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OZET

Melanoma cilde rengini veren melanositlerden kaynakli bir cilt kanseri tiirii olup halk saglig
acisindan Oliimcil riskler barindiran bir hastaliktir. Tedavisinde; cerrahi olarak tiimoriin
cikarilmasi, kemoterapi, radyoterapi veya bu terapilerin kombinasyonlar: yer almaktadir. Erken
teshiste cerrahi miidahale etkili olabilirken, viicuda yayilim gosteren tiimorlerin tedavisinde
cerrahi yontem yetersiz kalabilmekte ve radyoterapi gibi iyonlastirici radyasyonun kullanildigt
tedavi yontemi tercih edilmektedir. Ancak radyoterapinin ¢ogu zaman kullaniminin sinirh
kalmasi hastalarin kemoterapiye yonlendirilmesine neden olmaktadir. Bununla birlikte yiiksek
dozlarda kemoterapik ila¢ kullanilmasi tedavi etkinligini arttirsa da yan etkileri
diistintildiigiinde tercih edilmemektedir. Tedavi yontemlerinin bu sekilde kisith olmasi yeni
tedavi yontemlerine acil olarak ihtiya¢ dogurmaktadir. Elektroporasyon: yiiksek siddete ve kisa
stireli elektrik pulslar1 uygulanan hiicrelerin membranlarinin geri doniisiimlii gecirgen hale
getirilmesi ile DNA, RNA, ila¢ vb. molekiillerin hiicre i¢ine alinmasini saglayan bir yontemdir.
Bu tez calismasi kapsaminda elektroporasyonla birlikte insan melanoma ve saglikli insan deri
fibroblast hiicrelerine uygulanan dakarbazinin sitotoksititesinin degisimi incelenmistir. Insan
melanoma ve saglikli insan deri fibroblast hiicrelerine 1 Hz tekrarlama frekansinda 100 mikro
saniye (us) puls siiresinde 0-2000 V/cm elektrik alan (E alan) uygulandi. Elektrik alan
uygulanan gruplarda membran gegirgenligi (permeablizasyon) propidyum iyodiir (Pl) ile akim
sitometri cihazinda, hiicre canlilik degisimleri MTT yontemi kullanilarak Elisa okuyucuda ve
floresan goriintiileri PI kullanilarak floresan mikroskopta incelendi. Yalmz elektroporasyon
uygulanan gruplarda permeabilizasyonun ve hiicre canliliginin en yiliksek oldugu E alan degeri
etkin alan degeri olarak belirlendi. Her iki hiicre hatti i¢in yalniz dakarbazin uygulanan gruplar
icin hiicrelerin %50’ sinin proliferasyonunu inhibe edebilecek konsantrasyon degerleri ( 1Cso)
ve belirlenen etkin alan ile birlikte dakarbazin uygulanan gruplarin ICso degerleri kiyaslandi.
Deney sonuglarindan elektroporasyonla birlikte dakarbazin uygulanmasinin saglikli insan deri
fibroblast hiicrelerinde yalniz ilaca kiyasla sitotoksisiteyi 2,43 kat, melanoma hiicre hattinda da
ise 1,41 kat arttirdigi tespit edildi. Her iki hiicre grubunda da elektroposyonun ilag
sitotoksisitesi lizerinde istatistiki acidan 6nemli artisa sebep oldugu belirlendi.
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Anahtar Kelimeler : Melanoma, elektroporasyon, hiicre canliligi, sitotoksisite
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Danigman : Prof. Dr. Ayse CANSEVEN KURSUN



STUDIES ON THE ENHANCING OF CYTOTOXICIDES OF DACARBAZINE USED
TREATMENT OF MELANOMA BY ELECTROPORATION METHOD
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ABSTRACT

Melanoma is a type of skin cancer originating from melanocytes that color the skin and is a
disease that carries fatal risks in terms of public health. In treatment; taking place surgical
removal of tumor, combinations of therapies including chemotherapy and radiotherapy.
Surgical intervention may be effective in early diagnosis, however, surgical treatment may
be inadequate for the treatment of tumors spreading to the body and such as radiotherapy
used treatment with ionizing radiation is preferred. However, the limited use of
radiotherapy often leads to the administration of chemotherapy in patients. Moreover, the
use of chemotherapeutic drugs at high doses increases the effectiveness of the treatment,
but is not preferred due to their side effects. Despite these limited treatment methods, new
treatment methods are urgently needed. Electroporation is a method that allows transition
of DNA, RNA, drugs and so on. molecules through permeabilization temporary
membranes of the cells with high high strength and short term electric pulses. In this thesis
study, the change of cytotoxicity of dacarbazine applied to human melanoma SKMEL-30
and healthy skin fibroblast cells with electroporation was investigated. Human melanoma
SK-MEL-30 cells and healthy human skin fibroblast cells were exposed to electric field
that is between 0-2000 V / cm, 1 Hz frequency of repetition and 100 microsecond (us)
pulse duration. Permeabilization of cells applied electric field were analyzed by using
propidium iodide (PI) in flow cytometry, cell viability were analyzed by MTT assay
analyzed in ELISA reader and by using propidium iodide (PI) fluorescence imaging with
fluorescence microscopy. The effective electric field value was determined by measure of
the highest level of permeability and cell viability in only electroporated group. 1Csg values
of groups of the only dacarbazine treated and 1Cso of groups treated values of determined
efective electric field with dacarbazine were compared for both cell lines. The results of
the experiment showed that application of dacarbazine together with electroporation
increased cytotoxicity by 2.43 fold in healthy human skin fibroblast cells and 1.41 fold in
melanoma cell line. Electroporation was found to cause a increase of significant
statistically in drug cytotoxicity in both groups of cells.
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1. GIRIS

Ulkemizde ve diinyada kanser, 6liim nedeni olarak kardiyovaskiiler sistem hastaliklarinin
hemen ardindan gelmektedir. Kanser tipleri arasinda yer alan en 6nemli cilt kanserinden
birisi melanomdur. Melanom, cilde rengini veren melanosit hiicrelerinin farklilagsmasindan
kaynaklanan malign bir cilt kanseridir. Diinya Saglik orgiitii (WHO) verilerine gore son 10
yildir melanom ve diger cilt kanserlerinde onemli bir artis goriilmektedir. Bu artis
nedeniyle halk saghgimi ciddi sekilde tehdit etmekte olan melanom igin birgok tedavi
secenegi mevcuttur. Tedavi segenekleri; tiimoriin cerrahi olarak ¢ikartilmasi, kemoterapi,

radyoterapi yada bu terapilerin kombinasyonlarindan olusmaktadir.

Erken teshis edildiginde cerrahi yontem basarili iken, yayilim gosteren melanomlarda bu
yontem yetersiz kalabilmekte ve siklikla diger bir tedavi yontemi olan radyoterapi tercih
edilmektedir. Radyasyon tedavisi, timor gelisimini azaltmak veya onlemek igin yiiksek
enerjili 1sinlart veya diger iyonlastirict radyasyon tiirlerini kullanir. Cerrahi olarak
¢ikarilamayan tiimoérler ve yaygm olan yiizeyel melanom metastazlarinda radyoterapi
basarili bir sekilde kullanilir, ancak nodiiler hacimsel lezyonlar icin, diisiik etkinlik ve
lezyonlarin ikincil tlserasyon olusturma riski ve yan etkilerinin fazla olmasi nedeniyle

cogunlukla bu tedavi opsiyonu da smirli uygulanabilmektedir.

Kemoterapik ilaglar, metastatik malign melanom hastalarinda yaklasim olarak en ¢ok
kullanilan tedavi yontemlerinden birisidir. Bu ilaglar hizla boliinen hiicrelere miidahale
ederek viicuda yayilmig kanser hiicrelerinin yok edilmesinde faydali olabilmektedir. Ancak
cogu zaman kanserli hiicreler iizerinde etkin tedavi saglayabilmek i¢in kemoterapik
ilaglarin dozlar1 arttirllmak zorundadir. Damar yoluyla veya oral yolla uygulanan
kemoterapik ilacin dozuna bagl olarak yiiksek toksisite ile birlikte bulanti, sa¢ dokiilmesi,
istahsizlik, periferal noropati gibi pek ¢ok yan etki goriilebilmektedir. Yan etkilerin fazlaca
goriilmesi kanser tedavisi sirasinda hastanin yasam kalitesinin 6nemli 6l¢iide bozulmasina
neden olmakta ve etkinligi siirlamaktadir. Bu tedavi yontemlerindeki sinirlamalar
nedeniyle hastanin sag kalim siiresini uzatmak ve yasam kalitesini arttirmak icin yeni

terapilerin bulunmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Son yillarda arastirmacilar tarafindan, non invaziv tedavi bigimleri tizerinde

yogunlasilmakla birlikte tedavi siiresini ve yan etkileri azaltmaya yonelik caligmalar



yapilmaktadir. Kemoterapik etkinligin arttirilarak yan etkilerin azaltildigi yontemlerden
birisi elektroporasyondur. Elektroporasyon hiicre membraninda geri doniisiimlii porlar
acarak hiicre icerisine giremeyecek diizeyde olan molekiillerin (DNA, RNA, kemoterapik
ilag, iyon vb.) elektrik (E) alan etkisiyle gecisini saglayan yontemdir. Melanom
tedavisindeki sinirlamalar nedeniyle tedavi etkinliginin arttirilmast i¢in Kemoterapik ilaglar
ve elektroporasyonun  birlikte  kullanildigi  elektrokemoterapi  g¢alismalarina
yogunlasilmistir. Bu arastirma; melanom tedavisinde kullanilmakta olan kemoterapik bir
ilag olan dakarbazinin elektroporasyonla birlikte kullanilmasinin, ilacin sitotoksik

etkinligini arttirip artmayacaginin belirlenmesi amactyla planlandi.

Aragtirmada hiicre hatt1 olarak, saglikli insan deri fibroblast hiicre hatti ve SK-MEL-30
insan melanom hiicre hatt1 segildi. Hiicrelere yiiksek siddette kisa siireli E alan

uygulanmasi ve hiicre membraninda geri doniisiimlii porlar olusturulabilmesi amaglandi.

Hiicre membraninda geri doniisimli porlarin olusmasini saglayan E alan degeri
belirlendikten sonra, bu E alan ile kemoterapik ajan birlikte uygulandiginda hiicre igerisine
ilacin daha fazla niifuz edecegi boylelikle kemoterapik ajanin sitotoksisitesinin artacagi

hipotezlendi.

Bu tez kapsaminda deney asamasinda; E alan ve kemoterapik ajan dakarbazinin insan deri
fibroblast ve SKMEL-30 insan melanom hiicrelerinde, hiicre canlilik diizeylerini nasil

etkiledigi arastirildi. E alanin hiicre canliligina etkileri MTT yontemi ile degerlendirildi.

Bu caligma sonucunda; eger elektroporasyon uygulanan hiicrelerin canliliklari devam
ederken membranda gegici porlar olusabilir ve olusan porlardan kemoterapik ajan girisi
miimkiin olabilirse, kemoterapik ilaglarin hiicre icerisindeki etkinliginin artabilecegi 6n
goriilmektedir. Kemoterapik ilaglarin diisiik dozlarda bile etkin olabilecegi tedavi imkan1
sunulabilecek ve boylelikle yan etkilerin azaltilabilecegi bir tedavi yonteminin temelleri

atilmis olacaktir.

Boliim 2, elektroporasyon teorisi ile baglamakta, E alan parametreleri, geri dontisiimlii ve
geri dontlisiimsiiz elektroporasyon tipleri anlatildiktan sonra melanom ve melanom
tedavisinde kullanilan dakarbazin’in yer aldigi temel bilgiler ile devam etmekte ve

elektrokemoterapiden bahsedilerek boliim tamamlanmaktadir.



Bolim 3'te, tez ¢alismasinda kullanilan gere¢ ve yontemler anlatilmaktadir. Sirast ile
caligmada kullanilan hiicre hatlari, besiyeri ve soliisyonlar hakkinda bilgi verilerek
biyolojik deneylerde kullanilan gereglere deginilmektedir. Elektroporasyon uygulanmasi
sonucu hiicre canliliginin E alana goére nasil degistigi ve permeabilizasyon

parametrelerinden yola ¢ikarak etkin alan degerinin nasil belirlendigi anlatilmaktadir.

Calismada hiicrelerin; yalniz elektroporasyon, yalniz ilag ve ilag+ elektroporasyon gruplari
olmak iizere ii¢ farkli grupta calisildigi agiklanmakta ve hiicre canliligi diizeylerinin

belirlendigi yontemlerin aciklanmasi ile bu béliim son bulmaktadir.
Boliim 4'te, arastirma bulgulart asagidaki sira ile sunulmaktadir:

e Farkli siddette E alan uygulamalar1 ile permeabilizasyon degisiminin belirlenmesi
caligmasi,

e Permeabilizasyona bagli olarak hiicre canliliginda degisimin belirlenmesi ¢aligmast,

e Hiicre canliligindaki degisime bagli olarak etkin E alan degerinin belirlenmesi
caligmasi,

e Yalniz ila¢ uygulanmasi sonucunda hiicre canliliginda meydana gelen degisim ve
hiicrelerin yarisinin proliferasyonunu inhibe eden konsantrasyon degerlerinin (ICsp)
tespiti calismast;

e Ayrica yalniz E alan uygulanan gruplar i¢in, floresan mikroskop calismalari,

e Onceki asamada belirlenmis olan etkin E alan siddetinde gergeklestirilen

elektroporasyon ve ila¢ uygulanmasina iliskin ¢alisma bulgular1 verilmektedir.

Boliim 5'te, bu arastirmada gergeklestirilen elektroporasyon uygulamasi sonucunda saglikli
insan deri fibroblast ve insan melanom hiicre hatti i¢in permeabilizasyon degisimleri ve
buna bagl olarak hiicre canliligi degisimleri analiz edilmis, etkin E alan degerleri literatiir
ile kiyaslanarak ve yine her iki hiicre hatt1 i¢in yalniz ilag uygulamasi ve elektroporasyonla
birlikte ila¢ uygulanmasinin hiicre canliligi iizerindeki etkilerine iliskin deney sonuglarinin

degerlendirilmesi, tartisilmast ICsp literatiir bulgulartyla kiyaslanmasi yapilmistir.

Bolim 6’da ise gergeklestirilen bu calismada saglikli insan deri fibroblast ve insan
melanom  hiicreleri i¢in  elektroporasyon sonucunda hiicre canliliginin  ve

permeabilizasyonun korundugu etkin E alan degerlerinin yorumlanmasi, Yyalniz



kemoterapik ajan uygulanmasi, ICso konsantrasyon degerlerinin yorumlanmasi ile tespit
edilen etkin E alanla birlikte kemotarapik ila¢ uygulanmasinin ICsp degerlerinde meydana

getirdigi degisimin ne anlama geldigi yorumlanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

Bu arastirma kapsaminda oncelikle saglikli insan deri fibroblast hiicreleri ve insan
melanom hiicrelerinin membranlarinda elektroporasyon yontemi ile geri doniisiimli
(reversible) porlarin olusturulmas: planlandi. Elektroporasyonla birlikte reversible por
olusmasi hiicre membranindan gegemeyecek biiylikliikteki molekiillerin gecisine izin
verirken membran biitiinliigiiniin korunmasi ve hiicre canliliginin devam ettirmesini
saglamaktir. Boylece hiicre membraninda reversible porlar agilarak membrandan
gecemeyen ilaglarin hiicre icerisine girmesi ile birlikte etkinlik gostermesi hedeflenmistir.
Aksi takdirde (geri doniisiimsiiz) irriversible por olusur ve hiicreler ilag uygulanmadan
canliligim yitirir. Elektroporasyon yontemi hiicrenin canliligini devam ettirirken membran
gecemeyecek biiyiikliikteki molekiillerin gegisine olanak saglamaktadir. Bu nedenle
elektroporasyon uygulanmasi ile reversible por olusturma yapilan g¢alisma igin Kritik
Ooneme sahiptir. Elektroporasyon siiresince hiicre membraninda reversible por
olusturulabilmesi, etkin E alan degerine baghdir ve bu alan degeri olduk¢a 6nemlidir. Bu
kapsamda c¢alismanin ilk kisminda; reversible porlar olusturabilecek etkin E alan degeri
belirlendi. ikinci asamada hiicrelere uygulanan kemoterapik ilacin etkisi, hiicrelerin %50’
sinin proliferasyonunu inhibe edebilecek konsantrasyon degeri (ICso) ile belirlenerek
ilacin etkinligi tespit edildi. Son asamada ise tespit edilen etkin E alanla birlikte
kemoterapik ajanin birlikte uygulanmasinin ICsp degeri iizerinde etkisi incelendi. Boylece
yalniz kemoterapik ajan ve elektroporasyonla birlikte kemoterapik ajan uygulanmasinin
ICso degerleri lizerindeki etkileri kiyaslanarak elektroporasyonun ilag¢ sitotoksisitesi

iizerinde etkisi degerlendirildi.

