltajin %170'

Voltaj

20



a) K-G b) i

D-B

» . ——— 0 —= i "‘!;;’Q
R = g,,—;,m.;,sz,_—:} -

Sekil 3.7. Elektro-kiiltiir plakasinin yon ve elektrot gosterimleri. (a) Elektro-kiiltiir plakasinin yon goésterimi,
kuzey-giiney (K-G) yonii, dogu-bati (D-B) yonii. (b) Elektro-kiiltiir plakasinin elektrot gosterimi, (i) 1.
siitunun dogu-bat1 (D-B) elektrotlart, (ii) 1. siitunun kuzey-giiney (K-G) elektrotlar

Sekil 3.8. Elektro-kiiltiir plaka ve alternatif elektrik alan maruziyet sistemi baglantisi

3.1.3. Homojen Elektrik Alan Olusum Devresi

Tasarimda, 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarinda iki farkli dogrultuda elektrik alan
olusturulurken, se¢ilmeyen elektrotlarin mevcut elektrik alan ¢izgilerini bozmamasi
gerekmektedir. Ornegin, 1. siitun igin kuzey-giiney yéniindeki elektrotlar kullanildiginda,
dogu-bati yoniindeki secilmeyen elektrotlarin {iretilen elektrik alanin ¢izgilerini

etkilememesi saglanmalidir. Bu amag¢ dogrultusunda, homojen elektrik alan c¢izgileri
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olusturmak icin koprii yiikselte¢ (bridge amplifier) devresi tasarlanmis olup, devrenin

ayrintilart agagida sunulmustur.

Koprii Yiikselte¢ (Bridge Amplifier) Tasarimi

Giig yiikseltecleri, belirli bir giris sinyalinin genligini yiikselterek yiik direncine daha
fazla gii¢ saglamak amaciyla tasarlanir. Bu yiikseltegler, tek ylikselte¢ ve koprii yiikselteg
olmak {iizere iki topolojiye ayrilir. Koprii yiikseltecler, tek yiikseltece kiyasla daha yiiksek
glic verimliligi sergiler. Ayn1 besleme gerilimi ile daha yliksek bir ¢ikis giicii iiretebilirler

[56].

Sekil 3.9. Temel koprii yiikselteg devresi (R1, R2, R3: Farkli direng degerleri, Rroap: Yik direnci) [57]

Temel bir koprii yiikselteg devresi (Sekil 3.9), bir evirmeyen ve bir eviren yiikseltecin
giris sinyaliyle beslenmesiyle olusur. Direncler, her iki yiikseltecin kazancini ayni1 olacak
sekilde secilmektedir. Yiik direnci, iki yiikseltecin ¢ikislar: arasina baglanir ve toprak hattina
dogrudan bir baglantis1 bulunmamaktadir. Bu diizenleme, koprii yiikseltecin yiik iizerindeki

gerilimi iki katina ¢ikarmasini saglar.

Cihaz tasariminda, 12-kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarinda iki farkli dogrultuda
elektrik alan olusturulurken, secilmeyen elektrotlarin olusan elektrik alan ¢izgilerini
bozmamasi saglanmalidir. Koprii yiikselte¢ devresinin yiiklerinin topraktan bagimsiz olmasi,
hiicrelere uygulanan elektrik alanin homojenligini temin eder. Koprii yiikselteg, yiik boyunca
voltajda iki kat artis saglayarak daha yiiksek bir elektrik alan olusumuna olanak tanir.
Literatiirde yapilan bir ¢alismada, elektrotlar arasinda olusan akim degeri 155 mA olarak
belirlenmistir [49]. Sistemimizdeki akim ¢ikisi, bu 155 mA degeri ve 12-kuyucuklu plaka
dikkate alinarak hesaplanmistir (Denklem 3.2).
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Akim Cikis1 = Elektrotlar arasinda olusan akim degeri X Kuyucuk sayis1 3.2
[=155 mA %12 =1860 mA

Hesaplamalara gore, tiim devreye en az 2 A akim c¢ikisi saglayabilen bir veya birden
fazla yiikselte¢ gerekmektedir. Gii¢ yiikselteci olarak LM675 tercih edilmistir. Asagida
goriilen koprii yiikselteg tasarimi (Sekil 3.10), LM675 yiikseltecinin veri dosyasi (datasheet)

incelenerek tasarlanmistir [58].

(b)
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Sekil 3.10. (a) LM675 evirmeyen yiikselte¢ tasarimi, (b) LF356 eviren yiikselteg tasarimi, (c) koprii yiikselteg

tasarimi (d) filtre devresi

Veri dosyasindaki calismalarda, LM675 ylikselteci evirmeyen bir konfiglirasyonda
(Sekil 3.10a) kullanilmistir. Tasarimda evirme islemi, yaygin olarak kullanilan ve kolay
erisilebilen LF356 ile gergeklestirilmistir. LF356'nin eviren yiikselte¢ tasarimi, veri
dosyasindan alinarak Sekil 3.10b’de gosterilmistir [59]. Tasarim, Sekil 3.10¢’de goriildigi
gibi iki evirmeyen (LM675) ve bir eviren (LF356) yiikseltecten olugsmaktadir.LM675

23



yiikseltecinin ¢ikisinda, sebeke giiriiltiistinden arindirmak amaciyla bir filtre (Sekil 3.10d)
kullanilmistir (LM675 veri sayfasi). LM675 genellikle ses yiikselteci tasarimlarinda
kullanilir ve 20 kHz bandinda c¢alisir. Ancak, bu tez kapsaminda 500 kHz bandinda
calisilmas1 gerektiginden, filtre devresinin (Sekil 3.10d) kisa devre olabilecegi
diistiniilmiistiir. Bu nedenle, veri sayfasindaki direng ve kapasitor degerleri, tasarima uygun
olacak sekilde uyarlanmistir. Tasarimi yapilan koprii yiikselteg devresinin role karti ile

baglantist Sekil 3.11°de gosterilmistir.