Bu tez calismas1 Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) birimi tarafindan,
01/2015-03 nolu proje ile desteklendi. Aymi zamanda bu BAP projesi ile COST
(European Cooperation in Science and Technology)’ de “European network for
development of electroporation-based technologies and treatments” TD1104 numarali
aksiyonunda Tiirkiye MC (Management commitee) liyeligi diizeyinde katilim saglanarak

ulkemiz bu bilimsel alanda Gazi iiniversitesi tarafindan temsil edildi.



COST; bilim ve teknoloji alaninda Avrupa iilkelerinin birbirleriyle igbirligini saglamak
amactyla olusturulmus olan ve ulusal kaynaklarla desteklenmis arastirma projelerinin
Avrupa diizeyinde koordinasyonunu ve is birligini saglayan hiikiimetler arasi bir
kurulustur. COST; iiyesi olan arastirmacilarin ilgili konudaki calismalarina kongre,

sempozyum ve workshop destekleri ile katkida bulunmaktadir.

COST iyeligi kapsaminda 6 Eylil 2015 tarihinde Slovenya’nin Portoroz kentinde
gergeklestirilen  ““1st World Congress on Electroporation, Pulsed Electric Fields in
Biology, Medicine, Food and Environmental Technologies’’ baslikli toplantiya MC iiyesi
olarak {ilkemizi temsilen Gazi Universitesi Biyofizik bdliimii olarak katilim
gerceklestirildi. Boylelikle elektroporasyonun kanser tedavisinde uygulanmasi ile ilgili

olarak Avrupali arastirmacilarla koordinasyon saglandi.

COST tarafindan Slovenya’nin Ljubljana kentinde 15-21 Kasim 2015 tarihleri arasinda
diizenlenen “Electroporation based technologies and Treatments International
SCIENTIFIC WORKSHOP and POSTGRADUATE COURSE’’ isimli calistaya katilim

gergeklestirdi ve bu programda;

- “Change in propidium iodide (PI) fluorescence intensity of MEC- 1 Cells due to

treatment with microsecond electric pulses” ve

-“Effect of Applied Voltage on Electropermeabilization of SH-SY5Y Neuroblastoma (NB)

and MCF-7 Human breast Carcinoma cells” baslikl1 2 ¢alisma s6zlii olarak sunuldu.

Ayrica katilim gergeklestirilen bu c¢alistay (workshop) programinda saglanan egitimle
birlikte elektroporasyon ve uygulamalar1 konusunda Gazi Biyofizik’in bilimsel alt yapisi

giiclendirildi.

2.1. Elektroporasyon

2.1.1. Elektroporasyon teorisi

Elektroporasyon ya da elektropermeabilizasyon hiicre veya dokulara yiiksek siddette ve
kisa siireli dis E alan vererek dielektrik 6zellige sahip hiicre membraninda gecici porlar

olusturma 1islemidir. Elektroporasyon siiresince plazma membraninin gecirgenligi



reversible por olusturulmasi yoluyla gegici olarak artar. Membran1 gecemeyecek kadar
biiyitk molekiillerin (DNA, RNA, ilag vb.) hiicre igerisine gegisine olanak saglayan
elektroporasyon yontemi, biyoteknoloji tip ve tarim gibi pek ¢ok alanda kullanilmaktadir
[1, 2].

Membran permeabilizasyonu doku veya hiicrelere ¢ok giiclii bir dis E alan uygulanmast ile
elde edilir [3]. Elektroporasyonun etkinligi oOncelikle uygulanan dis E alanin
parametrelerine yani; gonderilen pulsun sekli ve sayisi, puls siiresi ve E alan siddetine
baghdir [4]. Hali hazirda kullanilmakta olan ve membran elektroporasyonunu saglayan
uygulamalar oldukga kisa siireli (mikro saniye (us), milisaniye(ms)) ve E alan siddeti
kV/ecm’ler diizeyindedir. [5]. Bu tiir bir E alan uygulamasi; transmembran potansiyelini
0,5-1,5 V araliginda bir degere yiikselterek, membranda gegici porlar olusturmasina ve

membrandan gegisi sinirli olan molekiillerin gegisine olanak verir [6].

Hiicrelerin metabolik faaliyetlerini siirdiirmesinde elektriksel olaylarin rolii ¢ok fazladir.
Cogu hiicrenin fizyolojik faaliyetlerini gergeklestirmesinde hiicre membrani boyunca var
olan potansiyel fark onemli rol oynar. Membran potansiyeli hiicrelerdeki metabolik
faaliyetlerin ger¢eklesmesini saglamaktadir [7]. Hiicre membrani dis ¢evreye kontrolli
gecirgenlik saglar ve hiicrenin yikimini 6nleyen bir bariyer gorevi goriir. Bu sebeple hiicre
canlilig1 igin hiicre membraninin biitiinliigliini stirdiirmesi hayati 6nem tagimaktadir [8].
Hidrofobik lipid tabakadan olusan hiicre membrani, sitoplazma ile ekstraseliiler ortam
arasinda bir dielektrik tabaka olarak diisiliniiliir ve ylik depolayici basit bir kapasitor gibi
hareket etmektedir. Hiicre E alana maruz kaldigi zaman trans membran potansiyeli artar ve
hiicre igerisinde bulunan pozitif ve negatif yiiklii molekiiller membran boyunca hareket
ederek hidrofilik ve hidrofobik porlarin olusmasina yol agarlar. (Resim 2.1 A).
Elektroporasyon boyunca por olusumuna sebep olan etkinin baslica sebebinin, disaridan
uygulanan yiiksek siddette E alan ile indiiklenmis transmembran potansiyeli olabilecegi

diistiniilmektedir [9].

Sekil 2.1' de gosterildigi gibi membran boyunca uygulanan bir E alan, pozitif ve negatif
yiiklerin hiicre membran1 boyunca birikmesine neden olarak, hiicre zarindaki lipit
molekiillerin herhangi bir kimyasal degisiklik olmaksizin porlar1 olusturmak icin
konumlarim1 degistirmelerine sebep olur [10]. Membran yapisinda bulunan lipit

molekiillerinin herhangi kimyasal degisiklik olmadan gergeklestirdikleri bu harekete “flip-



flop hareketi” denir. Membrandaki iyon taginimi gegici olan bu kusurlar araciligiyla
artmaktadir. Lipit molekiillerin sikismasindan kaynaklanan bu flip flop hareketin 5
ns’siirede gerceklestigi tahmin edilmektedir ve sikismis molekiillerin  birbirlerini
tetikleyerek bu sikisikligir ¢cevre molekiillere iletmesi 20-200 us’ de gergeklesir. Bu hizhi
olay sonrasi, bu yapmin yeniden diizenlemesi milisaniye ve dakikalar arasinda
stirmektedir. Tek bir lipit molekiiliniin donmesi mikrosaniyeler mertebesinde
gerceklesmekteyken, tiim hiicre membrani boyunca yer alan lipidlerin tamaminin flip-flop

hareketi, saatler stiren son derece yavas bir siiregte gergeklesir [11].
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Sekil 2.1. Elektropermeabilizasyon olusumunu gosteren model [10]

Proteinler, karbonhidratlar ve molekiiller E alana gore kendilerini yonlendirmeye caligirlar.
Anot ve katot gibi iki elektrot arasina alinan hiicrelerdeki yiikli (+ ve -) molekiiller
yiikiiniin cinsine bagli olarak hiicrenin katot tarafinda veya anot tarafinda dagilirlar. E alan
uygulanmasi durumunda plazma membranmin anot ve katot tarafinda farkli yiiklerin
birikmesi depolarizasyon ve hiperpolarizasyon durumuna sebep olmaktadir. Yiiklerin farkli
dagilmas1 nedeniyle, elektrodlarin katot tarafina bakan hiicrelerin yiizeyi depolarize iken,

anot ylizeyine bakan tarafi hiperpolarizedir.



Bir dig E alanin indiikledigi zar transmembran potansiyeli, membran dielektrik dayanma
gerilimini (tipik olarak 500 mV) astig1 zaman, suyun hareketine ve simirlt iyon akisina izin
veren porlar olusur. Buna bagli olarak gegirgenlik artar. E alan artistyla birlikte zamanla,
stabilize olmayan membran ve porlar hiicre i¢ine ve disina biiyiik molekiillerin ¢ikis1 ve
girisine izin vererek daha genis porlar olusturur. Disaridan uygulanan E alan kapatildigi
zaman belirli bir siire (dakikalar) i¢erisinde porlarin kapanmasiyla birlikte E Alan kaynakli

iyon dengesizligi ortadan kalkar ve membran potansiyeli dengeye gelir [10].

2.1.2. Elektrik alan parametreleri

Hiicre siispansiyonunda hiicrelerin gegirgenligi elektroporasyon yontemi ile arttirilabilir.
Elektroporasyon isleminde kullanilan cihazlar elektroporator olarak isimlendirilirler. Bu
cihazlar in vitro kullanim igin dizayn edilmis elektroporasyon kiivetleri ile kullanilirlar.
Kiivetler iki elektrot icerir. Elektroporator tarafindan uygulanan yiiksek voltaj ile
elektrotlar arasinda kisa siireli yiiksek E alan olusur [12].

Uygulanan alanin biiyiikliigii, uygulanan pulsun frekansi, sayisi, siiresi ve sekli 6zellikle
hiicreye E alan yardimiyla gen aktarimini ve ilag génderimini etkileyebilmektedir [13, 14].
Yaymnlanan arastirmalar alan siddeti ve puls genisliginin farkli kombinasyonlarinin iskelet

kasinda ve tiimorlerinde elektroporasyon i¢in kullanilabilecegini gostermistir [15]

Hiicre membraninin elektroporasyonu uygulamalarinda kullanilmakta olan elektroporator
cihazlarinin ¢ikiginda iki tip dalga sekli mevcuttur kare ve iissel dalgalar. Sekil 2.2 de kare
ve Ussel dalgalarin zamana bagli olarak degisimleri gosterilmistir. A) iissel puls A max
(maksimum genlik) ve zaman sabiti (t)’ nun bir fonksiyonu olarak nitelendirilir. Ussel
azalma elektroporatorleri baslangi¢ voltajinin yaklasik %37’sine diismesi i¢in gereken bir
(t) zaman sabitinde iissel olarak azalan bir enerji gonderir. B) kare pulslar A max
(maksimum genlik) ve puls siiresi (t Fwim) ( yart maksimumda tam genislik ) ile
nitelendirilmektedir. Burada A puls plato genligidir ve puls plato genliginin ortalama

degeri olarak hesaplanir.

Ussel dalgalar genellikle gen aktariminda kullanilir. Ussel dalgalarda yiiksek voltaj
bileseni hiicre membranin1 gecirgen hale getirirken, dalganin kuyruk kismi DNA'nin

elektroforetik siiriiklenmesine etki eder. Fakat iki birlesen bagimsiz degildir. Kuyruk
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sadece geri doniisiimsiiz elektroporasyon uygulamalarinda arzu edilir, ¢iinkii hiicre
canliligini biiyiik 6lciide etkiler. Ussel pulslarin iiretilmesi kare pulslarin iiretilmesine gore
daha kolaydir. Fakat kare dalgalarin elektriksel parametrelerinin yiike cok daha az bagiml
olmasindan ve elektroporasyon siiresince daha iyi hayatta kalma orani sunmasi nedeniyle

elektroporasyon uygulamalarinda daha sik kullanilmaktadir [12, 16]

Her iki puls sekli bakteri, memeli ve bitki hiicresi kiiltiir siispansiyonlarinda ve canlt
dokularda in vivo uygulamalarda iyi ¢alisirken, kare dalganin daha az zarar verdigi ve daha

iyi gen aktarimi ve ifadesi tirettigi gosterilmistir [10].

Kare dalga elektroporatorler siiresi ayarlanabilen voltajla birlikte hiicrelere kisa siireli kare
dalga pulslar gonderir. Bu pulslarin siiresi 100 us ve 100 ms araliginda degisebilmektedir.
0,4 cm genisliginde elektroporasyon kiivetine uygulanan 0-500 V’luk potansiyel fark kiivet

icerisinde 0- 2000V/cm’ ye ulasabilen E alan olusturabilmektedir.

A B .
i pRs=as,

A )

0%

Sekil 2.2. Elektroporasyon pulslarinin genlik ve zaman parametreleri [12]

Fizyolojik sartlar altinda, dinlenim durumunda hiicre membrani; iyon kanallari, iyonlar ve
pompalarin neden oldugu elektriksel bir potansiyele sahiptir. Onlarca milivolt siddetinde
olabilen bu potansiyel her hiicrede mevcuttur [17]. Elektroporasyon isleminde,

sitoplazmanin ve hiicre dis ortamin iletkenlikleri zarinkinden mertebe olarak daha biiyiik
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oldugu icin, hiicreye kisa ve yogun elektrik uygulandiginda, hiicre zar1 bir kapasitor gibi

davranarak yiiklenir.

Hiicrelere bir elektriksel alan uygulandiginda, kisa bir siire i¢inde hiicre membraninda E
alan artar. Son derece kisa bir sarj siiresinde (mikrosaniyeler zaman dlgeginde) hiicreye bir
gerilim uygulandiginda, dielektrik 6zellige sahip hiicre zar1 elektriksel olarak indiiklenir.
Schwann'in denkleminde disaridan uygulanan bir E alan tarafindan indiiklenen

transmembran potansiyeli (AWe) denklem 2.1 kullanilarak agiklanabilir. [18].

AYE = Yic- Pdis = —f.g.r.E.cos (0)(1—e(-t/1))

2.1

Yukaridaki denklem 2.1 de yer alan terimler;

f, sekil faktorii

g, hiicre dis ortam1 (Ae), sitoplazmanin (Ai) ve hiicre membraninin (Am) iletkenliklerinin

karmasik bir fonksiyonudur

I, hiicre yarigap1

E, uygulanan elektrik alan siddeti (V/cm)

0, E alan ve hiicre merkezinin normalle yaptig1 aginin dlgiistidiir.

t, E alan uygulamasi baglamasindan sonra gecen zaman

T , membranin dielektrik 6zellikleri ve sitoplazma ve hiicre dig1 ortamin iletkenlikleri ile

iliskili membranin yiikleme zaman sabitidir.

Denklem 2.1 © de ifade edilen f sekil faktorii, yarigap ( r ) ve uzunluk ( 1 )’nin bir
fonksiyonu olarak ifade edilir.(Denklem 2.2)
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l

f :l— 0.67r

2.2

1 :qubuk seklinde hiicreler i¢in boyu ifade etmek tizere denklem 2.2’ de ifade edilen sekil

faktorii;

a) Kiiresel hiicreler i¢in (1 = 2r) kabul edilip hesaplanirsa f yaklasik olarak 1.5 olarak elde

edilir ve

b) Cubuk seklindeki hiicreler igin (I >>2r ) kabul edilip sekil faktorii hesaplanirsa f = |

olarak elde edilir.

Denklen 2.1° de ifade edilen hiicre dis ortami  (Ae), sitoplazmanin (Ai) ve hiicre
membraninin (Am) iletkenliklerinin karmasik bir fonksiyonu olan g iletkenlik terimi olup

denklem 2.3. ile asagidaki gibi ifade edilir.

gA)=2dide/[Am@Ai +2Are)(r/2dm)+ (Ai—2Am)(Ae—Am)]

2.3

Membranin yiikleme zaman sabiti olan T’ nun ag¢ik formiilii asagida verilmistir ( denklem

2.4)

T membranin dielektrik 6zellikleri ve sitoplazma ve hiicre dis1 ortamin iletkenlikleri ile

iligkilidir.

T=1rCmAi+ 2 e)/[2Ai.de + rAm.(Ai +2Ae)/dm] 24

Cnm, birim alan bagina membran kapasitansidir.

Eger membran saf bir dielektrik olarak diisiiniiliirse, Am = 0 olur ve denklem 2.3’ de ifade

edilen g=1 olur.
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Bu durumda denklem 2.4 asagidaki gibi ifade edilir. (denklem 2.5) ;

T=1rCm(Ai+ 2Ae)/[2Ai.Ae]

2.5.

Hiicrenin bir kiire oldugunu ve sarj siiresinin puls siiresinden ¢ok daha kisa oldugunu

varsayarsak,

Denklem 2.1 de eksponansiyel ifade ((1 — e(—t/T1))) 1’e esit olur ve bu ifade denklem
2.6’ daki gibi basitlestirilebilir (kararli durumda):

A¥e =-15. g (). r. E. cos ()

2.6.

Membran disaridan herhangi bir elektrik alanla iniiklenmese bile, dogal olarak iletim
sinyali veya hiicrelere gii¢ saglamak i¢in canli hiicre membranlar1 dinlenim membran
potansiyeline (AWainenim) sahiptirler. Hiicrenin digina gére i¢ voltaji goreli olarak
tanmimlanir ve yaklasik olarak -40 mV ile -60 mV arasindadir. Ancak disaridan uygulanan
bir E alan etkisinde hiicre membran1 boyunca toplam potansiyel fark denklem 2.7 ile

asagidaki gibi tanimlanir.

AY = AWE + AW dinlenim

2.7.

Denklem 2.1.” e gore, indiiklenen transmembran potansiyeli, hiicre membranin konumuna

baghdir.

Sekil 2.3 den goriilecegi gibi membranin yiiklenmesi agamasinda, hiicre i¢indeki negatif
ve pozitif yiikler, elektrodlarin katoda ve anoda doniik bolgelerinde birikir. Buna paralel
olarak katoda en yakin kutup (8 =n) depolarize olurken anoda en yakin kutup (6 = 0)
hiperpolarize olur. Hiperpolarize kutuptaki AY potansiyeli daha yiiksektir. Bu nedenle, por
olusumu baglangicta hiicrenin anoda en yakin kutbunda gerceklesirken daha sonra katoda

en yakin kutbu bu siireci takip eder.
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AV kritik bir esik degere ulasirsa, lipit molekiillerinin yapisal olarak yeniden diizenlenmesi
yoluyla membranda nano 6lgekli porlar olusur ve membran iletkenliginde hizli bir artisla
birlikte hizli bir membran desarj1 ortaya ¢ikar, buna bagli olarak membran potansiyelinde

bir azalma meydana gelir.

Hiicrenin biyiikliigiine gore degismekle birlikte, toplam potansiyel fark kritik AW
(yaklasik olarak 200mV ile 1V) civarinda bir esik degere ulastifi zaman membran
dengesizligi meydana gelir ve iyon, molekiil gecislerine sebep olur. Bu yiizden, esik deger
ile disaridan uygulanan E alan degeri arasindaki fark ne kadar biiyiik olursa, o kadar biiyiik
membran yiizey alani gecirgen hale getirilir. Permeabilizasyon disaridan uygulanan E
alanin agisina bagl olarak degismektedir, aginin 90 ° oldugu durumda denklem 2.6’ ya
gore AWE sifir olmakta ve permeabilizasyon esik degerinin altina diismektedir (sekil 2.3).
Permeabilizasyonun en yiiksek oldugu a¢1 degerlerinde hiicre icerisine giren molekiillerin

(DNA, ilag vb.) sayis1 artmaktadir [19, 20].

APE=0
Kritik APE (Cos 8=0)
(Kritik 8 Agisi)

+ -

r -
Maksimum A%We ¥ O
(Cos8=1) + -
dn -

ilag, DNA vb.

Hiperpolarizasyon Depolarizasyon

+ ﬁ -
E
ANOT KATOT

Sekil 2.3. Elektropermabilizasyon i¢in teorik hiicre modeli
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Sekil 2.4. Elektroporasyonun sematik gosterimi

Elektroporator tarafindan disaridan uygulanan bir V potansiyeli, R hiicre yarigapt ve d
membran kalinlig1 olmak iizere hiicre membraninda Denklem 2.8’ de gosterildigi gibi bir E

alan meydana getirir ( Sekil 2.4)

E=V/d

2.8.

E, V/cm cinsinden E alani,

V, elektrik darbesinin genligi ve

d, hiicre zar1 kalinligidir.

Buraya kadar elektroporasyon konusunda verilen formiillerden goriilecegi gibi

elektroporasyona etki eden parametreler;

Hiicresel sekil faktorii (f) faktorii ve hiicrenin yarigapi (r), iletkenlik, permeabilizasyon
sonras1 gonderilen molekiillerin biiytikliikleri ve disaridan uygulanan elektriksel gerilimin

siddeti, puls sekli, puls sayisi, puls stiresi’ dir [21, 22].
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2.1.3. Geri doniisiimlii (reversible) elektroporasyon

Hiicreye ve dokuya giiclii bir dis E alam1 uygulandiginda, hiicre membraninin
kutuplagmasina bagli olarak membranin iletkenligi ve gegirgenligi 6nemli 6l¢iide artabilir
ve sonugta membranda nano Olgekli porlar olusabilir. Ancak disaridan uygulanan bu alan
kapatildiginda, membranda olusan porlar kapanabilir ve zar, iletken durumundan normal
durumuna donebilir [23]. Bu olay, geri donisiimlii elektriksel bozulma ya da geri

doniistimli elektroporasyon olarak adlandirilir [24].

Geri doniistimlii elektroporasyon gegici yiiksek iletkenlik durumudur ve genellikle tersine
cevrilebilir. Normal olarak plazma membrani tarafindan dislanan, membrani gecemeyen
makro molekiiller, olusan porlar yoluyla hiicrelere girebilirler [23, 25]. Boylece
elektroporasyon genellikle hiicrelerin canliligini korudugu kosullarda, gen transferi ve

elektrokemoterapi gibi uygulamalarda kullanilabilmektedir [26].

‘@) Kigik
*« o/ wolekiillerin
Elektrik Alan z gecisi
E / 2
. @ \ oy 5 é Biiviik
- > 4 ) — YUk
- . ( ) s-\-; ‘ molekiillerin
Ano Katot " \ 2 gegis
Hiicre §
g
[

E=>Eirriversible \

- (’D Hiicre birlesmesi
. .

'f\Q-}
c. .V':

Hiicre membranm

yikim

Sekil 2.5.  Elektroporasyon uygulamalari ve hiicrenin olas1 cevaplar (sekil Ref. [27]” den
kaynaktan uyarlanmistir)
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Anot katot arasindaki hiicreye disardan uygulanan bir E alan hiicre zariin esik degerlerine
ulastiginda, membran kii¢iik veya biiyiik molekiilleri hiicre igerisine iletmek iizere gecirgen
hale gelir. ki tek hiicrenin birbirine yakin olmas1 durumunda ise hiicre fiizyonu meydana
gelebilir. Belirli kritik degeri astiginda elektroporasyon geri doniistimsiiz olusabilir ve

hiicre zarinin yikimina ve nihayetinde hiicre 6liimiine neden olabilir ( Sekil 2.5) [28].

2.1.4. Geri doniisiimsiiz (irreversible) elektroporasyon

Geri doniisiimlii elektroporasyonda, disardan uygulanan E alan gegici olarak hiicre zarini
gecirgen hale getirebilir, bu hiicre hayatta kalabilirken eger daha giiglii dis E alan
uygulanirsa hiicre zarinin kalict olarak permeabilizasyonu gercgeklesebilir, hiicre o6liir ve

stire "geri donlisiimsiiz elektroporasyon" olarak adlandirilir.

Bir siispansiyon sivisindaki hiicre i¢in, hem sitoplazma hem de hiicrenin i¢inde bulundugu
stvi iyonlar igermektedir ve iletkendir. Pratikte yalitkan olan hiicre membraninin lipit ¢ift
tabakasi pulslu bir E alan1 uygulandiginda bir kapasitoriin dielektrik tabakasi gibi davranir.
Membran kapasitoriiniin her iki tarafinda olusan yiik birikmesi membran potansiyelini
arttirabilir ve hiicre membraninin yapisinin bozulmasina neden olabilir [29]. Bu bozulma

ile birlikte membran lipit tabakasinda hidrofobik veya hidrofilik porlar olusabilir [30].

Hidrofobik durumlarda, porlar hidrokarbon lipid kuyruklar ile sekillenebilir. Su ile
dolabilen hidrofobik porlar enerjisi bakimindan elverissizdir ve bu ylizden kisa dmiirliidiir.
Geri doniistimlii elektroporasyon sirasinda olusan porlar, hidrofilik olmalar1 nedeniyle
daha uzun siire yasayabilir. Geri doniisiimli elektroporasyon boyunca porlarin birikmesi,
hidrofilik porlarin gerilimini azaltabilen lizolesitin igeren membrandan kaynaklanmaktadir.
Hidrofilik porlar ya lipit zarinin yeniden ilk duruma gelmesini saglayabilir ya da bu durum
lipid yapisinda geri dondiiriilemez bozulmaya neden olabilir. Transmembran potansiyeli
kritik degerin lizerinde ¢ikarsa, zar iizerinde geri doniisiimsiiz hasar olusur ve uygulama
hiicre dliimiiyle sonuglanir [27]. Bu nedenle mikro saniye siireyle E alan uygulanmasi
yoluyla membranda geri doniisiimsiiz por olusturma yontemi, tiimor ablasyonunda

kullanilmaktadir [31-33].
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2.2. Elektrokemoterapi

Elektrokemoterapi ~ kemoterapik  ajanin  elektroporasyon ile  uygulanmasidir.
Elektrokemoterapi, kontrollii ve yliksek E alan uygulanmasi yoluyla hiicre membran
gecirgenligini (permeabilizasyonu) arttirarak sitotoksik ilaglarin hiicreler tarafindan
alinmasini arttiran bir antikanser tedavisi olarak da tanimlanabilmektedir [34, 35]. Yiiksek
E alan uygulanmasiyla gecirgenligin artmasi, membran boyunca molekiillerin gecisine

gecici olarak izin vermesine yol agar.

Sekil 2.6’ dan goriildiigli gibi tiimore yiiksek siddette ve kisa siireli kare dalga E alan
uygulandiktan sonra hiicre membraninda gegici porlar olusur, kemoterapik ila¢ hiicre
icerisine girer ve daha sonra porlar kapanir. Porlarin kapanmasi ile birlikte hiicre icerisine
giren kemoterapik ila¢ etkinlik gosterir ve kanserli hiicrelerin Slmelerini saglar.
Elektrokemoterapinin avantajlari, bir kerelik tedavi, diisiik yan etki ve tedaviyi tekrarlama

firsat1 vermesidir [35].

ELEKTROKEMOTERAPI

DC

Elektroporasyon

= i

Ilac ﬁimat‘ hﬁcrelerinin Hﬁcre poras}'onu, uag Hﬁcreler }.eniden

cevresinde ‘hiicre icerisine girer  kapamir ve dliir

Sekil 2.6. Elektrokemoterapinin mekanizmasi [35]
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2.3. Melanom

Melanositler koyu kahverenkli bir pigment iireterek cilde rengini verir ve epidermisin
stratum basale olarak adlandirilan en alt boliimiinde yer alirlar. Melanom, cilde rengini
veren bu  melanositlerden  kaynakli  malign  bir cilt kanseri tiirtidiir.
Melanomlar diger cilt kanserlerine gore daha az goriilmesine ragmen, saldirgan seyrinden
dolay1 cilt kanseri nedeniyle gergeklesen Oliimlerin gogunlugunu olusturmaktadir. Genel
olarak melanom, mavi g6z rengi, kizil veya sar1 sa¢ rengi, agik ten rengi gibi genetik
faktorler ile ultraviyole (UV) 1s1ga maruziyet gibi pek ¢ok faktor ile yakindan iligkili
bulunmustur [36, 37].

Melanomlar, melanosit kaynakli olarak temelde deride ortaya ¢iktigi gibi melanositleri
iceren tiim dokularda da meydana gelebilir. Diinyada nadir goriilen bir hastalik olmaktan
¢ikan melanomun gériilme sikligi son yillarda hizla artmaktadir [38]. Diinya Saglik Orgiitii
(WHO)'ne gore, her yil diinya genelinde 232.000 yeni melanom vakasi teshisi
konulmaktadir. 2017'de Amerika Birlesik Devletleri'nde 87.110 yeni melanom vakasi ve
hastaliga bagl 9.730 6liim gergeklesebilecegi tahmin edilmektedir. Diinyanin en yiiksek
melanom insidanst Kuzey Amerika'da gorillen insidansin iki katindan fazla olan
Avusturalya ve Yeni Zelanda’dadir. Bu durumun, bu iilkelerin, biiyiik 6l¢iide giines 1sin1
maruziyetinden kaynakli veya cogunlukla acik tenli insanlardan olusmasindan

kaynaklandig: diistiniilmektedir [39, 40].

Deri kanserlerinden 6liimlerin ylizde yetmis besini olusturan, Kotii seyir ve hizl ilerleme
gosteren melanomlar énemli bir halk saghigi sorunudur. 2006 yilinda iilkemizde; Izmir,
Edirne, Eskisehir, Trabzon, Antalya, Erzurum, Bursa ve Samsun sehirlerinde yapilan
caligmalarda melanom insidans1 1,4/100.000 olarak rapor edilmistir. Saglik Bakanligi
verilerinde, 2004 yili melanom insidansi; erkeklerde 1,5/100.000 ve kadinlarda
1,2/100.000 olarak bildirilmistir. 2009 yilinda erkeklerde 2,1/100.000 ve kadinlarda
1,6/100.000 olarak rapor edilmis olan melanom insidansinin son 6 yilda gozle goriiliir

derecede arttig1 goriilmektedir [41, 42].
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2.3.1. Risk faktorleri

Melanom gelismesinde ve ilerlemesinde pek ¢ok faktor etkilidir. Bu faktorler;

1- UV giines maruziyeti,

Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Ajansi (IARC); giines 1s1gina maruziyet ile melanom
arasindaki iliskinin detayli olarak incelenmesi sonucunda, UV maruziyeti insanlarda deri
melanomlarimin temel sebebi olarak kabul etmektedir. Giines 15181, maruz kalan herkes igin
kanserojon etki gosterebilecek risk faktorleri arasinda gosterilmektedir [43]. Risk faktorleri
arasinda yer alan giines 1sinlarinin UV bileseni; DNA hasar1 olusumu, hasar onariminin
baskilanmasi ve immiinosiipresyon (immiin sistemin baskilanmasi) yoluyla insanlarda deri

kanserine neden olan etiyolojik bir ajan olarak kabul edilmektedir.

Uzun siireli UV’ ye maruz kalma sonucu ortaya ¢ikan fotokimyasal iiriinler, DNA hasari,
mutasyon olasilig1t gibi pek c¢ok parametreyi arttirmakta ve melanositlerin kontrolsiiz
proliferasyonuna yol agarak cilt kanserine neden olmaktadir [43, 44] Gilinese maruz kalma
ile melanom arasinda dogrudan iligski olmasi sasirtici degildir, ¢linkii giines viicudumuzu

kaplayan deri ilizerinde etkilidir.

UV maruziyetin etkileri, organizmay1 korumaya ¢alisan derinin giinese maruz kalma siiresi
ile degismektedir. Aralikli da olsa UV maruziyetin melanosit ile etkilesiminin nispeten
korumasiz ve duyarliligi yiiksek ciltler {izerinde bu tiir bir etkiye sebep olabilecegi
diistiniilmektedir [45]. Giinese yiiksek dozda maruz kalma melanositlerde DNA’ya 6nemli

Olciide zarar vermektedir.

UV radyasyon ile ciddi hasar goren keratinositlerin apoptoz ile yok edilebilmesinin yani
sira, benzer sekilde hasar goren melanositlerin, mutasyona ugrayarak yasamini
stirdiirebilmesi kanser olusumu riskini arttirabilmektedir. [45]. Memeli hiicrelerinde DNA
hasarina hiicresel yanitlarin diizenlenmesinde p53 tiimor baskilayict gen &nemli rol
oynamaktadir. Ultraviyole radyasyon DNA hasarinin tamirinde 6nemli bir rol oynayan
p53’lin aktivitesini baskilar. Ayrica proto onkogenlerin mutasyonlarinin artmasina sebep

olarak antitiimor siirveyansi azaltir [46]. Bazi calismalar nispeten diisiik genetik riski
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bulunan ailelerde, kiimiilatif giines maruziyetinin melanom riskini arttirmada genetik

faktorden daha belirleyici oldugunu gostermistir [47].

2- Yas

Melanom, tiim yas gruplarinda goriilebilen bir tiimordiir ancak diinya ¢apinda goriilme
siklig1 ortalama 40-60 yas arasidir [48]. ABD'de ise melanom kadinlarda "25-29 yas"
grubunda en sik goriilen kanserdir ve "30-34 yas" grubunda ise meme kanserinden sonra

en sik rastlanan ikinci kanser tipidir [49].