BRIDGE AMPLIFIER

ELECTRODES

o | f

- e B B B
e B R N B e B B

RELAY CARD 16 CHANNEL

e

il RELAF CARD-BA.kicad.sch
Title: EDA SEVVAL AKSAN

Sekil 3.11. Roéle kartt ve koprii yiikseltec tasarimi

3.1.4. Elektro-kiiltiir Plaka Uretimi

Elektro-kiiltiir plakasi tiretimi, Ugur Diizen'in "Elektro-kiiltiir Plakanin Tasarimi,
Uretimi ve Glioblastoma Hiicrelerindeki Etkilerinin Incelenmesi" bashkli yiiksek lisans tezi
kapsaminda tasarlanmis ve iiretilmistir. Bu boliimde, standart 12-kuyucuklu hiicre kiiltiirii
plaka boyutlarina uygun olarak paslanmaz ¢elik elektrotlardan olusan elektro-kiiltiir
plakalarinin tasarimi ve iiretimi ele alinmaktadir. Tasarimin amaci, her bir kuyucuk i¢in dort
paslanmaz celik elektrot iceren bir elektro-kiiltiir plakasinin iiretilmesidir. Bu hedef
dogrultusunda, farkli yonlerde elektrik alan polarizasyonunun hiicre tepkileri lizerindeki
etkilerini incelemek amaciyla, 12-kuyucuklu elektro-kiiltiir plakalarinin her bir kuyucugu,
karsilikli iki ¢ift elektrot (toplam dort elektrot) icerecek sekilde tasarlanmistir. Standart 12-
kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakast i¢in modelleme, SolidWorks yazilimi kullanilarak

gerceklestirilmistir.
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3.2. Hiicresel Calismalar

200 kHz frekans ve 2,13 Vpk/cm alan yogunlugunda iiretilen alternatif elektrik alanlar
48 saat boyunca SH-SYSY hiicrelerine uygulanmis (Sekil 3.12) ve hiicre kiiltiirii 6n
deneyleri (hiicre canlilig1) ile incelenmistir. Hiicre hatti, %10 (hacim/hacim: h/h) Fotal Sigir
Serumu (FBS) ve %1 antibiyotik ¢ozeltisi (penisilin-streptomisin) iceren Dulbecco’s
Modified Eagle Medium-F12 (DMEM-F12) besiyerinde kiiltiire edilmistir. Inkiibasyon
islemleri, 37°C’de %5 COz igeren nemli ortamda gergeklestirilmistir. Besiyeri 2-3 giinde bir
tazelenmis ve hiicreler %70-80 doygunluga ulastiginda deneysel asamalar i¢in ekim islemi

yapilmistir [60].

—

Sekil 3.13. Nikon Eclipse Ti2 Inverted Microscope
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Tiim hiicresel goriintiiler, Nikon Eclipse Ti2 Inverted Microscope (Sekil 3.13) ile elde
edilmistir. UV sterilizasyon islemleri, biyolojik giivenlik kabini (Thermo Scientific MSC
Advantage Class II) gergeklestirilmistir (Sekil 3.14).

Sekil 3.14. Elektro-kiiltiir plaka sterilizasyonu (Thermo Scientific MSC Advantage Class 11, biyolojik
giivenlik kabini),

3.2.1. Hiicre canlihi@ tespiti: MTT yontemi

Hiicre canliliklar1 kolorimetrik bir test olan MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir) yontemi ile belirlenmistir. Canli hiicrelerde, mitokondriyal
dehidrogenaz aracilig1 ile tetrazolyum tuzlarinin formazan kristallerine doniismesine
dayanan MTT kolorimetrik bir test olup, 6l¢iilen absorbans degerleri dogrudan canli hiicre
sayist ile orantilidir [61]. Alternatif elektrik alan maruziyetinden sonra, hiicrelere taze
besiyerinde hazirlanmis 0,5 mg/mL MTT c¢ozeltisi (5 mg/mL PBS igerisinde) ilave edilerek
3 saat 37°C’de bekletilmistir. Inkiibasyon siirecinden sonra, hiicreler iizerindeki ortam
uzaklastirilarak ve her bir goze 100 pL izopropanol eklenerek olugan formazan kristallerinin
coziinmesi saglanmistir. Elde edilen ¢6zeltinin optik yogunlugu, 650 nm referans olmak
tizere 570 nm’de mikroplaka okuyucu ile spektrofotometrik olarak Slgiilmiistiir. Kontrol
Orneginin absorbansi %100 kabul edilerek diger gruplardan elde edilen absorbans degerleri,

kontrol 6rneginin absorbans degerine gore hesaplanarak ve % canlilik olarak ifade edilmistir.

26



3.2.2. [Istatistiksel Analiz

Hiicre kiiltlirli analizlerinde, veriler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur.
Calisma sonuglari, Graphpad Prism 8 (Graphpad Software, Inc., San Diego, CA) programi
kullanilarak farkli gruplarin istatistiksel ac¢idan karsilastirilmasi tek-yonlii varyans analizi
(one-way ANOVA) kullanilarak yapilmistir. Anlamlilik dereceleri, p>0,05 (anlamli degil),
p<0,05%*, p<0,01**, p<0,001***, p<0,001**** olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu boliimde, tez ¢aligmasi igin tasarlanan sistem ve devrelerin deneysel asamalarinda
elde edilen bulgular sunulmus ve sonuglar tartigilmistir. Ayrica, devre tasarimlart igin
belirlenen malzeme kriterleri ac¢iklanmis, malzeme sec¢imlerinin nedenleri ve bu

malzemelerin  deneysel sonuglara gore belirlenen kriterleri karsilama  diizeyi

detaylandirilmistir.

4.1.Alternatif Elektrik Alan Kaynag Uretimi

a)

Birinci butona kag

kere bastldigint
buttonCounter

degigkeni ile say.

1. butona

basim sayisina gore
100.000  sayismin

V(e )
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basim sayisina gore
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Sekil 4.1. Yazilim algoritmalari (a) alternatif elektrik alan kaynag: iiretimi algoritmasi, (b) stirekli elektrot
secim algoritmasi, (c) siireli elektrot ayari algoritmast
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Tablo 4.1. DDS malzeme kriter tablosu

Kriterler

Malzeme Ozellikleri

100kHz-500kHz araligmm1 1 Hz kadar kiigik

¢Oziiniirliikle tiretmelidir.