3- Cilt tipi ve rengi

Melanom gelisiminde fenotipik faktorler 6nemli risk faktorleri arasindadir. Bu fenotipik
ozellikler (giineste bronzlasmadan yanmaya meyilli acgik cilt rengi; ¢iller; mavi, yesil
gozler; sar1 veya kizil sa¢ rengidir [47]. Melanom gibi kanserlerin goriilme sikligi, beyaz
tenli insanlarda tiim yas gruplarinda ¢arpici olarak daha yiiksektir [50]. A¢ik tenli kisilerin
1s18a karst koyu renk sag, iris ve cilt rengine sahip kisilerden daha duyarli oldugu

diistiniiliir [47].

Epidemiyolojik ¢aligmalar ile, Avrupa kokenli agik tenli bireylerin; kolayca yanabilen agik
tenlilerin, asla bronzlagsmayan agik tenlilerin ve kolaylikla yanan, hafif¢e bronzlasan agik
tenlilerin, deri kanserine yakalanma ihtimalinin diger cilt tiplerine gore daha yiiksek
oldugu gosterilmistir [48]. Giinese diizenli olarak maruz kalan bronzlasmis ve kalinlasan
deride, giinesten kaynakli etkiler epidermal seviyede daha etkili sekilde bloke edilebilir
[45].

4- Aile Oykiisii

Kalitim melanomda 6nemli bir rol oynamaktadir. Ailesinde melanom goriilen bireylerde
melanom goriilme olasiliginin yiiksek oldugu gosterilmistir [48]. Melanomda aile dykiisii,
genellikle birinci dereceden akrabalarinda bir veya daha fazla melanomdan etkilenmis

kisilerin varlig1 olarak tanimlanmaktadir [51].
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5- Diizensiz (atipik) Benler

Epidemiyolojik ¢alismalarda atipik benleri tanimlamak ve kaydetmek igin IARC’ 1n
belirledigi protokol kullanir: en az bir bélgede benege ait bilesen olmalidir; buna ek olarak
a) sinirlart iyi tanimlanmamis b) boyutu 5 mm veya daha biiyiik c) renk degisimi d) sekil
diizensizligi e) deride kizariklik olugmasi gibi Ozelliklerin en az {gliniin olmasi
gerckmektedir. Diinya ¢apinda yapilan arastirmalar atipik et benleri (displazi gosteren
lekeler) bulunan kisilerin bulunmayanlara gore ¢ok daha yiiksek risk altinda oldugunu

gostermistir.

Aile tyelerinin en az ikisinde melanom ve displazi gosteren lekeler bulunan bireylerde
melanom riskinin 500 kat yiiksek oldugu tahmin edilmektedir. Fakat tiim melanom
insidansinin % 5’inden daha az olan bu duruma sahip ¢ok az insan vardir. Ayrica, bu
ailelerin ¢ogunda, et benlerinin yani sira ¢evresel faktorlerin de etkili oldugu gergegi de

hesaba katilmalidir.

Ben sayis1 15’ e kadarsa “cok az beni olan grup” olarak, ben sayis1 101-120 arasinda olan
grup “cok beni olan grup” olarak tanimlanmaktadir. Bu iki grup karsilastirildiginda ¢ok
beni olan grubun melanom riskinin neredeyse yedi kattan fazla oldugu gosterilmistir. [52,
53].

2.3.2. Melanom tedavisi

Melanom insidansinin son otuz yil igerisinde artig gostermesi ve buna bagli olarak
melanomdan 6liim oraninin ¢ogu kanser tiiriinden daha hizli artmasi halk saglhigi agisindan
onemli bir tehdit olarak kabul edilmektedir [54, 55]. Melanom, cilt kanserinin en agresif
formudur ve kanser tedavisinin mevcut tim yontemlerine direnglidir [56, 57]. Malign
melanom, cerrahi olarak c¢ikartma, kemoterapi ve radyoterapi iceren tedaviler ve bu

tedavilerin kombinasyonu gibi birkag uygulama ile tedavi edilir [50].

Erken evrede teshisin miimkiin oldugu durumlarda cerrahi olarak ¢ikarma en etkili yontem
iken, yayilim gosteren tiimorlerde cerrahi sinirli kalmaktadir. Bu durumda alternatif tedavi
olarak radyoterapi kullanilir. Radyoterapi siklikla yaygmm ylizeyel melanom

metastazlarinda basarili bir sekilde kullanilir, ancak nodiiler hacimsel lezyonlar igin,
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etkinliginin diisik olmasi ve lezyonlarin sekonder iilserasyon riskine sahip olmasi
nedenleriyle radyoterapi tercih edilmez. Yine de, semptomatik deri metastazlarina sahip
hastalar icin acil tedavilerde siklikla kullanilmaktadir [35]. Bununla birlikte malign
melanom hastalarinin  tedavisinde bir bagka tedavi yontemi kemoterapidir. Ancak,
melanomlarda kemoterapiye direng ve hizli metastaz nedeniyle uzun siireli sag kalim iimit
verici degildir. Biitlin bunlarla birlikte, hastaligin bolgesel ve sistemik yayilimi

gerceklestiginde, tedavi segenekleri sinirlidir ve genellikle etkisiz oldugu distiniiliir [58].

Melanom tedavisinde genel olarak kullanilan kemoterapik ila¢ siniflar1 arasinda, ilk olarak
DNA'y1 alkile ederek sitotoksik etkileri tetikleyen, hiicre dongiisii ve DNA sentezini
etkileyerek hiicre ¢ogalmasinin oniine gegen ve hiicre oliimiine neden olan dakarbazin

(DTIC), temozolomid ve sisplatin gibi kemoterapik ajanlar yer alir.

Bleomisin, tek ve ¢ift sarmal DNA ile etkileserek DNA kopmalarini tetikleyen ve DNA
biyosentezini inhibe ederek anti tiimor etkinligi saglayan kemoterapik ilagtir. Tibiilin
polimerizasyonunu, mitotik ig olusumunu engelleyen ve mitotik boliinmeyi inhibe ederek
hiicre yapisin1 bozan ve hiicre Slimiine neden olan alkaloid vinblastin de melanom
tedavisinde kullanilmaktadir. Immiinoterapi de kullanilan kemoterapik ajanlar genellikle
BRAF inhibitorleridir. Melanom tedavisinde kullanilan ilaglar ve hastaliga genel cevap

oranlar1 Cizelge 2.1°de belirtilmistir.
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Cizelge 2.1. Melanom tedavisinde kullanilan kemoterapik ilaglar ve hastaliga genel cevap
oranlart [59]

ILAC DOz GENEL CEVAP
Dakarbazin Her 3-4 haftada 5 giin 250 mg/m?/giin 5.3-25%
Vindezine Her 14 giinde 3 mg/ m? 12-26%
Interferon a 9m-18m IU/m2 3x/hafta siirekli uygulama | 13-25%
Fotemustine Her 3 haftada 100 mg/ m?/giin 7.4-25%
1-5 giiniin lizerinde her 8 saatte i.v 15
Interleukin-2 dakika kisa inflizyon gibi 600 000 IU/Kg 16-21,6%
(maksimum 14 doz)
Temozolomid Her 4 haftada 5 giin 150-200 mg/ m?/giin 13.5-21%
Carboplatin Her 4 haftada 400 mg/ m? 19%
Carmustine 75-110 mg/ m? 13-18%
Cisplatin 60-150 mg/ m? 15%
Semustine 130 mg/m? 16%
Paclitaxel 125-275 mg/ m? 15%
Docetaxel Her 21 giinde 100 mg/ m? 14%
Vinblastine Her hafta 6-8 mg/ m? 13%
Tamoxifen 20 mg/giin 4-13%

Tabloya gore melanom tedavisinde kullanilan ve en etkili tedavi saglayan ilaglardan birisi

olmas1 nedeniyle ¢calismamizda kemoterapik ajan olarak dakarbazin secilmistir.
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2.4. Dakarbazin

Dakarbazin veya (5-(3,3-dimethyl-1-triazenyl)-imidazole-4-carboxamide, 30 yili askin
stiredir metastatik melanom kemoterapisinde yaygin olarak kullanilan standart alkilleyici
kabul edilen ve Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmis onemli
kemoterapi ajanlarmdan birisidir [60, 61]. Kimyasal formiilii CeH10NeO (Sekil 2.7) olan
antineoplastik etkinlige sahip bir ajan olarak, melanom ve hodgkin lenfoma

kemoterapisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. [62].

Sekil 2.7. Dakarbazin’in molekiiler yapisi

Dakarbazin, niikleik asitleri metilasyona ugratarak DNA hasarma yol acar ve bu yolla

DNA, RNA ve protein sentezini inhibisyona ugratarak hiicre 6limiini tetikler.

Kanserli hiicreler daha hizli boliindiiklerinden ilag¢ etkinligi kanserli hiicreler tizerinde daha
fazladir. Ne yazik ki, melanom kemoterapisinde 6nemli bir ajan olan dakarbazin' in tek
bagina kullanimi hastalarin % 5'inden daha azinda beklenen yaniti verirken, %10-20

arasinda tedaviye diisiik yanit goriilmesine bagl hayal kiriklig1 yaratmaktadir [63, 64].

Ayrica dakarbazin, mide bulantis1 ve kusma gibi mide ve bagirsaklarla ilgili yan etkilere

neden olabilmektedir. Kemik iligindeki kan hiicrelerinin iiretimini de baskilayarak anemi


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C6H10N6O&sort=mw&sort_dir=asc
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ve ndtropeni olusturabilmekte ve nadiren verildikten 7 ile 14 giin sonra ishal ve grip
benzeri bir sendroma neden olabilmektedir. Bu nedenle yan etkileri azaltarak melanom

terapotik etkinligini artirmak igin yeni tedavi yaklagimlari arastirilmaktadir.

Etkinligi arttirmak ve yan etkileri azaltmak tizere dakarbazin’e dayali kemoterapik ilag
kombinasyon kemoterapisi veya biyokimyasal terapi (Interferon ve/veya Interleukin-2 ile
ilgili) ile ilgili bir dizi klinik ¢alisma yiiriitilmektedir; ancak ilag kombinasyonu g¢alisma
sonuglarina gore, tek basina dakarbazin 'e kiyasla yan etkileri arttigi goriiliirken tek ilag

kullanimina goére sag kalim yarari saglamadigini gostermistir [58].

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapi ilaglarinin ¢ogu tipik olarak hiicre zarmndan zor
gecen ve hiicre igerisine diisiik miktarda alinan ilaglardir. O nedenle ¢ogu zaman doz

arttirllmasi yolu ile tedavide basar1 saglanmaya calisilmaktadir.

Cogu kemoterapik ilag ¢ok diisiik dozlarda kullanilsa bile hastalarda ciddi yan etkilere
neden olmakta iken, doz arttirnmi yan etkileri asir1 sekilde arttirmaktadir. Sonug olarak,

buna benzer pek ¢ok sebep kemoterapik ilag tedavisinin etkinligini sinirlamaktadir [65].

Kemoterapik ilaglarin hiicre igerisine yeterinCe gecememesinden kaynaklanan bu dogal
sinirlamalarin iistesinden gelmenin bir yolu, uygulanan yiiksek E alan ile gegirgenligi
arttirtlmis (permeabilize edilmis) hiicrelere, kemoterapi ilaglarin1 vererek hiicre igerisine

giren ila¢ miktarini arttirmaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

Hiicre kiiltiirleri tizerinde yapilan in vitro ¢alismalar, in vivo ve insan ¢alismalar1 6ncesinde
temel olusturarak 6ngoriilerde bulunulmasini saglayan ¢ok onemli bir bilimsel yontemdir.
[lag arastirmalarinda, hiicresel mekanizmalarin belirlenmesinde, enfeksiyon hastaliklarinin
tanisinda ve tedavisinde, genetik ¢alismalarda, kanser tani ve tedavisi gibi pek ¢ok amagla

in vitro galismalar yapilmaktadir.

Bu c¢alisma; kemoterapi tedavisinde kullanilan dakarbazin’in insan melanom hiicre hatti
(SK-MEL-30) ve saglikli insan deri fibroblast hiicreleri tizerinde elektroporasyonla birlikte
uygulanmasinin hiicre canliligi tizerindeki etkilerini incelemek amaciyla yapilmis in vitro

deneysel ¢aligmadir.
Bu arastirmada;

e Elektroporasyon uygulamalari, Elektroporatérde
¢ Hiicre permeabilizasyonu, Akim sitometride
e Hiicre proliferasyonu, MTT ile Elisa okuyucu’da,

e Floresans goriintiiler Floresan Mikroskopta, analiz edildi.

E alan uygulanmasi ve tiim in vitro biyolojik analizler Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi

Eriskin Hematoloji laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

Elektroporasyon uygulamalarinda kullanilan Elektroporatdr cihazi Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Dahili Tip Bilimleri Farmakoloji Anabilim Dalindan Prof. Dr. Ongun
ONARAN’ nin destegi ile temin edilmistir.
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3.1. Hiicre Kiiltiirii Cahismalarinda Kullanilan Cihaz ve Kimyasallar
3.1.1. Hiicre kiiltiirii cahsmalarinda kullanilan hiicreler, Kimyasallar ve Kitler

Cizelge 3.1. Calismalarda kullanilan hiicre hatlar

Hiicreler Temin Yeri

. Sap Enstitiisti /Ankara
e Insan melanom hiicre hatti

(Ticari olarak satin alind1)
(SK-MEL-30)

e Saglikli insan Deri Fibroblast Hiicre =~ Ankara Universitesi Biyoteknoloji
hatt1 Enstitiisii

Cizelge 3.2. Hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan kimyasallar

Kimyasallar Marka

e DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Sigma-D5546
medium)
e 2 mM L-Glutamine Sigma- G7513
e Penicillin-Streptomycin ThermoFisher
e 0.25% Trypsin-EDTA (1X) ThermoFisher
o 10% J:BS (1s1yla in aktive edilmis fetal fnvitrogen
buzagi serumu)

e PBS (Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi) Lonza

e DMSO (Dimethyl sulfoxide) Sigma




Hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan kitler

Cizelge 3.3. Hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan kitler

Kitler Marka
e MTT Cell Proliferation Reagent BioVision, Inc.
e Propidyum iyodiir (PI) eBiosicience (Amerika)
e Tripan mavisi ThermoFisher

3.1.2. Hiicre Kiiltiirii cahsmalarinda kullanilan cihazlar

Cizelge 3.4. Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilan cihazlar

Cihazlar Marka

1- Hemasitometre (hiicre sayim fnvitrogen

cihazi)
2- Inverted Mikroskop Zeiss
3- CO2 inkiibatérii Niive EC 160
4- Elektroporator BTX ECM 830 (BTX, San Diego, CA)
5- Santrifiij Hettich Mikro 20 Centrifuge
6- Elisa Okuyucu TECAN (Isvigre)
7- Akim Sitometri Beckman Coulter
8- Laminar Flow Esco
9- Floresan Mikroskop Leica DMI 4000B

Hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan cihazlar ve Ozellikleri sirasiyla asagida

aciklanmastir;

1 - Hiicrelerin yeterli konsantrasyona ulasip ulasmadigini belirleyebilmek icin hiicre sayim

cihaz1 ve inverted mikroskop kullanildi.
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Hiicre sayim cihazi igin invitrogen marka otomatik cihaz kullanildi. Yasayabilen hiicreler
otomatik olarak (30 saniyede bir kolay ve dogru bir bigimde) invitrogen (Countess®)

cihazi ile sayildi.

Bu cihaz, standart tripan mavisi teknigi kullanilarak hiicre sayisin1 ve canliligi (canli, 6li
ve toplam hiicreleri) dogru ve hassas bir sekilde Olgmek igin tasarlanmistir. Tek
kullanimlik Countess ® hazneli slaytlarda sayma yapilir, bu nedenle ornekler arasinda

temizleme gerekmez. USB portu ile hiicre sayimi verilerini ve goriintiisiinii bilgisayara

aktarmay1 kaydetmeyi, yazdirmay1 saglar (Resim 3.1).

Resim 3.1. Hiicre sayim cihazi (Invitrogen)
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Resim 3.2. inverted Mikroskop (Zeiss Axiocam ICC3)

2 - Hiicreler her uygulama Oncesinde ve sonrasinda Zeiss marka inverted mikroskop ile

gorlintiilendi (Resim 3.2).

3 - Hiicre kiltiirii ¢aligmalarinda hiicrelere gerekli olan inkiibasyon sartlarmin
saglanmasinda, ortam sicakliginin, neminin korunmasinda ve her tiirli ortam
kontaminasyonundan korumak amaciyla Niive EC 160 CO2’li inkiibatér kullanildi.
Elektroporasyon, yalniz ilag ve elektroporasyonla birlikte ila¢ uygulanan hiicre gruplari bu

inkiibatorde 24 saatlik inkiibasyona birakildi (Resim 3.3).

Bu sistem otomatik olarak sicakligi 37°C’de ve ortam CO; diizeyini % 5’te tutmaktadir. Bu

parametrelerden herhangi biri degistigi takdirde otomatik olarak sesli uyar1 vermektedir.
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Resim 3.3. Inkiibatér (Niive EC 160)

4 - Hicrelerde permeabilizasyon olusturabilmek amaciyla mikro saniye skalasinda,
ayarlanabilir kare dalga yiiksek E alan pulslar iiretebilen BTX ECM 830 (BTX, San
Diego, CA) elektroporasyon sistemi kullanildi (Resim 3.4).

Resim 3.4. BTX ECM 830 Elektroporasyon sistemi
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Yiiksek siddette ve kisa siireli E alan pulslari iireterek hiicre membraninda geri doniistimlii

ve geri doniisiimsiiz porlar olusturabilen bu cihaz asagidaki teknik 6zelliklere sahiptir;

5ila 3 000 V arasinda voltaj uygulama araligina,

Gerilim ayarlayabilme hassasiyetine,

10 ps' den 10 sn' ye puls uygulama siirelerine,

Kare dalga verebilme 6zelligine sahiptir.

Yiiksek siddete E alan hiicrelere 4 mm alimiinyum elektrodlara sahip, tek kullanimlik

BTX elektroporasyon kiivetleri igerisinde uygulandi (Resim 3.5).

Resim 3.5. a) BTX ECM Elektroporasyon Kiiveti 6nden goriiniim b) BTX ECM
Elektroporasyon kiiveti yandan goriiniim c) Elektroporasyon kiivetleri ile
yapilan c¢aligmalar

5 - Santrifiij iglemleri yiiksek hizli zaman ayarli ve alarmli Hettich Mikro 20 Centrifuge
cihazi ile yapildi (Resim 3.6).
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Resim 3.6. Hettich Mikro 20 Santrifiij cihazi

6 - Hicre canliligi tespitinde 96 kuyucuklu (Falcon Lincoln Park, NJ) elisa plaklar
kullanildi.

Hiicreler kuyucuklara ekildi ve 24 saat inkiibasyonun ardindan MTT (BioVision, Inc.)
hiicre canlilik kiti kullanilarak mikro islemcili kontrol sistemlerine sahip TECAN

Mikroplaka Elisa okuyucu kullanilarak absorbanslari belirlendi. (Resim 3.7).

Resim 3.7. ELISA okuyucu (TECAN Mikroplaka Elisa)
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7 - Hiicre permeabilizasyonunun belirlenmesinde Beckman Coulter marka akim sitometri

cihaz1 kullanildi (Resim 3.8.).

Resim 3.8. Akim sitometri cihazi (Beckman Coulter)

8 - Hiicre gorlntilenmesi floresans mikroskop (Leica DMI 4000B) ile yapildu.
Elektroporasyon sonrasinda propidyum iyodiir boya ile boyanmis hiicreler Leica marka

floresan mikroskop ile goriintiilendi (Resim 3.9.).

1\1 2

Resim 3.9. Floresans mikroskop(Leica DMI 4000B)
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3.2. Kullanilan Yontemler

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii, cogaltma ve hiicre sayimi

In vitro kosullarda yapilan deneylerde hiicrelerin yasam faaliyetlerini siirdiirebilmeleri i¢in
gerekli olan besi yeri ve mikro ¢evrenin olusturulmasi hiicre kiiltiiri ortamlart ile

gerceklestirilir.

Bu c¢alismada hiicre kiiltiirii ortaminda besi yeri olarak DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle's medium), Trypsin/EDTA soliisyonu (Biochrom) ile birlikte % 10 fetal sigir serumu
(Invitrogen), 2mM glutamine (Sigma- G7513), 100 units/ml penisilin ve 100 mg/ml

streptomisin kullanildu.

SK- MEL-30 insan melanom hiicre hatt1 (Sap Enstitiisii) ticari olarak satin alindi. Saglikli

insan deri fibroblast hiicreleri ise Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisiinden alind1.

Hiicre hatlar1 asagida belirtilen protokoller ile ¢oziilerek, pasajlandi, ¢ogaltildi, sayildi ve

donduruldu.

Hiicrelerin Coziilmesi

v" Hiicre ¢oziilmesi ¢ok hizli sekilde yapildi: Sivi azot tankinda bulunan hiicreler buradan
¢ikarilarak hizlica 37°C’lik sicak su banyosuna konuldu.

v' Hiicreler, tamamen eridikten sonra 15 ml.” lik falkon tiipiiniin igine aktarildi.

v' Santrifiij (1200 rpm, 5 dak) edildi.

v' Santrifiij sonrasi siipernatant atildi. Pellet iizerine 2 ml hazirlanan besiyeri konuldu.

v" Hiicreler T25 flaska aktarild.

v" Uygun besiyeri ile 10 ml. ye tamamlandi. Inkiibatore konuldu.

v' Hiicreler yeterince ¢ogaldiktan sonra T75” lik kiiltiir flaskina pasajlandi.

Hiicrelerin Pasajlanmasi (T25’lik kiiltiir flaskindan T75’lik flaska aktarilmasi)

v’ Hiicreler ¢alisma yapilacak konsantrasyona ulastiginda tiim hiicreler ¢ekildi ve 1300
rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi.
v’ Siipernatant atildi. Pellete 5 ml PBS eklendi ve karistirildi.
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v' 1200 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi.
v’ Taze olarak hazirlanan besiyerine ekilerek T75lik kiiltiir flaskina aktarildu.

Hiicrelerin Cogaltilmasi, Sayilmasi ve Dondurulmasi

v’ Hiicreler DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's medium) ile birlikte % 10 fetal sigir
serumu (Invitrogen), 2mM glutamine (Sigma- G7513), 100 units/ml penisilin ve 100
mg/ml streptomisin kullanilan besi yerinde % 95 nem ve % 5’lik CO2’li ortamda 37 °C
de ¢ogalmaya birakildi (pH:7,2-7,4)

v" Insan deri fibroblast ve insan melanom hiicre hatlarinin her ikisi de; 3’er kez mediumda
yikandi, hiicre canliligt ve sayist % 0,4 tripan mavisi ile hemositometre kullanilarak
belirlendi. Tripan mavisi boya, membran biitiinliigii bozulmayan canli hiicreler igerisine
giremez ve bu hiicreleri boyayamaz. Membran biitiinliikleri kaybolan 6lii hiicreleri ise
bu boyay1 gecirirler.

v" Siispanse hiicreler 1 ml olarak alindi ve 1:1 oraninda tripan mavisi ile santrifiij edilerek
hazirlandi ve bu soliisyondan 1 ml alinarak 1ml hiicre siispansiyonuna ilave edildi.

v" 50 pl kadar boyanmuisg hiicre siispansiyonu alinip, hemosimetrenin lamu {izerine yavasga
damlatildi ve goriintiide hareketin engellenmesi igin lam {izerine hafifge bastirarak
lamel yerlestirildi.

v" Tripan mavisi ile canli hiicre sayisi belirlendi. Canli olmayan hiicreler tripan mavisi
boyay1 absorbe eder ve 151k mikroskop cekirdekleri maviye boyanmis olarak goriiniirler
boylece canli olmayan hiicreler canli hiicrelerden ayirt edilerek sayilabilmektedir. Isik
mikroskobu yardimiyla 10X ve 20X objektifler kullanilarak tripan boya absorbe
etmeyen tiim hiicreler sayildi. Thoma lami {izerinde belirli bolgede tripan mavi boyasini
icine almayip i¢i bos goriinen hiicreler canli ancak i¢ine boya alip mavi olarak goriinen
hiicreler dlii olarak sayim yapildi ve bir birine oranlanarak % canlilik belirlendi.
Milimetredeki canli ve 6lii hiicre sayisi; merkez karede sayilan canli hiicre sayisi ile
diliisyon faktorii ve 108 katsayisinin carpimu ile belirlendi.

v Tim deneylerde deneylere baglamadan 6nce canli hiicre oran1 (% olarak) tespit edildi.
Canl1 hiicre oran1 (%) = Boya almamis hiicrelerin sayist / Toplam hiicre sayis1 x 100.
Hiicre canliliginin %95 oldugu degerlerde deneylere baslandi.

v' Saglikli insan deri fibroblast ve insan melanom hiicre hatlarinin her ikiside, her bir
kiiltiir kabinda 1x10° hiicre olacak sekilde (25 mm’lik kiiltiir kaplarina) ekildi. Ardindan

Zeiss optik mikroskop ile goriintiileri alindi. Goriintiiler saglikli insan deri fibroblast
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hiicreleri i¢in Resim 3.10.A’ da, insan melanoma hiicreleri i¢in Resim 3.10.B’ de
verilmistir.

v’ Kullanilmayan hiicrelerin dondurulmas: islemi cryo soliisyonu ile yapildi; dondurma
isleminin olduk¢a yavas yapilmasi gerektiginden her bir Kriyo tiipiin igine 800 pl hiicre
stispansiyonu ve 100 ul FBS konuldu, tizerine 100 ul DMSO eklendi.

(DMSO toksik oldugundan damla damla ve son konsantrasyon %10 olacak sekilde
eklendi). Pipetle karistirildi.

Hiicreler sirasiyla +4°C de 20 dakika, —20°C’ de 1 saat, -80°C” de 1 gece bekletilerek sivi

azot tankina aktarildi ve tekrar kullanilmak tizere -80 °C’ de muhafaza edildi.

. (A) @ ° @ “(B)

&
e
®

Resim 3.10. Hiicrelerin optik mikroskop goriintiisii (x10)
A) Saglikli insan deri fibroblast B) Insan melanom (SK-MEL-30)
3.2.2. Deney calisma gruplari ve uygulamalar:

Kemoterapi tedavisinde kullanilan  dakarbazin ile elektroporasyonun birlikte
uygulanmasinin hiicre canlilig1 tizerindeki etkilerini incelemek amaciyla in vitro kosullarda

gerceklestirilen ¢alisma iki farkli hiicre grubu tizerinde yapildi.

Saglikli insan deri fibroblast ve insan melanom hiicreleri ile gergeklestirilen arastirmada

caligma gruplar1 ve uygulamalar Sekil 3. 1* de verilmistir.
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Elektroporasyon Uygulamasi
ve Etkin Elektrik Alan Degeri
Belirleme

Saglikli insan Deri Fibroblast

" . Dakarbazin
Hucreleri

Dakarbazin+ Etkin Elektrik
Alan Degeri

CALISMA GRUPLARI

Elektroporasyon Uygulamasi
ve Etkin Elektrik Alan Degeri
Belirleme

insan Melanoma Hiicreleri Dakarbazin

Dakarbazin+ Etkin Elektrik
Alan Degeri

Sekil 3.1. Saglikli insan deri fibroblast ve insan melanom hiicre hatlar1 icin ¢alisma
gruplar1 ve uygulamalar

3.2.3. Elektroporasyon uygulamasi ve etkin elektrik alan degerinin belirlenmesi

Calismanin bu boliimiu iki asamada gerceklestirildi;

A-) Saglikli insan deri fibroblast hiicreleri ile insan melanom hiicrelerinin her ikisine de E

alan uygulanmasi sonucunda hiicrelerde meydana gelen permeabilizasyon, Pl yontemi ile

belirlendi.

membranda geri doniisiimlii por olusturabilecek E alan degerinin gézlemlenmesi amaciyla

calismalara baglandi.

v' Membran permeabilizasyonunun gozlemlenmesi i¢in propidyum iyodiir (Pl) yontemi
sec¢ildi. Elektroporasyon uygulamasi hemen oOncesinde hiicrelerin  bulundugu

elektroporasyon kiivetlerine PI eklendi. Her deney ig¢in, hiicreler ( E alana maruz
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kalmayan) negatif bir kontrol ve uygulanan en yiiksek alan siddetine maruz birakilan

pozitif kontrol hiicreleri (tamami permeabilize olan hiicreler) olarak hazirlandi.

Her iki hiicre hatt1 ayr1 ayr1t DMEM ile birlikte siispansiyon olarak 1x10° hiicre (100
ul) olacak sekilde 4 mm araliga sahip celik elektrotlara sahip elektroporasyon

kiivetlerine alindi.

Her bir elektroporasyon kiivetine 5 pL propidyum iyodiir (Pl1) eklendi ve BTX
elektroporator sistemi 0, 100, 200, 300, 400, 500, ...., 1500 V/cm E alan uygulanacak
sekilde ayarlanarak; 100 ps 8 kare dalga E alan pulslar1 uygulanda.

Yiksek siddete E alan altinda membranda porlar olusur ve membran
permeabilizasyonu arttikca PI hiicre igerisine girer ve g¢ekirdekte bazlar arasinda
niikleik aside baglanir ve uyarilma ile baglanmamis olanlardan 20 kat daha yiiksek

floresans verir.

Akim sitometri sistemi (Beckman Coulter) ile permeabilizasyon belirlendi.
Permeabilizasyon; boyal1 hiicrelerin yiizdesi, E alan uygulanmamis kontrol grubu ile
kiyaslanarak belirlendi. E alana maruz kalmayan negatif bir kontrol (E alan
uygulanmayan kontrol grubu) ve en yiiksek alan siddetine maruz kalan hiicrelerin (%
100 permeabilizasyon) igerisine giren PI’ in floresan 1s1ma miktarlar1 kiyaslanarak

belirlendi.

B-) Saglikli insan deri fibroblast hiicreleri ile insan melanom hiicreleri her ikisine E alan

uygulanmasi sonucunda hiicre canliliklarinda meydana gelen degisim, MTT ydntemiyle

ayr1 ayri belirlendi.

v

v

E alan uygulanmasi sonucunda hiicre canliklarinda meydana gelen degisimin
belirlenmesi  icin  MTT  (3-(4,5-Dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide; Thiazolyl blue) yontemi secildi.

Her iki hiicre hatt1 ayr1 ayrt DMEM ile birlikte siispansiyon olarak 1x108 hiicre (100
ul) olacak sekilde 4 mm araliga sahip c¢elik elektrotlara sahip elektroporasyon

kiivetlerine alindu.
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v' Her bir elektroporasyon kiiveti i¢in BTX elektroporator sistemi 0, 100, 200, 300, 400,
500, ...., 1500 E alan V/cm alan uygulanacak sekilde ayarlanarak; 100 us 8 kare dalga

E alan pulslar1 uygulandi.

v' Saglikli insan deri fibroblast hiicreleri ile insan melanom hiicreleri her ikisine E alan
uygulandiktan sonra 24 saat inkiibe edildi ve bu siirenin sonunda kiivetlere 10 uL MTT
eklenerek hiicre canliklar tespit edildi. E alan uygulanmayan hiicreler kontrol grubu
olarak ele alind1 ve ayni siire i¢in inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Her bir durum icin

deneyler 3 tekrar ile yapildi.

v % Canlilik degerlendirmesi i¢in E alana maruz kalmayan kontrol hiicreleri ve E alan

uygulanan hiicrelerin ELISA okuyucudaki absorbans degerleri kiyaslanarak belirlendi.

E alan degisimine karsi permeabilizasyonun degisimi Saglikli insan deri fibroblast
hiicreleri icin Sekil 4. 1’de, SKMEL-30 insan melanom hiicre hatt1 i¢in Sekil 4. 2’de

verildi.

E alan degisimine kars1 hiicre canlilik degisimleri saglikli insan deri fibroblast hiicreleri
icin Sekil 4.3 °de, insan melanom hiicre hatt1 i¢cin Sekil 4. 4’de ayr1 ayr1 kontrole gore

kiyaslanarak verildi.

Etkin E alan degeri, hiicre canliligt ve permeabilizasyonun en yliksek oldugu degerdir.
Etkin E alan ve bu degerde hiicre hem permeabilize olmakta hem de canlilig1 etkin sekilde
devam etmektedir. Bu nedenle permeabilizasyon ve hiicre canliligi grafiklerinin
kesisiminden etkin E alan degeri bulunmaktadir. Saglikli insan deri fibroblast hiicreleri igin

etkin E alan Sekil 4.5 ’de, insan melanom hiicre hatti i¢in etkin E alan Sekil 4. 6’da verildi.

3.2.4. Kemoterapik ila¢ uygulama

Saglikli insan deri fibroblast ve insan melanom hiicre hattinin her ikisi i¢in de yalniz
kemoterapik ajan uygulanmasi durumunda hiicre canliliginda meydana gelen degisim

incelendi.