0-40 MHz araliginda 0,0291 Hz’e kadar

¢Oziiniirliikle tiretebilmektedir.

Siirekli siniis Giretmelidir.

2 siniis dalgast ve 2 kare dalga ¢ikist bulunmaktadir.
Analog cikis siniis dalgasi liretmektedir.

Arduino’nun tiim ¢ipleri ile uyumlu ¢aligmalidir.

Tim Arduino ¢ipleriyle birlikte ¢aligmaktadir.
Frekans sinyal jeneratorii olarak bircok kez
kullanilmigtir.
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Sekil 4.2. Alternatif elektrik alan kaynagindan {iretilen sinyalin testi (a) osiloskop cihaz1 (TDS5104B), (b)

200 kHz sinyalin

osiloskop goriintiisii

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda, hiicre sayisindaki azalma (hiicre canlilik testleri),

uygulanan alternatif elektrik alanin siiresi, yogunlugu ve frekansina bagl olarak degisiklik
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gostermektedir [49]. Alternatif elektrik alan kaynagi, 100-500 kHz frekans araliginda ve
1,5-11,63 Vpk/cm genlikte siniis sinyalleri iiretmektedir. Sistemin algoritmasi, Sekil 4.1°de
sematik olarak sunulmustur. Tasarlanan algoritmada, cihazin ilk iki butonu frekans ayarini
gerceklestirmek tizere yapilandirilmistir. Birinci buton, frekans degerinin basamagini
secmek icin, ikinci buton ise frekans degerini artirmak amaciyla kullanilmaktadir. Ayarlanan
frekans degeri, LCD ekranda goriintiilenmektedir. Siniis dalgalarini sentezlemek igin,
AD9850 DDS ¢ipi, mikrodenetleyici tarafindan protokoliine uygun sekilde

komutlandirilmistir.

Siniis dalgasinin sentezleme ve kontrol siireci detaylandirildiginda, 6ncelikle Arduino
master kiitliphanesi kullanilarak Arduino kodlar1 ve protokolii ile istenilen frekans araligi
(100500 kHz) tanimlanmis ve bu bilgiler DDS ¢ipine komut olarak génderilmistir. Bu
siiregte, farkli frekans degerlerinde sinyaller sentezlenmis ve alternatif elektrik alan
kaynaginin sinyal durumu, cihazin validasyon testleri ile gdzlemlenmistir. Sinyal genliginin

ayarlanmasi i¢in devre tasariminda bir potansiyometre (Sekil 3.2h) kullanilmistir.

Bu sistemde, istenilen frekans, Sekil 3.5g’de gosterilen butonlar araciligryla
ayarlanabilmektedir. AD9850, kolay temin edilmesi ve mevcut kiitliphanesinin hazir
bulunmasi nedeniyle tercih edilmistir. Arduino-DDS karti tarafindan sentezlenen sinyallere
ornek olarak, 200 kHz frekansinda bir sinyal sentezlenmis ve bu sinyal, osiloskop ekraninda
izlenerek dogrulanmustir (Sekil 4.2b). Olgiimler, osiloskop cihaz1 (Sekil 4.2a) kullanilarak
gergeklestirilmistir. DDS ¢ipinden elde edilen sinyalin genligi (1,24 V) ve frekansi (200
kHz), osiloskop ile dogrulanmistir. AD9850, Tablo 4.1°de belirtilen tiim kriterleri

karsilamakta olup, Sekil 4.2°de gosterildigi tizere istenilen frekanslar tliretebilmektedir.

Literatiirde, alternatif elektrik alan maruziyet sistemlerinin tasariminda, yliksek
voltajli amplifikatorler ve sinyal jeneratorlerine ek olarak cesitli cihazlar ve devreler
gelistirilmistir [49, 52, 53]. Bu tez kapsaminda ise, dijital olarak panel iizerinden kolayca
kontrol edilebilen, masaiistii tek parca bir cihaz tasarimi gelistirilmistir. Bu tasarim,

kullanicrya pratiklik ve kompakt bir ¢6ziim sunmaktadir.

4.1.1.  Genlik Ol¢iimii
Gelistirilen sistemde, alternatif elektrik alan yogunlugunu (1,5-11,63 V/cm)
ayarlamak i¢in bir potansiyometre kullanilmaktadir [53]. DDS tarafindan iiretilen sinyalin

genligini 6lgmek amaciyla, voltajt AC'den DC'ye doniistiiren basit bir diyot pompasi devresi
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kullanilmistir. Diyot pompasi, diger karmasik AC/DC dondistiiriiclilere gore daha basit ve
ekonomik bir ¢éziim sunar. DDS'ten gelen AC sinyalin, Arduino entegresinin ADC
girisinden (A3) okunabilmesi amaciyla DC sinyale doniistliriilmesi i¢in bu devre tercih

edilmistir [55].

Diyot pompasi devresinin semast Sekil 4.3’te sunulmaktadir. Arduino tarafindan
okunan sinyal, LCD ekranda goriintiilenmistir. Cihaz ekraninda gozlemlenen genlik
degerleri temel alinarak, cesitli hesaplamalar yapilmis ve sonuglar dogrultusunda bir
derecelendirme tablosu olusturulmustur (Tablo 4.2 ve Tablo 4.3). Tablo 4.2 ve Tablo 4.3'te,
100 kHz ve 500 kHz frekanslarindaki dl¢iimlerde, diyot pompasindan elde edilen analog
veriler Arduino entegresinin ADC girisi ile okunmus ve cihaz ekraninda goriintiilenmistir.
Bu tabloda belirtilen genlik degerleri referans alinarak, hiicrelere uygulanacak alternatif

elektrik alan parametreleri belirlenmistir.

a)
e ©@00000©0 a8
Germanyum Diyot 500 € .
o I I % - 3.t
01 g |
L 100nF AC Sinyel Girlgl
;M 220nF | 220nF gZSS c
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Sekil 4.3. Diyot Pompasi Devreleri, (a) diyot pompasi devre semasi, (b) diyot pompasi baski devresi, (¢)
ADC cikisi, (d) AC sinyali girisi

Tablo 4.2. 100 kHz genlik degerleri skala tablosu

Osiloskop Degeri DDS Cihaz Gostergesi Genlik Degeri Vpk/cm Degeri

(Diyot pompasi) Elektro-kiiltiir Plakas1 | (Elektrotlar arasl
(Vpk) mesafe 1.6 cm)

1,07V 0,69 18,60 11,63 V/cm

1,06 V 0,68 18,40 11,50 V/cm

1,05V 0,67 18,00 11,25 V/em

1,05V 0,66 17,80 11,13 V/em

1,03V 0,65 17,60 11,00 V/em

1,00 V 0,64 17,40 10,88 V/em

0,99 vV 0,63 17,20 10,75 V/em

0,98V 0,62 17,00 10,63 V/em

097V 0,61 16,80 10,50 V/em

0,96 V 0,60 16,40 10,25 V/em

095V 0,59 16,20 10,13 V/em

0,94V 0,58 16,00 10,00 V/ecm

095V 0,57 15,80 9,88 V/cm

093V 0,56 15,60 9,75 V/em

0,90 V 0,55 15,40 9,63 V/cm

0,89 V 0,54 15,20 9,50 V/cm
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0,88V 0,53 14,80 9,25 V/ecm
0,87V 0,52 14,70 9,19 V/ecm
0,86 V 0,51 14,60 9,13 V/ecm
0,85V 0,50 14,40 9,00 V/cm
0,84 V 0,49 14,20 8,88 V/cm
0,83V 0,48 14,00 8,75 V/ecm
0,81V 0,47 13,80 8,63 V/cm
0,79 V 0,46 13,40 8,38 V/cm
0,78 V 0,45 13,20 8,25 V/ecm
0,77V 0,44 13,00 8,13 V/cm
0,76 V 0,43 12,60 7,88 V/ecm
0,74V 0,42 12,40 7,75 V/em
0,73V 0,41 12,20 7,63 V/ecm
0,72V 0,40 12,00 7,50 V/ecm
0,70V 0,39 11,60 7,25 V/em
0,69V 0,38 11,50 7,19 V/em
0,68 V 0,37 11,40 7,13 V/em
0,66 V 0,36 11,02 6,88 V/cm
0,65V 0,35 10,80 6,75 V/ecm
0,63V 0,34 10,56 6,60 V/cm
0,62 V 0,33 10,40 6,50 V/cm
0,61V 0,32 10,16 6,35 V/ecm
0,59V 0,31 9,920 6,20 V/cm
0,57V 0,30 9,760 6,10 V/cm
0,56 V 0,29 9,520 5,95 V/em
0,55V 0,28 9,200 5,75 V/em
0,54V 0,27 8,960 5,60 V/ecm
0,53V 0,26 8,800 5,50 V/ecm
0,52V 0,25 8,560 5,35 V/em
0,51V 0,24 8,400 5,25 V/em
0,50V 0,23 8,160 5,10 V/em
0,51V 0,22 7,680 4,80 V/em
0,49V 0,21 7,520 4,70 V/em
0,48V 0,20 7,200 4,50 V/em
0,57V 0,19 7,040 4,40 V/em
0,56 V 0,18 6,720 4,20 V/em
0,55V 0,17 6,560 4,10 V/em
0,54V 0,16 6,320 3,95 V/ecm
0,53V 0,15 6,020 3,76 V/cm
0,52V 0,14 5,920 3,70 V/cm
0,51V 0,13 5,680 3,55 V/em
0,50V 0,12 5,240 3,28 V/em
0,49 V 0,11 5,000 3,13 V/em
048V 0,10 4,760 2,98 V/em
047V 0,09 4,520 2,83 V/em
0,46 V 0,08 4,280 2,68 V/em
045V 0,07 4,000 2,50 V/em
0,44V 0,06 3,760 2,35 V/em
043V 0,05 3,480 2,18 V/em
042V 0,04 3,160 1,98 V/em
041V 0,03 3,040 1,90 V/em
0,19V 0,02 2,720 1,70 V/em
0,18V 0,01 2,400 1,50 V/em
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Tablo 4.3. 500 kHz genlik degerleri skala tablosu

Osiloskop Degeri DDS Cihaz Gostergesi Genlik Degeri V/em Degeri
(Diyot pompasi) Elektro-kiiltiir Plakas1 | (Elektrotlar arasl
(Vpk) mesafe 1,6 cm)
1,07V 0,69 12,50 7,81 V/em
1,06 V 0,68 12,45 7,78 V/cm
1,05V 0, 67 12,40 7,75 V/em
1,05V 0,66 12,25 7,66 V/cm
1,03V 0,65 12,20 7,63 V/cm
1,00 V 0,64 12,00 7,50 V/em
0,99 V 0,63 11,69 7,30 V/cm
0,98 V 0,62 11,68 7,30 V/cm
097V 0,61 11,67 7,29 V/em
0,96 V 0,60 11,66 7,29 V/em
0,95V 0,59 11,65 7,28 V/ecm
0,94V 0,58 11,64 7,28 V/ecm
0,95V 0,57 11,63 7,27 V/em
093V 0,56 11,60 7,25 V/em
0,90 V 0,55 11,40 7,13 V/em
0,89V 0,54 11,20 7,00 V/cm
0,88 V 0,53 10,96 7,48 V/em
0,87V 0,52 10,88 6,80 V/em
0,86 V 0,51 10,80 6,75 V/em
0,85V 0,50 10,72 6,70 V/ecm
0,84 V 0,49 10,56 6,60 V/em
0,83V 0,48 10,40 6,50 V/em
0,81V 0,47 10,32 6,45 V/em
0,79 V 0,46 10,16 6,35 V/em
0,78 V 0,45 9,920 6,20 V/em
0,77V 0,44 9,840 6,15 V/em
0,76 V 0,43 9,600 6,00 V/cm
0,74V 0,42 9,440 5,90 V/em
0,73V 0,41 9,280 5,80 V/em
0,72V 0,40 9,200 5,75 V/em
0,70 V 0,39 9,120 5,70 V/em
0,69 V 0,38 8,800 5,50 V/em
0,68 V 0,37 8,640 5,40 V/em
0,66 V 0,36 8,560 5,35 V/em
0,65V 0,35 8,400 5,25 V/em
0,63V 0,34 8,240 5,15 V/em
0,62V 0,33 8,080 5,05 V/em
0,61V 0,32 7,920 4,95 V/cm
0,59V 0,31 7,680 4,80 V/cm
0,57V 0,30 7,520 4,69 V/cm
0,56 V 0,29 7,320 4,58 V/cm
0,55V 0,28 7,200 4,50 V/ecm
0,54V 0,27 7,040 4,40 V/cm
0,53V 0,26 6,880 4,30 V/cm
0,52V 0,25 6,640 4,15 V/em
0,51V 0,24 6,460 4,04 V/cm
0,50V 0,23 6,320 3,95 V/em
0,51V 0,22 6,080 3,80 V/ecm
0,49V 0,21 6,000 3,75 V/em
048V 0,20 5,760 3,60 V/cm
0,57V 0,19 5,600 3,50 V/em
0,56 V 0,18 5,280 3,30 V/cm
0,55V 0,17 5,080 3,18 V/cm
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0,54V 0,16 4,880 3,05 V/em
0,53V 0,15 4,680 2,93 V/cm
0,52V 0,14 4,520 2,83 V/em
0,51V 0,13 4,320 2,70 V/cm
0,50V 0,12 4,120 2,58 V/em
0,49V 0,11 3,960 2,48 V/cm
0,48V 0,10 3,800 2,38 V/cm
047V 0,09 3,600 2,25 V/em
0,46 V 0,08 3,400 2,13 V/em
045V 0,07 3,200 2,00 V/cm
0,44V 0,06 3,040 1,90 V/cm
043V 0,05 2,800 1,75 V/em
042V 0,04 2,560 1,60 V/cm
041V 0,03 2,320 1,45 V/em
0,19V 0,02 2,160 1,35 V/em
0,18V 0,01 1,960 1,23 V/em