Kemoterapik ilag olarak dakarbazin kullanildi.
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v" Elektroporasyon c¢alismasina baslamadan oncesinde hiicre canlilik degerleri tripan

mavisi ile dl¢iildii ve canlilik %97 olarak tespit edildikten sonra bu ¢aligmalara baslandi.

v’ Hiicre canlilig: testleri i¢in her iki hiicre hatt1 ayr1 ayr1 96 kuyucuklu kiiltiir kabina, her

kuyucukta hiicre konsantrasyonu 1x108 hiicre / 100 pL olacak sekilde hiicre ekildi.

v’ Dakarbazin her ¢alisma 6ncesinde, 10 mg / 1000 ml taze stok ¢ozelti olarak hazirlandi.

Dakarbazinin in vitro aktivasyonu i¢in 1 saat 1513a maruz birakildi [66].

v" Taze olarak hazirlanan stok soliisyon seyreltilerek 0, 10, 50, 100, 200, 300, 400, 500,
750, 1000 uM konsantrasyonlarda dakarbazin hazirlandi.

v Hazirlanan konsantrasyonlardaki dakarbazin soliisyonlar1 96 kuyucuklu elisa
tabaklarinda bulunan insan deri fibroblast ve insan melanom hiicre hatlarina ayri ayri

uygulandi ve 24 saat CO2’li inkiibatérde inkiibe edildi.
v" Her bir konsantrasyon degeri i¢in deneyler 3 kez tekrarlandi.

v’ 24 saatin sonunda dakarbazin’ in her iki hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkisini

belirlemek amaciyla kuyucuga 10 pL MTT eklenerek hiicre canliligi tespit edildi.

3.2.5. Elektroporasyonla birlikte ila¢c uygulama

Elektroporasyon asamasinda saglikli insan deri fibroblast ve insan melanom hiicre hatlari
icin ayr1 ayri belirlenmis olan etkin E alan degeri ile birlikte hiicrelere 8 farkli
konsantrasyonda dakarbazin uygulandi. Dakarbazinin aktivasyonu igin kullanimdan 6nce 1
saat 151ga maruz birakildi [66]. Her uygulama oncesi dakarbazin taze olarak hazirlandi ve

hiicrelere uygulandi.

v" Her iki hiicre hatt1 ayr1 ayr1 0, 10, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 750, 1000 uM olmak
tizere 8 farkli dakarbazin konsantrasyonu olacak sekilde BTX elektroporator kiivetlerine

alindi.

v" Elektroporatér kiivetlerine alindan hiicreler, belirlenen etkin alan parametreleri

(saglikli insan deri fibroblast ic¢in; 1000V/cm, SK-MEL 30 insan melanom igin;
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1500V/cm) BTX elektroporator sistemi ile her bir elektroporasyon kiivetine ayri ayri
uygulandi ve daha sonra 24 saat inkiibe edildi.

v Etkin E alan uygulanan hiicreler kontrol grubu olarak ele alindi ve aym siire igin

inkiibasyona birakildi. Her bir durum i¢in deneyler 3 kez tekrarlandi.

v' 24 saat inkiibasyon sonrasinda her bir kuyucuga 10 uL MTT eklenerek hiicre canliligi
tespit edildi.

3.2.6. Sitotoksisite ve inhibitor konsantrasyon (1C50) analizi

Saglikli insan deri fibroblast ve insan melanoma hicrelerinde, yalmz dakarbazin ve
elektroporasyonla birlikte dakarbazin uygulamalari boliim 3.2.4 ve 3.2.5°de belirtildigi gibi
gerceklestirildi. Gergeklestirilen bu calismalar sonucunda hiicrelerde meydana gelen

canlilik degisimi MTT yontemi ile belirlendi.

MTT yontemi ¢ogalmaya devam eden hiicrelerde dehidrojenaz enzimi aktivitesinin artigi
ile tetrazolyumu indirgemesi sonucu formazan (mor) olusturmasi ile ortaya ¢ikan renk
degisiminin ELISA okuyucuda absorbans olarak &lgiilmesi prensibine dayanan
kolorimetrik bir yontemdir. Mor olarak gézlemlenen renk, daha agik renklere doniistiikge

sitotoksisitede artig goriiliir.

MTT yontemi ile ¢alisilan ilag konsantrasyonuna bagli hiicre % canlilik degisimi saglikli
insan deri fibroblast ve insan melanoma hiicreleri i¢in yalniz dakarbazin uygulanan ve

elektroporasyonla birlikte dakarbazin uygulanan gruplar denklem 4.1 ile hesaplands;

Ornegin absorbans degeri

0% Canlilik = X 100
VT Kontroliin absorbans degeri

3.1.

Bu denkleme gore her grup icin kendi kontroliine gore % canlilik degisimleri ayri ayri

hesaplandi.

Ilag konsantrasyonuna bagli olarak hiicre canlihiginda meydana gelen degisim grafigi
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cizildi ve saglikli insan deri fibroblast hiicreleri igin Sekil 4.7 ve insan melanoma hiicreleri

icin Sekil 4.8’deki grafikler ile gosterildi.

Her iki hiicre i¢in de dakarbazinin uygulanan dozlarina karsilik gelen % hiicre canlilik
degisiminden hiicrelerin %50’ sinin proliferasyonunu inhibe edebilecek konsantrasyon
degeri (ICso) hesaplandi. Bu hesaplamada excell nokta dagilim grafik yontemi kullanildi.
Grafik Ttzerinde hiicre canliigmin % 50’ sine karsilik gelen (ICso) dakarbazin
konsantrasyonu her iki hiicre iginde ayri ayr1 bulundu. Dakarbazin uygulanan hiicre
gruplar1 ve dakarbazin+ E alan uygulanan gruplar i¢in her iki hiicre grubunda ayri ayri

inhibitor konsantrasyon (1Cso) hesaplandi.

Calismada elektroporasyon yonteminin etkinligini belirlemek i¢in yalniz dakarbazin ile
elektroporasyon + dakarbazin uygulanan hiicreler i¢in hesaplanan ICso degerlerinin

birbirine oran1 (|C50 elektroporasyon+dakarbazin / 1Cs0 dakarbazin) hesaplandi.

3.2.7. Floresan mikroskop goriintiileri

Floresan mikroskobu ile permeabilize hiicreleri goriintiileyebilmek icin elektrodlar
arasinda yer alan 100 pl hiicre siispansiyonuna, 5 pl Pl eklendi. Hemen ardindan

elektroporasyon uygulandi.

Elektroporasyon uygulamasi sonrasinda hiicreler lamellerin {izerine alinarak floresan
mikroskobunda goriintiiler incelendi. Florensan mikroskobu, temel seviyede bulunan
elektronun enerji alarak uyarilmasi A ex (Uyarma) ve daha sonra uyarilmis halden temel
seviyeye donerken belirli dalga boyunda A em ( salinim) 151ma yapmasi yoluyla goriintii elde

edilmesi prensibi ile ¢aligir.

Floresan mikroskop goriintiileme i¢in kullanilan PI i¢in A ex =535nm, A em = 617nm olarak
secildi. E alan arttik¢a floresan 151k veren hiicrelerinin sayisinda artig gdzlemlendi. Saglikl
insan deri fibroblast ve insan melanom SK-MEL-30 hiicreleri hiicrelerinden alinan floresan

mikroskop goriintiileri Resim 4.1. ve Resim 4.2” de verilmistir.
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3.2.8. Kullanilan istatiksel yontemler

Bu tez ¢alismasi en az ii¢ tekrarlama deneyle gergeklestirildi. Karsilagtirmalarda ortalama
deger ve standart sapma degerleri kullanildi. Arastirma bulgularinin normal dagilima uyup
uymadig1r Shapiro-Wilk testi ile bakildi. SPSS (Statistics Program for Social and Science)
Windows Ver. 15.0” (SPSS Inc., Chicago, USA) paket programu ile yapilan degerlendirme

sonunda verilerin normal dagilima uymadigi gozlendi.

Bu dagilima uygun olarak istatistiki hesaplama Mann-Whitney u testi ile yapildi. P

degerlerinin 0.05'in altinda oldugu degerler istatistiki olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Tez galismasinda hiicre membraninda elektroporasyon etkisiyle birlikte geri doniistimlii
porlar olusturulmasi yoluyla, melanom kanseri tedavisinde kullanilan kemoterapik ilag
olan dakarbazinin sitotoksisitesini arttirip arttiramayacaginin belirlenmesi amaglanmistir.
Boylece melanom kemoterapisinde kullanilan etkili ilaglardan birisi olan dakarbazinin
elektroporasyon ile birlikte uygulanmasi yoluyla, diisiik dozlarda yiiksek etki olusturmasi
ve kemoterapiden kaynakli yan etkilerin azaltilmasi hedeflendi. Saglikli ve kanserli
hiicreler ayr1 ayri ¢aligilarak her iki hiicre i¢in uygulanan kombine tedavinin etkisinin in

vitro ortamda arastirilmasi amaglandi.

Calisma; i) hiicre membraninda geri dontisiimlii porlarin meydana getirilmesi igin gerekli
etkin E alan degerinin belirlenmesi, ii) inhibe edici ilag konsantrasyonlarinin belirlenmesi,
iii) etkin E alanla birlikte ilag maruziyetinin inhibe edici konsatrasyonlarinin belirlenerek

kiyaslanmas1 olmak iizere iic agamada gerceklestirilmistir:

Bu amagclar dogrultusunda saglikli insan deri fibroblast hiicreleri ve insan melanom

hiicreleri olmak tizere iki hiicre hatt1 kullanildi.

Her iki hiicre hattinda da elektroporasyonla birlikte hiicre membraninda geri doniistimlii
porlar olusturuldu. Por olusumu PI yontemi le takip edildi. Hiicre membraninda
olusturulan porlarin hiicre canlili1 iizerinde meydana getirdigi degisim MTT yontemi ile
degerlendirildi. E alan uygulanmasi ile hiicre membraninda meydana gelen

permeabilizasyon ve hiicre canlilik grafikleri degerlendirilerek etkin E alan belirlendi.

Ardindan her iki hiicre hattinda da ¢esitli konsantrasyonlarda yalniz dakarbazin
uygulanmasinin kKonsantrasyona bagli olarak hiicre canliligi ilizerinde meydana getirdigi

degisim degerlendirildi ve ICso degerleri belirlendi.

Her iki hiicre hattinda da elektroporasyon uygulanmasi ile belirlenen etkin E alan degeri ile
birlikte ila¢ maruziyetinin inhibe edici konsantrasyon degerleri belirlenerek kiyaslandi.
Yalniz dakarbazin ve elektroporasyonla birlikte dakarbazin uygulanmasma ait 1Cso

degerleri  kiyaslandi. Bdylece elektroporasyonla birlikte dakarbazin kombine
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uygulanmasinin yalniz dakarbazin uygulanmasina gore etkinligi her iki hiicre hatt1 i¢in

degerlendirildi.

Tez galismasinin bu boliimiinde; i) saglikli insan deri fibroblast ve insan melanom hiicre
hatlarima uygulanan elektroporasyonla birlikte hiicre canliliginin korunduguna iliskin
bulgular ve hiicre membraninda geri doniisiimlii porlarin meydana geldigine iliskin etkin E
alan bulgulari; ii) her iki hiicre hattina ait bu alan degerlerinin hiicre membraninda
olusturduklar1 etkinin goriintiilendigi floresan mikroskop bulgulart; iii) cesitli
konsantrasyonlarda yalmiz dakarbazin uygulanan hiicrelerin sitotoksik etkilerinin
degerlendirildigi ila¢ konsantrasyonuna bagli hiicre canliligi degisimini veren ICsp
bulgulari; iv) elektroporasyonla birlikte dakarbazin uygulanmasinin hiicre canliliklarinda

meydana getirdikleri degisimi veren 1Csp bulgular1 verildi.

4.1. Etkin Elektrik Alan Degerinin Belirlenmesi Bulgulari

Calismanin ilk kisminda etkin E alan degerini belirlemek amaciyla;

A) E alan degisimine baglh olarak hiicre memranindaki gecirgenlik degisimi

(permeabilizasyon) bulgular1 PI yontemi ile degerlendirildi

Saglikli insan deri fibroblast ve insan melanom hiicrelerinin her ikisine de 0-2000V/cm
araliginda, 1 Hz tekrarlama frekansinda 100 mikro saniye siire E alan uygulandi ve E alana
bagl gegirgenlik degisimi belirlendi. Bulgular Sekil 4.1. ve Sekil 4.2” de verildi. Sekil 4.1
ve Sekil 4.2° de verilen sonuglar {ic bagimsiz deneyin ortalama degerini gostermektedir.

Dikey ¢ubuklar standart sapma (n=3) olarak ifade edilmektedir.

B) E alan degisimine bagli olarak hiicre canliliginda meydana gelen degisim MTT

yontemi ile degerlendirildi.

Saglikli insan deri fibroblast ve insan melanom hiicrelerinin her ikisine de 0-2000V/cm
araliginda, 1 Hz tekrarlama frekansinda 100 mikro saniye siire ile E alan uygulandi ve E
alana bagli hiicre canlilik degisimleri belirlendi. Bulgular Sekil 4.3. ve Sekil 4.4° de
verildi. Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’ de verilen sonuglar {i¢ bagimsiz deneyin ortalama degerini

gostermektedir. Dikey cubuklar standart sapma (n=3) olarak ifade edilmektedir.
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E alana bagli olarak permeabilizasyon ve hiicre canliligi degisim grafiklerinin
cakistirilarak permeabilizasyonun ve hiicre canliliginin en yiiksek oldugu etkin E alan
degerinin tespit edildigi bulgular, saglikli deri fibroblast hiicreleri i¢in Sekil 4.5 de ve

insan melanoma hiicreleri i¢in ise Sekil 4.6” da verildi.

Saglikli insan deri fibroblast hiicreleri i¢in E alan arttikga membran permeabilizasyonunun
artmakta oldugu gozlendi. Sekil 4.1 de saglikli insan deri fibroblast hiicrelerinde E alan
artisina bagl permeabilizasyon degisiminin 100 us siirede ve 1 Hz tekrarlama frekansinda
permeabilizasyon E alan 250 V/cm’ de iken % 58, 500 V/cm’ de iken %64, 750 V/cm’ de
iken %78 ve 1000 V/cm E alan siddetinde ise %94 oldugu tespit edildi.

Deri Fibroblast Hiicre Hatti icin % Permeabilizasyon
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Sekil 4.1. Deri fibroblast hiicrelerinde 0-1750V/cm (100 ps) puls siiresinde elektrik alan
artisina bagl olarak % permeabilizasyon degisimi
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Insan melanoma hiicreleri i¢in E alan artttkga membran permeabilizasyonunun artmakta
oldugu gozlendi. Sekil 4.2° de insan melanoma hiicrelerinde E alan artisina bagh
permeabilizasyon degisimi degerlendirildi. 100 us siirede ve 1 Hz tekrarlama frekansinda
E alan 250 V/cm’ de membran permeablizasyunu %11 iken, 500 V/cm’de % 17 olarak,
1000 V/em’ de %47 ve 1500 V/cm’ de ise % 84 olarak bulundu.
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Sekil 4.2, Insan melanoma hiicrelerinde 0-1750V/cm (100 us) puls siiresinde elektrik
alan artigina bagli olarak % permeabilizasyon degisimi

Her iki hiicre hatt1 i¢in permeabilizasyon sonucunda olusan hiicre canliliklar1 MTT
yontemi ile degerlendirildi. E alan maruziyeti sonunda hiicre canliliginda meydana gelen
degisim saglikli insan deri fibroblast i¢in Sekil 4.3 de ve insan melanom hiicre hatti igin

Sekil 4.4’de verildi.