Cihaz ekraninda gortilen degerlere karsilik gelen elektrik alan yogunlugunun degerleri,
elektro-kiiltiir plakasi siitununda verilmistir. Bu genlik degerinin pozitif tepe noktas1 (Vpk)
ve elektrotlar aras1 mesafe (1,6 cm) kullanilarak, elektrotlara uygulanan alternatif elektrik
alan yogunlugu Vpk/cm cinsinden hesaplanmistir. Genlik skala tablolari, baslangi¢c (100
kHz) ve bitis (500 kHz) frekans degerlerine gore olusturulmustur. Ara frekans degerleri igin

genlik ayarlamalari, bu tablolardaki verilere dayanarak yapilmaktadir.

4.2. Elektrik Alan Dogrultusu Secimi

12 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarinda farkli dogrultularda elektrik alan olusturmak
amactyla iki malzeme alternatifi degerlendirilmistir. Ik olarak, analog anahtar (analog
switch) entegresinin kullanilmasi planlanmis olup, bu uygulama i¢in {i¢ ana gereksinim
belirlenmistir. Bu gereksinimler frekans araligi (100-500 kHz), akim kapasitesi (200 mA)
ve bastirma orani (1 MHz’de -60 dB’nin iizerinde) olmak iizere siralanmaktadir. Ancak, bu
gereksinimleri tam olarak karsilayan analog anahtar entegreleri olduk¢a sinirlidir. Veri
sayfalar1 incelenmis ve MAX4603 CAE analog anahtar entegresi test edilmis, ancak yeterli
bastirma oranina sahip olmadigi i¢in (100 ohm yiik altinda -56 dB) uygun bulunmamastir.
Bu durum karsisinda, ikinci alternatif olarak 16 kanalli réle karti tercih edilmistir. R6le karti,
Arduino'nun tiim entegreleriyle kolaylikla adreslenebilmekte olup, bu ¢alismada istenilen
elektrotlarin aktive edilmesi icin kullanilmistir. Ancak, 16 kanalli role kartinin analog
anahtarlara kiyasla tek dezavantaji, daha fazla alan kaplamasidir; bu durum, cihazin toplam

boyutunu artirmistir. Elektrik alan dogrultusu secimi, iki farkli mekanizma ile
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gerceklestirilir: siirekli elektrot se¢imi ve siireli elektrot se¢imi. Bu iki yontem i¢in kullanilan

elektrot secim algoritmalari, Sekil 4.1b ve Sekil 4.1c'de gosterilmektedir.

Sekil 4.4. (a) Elektrik alan dogrultusu se¢im testi, (b) réle karti, 1 ve 16 numarali r6leler aktifken, (¢) 200
kHz sinyalin osiloskop goriintiisii

Koprii yiikseltec devresi ile giiclendirilen sinyal dogrulandiktan sonra, roleler
araciligiyla farkli dogrultularda (Kuzey-Giiney (K-G) ve Dogu-Bati1 (D-B) dogrultulari)
konumlandirilmis elektrotlara yonlendirilmistir. Elektrik alan dogrultusu sec¢iminin sinyal
durumu, cihazin validasyon testleri ile degerlendirilmistir. Osiloskopta, 1 ve 16 numarali
rolelere yonlendirilen sinyalin frekans1 200 kHz, genligi ise 20,2 V olarak gozlemlenmistir.
Sekil 4.4b'deki elektrik alan dogrultusu secim testinde, 1 ve 16 numarali rolelerin aktif
oldugu goriilmektedir; bu durum, 12-kuyucuklu elektro-kiiltiir plakasinin ilk siitunu i¢in K-

G dogrultusunda elektrotlarin segildigini gdstermektedir. Sinyalin, DDS tarafindan iiretilip
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koprii yiikselteg devresi ile giiclendirilerek ilk siitundaki K-G elektrotlarina ulastigt
gozlemlenmistir (Sekil 4.4¢). Test sonuglarina gore, role kartt malzeme se¢im kriterlerini

basariyla karsilamaktadir.

4.3. Homojen Elektrik Alan Olusum Devresi

Tasarlanan koprii yiikselte¢ ve 16 kanalli role kartinin birlikte ¢calismasi (Sekil 3.11)
homojen elektrik alan ¢izgilerinin olugsmasini saglamaktadir. Ayrica, koprii yiikselteg devre
yapisinda yiiklerin topraktan bagimsiz olmasi, hiicrelere uygulanan elektrik alan ¢izgilerinin
homojenligine katki saglamistir. Tasarlanan koprii yiikselteg devresinin semast Sekil 4.5a’da
gosterilmektedir. Bu tasarim i¢in uygun bir yiikselte¢ se¢imi yapilmistir ve se¢cimde Gain
Bandwidth Product (GBP) degeri kritik bir parametre olarak degerlendirilmistir. GBP, bir
yiikseltecin kazancinin bant genisligi ile carpimini ifade eder ve yiikseltecin performansini
belirleyen onemli bir Olgiittiir. GBP, ylikseltecin hangi kazangta en yiliksek frekansta
calistirilabilecegini gosterir. Ornegin, GBP degeri ne kadar yiiksekse, yiikselte¢ o kadar
yiiksek frekansta calisabilirken, kazang da o kadar diisiik olabilir.

Homojen elektrik alan devresi iiretiminde kullanilacak malzeme se¢imi igin iki
alternatif plan degerlendirilmistir ve bu alternatiflere yonelik planlama Tablo 4.4°te
gosterilmektedir. A plani dogrultusunda, her bir réle icin bir islemsel ylikselte¢ (opamp)
paketi olmak tizere toplam 12 opamp paketi kullanilmasi planlanmistir. Ancak mevcut
opamplarin Gain Bandwidth Product (GBP) degeri (1 MHz), akim kapasitesi (200 mA) ve
besleme voltaji (15 V) gibi 6zelliklerinin smirda olmasi nedeniyle bu plan tercih
edilmemistir. Bunun yerine, baskili devre tasariminin ve entegre temininin kolayligi, ayrica
tasarimin daha az yer kaplamasi gibi avantajlar géz ontinde bulundurularak, B plani olan tek

bir gii¢ yiikselteci kullaniminin daha uygun olduguna karar verilmistir.

Denklem 3.2’deki hesaplamalara gére, malzeme sec¢imi i¢in tiim devreye en az 2 A
akim saglayabilen bir gii¢ yiikselteci gerekmektedir. Ayrintili malzeme kriterleri ve secilen
malzemenin 6zellikleri, gii¢ yiikselteci malzeme isterler tablosunda (Tablo 4.5) sunulmustur.
Tablo 4.4’te belirtilen kriterlere gore, OPA548 ve LM675 olmak iizere iki secenek One
¢ikmaktadir.
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Tablo 4.4. Alternatif planlama tablosu

A plam

B plam

Her bir réleye en az 200mA veren bir opamp bulmak.

Tiim devreye en az 2A verebilen bir gii¢ yiikselteci
bulmak

Opamp paketi kanal sayist 4 olmalidir (en az 4 opamp
icermelidir).

1 veya 2 kanal igerebilir (1 veya 2 yiikselteg
igerebilir).

Literatiir aragtirmalarina gore uygulanan elektrik alan
ortalama 2V/cm dir. Buna gdre opampin besleme
voltaji en az 15V olmalidir.

Literatiir aragtirmalarina gore uygulanan elektrik
alan ortalama 2V/cm dir. Buna gore yiikseltecin
besleme voltaji en az 15V olmalidir.

Islemsel yiikseltecin ‘Gain Bandwidth Product (GBP)
degeri’ IMHz ve iizeri olmalidir

Islemsel yiikseltecin ‘Gain Bandwidth Product
(GBP) degeri IMHz ve iizeri olmalidir.

Tablo 4.5 Giig yiikselteci malzeme isterler tablosu

Giic yiikselteci malzeme isterler tablosu

Malzeme Ozellikleri
5.5 MHz Gain Bandwidth Product’a sahiptir.

Kriterler

Islemsel yiikseltecin ‘Gain Bandwidth Product degeri’ 1
MHz ve iizeri olmalidir.

Tiim devreye en az 2 A verebilen bir opamp olmalidir. 3 A Akim kapasitesine sahiptir.

Literatiir arastirmalarina gore uygulanan elektrik alan | Supply Voltage =+30 V Araliginda calisir.
ortalama 2 V/cm dir. Buna gore opampin besleme voltaji

en az 15 V olmalidir.

Cesitli  ses yiikselteci
devrelerinde kullanilmistir

Koprii Yiikselte¢ uygun olmalidir. ve kopri devre

Batista ve ark. (2023) calismasinda cesitli giic yiikselteglerini karsilastirmis ve
OPAS548 ile LM675'in de dahil oldugu bu yiikselteglerin 6zelliklerini tablo halinde
sunmustur. Bu tablolarin ve LM675'in veri sayfasinin incelenmesi sonucunda, LM675 gii¢
yiikselteci (Sekil 3.2d) secilmistir. LM675’in veri sayfasi ve bu karsilastirmalar incelenerek,
LM675 (Sekil 3.2d) sec¢ilmistir. LM675, diisiik maliyetli bir gii¢ yiikselteci olarak 6ne
cikmaktadir. Teknik 6zelliklerine gore, LM675’in giris voltaj1 £30 V ile smirhdir ve ¢ikis
akimi1 +3 A'ya kadar ulasabilmektedir [62]. LM675 kullanilarak Sekil 4.5b'de gdosterilen
koprii ylikselteg devresi kurulmus ve sistem, yiik olmadan test edilmistir. Test sonuglari,

Sekil 4.6’daki sinyalde gosterilmektedir.
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Sekil 4.5.
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Sekil 4.6. Koprii yiikseltecin 200 kHz sinyal goriintiisii (yiik olmadan).
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Sekil 4.7. Koprii yiikselteg devresinin 10 ohm’luk yiik altinda sinyal goriintiileri, a) 100 kHz frekansta, b)
200 kHz frekansta, ¢) 300 kHz frekansta, d) 400 kHz frekansta, ¢) 500 kHz frekansta

Bu tez kapsaminda, DDS ¢ipinden ¢ikan sinyalin genlik (1,24 V) ve frekans1 (200 kHz)
osiloskop (TDS5104B) ile dogrulanmis, sinyaller koprii ylikselte¢ devresinin yardimiyla
yiikseltilmistir. Elde edilen sinyal frekans1 200 kHz ve genligi 20 V g6zlenmistir. Buna gore
1,24 olan DDS sinyalini yaklagik 20 kat yiikselttigi goriilmektedir. Buna gore koprii

yiikselteg¢ devresi teorikteki degerleri tam anlamiyla karsilamaktadir.