Her iki hiicre hattinda, uygulanan E alan arttik¢a hiicre canliliklarinin diistiigli gézlendi.
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de saglikli insan deri fibroblast hiicrelerinde E alan artigina bagli hiicre canlilig

degisimi degerlendirildi. E alan uygulanmayan durumda hiicre canliliginda herhangi

degisim olmazken 100 us siirede ve 1 Hz tekrarlama frekansinda hiicre canliligi 250 V/em’
de E alan uygulanmasi durumunda %94, 500 V/cm’ de %92, 750 V/em © de %89,
1000V/cm E alan siddeti degerinde % 88, 1250V/cm ise %62,5 olarak belirlendi.
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Sekil 4.3. Deri fibroblast 0-2000V/cm (100 ps) puls siiresinde elektrik alan artisina bagh

olarak hiicre canlilig1 grafigi
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Sekil 4.4’ de insan melanoma hiicrelerinde E alan artigina bagl hiicre canliligr degisimi
degerlendirildi. E alan uygulanmayan durumda hiicre canliliginda herhangi degisim
olmazken 100 ps siirede ve 1Hz tekrarlama frekansinda 250 V/cm E alan siddetinde
canlilik degeri % 96 olarak belirlenmistir, E alan siddeti arttik¢a hiicre canlilig1 500 V/em’
de % 87 olarak belirlenirken, 1000 V/cm’ de % 84, 1500V/cm E alan degerinde ise %79

olarak belirlendi.

insan Melanoma Hiicre Hatti % Canlilik Analizi
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Sekil 4.4. insan melanom hiicrelerinde 0-2000 V/cm (100 ps) puls siiresinde elektrik alan
artisina bagh olarak hiicre canlilig1 grafigi

Hiicrelerin her ikisine de uygulanan E alan arttikga permeabilizasyonun arttigi fakat hiicre
canliklarimin distiigii tespit edildi. Hiicreler permeabilize olurken ayni zamanda canlilik
faaliyetlerini stirdiirmelidir. Bu nedenle hem hiicre canliligi hem de permebilizasyonun en
yiikksek oldugu E alan degeri belirlendi. Etkin elektroporasyon igin hiicre canliligi ve

permeabilizasyonun en yiiksek oldugu deger belirlenmelidir.
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Hiicre canliliginin ve permeabilizasyonun en yiiksek oldugu bu E alan degeri etkin alan
degeridir. Etkin E alan degerini belirleyebilmek amaciyla E alan artisina bagh hiicre
canliligi degisimi grafigi ile permeabilizasyon degisimi grafigi ¢akistirildi. Saglikli insan
deri fibroblast hiicreleri i¢cin 1000V/cm E alan degerinde permeabilizasyon % 94 iken

hiicre canliliginin % 88 oldugu belirlendi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Deri fibroblast 0-1750V/cm (100 ps) puls siiresinde elektrik alan artisina bagh
olarak permeabilizasyon ve hiicre canlilig1 grafigi kesisimi
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Insan melanom hiicreleri i¢in 1500V/cm E alan degerinde permeabilizasyon % 84 iken

hiicre canliliginin %79 oldugu belirlendi. (Sekil 4.6).

insan melanom Hiice Hatti igin E Alana Karsi
% Canlilik+Permeabilizasyon Degisimi
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Sekil 4.6. Insan melanom hiicrelerinde elektrik alan artigina bagl olarak permeabilizasyon
ve hiicre canlilig1 grafigi kesisimi

4.2. Elektrik Alan Uygulamasi1 Sonucu Floresan Mikroskop Goriintiileri Bulgular

Saglikli insan deri fibroblast hiicrelerine 100 us siirede ve 1Hz tekrarlama frekansinda ve
0-1500V/cm araliginda E alan uygulandiktan sonra PI ile floresan mikroskop goriintiileri

alindi.
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Hiicre membran permeabilizasyonu arttik¢a PI ile boyali hiicre sayisinin arttig1 gézlendi.
O0V/cm, 400V/cm, 1250 V/cm ve 1500 V/cm E alan uygulanmasia iliskin floresan

mikroskop goriintiileri Resim 4.1° de verildi.

0 V/iem
400 V/em

1250V/em

Resim 4.1. Elektrik alan uygulanan saglikli insan deri fibroblast hiicrelerinin floresan
mikroskop goriintiileri (x10)

Insan melanom hiicrelerine 100 ps siirede ve 1 Hz tekrarlama frekansinda ve 0-1500V/cm
araliginda E alan uygulandiktan sonra PI ile floresan mikroskop goriintiileri alindi. E alan

arttikga membran permeabilizasyonunun artmakta oldugu gozlendi.



56

Hiicre membran permeabilizasyonu arttik¢a PI ile boyali hiicre sayisinin arttig1 gozlendi.
O0V/ecm, 400V/cm, 1250 V/em ve 1500 V/cm E alan uygulanmasina iliskin floresan

mikroskop goriintiileri Resim 4.2° de verildi.

0V/em 400 V/em

1250V/cm 1500 V/em

Resim 4.2. Elektrik alan uygulanan insan melanom hiicrelerinin floresan mikroskop
goriintiileri (x10)

4.3. Tla¢ Dozu Belirlenmesi Bulgulari

Saglikli insan deri fibroblast ve insan melanom hiicrelerinde yalniz dakarbazin
uygulanmasinin konsantrasyona bagli hiicre canliligi degisimleri sirasiyla Sekil 4.7 ve
Sekil 4.8’ de gosterildi. Sonuglar ii¢ bagimsiz deneyin ortalama degerini gostermektedir.

Dikey c¢ubuklar standart sapma (n=3) olarak ifade edilmektedir.
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Saglikli insan Deri Fibroblast hiicreleri Yalniz ilag Uygulanan
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Sekil 4.7. Saglikli insan deri fibroblast hiicrelerinde dakarbazin dozuna karsi hiicre
canliligl degisimi

Sekil 4.7°de dakarbazin dozuna bagli olarak hiicre proliferasyonunun azaldigi belirlendi.
Herhangi ila¢ uygulanmayan saglikli insan deri fibroblast hiicrelerinde hiicre canliligt
degismezken, 10 uM ilag konsantrasyonunda hiicre canliligi %99, 50 uM %98 ve 750
uM’ da %76 olarak tespit edildi.

Saglikli deri fibroblast i¢in dakarbazinin inhibe edici konsantrasyonu ICsp: 1196 uM olarak

belirlendi.
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insan melanoma hiicrelerine Yalniz ilagc Uygulanan Grup
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Sekil 4.8. insan melanom hiicrelerinde ila¢ dozuna kars: hiicre canlilii degisimi

Sekil 4.8 de dakarbazin dozuna bagli olarak hiicre proliferasyonunun azaldigi belirlendi.
Herhangi ilag¢ uygulanmayan insan melanoma hiicrelerinde hiicre canliligi degismezken, 10
uM ila¢ konsantrasyonunda hiicre canliligi %87, 50 uM %73 ve 750 uM’ da %52 olarak
tespit edildi.

Insan melanoma hiicreleri i¢in dakarbazinin inhibe edici konsantrasyonu ICso: 800,37 pM

olarak belirlendi.
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4.4. Elektroporasyonla Birlikte ila¢ Uygulamasi Bulgulari
Saglikli insan deri fibroblast ve insan melanom (SK-MEL-30 ) hiicre hatlarinda;

Sekil 4.5 ve Sekil 4.6° daki grafiklerden belirlenen etkin E alan altinda dakarbazin
uygulandi. Saglikli insan deri fibroblast hiicreleri i¢in belirlenen 1000V/cm ve insan
melanom hiicreleri i¢in bulunan 1500V/cm etkin E alan degerleri ile birlikte 0-1000 uM

araligindaki konsantrasyonlarda dakarbazin uygulandi ve ICso degerleri hesaplandi.

Saglikli insan deri fibroblast hiicreleri i¢in elektroporasyon ile dakarbazininin birlikte
uygulanmasi sonucu hiicre canliliginda meydana getirdigi degisim Sekil 4.9’ da verildi.
Sonuglar {li¢ bagimsiz deneyin ortalama degerini gostermektedir. Dikey ¢ubuklar standart
sapma (n=3) olarak ifade edilmektedir. Cok diisiik standart sapma degerleri grafik tizerinde

goriilememektedir.

Dakarbazinle birlikte 1000V/cm E alan uygulanan saglikli insan deri fibroblast hiicreleri
icin 10 uM ilag uygulanmasinda canlilik % 95’ e, 200 uM ilag¢ uygulanmasi durumunda %
65’ e, 500 uM konsantrasyonda ise % 42 olarak tespit edildi.

Saglikli deri fibroblast i¢in dakarbazinin inhibe edici konsantrasyonu 1Cs0:491,15 uM

olarak hesaplandi.
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Sekil 4.9. Deri fibroblast hiicreleri igin 1000V/cm elektrik alan altinda ilag dozuna kars1
hiicre canlilig1 degisimi

Insan melanom hiicreleri icin elektroporasyon ile dakarbazininin birlikte uygulanmasi
sonucu hiicre canliliginda meydana getirdigi degisim Sekil 4.10° da verildi. Sonuglar {i¢
bagimsiz deneyin ortalama degerini gostermektedir. Dikey cubuklar standart sapma (n=3)

olarak ifade edilmektedir.

Elektroporasyon ile dakarbazininin birlikte uygulanmasi sonucu insan melanom hiicreleri
icin canlilik degisimleri incelendiginde doza bagli olarak canliligin azaldigi belirlendi.
Herhangi ila¢ uygulanmayan, yalmiz E alan uygulanan grup igin hiicre canlilig
degismezken, 1500V/cm E alanla birlikte 10 uM ilag uygulanmasinda canlilik % 84’ e,
200 uM ilag uygulanmasi durumunda % 79’ a, 500 uM konsantrasyonda ise % 51 olarak
tespit edildi.

Insan melanom hiicreleri igin elektroporasyonla birlikte dakarbazin uygulanmasi
neticesinde elde edilen inhibe edici konsantrasyon degeri 1Cso: 566,59 uM olarak

hesaplandi.
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SKMEL 30 insan Melanoma ilag+ 1500V/cm E Alan
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Sekil 4.10. SK-MEL-30 insan melanom hiicrelerinde 1500V/cm elektrik alan altinda ilag
dozuna kars1 hiicre canlilig1 degisimi

Elektroporasyon ile dakarbazinin birlikte uygulanan gruplarla yalniz dakarbazin uygulanan
grubun inhibe edici konsantrasyon degerlerinin oranlanmasi, elektroporasyonla birlikte

dakarbazin uygulamasinin sitotoksisiteyi;

- Saglikli insan deri fibroblast hiicrelerinde 2,43 kat

- Insan melanom hiicrelerinde 1,41 kat arttirdig1 gosterildi.

Diisiik dozlarda bile elektroporasyonla birlikte dakarbazin uygulamasimin saglikli insan

deri fibroblast hiicrelerinde ve insan melanoma hiicrelerinde etkili olabilecegi gosterildi.
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5. TARTISMA

Kanser o6liimciil riskleri barindiran hastaliklar arasinda kalp ve damar hastaliklarindan
sonra 6liim nedeni olarak ikinci sirada yer alan 6nemli bir saglik sorunudur. Kansere bagh
Oliimlerin hizli bir sekilde artiyor olmasi kanser tedavisi lizerine yapilan arastirmalarin da

yogunlagsmasini da beraberinde getirmistir.

Deri; viicudun, radyasyon, sicaklik, kimyasallar ve mikrop gibi bir¢ok dis stresten
korunmasini saglayan en biiyiik organidir. Epidermis (dis tabaka), dermis (i¢ tabaka) ve
deri alt1 dokulardan olusur. Dermis ter bezleri, sag¢ folikiilii, kan damarlar1 ve sinirlerden
olusurken, epidermis ii¢ hiicreden, skuamoz, bazal ve melanositlerden olusur. Normal
kosullar altinda, bu hiicreler sistematik hiicre bdliinmesine ugrarlar ve yeni hiicreler
tiretirler. Bununla birlikte, epidermal hiicrelerin anormal sekilde biiylimesi ve anormal
boliinmesi; skuamoz, bazal ve melanom hiicrelerinden koken alan g tip cilt kanserlerine
neden olabilmektedir. Melanom dis1 kanserler; skuaméz ve bazal deri kanseri oldukga
yaygin goriinen ve yasami tehdit etmeyen kanserlerdir ve erken dénemde tedavi edilmesi

durumunda basar1 (hayatta kalma sans1) yiiksektir [67].

Melanom ise cilt kanserlerinin en agresif ve en 6limciil formu arasinda yer almaktadir.
Hastanin yasam kalitesinin ve siiresinin arttirilmasi diger tiim kanser tedavilerinde oldugu
gibi melanom tedavisinde de oOnceliklidir. Bu amaglarla ¢esitli tedavi yontemleri

gelistirilmistir. Bu yontemlerin en basinda cerrahi, kemoterapi, radyoterapi gelmektedir.

Melanom erken evrede yakalandiginda cerrahi miidahale etkili olabilirken, hastaligin
bolgesel ve sistemik yayillimi gerceklestiginde, tedavi segenekleri sinirhidir ve genellikle
tedavinin etkisiz oldugu degerlendirilmektedir. Boyle durumlarda hastanin yasam siiresi 6-

9 ay gibi bir siire ile sinirh kalmaktadir [58].

Radyoterapi melanom lezyonlarinin tedavisinde nadir olarak kullanilmakta olan diger bir
yontemdir ancak genel olarak cerrahi yerine tercih edilmemektedir [68]. Desmoplastik
melanomlu hastalarin tedavisinde, cerrahi ile birlikte radyoterapinin kullanilmasinin yalniz
cerrahi uygulanmasina kiyasla tiimoriin lokal kontroliinde etkili oldugu gosterilmistir [69].

Ancak radyoterapi ¢cogu zaman palyatif amaglarla kullanilmaktadir [70].
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Melanom tedavisinde kullanilan bir diger yontem ise kemoterepi olup bu tedavi
yonteminde sisplatin, paklitaksel, dosetaksel, dakarbazin, temozolomid gibi sayisiz
kemoterapik ajan kullanilmaktadir [71]. FDA tarafindan onayli dakarbazin bu kemoterapik
ajanlar igerisinde en yaygin ve en etkili ajan olarak tanimlanmaktadir [72]. Bu ilag, niikleik
asitlerin metilasyonuyla veya dogrudan DNA hasarina neden olarak, biiylime durmasi ve

hiicre 6liimiiyle sonuglanan etkiler géstermektedir.

Melanomun basaril1 bir sekilde tedavi edilmesinin oniindeki en biiyiik engel, kemoterapiye
kars1 bilinen direnctir [72]. Bu nedenle dakarbazin i¢in tedaviye yanit oranlari, % 10-25

arasinda degismekte olup hayal kiriklig1 yaratmaktadir.

Bu ii¢ tedavi yonteminin uygulanabilirligine ragmen tedavi basarisinda ortaya ¢ikan hayal
kirikliklar1 arastirmacilart farkli tedavi yontemlerini gelistirilmeye yonlendirmistir. Bu
kapsamda kemoterapik ila¢ direncinin dniine gegerek tedavi etkinligini arttirmak amaciyla

kemoterapik ajanlarin birlikte kullanildig1 aragtirmalar yapilmistir [59].

1980'lerde, bu kemoterapik ajanlardan bazilarinin birlikte kombine olarak verilmesi ile
sinerjik etkilerin ortaya ¢iktigi gosterilmis; bu kombine tedavilerde yanit oranlarinin % 20-

50 arasinda degismekte oldugu goriilmiistiir. [73]

Falkson tarafindan metastatik malign melanom hastalar1 ile yapilan calismada yalniz
dakarbazin uygulanan hastalarin tedaviye genel yanit oranm1 % 20 iken dakarbazin ile
birlikte interferon uygulanmis hastalarda yanit oranmmin % 50° ye yiikseldigi

gozlemlenmistir [74].

Guan Jiang ve arkadaglari tarafindan yapilan istatistiki caligmada; dakarbazine dayali
kombine tedavilerin genel yanit1 ve sag kalim siiresini 1liml olarak arttirabilecegi, ancak

bununla birlikte yan etkilerin de artabilecegi rapor edilmistir [58].

Chapman ve arkadaslar1 tarafindan tek ajanli kemoterapi ile kombine kemoterapi
arasindaki farki gorebilmek ig¢in, dakarbazin sisplatin ve vinblastin kombinasyonu ile
karsilagtiran bir calisma yapilmistir. Her iki kombinasyon i¢inde yanit orani yalniz
dakarbazin’ e gore daha yiiksek olmasina ragmen, iki tedavi segenegi arasinda hayatta

kalma siirelerini arttirmasi bakimindan fark bulunamamaistir [75].
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Ne yazik ki, kombinasyon kemoterapisinin sag kalim siiresinde sinirli bir etkiye sahip
oldugu ve yan etkilerin fazlaligi nedeniyle etkili bir tedavi yontemi olmaktan uzak kaldigi
rapor edilmektedir [59, 73].

Kemoterapik ilaglarin etkinligini arttirarak yan etkilerin azalmasim1 saglayacak
yontemlerden birisi de yiiksek siddette E alan uygulanmasiyla hiicre membraninda por
olusturarak hiicre igerisine kemoterapik ilacin daha fazla girmesini saglayan
elektroporasyon yontemidir. Bu yontem hiicre igerisine giremeyen biiyiilk molekiillerin
(DNA, RNA, ilag, iyon, vb.) hiicre igerisine gecisine olanak saglayan bir yontemdir [4, 76,
77].