LM675 gii¢ yiikselteci, 10 ohm yiik altinda test edilmistir. Secilen LM675 giic
yiikselteciyle kurulan koprii yiikselte¢ tasariminin, veri sayfasindaki degerleri sagladig ve
malzeme kriter tablosundaki (Tablo 4.5) gereksinimleri karsiladigi, Sekil 4.7°deki

sinyallerde gozlemlenmistir. Teknik gereksinimleri karsilarken ayni zamanda daha diisiik
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maliyetli olmasi, LM675'in tercih edilmesinde 6nemli bir faktér olmustur. Bu sistemdeki

yiik, hiicrelerin toplamda olusturacagi akimdir.

Her s1ivinin i¢erdigi iyon miktarina bagli olarak iletkenligi degismektedir. Elektrotlarin
yerlestirildigi sivinin iletkenligine gore, akimin nanoamper (nA) seviyelerinden 200
miliamper (mA) araligina kadar degisebilecegi bilinmektedir. Hiicrelerin olusturacagi
toplam akimin yaklasik 2 A seviyelerinde olacagi 6ngoriilmektedir. Bu nedenle, tiim sistemin

1 A gibi ortalama bir deger altinda test edilmesi uygun gorilmiistiir.

Tim bu devre tasarimlari i¢in uygun bir glic kaynag1 gerekmektedir. Gii¢ kaynagi
secilirken, 16 kanalli r6le kart1 (Denklem 3.1) ve tasarlanan tiim devrelerin toplam g¢ektigi
akimlar ve calisma voltajlar1 dikkate alinmistir. Ayrica, koprii yiikselte¢ tasariminda
hesaplandigi iizere (Denklem 3.2), akimin 2 A’e kadar ¢iktig1 gozlemlenmistir. Bu nedenle,
12 V 5 A gii¢ kaynagi (Sekil 3.2a) se¢ilmistir. Diistiik voltajli iki gii¢c kaynagi1 kullanimi, daha
fazla elektrik alan saglamanin yani sira entegrelerin 1s1 iretimini azaltarak, bilesenlerin daha
verimli ¢alismasinit miimkiin kilar. Tiim devre elemanlar: bir araya getirildikten ve sistem

montaj1 tamamlandiktan sonra, hiicresel ¢alismalar agamasina gecilmistir.

4.4. Hiicresel Calismalar
Bu ¢alismada insan noroblastoma hiicre hattt (SH-SYS5Y) kullanilmistir. SH-SYSY

hiicrelerine alternatif elektrik alan uygulama protokolii asagida verilmistir.

4.4.1. Alternatif Elektrik Alan uygulamasi

Alternatif elektrik alan daha once ¢esitli tiimdr hiicre hatlarina uygulanmistir [13, 24,
35,43, 49]. Bununla birlikte, SH-SY5Y noroblastoma hiicrelerini elektriksel olarak uyarmak
i¢in literatiirde yalnizca DC akim uygulamalari rapor edilmistir [63]. SH-SYSY hiicrelerine
AC sinyal verilmesi ve alternatif elektrik alan uygulamalari iizerine ise heniiz bir ¢alisma

bulunmamaktadir.

Genel olarak, literatiirde cesitli timdr hiicre hatlarina 200 kHz frekans ve 2 V/cm
genlikte alternatif elektrik alan uygulanmistir [13, 24, 35, 43, 49]. Alternatif alan yogunlugu
genellikle 2 V/cm olarak belirtilse de, beyin kanseri i¢in bu yogunluk yaklasik ~2,45 V/em
olarak rapor edilmektedir [64]. Alan yogunlugu, alternatif elektrik alanin etkinligi agisindan
kritik bir faktordiir; ¢linkii in vitro deneylerde alan yogunlugunun 1 V/em’den 2 V/em’ye

yiikseltilmesi durumunda kanser hiicre sayisinda 6nemli bir azalma olacagi 6ngoriilmektedir
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[65]. Ornegin, sican glioma hiicreleri, 2,25 V/cm'lik alternatif elektrik alana 24 saat maruz

birakildiklarinda proliferasyonun durdugu gézlemlenmistir [43].

Bu tez kapsaminda gerceklestirilen hiicresel ¢alismalar icin, elektro-kiiltiir plakasi
once etil alkol ile temizlenmis ve ardindan 20 dakika boyunca UV sterilizasyonuna tabi
tutulmustur (Sekil 3.13). SH-SYSY hiicrelerinin 12'li kiiltiir plakasia ekimi yapilmis ve
alternatif elektrik alan uygulama yonleri belirlenmistir (Sekil 4.8). SH-SYS5Y hiicrelerine,
200 kHz frekans ve 2,13 Vpk/cm elektrik alan yogunlugunda, 48 saat boyunca kesintisiz

olarak alternatif elektrik alan uygulanmistir.

Bu uygulama sonrasinda, SH-SYS5Y hiicrelerinde toksik etkiler ve siyah noktalar
gozlemlenmistir (Sekil 4.9). Bu etkilerin, elektrik alan yogunlugunun yiiksek olmasindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Sekil 4.12 ve Sekil 4.13, alternatif elektrik alanin 48 saatlik
uygulamasinin ardindan elde edilen hiicrelerin inverted mikroskop goriintiilerini ve MTT
sonuclarint gostermektedir. Hiicresel goriintiilerde, kontrol grubuna (Sekil 4.10a) ve sham
kontrol grubuna (Sekil 4.10b) ait hiicrelerin canlilig1 net bir sekilde gézlemlenmistir. SH-
SYSY hiicrelerine kuzey-giiney yoniinde 48 saat boyunca uygulanan alternatif elektrik alan
sonucunda elde edilen hiicresel goriintiiler Sekil 4.10c’de, dogu-bati yoniindeki uygulama

sonucunda elde edilen goriintiiler ise Sekil 4.10d’de sunulmaktadir.

Sekil 4.8. Insan noroblastoma hiicre hattinin (SH-SY5Y) 12-kuyucuklu hiicre kiiltiir plakaya ekimi ve

alternatif elektrik alanlarm (AEA) uygulama yo6nlerinin gosterimi
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KUZEY-GUNEY  DOGU-BATI KUZEY-GUNEY SHAM KONTROL GRUBU

-, = r—

Sekil 4.9. Alternatif elektrik alan (AEA) uygulamasi sonrasi insan néroblastoma hiicrelerinin (SH-SY5Y)

goruntiisi

Sekil 4.10. Insan néroblastoma hiicre hattinin (SH-SY5Y) inverted mikroskop goriintiileri (10X), (a) kontrol
hiicreleri (0.saat), (b) sham kontrol grubu hiicreleri (48.saat, elektrotlar i¢erisinde AEA uygulanmayan), (c)
48 saat boyunca K-G yoniinde alternatif elektrik alan (200 kHz, 2,13 Vpk/cm) uygulanan hiicreler, (d) 48 saat
boyunca D-B yoniinde alternatif elektrik alan (200 kHz, 2,13 Vpk/cm) uygulanan hiicreler. (K-G:
Elektrotlarin kuzey-giiney yoniinde, D-B: Elektrotlarin dogu-bati yoniinde konumlandirilmalari
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Sekil 4.11. Insan néroblastoma hiicre hattina (SH-SY5Y) 48 saat boyunca alternatif elektrik alan (200 kHz,
2,13 Vpk/cm) uygulandiktan sonra elde edilen % canlilik grafigi, anlamlilik dereceleri; p<0,05*, p<0,01**,
p<0,001*** p<0,001**** n=8, (K-G: Elektrotlarin kuzey-giiney yoniinde, D-B: Elektrotlarin dogu-bati

yoniinde konumlandirilmalart)

Insan néroblastoma hiicre hattina 48 saat boyunca alternatif elektrik alan (200 kHz,
2,13 Vpk/cm) uygulandiktan sonra elde edilen yiizde canlilik grafigi Sekil 4.11°de
verilmistir. SH-SY5Y noroblastoma hiicrelerine uygulanan 200 kHz, 2,13 Vpk/cm alternatif
elektrik alanin 48 saat sonunda, K-G yoniinde uygulanan AEA'nin hiicrelerin ylizde
canliligint %60,8’e¢ (p<0,001) ve D-B yoniinde uygulanan AEA’nin hiicrelerin yiizde
canliligint %34’e (p<0,0001) disiirdiigii gézlemlenmistir. Ayrica, D-B ve K-G yonlerine
uygulanan AEA’larin hiicre canlilifina olan etkileri kiyaslandiginda, D-B yoniinde
uygulanan AEA’nin, K-G yo6niinde uygulanan AEA’ya kiyasla hiicre canliligini daha fazla
azalttig1 tespit edilmistir (p<0,01).Alternatif elektrik alanin bdoliinen kanser hiicreleri
tizerindeki etkisi, alanin hiicre boliinme yoniiyle hizalandiginda daha da giiclenmektedir.
Tiimdr hiicrelerinin bdliinme yonlerinin rastgele oldugu diisiiniildiigiinde, tek bir alan yonii
yerine iki veya daha fazla yonde elektrik alan kullanildiginda tedavi etkinliginin arttig1 rapor
edilmistir [66]. Pfeifer ve ark. (2023), 250 kHz frekansinda alternatif elektrik alan1 BxPC-3
ve BxGem hiicreleri lizerinde uygulamis ve alternatif elektrik alanin hiicrelerin ¢ogalmasi
ve canlilig1 iizerindeki toksik etkisinin, yalnizca elektrik alan g¢izgilerinin 96 kuyulu
plakalarin kuyu tabanina paralel oldugu durumlarda gézlemlendigini rapor etmistir [67]. Bu
yon bagimli etki, Tuszynski ve ark. tarafindan, mitoz sirasinda ig iplik¢iklerinin elektrik alan
cizgilerine paralel olarak hizalanmasinin, mitotik oluk bdlgesinde elektrik alan giiciiniin
artmasina yol agmasiyla aciklanmistir [68]. Sonug¢ olarak, bulgularimizla literatiir

calismalarinin uyumlu oldugu goriilmiistiir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu boliimde, tez kapsaminda gergeklestirilen ¢calismalarin genel sonuglari, karsilasilan
smirliliklar ve ¢6ziim Onerileri sunulmustur. Tez ¢alismasinda, alternatif elektrik alan
kaynakli bir in vitro maruziyet sisteminin tasarimi ve liretimi gergeklestirilmistir. Bu sistem
kullanilarak SH-SYSY hiicrelerine alternatif elektrik alanlar uygulanmis ve hiicre-alan
etkilesiminin Oncii deneyleri in vitro kosullarda yapilmistir. Elde edilen sonuglar, orta
frekanshi (200 kHz) alternatif elektrik alanlarmin etkili bir anti-timor sistemi olarak
kullanilabilecegini gostermistir. Tez kapsaminda, 100-500 kHz frekans araliginda ve 1,5-
11,63 Vpk/cm alan yogunluguna ulasabilen bir alternatif elektrik alan maruziyet sistemi
gelistirilmis ve bu sistem hiicre kiiltiiri deneylerinde kullanilmistir. Sistemde frekans ve
elektrot secimleri dort buton yardimiyla yapilmistir; ancak gelecekte bu se¢imler icin bir
arayiiz tasarimi dusiiniilebilir. Ayrica, genlik ayar1 potansiyometre ile yapilmaktadir. Daha
genis bir alan yogunlugu araligina ulagmak icin farkli devre tasarimlar1 ve ydntemler
gelistirilebilir. Hiicre kiiltiirii deneyleri sonucunda, kontrol hiicrelerine gore SH-SYSY hiicre
canliliklarinda istatistiksel olarak anlamli azalmalar goriilmiistiir. Literatiirde uygulanan
elektrik alan yogunluklar1 genellikle 1-3 V/ecm araligindadir ve daha once SH-SYSY
hiicrelerinde benzer calismaya rastlanilmamistir. Deney sonuglari, c¢alisilan tiimor hiicre
hattinda toksik etkilerin goriildiiglinii ve bu yontemin potansiyel olarak anti-tiimor sistemi

olarak kullanilabilecegini gdstermistir.
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