Elektroporasyon basari ile uygulandiginda hiicresel membranlar, uygulanan dis E alan
kesildikten sonra birkag dakika boyunca gegirgen kalabilmekte ve bu durum kemoterapik

ilaclarin, biiyiik ve yiiklii molekiillerin hiicre icerisine gecisine olanak saglayabilmektedir

[78].

Elektrokemoterapi olarak isimlendirilen bu yontem; elektroporasyon ile birlikte
kemoterapik ilaglarin tiimor hiicrelere igerisine daha fazla gecisine olanak vererek ilacin
etkinligini arttirmay1 saglayan bir yontemdir. Bu yontemle kemoterapik ilaglarin etkisi

onemli 6l¢iide giiglendirilir [35].

Elektrokemoterapi uygulamalarinda hiicre igerisine ilacin etkili bir bigimde ge¢mesini

saglamak i¢in oncelikle elektroporasyon parametrelerinin belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir.

Hiicrelerin permeabilizasyonlarint arttirirken, canliligin korumasini saglayacak elektriksel

parametrelerin belirlenmesi amaciyla literatiirde pek ¢ok ¢aligma yapilmistir [79, 80].

Gabriel ve arkadaslart Chinese hamster ovary (CHO) hiicreleri ile yaptiklar
elektropermeabilizasyon calismasinda, hiicreleri gecirgen hale getirmek icin yiiksek
yogunluklu bir alan kullanilmasi gerektigini, ancak puls siiresi, puls sayisi ve E alanin
genligine bagli olarak uzun siireli ve kisa siireli hiicre Oliimlerinin artabilecegini

gostermiglerdir [81].

Kubota ve arkadaslari, transitional hiicre karsinomu (YST-1 ) iizerinde yaptiklari in vitro

caligmada hiicre igerisine kemoterapik ilag olan bleomisinin gegisini arttirabilmek icin
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gerekli etkin E alan degerini arastirmislardir. Hiicre permeabilizasyonunun ve hiicre
canliligiin en yiiksek oldugu parametrelerin, 1 Hz tekrarlama frekansi, 100us puls siiresi

ve 1000 - 1250 V / cm arasinda E alan degeri olarak rapor etmislerdir [82].

Gehl ve arkadaslarinin Cin hamster akciger fibroblast (DC-3F) hiicrelerinde in vitro olarak
yaptiklar1 elektrokemoterapi ¢aligmasinda; hiicre canliligt ve permeabilizasyonun en
yiiksek oldugu elektriksel parametreler 1 Hz, 99 us puls siiresi ve 1200V/cm E alan siddeti
olarak rapor edilmistir [83].

Daha o6nce insan meme karsinoma (MCF-7) hiicrelerinde yapmis oldugumuz in vitro
elektrokemoterapi ¢alismamizda tamoksifenin elektrokemoterapisi ig¢in optimal elektriksel
parametreler; 1 Hz, 100 ps puls siiresi ve 1750 V/cm E alan siddeti olarak belirlenmistir
[84].

Neuroblastoma hiicrelerinin kullanildigi bir diger elektrokemoterapi ¢alismamizda ise
sisplatin elektroporasyonu i¢in permeabilizasyonun ve hiicre canliliginin en yiiksek oldugu
etkin elektriksel parametreler; 1 Hz, 100 ps puls siiresi ve 1500 V/cm E alan siddeti olarak
tespit edilmistir [85].

Jaroszeski ve arkadaslar1 tarafindan yapilan farkli kemoterapik ajanlar ve hiicrelerin
kullanildigr in vitro elektrokemoterapi ¢aligmasinda 99 us puls siiresinde permeabilizasyon
ve canliligin en yiiksek oldugu E alan degeri insan pankreatik adenokarsinoma (capan-2)
hiicre hatt1 i¢in 900 V/cm, insan yumurtalik kanseri (LN1) hiicre hatt1 i¢in 1100V/cm,
insan meme duktal karsinoma hiicreleri (T47D) i¢cin 900V/ cm, Lewis akciger hiicreleri
icin 750V/cm, sigan hepatoselliiler karsinoma (N1-S1) hiicreleri igin 1250 V/cm, insan
endometriyal adenokarsinoma (ishikawa) hiicreleri igin 1200V/cm, B16 fare melanom

hiicreleri i¢in 1200 V/cm olarak belirlenmistir [86].

Cemazar ve arkadaslari ise insan dermal mikrovaskiiler endotel hiicreleri (HMEC-1) ile
yaptiklar1 elektrokemoterapi ¢aligmasinda; hiicre canliligmin yaklasitk %80 ve
permeabilizasyonun %60 oldugu E alan degeri olan 1400 V/cm optimal E alan1 olarak
belirlemislerdir [87].
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Calismamizin birinci asamasindaki elektrokemoterapi ¢alismasi Oncesinde etkin E alan
parametreleri saglikli insan deri fibroblast ve insan melanom hiicreleri i¢in belirlendi. 100
us puls siiresi ve 1 Hz tekrarlama frekansinda sekiz kare elektrik dalgasi uygulanmasi
sonucunda hiicre permeabilizasyonunun ve canliliginin en yiiksek oldugu E alan degerleri
saglikli insan deri fibroblast hiicreleri igin 1000V/cm ve insan melanom hiicreleri i¢in 1500

V/cm olarak tespit edildi.

Insan melanom ve saglikli insan deri fibroblast hiicrelerinin E alandan farkli derecelerde
etkilendikleri gosterildi. insan melanom hiicrelerinin, saglikli insan deri fibroblastlara gore
etkin E alan parametreleri kiyaslanmasi sonucunda insan melanom hiicrelerinin elektriksel

alana daha direngli oldugu gosterildi.

Farkli kemoterapik ajanlar, elektrik darbeleriyle permeabilize edilmis hiicrelerde birlikte
test edilmistir. Bu ¢alismalarin sonucunda elektroporasyonla birlikte kemoterapik ilaglarin

etkinliginin degisimleri rapor edilmistir.

Calismamizin ikinci asamasinda gergeklestirilen elektokemoterapi ¢alismamizda; birinci
basamakta belirlenen etkin E alan ile dakarbazinin birlikte uygulandig: hiicrelere iliskin
bulgulari, literatiirdeki diger kemoterapik ilag caligmalari ile karsilastirildi: Sisplatin,
karboplatin ve bleomisin basta olmak iizere pek ¢ok kemoterapik ajan ile bu caligmalarda
kullamilmis ve elektroporasyonla birlikte kemoterapik etkinligin degerlendirilmesi

yapilmistir.

Sersa ve arkadaslar1  yaptiklart in  vitro ¢alisma sonucuna  gbre  Cis-
diamminedichloroplatinum (II) (CDDP) kemoterapik ilaci melanom B16 tiimérlerinde
elektroporasyonla birlikte uygulandiginda sitotoksik etkinin 70 kat arttigini rapor ettiler
[88].

Jaroszeski ve arkadaslar tarafindan yapilan in vitro ¢alismada, 44 farkli kemoterapik ilag
ve yedi farkli hiicre hatt1 iizerinde elektroporasyonla birlikte bleomisin uygulanmasinin
yalniz bleomisin uygulanmasina gore ICsg degerini 100-5000 kat arasinda arttirdigi,
sisplatin ve carboplatinin ise alt1 farkli hiicre hatt1 {izerinde 3-13 kat daha etkili oldugu,
kemoterapik ilag olan vincristinin ise gesitli hiicre hatlarinda 1,3- 3,4 katlik bir sitotoksik

artig gosterdigi tespit edilmistir [86].
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Insan meme karsinoma (MCF-7) hiicrelerinde yapmis oldugumuz in vitro
elektrokemoterapi calismamizda elektroporasyon ve tamoksifen kombine kullanilmasinin,
Ostrojen reseptorii pozitif meme kanseri tedavisinde tek basina tamoksifen kullanimindan

istatistiki olarak anlamli bigimde (p < 0.05) etkili bulundugu gosterilmistir [84].

Bir diger ¢alismamizda neuroblastoma hiicrelerinin sisplatin sitotoksisitesi ile yiiksek
yogunluklu elektrik darbelerine maruz birakilmasindan sonraki sisplatin sitotoksisiteleri
ICso degerlerinin ele alinmasi yolu ile karsilastirildi. Yalniz sisplatin uygulanan grupta ICso
= 5.03 pg/ml olarak belirlenirken, elektroporasyonla birlikte sisplatin sitotoksisitesi I1Cso=
0.51 pg/ml olarak tespit edildi. Boylece diisiik dozda sisplatin' in elektroporasyon ile
birlikte neuroblastoma tedavisinde kullanilabilecegini gosterdi [85].

Gehl ve arkadaglarinin c¢alismalarinda hamster akciger fibroblast (DC-3F ) hiicre hatti
kullanilarak in vitro ortamda; elektroporasyonla birlikte karboplatin ve bleomisinin
etkinliginin degerlendirilmesi 1Csp degerlerinin karsilastirilmast ile yapilmistir, bu
karsilastirma sonucunda karboplatin sitotoksisitesinde 3 katlik bir artis s6z konusu iken
sisplatinde 2,3 katlik bir artig, bleomisin uygulanmasinda ise sitotoksisitede 300 katlik bir
artisa sebep oldugu tespit edilmistir. Elektroporasyonla birlikte kemoterapik ilag
kullanilmasinin, ilacin etkinligini 2,3-300 kat arasinda arttirdigi tespit edilmistir [83].

Orlowski ve arkadaslar1, hamster akciger fibroblast hiicre hatlarinda (DC3F) yaptiklari in
vitro caligmada plazma membranindan zayif difiize olan netropsininin E alan varliginda
sitotoksititesinde 200 katlik bir artig tespit ederken, bleomisin ile yaptiklar1 ¢aligmada ise
700 katlik bir sitotoksitite artisi tespit ettiler [89]

Bicek ve arkadaslart B16F1 fare melanom hiicrelerinde yapmis olduklar1 ¢alismada; 1 uM
NAMI-A varliginda hiicrelerin % 90’ 1inin hayatta kaldigin1 gézlemlerken, 1 uM NAMI-A
ve elektroporasyon kombine uygulanmasinda hiicrelerin % 10' unun hayatta kaldigini
gosterdiler. Ayni caligmada kisa ve yeterince gilicli E alan darbelerinin, hiicre
membranlarinin gecirgenligini gecici olarak arttirdigi, biiylik molekiillerin hiicrelere ve

dokulara kolaylikla erismesini sagladigi ifade edilmektedir [4].

Literatiirde yapilan g¢alismalara ilave olarak yaptigimiz bu arastirmada ilk kez insan

melanom hiicreleri ve saglikli deri fibroblast hiicreleri elektroporasyon ile birlikte



69

dakarbazinin sitotoksik etkisi incelenmistir. Cesitli konsantrasyonlarda dakarbazinle
birlikte insan deri fibroblast hiicreleri igin 1000V/cm, insan melanom hiicreleri i¢in 1500
V/ cm E alan uygulanarak sitotoksisitenin yalniz dakarbazinle muamele edilmis gruba gore

istatistiki a¢idan anlamli bir sekilde arttig1 gozlemlendi.

Melanom hiicrelerinde elektroporasyonla birlikte dakarbazin uygulanmasinin yalniz
dakarbazin uygulanmasina gore ilag sitotoksisiteside istatistiki agidan onemli ( p<0,001)

artisa sebep oldugu belirlendi.

Deri fibroblast hiicrelerinde elektroporasyonla birlikte dakarbazin uygulanmasinin yalniz
dakarbazin uygulanmasina gore ilag sitotoksisitesi degerlendirilmesi yapildiginda;
elektroposyonun ilag sitotoksisitesi lizerinde istatistiki agidan 6nemli artisa sebep oldugu

belirlenmistir.( p<0,001)

Ozet olarak, bu calismada saglikli ve kanserli hiicrelerin membranlarinda E alan ile
indiiklenen geri doniisimlii permeabilizasyona bagh olarak sitotoksisitenin arttigi

gosterildi.

Saglikli insan deri fibroblast ve insan melanom hiicre hatlarinin her ikisine de mikro saniye
stire ile yliksek siddette E alan uygulanmasi sonucunda saglikli insan deri fibroblast ve
insan melanom hiicrelerinin permeabilizasyon degisimlerinin birbirinden farkli oldugu
ortaya konuldu. Elektroporasyonla birlikte ilag uygulanmasinin saglikli ve melanomlu
insan hiicre hattinda ICso degerlerini azalttigi gozlemlendi. Daha az ilag kullanilarak E alan

altinda kemoterapinin daha basarili olabilecegi gosterildi.

Bu caligmada, E alan altinda dakarbazin uygulanmasinin; saglikli insan deri fibroblast
hiicrelerinde yalniz ilaca kiyasla sitotoksisiteyi 2,43 kat arttirdigini, melanom hiicre
hattinda da ise yalniz ilaca kiyasla 1,41 kat arttirdig: tespit edildi.

Boylelikle literatiirde rapor edilen sonuglarla uyumlu olarak elektriksel darbelerle birlikte
kemoterapik ajanlarin kullanilmasinin diisiik dozlarda ilacin daha etkili olmasini sagladig
tespit edilmistir. Elde edilen bulgulara gore elektroporasyon ve kemoterapik ilag

uygulanmasi lokal olarak gerceklestirilmesi ile kemoterapik etkinlik arttirilabilir.
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Bu sonuglar dogrultusunda elektroporasyonla kemoterapik ajanlarin  birlikte
kullanilmasinin, kemoterapik ilacin tek basina kullanilmasina gore daha etkili olacagi

diistiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Her gegen giin goriilen kanser ¢esitliliginin ve buna bagli 6liimlerin artmasi insanlari
tedirgin etmektedir. Kanser ¢esitleri arasinda yer alan melanom cilt kanserleri arasinda en
agresif formda olup, pek ¢ok tedavi tiiriine karsi direngli oldugundan, 6liim oranlar1 giin
gectikce artmaktadir. Cogu kanser tiirtinde oldugu gibi erken evrede tespit edilebilirse,
melanom tedavisinde de Oncelikli tedavi yaklasimi cerrahidir. Ancak tiimériin yiizeyel
yayiliminin fazla olmas1 durumunda cerrahi, radyoterapi ve diger tedavi yaklasimlar1 sinirlt
kalmaktadir.  Kemoterapik ilaglarin etkinligini arttirmak i¢in kemoterapik ilaglarin
birbiriyle kombinasyonu denense de yan etkiler artarken hastalarin yasam siirelerinde
beklenilen basarinin saglanamadigi tespit edilmistir. Bu nedenlerle kemoterapik ilaglarin

etkinligini arttirmak icin farkli yaklagimlara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Sunulan ¢alisma kemoterapi tedavisinde kullanilan dakarbazinin elektroporasyonla birlikte
uygulanmasimin saglikli insan deri fibroblast ve insan melanom hiicreleri tizerindeki
sitotoksik etkilerini, yalniz dakarbazin kullanilmasina kiyasla degerlendirilmesi amaciyla

in vitro olarak gergeklestirilmistir.

Calisma etkin E alan degerinin belirlenmesi, yalniz dakarbazin uygulanmasi sonucunda
inhibe edici konsantrasyonlarin belirlenmesi ve etkin E alanla birlikte ilag maruziyetinin
inhibe edici konsatrasyon iizerindeki etkisinin belirlenmesi olmak iizere {i¢ asamada

gerceklestirilmistir:

Insan melanom ve saglikli insan deri fibroblast olmak iizere her iki hiicre grubuna 0-2000
V/cm araliginda yalniz E alan uygulandi ve permeabilizasyon ve hiicre canliligi sonuglari
degerlendirilerek etkin E alan degeri belirlendi. Hiicrelerin permeabilizasyonu PI
kullanilarak akim sitometri cihazinda, hiicre canliliklar1 MTT kullanilarak Elisa okuyucuda

tespit edildi.

0-1000 uM konsantrasyon araliginda yalniz dakarbazin uygulanarak ilacin sebep oldugu
inhibitdr konsantrasyon degeri tespit edildi. Hiicre canliliklar1 MTT kullanilarak Elisa
okuyucuda tespit edildi. Inhibitér konsantrasyon degerleri hiicre canlilik grafiklerinin

egiminden tespit edildi.
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Saglikli insan deri fibroblast icin tespit edilen 1000V/cm ve insan melanom hiicreleri i¢in
tespit edilen 1500V/cm etkin E alan siddetleri (0-1000pM) konsantrasyon araliginda
dakarbazin ile birlikte uygulandi ve inhibitér konsantrasyonlar tespit edildi. Hiicre
canliliklart MTT kullanilarak Elisa okuyucuda tespit edildi. Inhibitér konsantrasyon

degerleri hiicre canlilik grafiklerinin egiminden tespit edildi.

Her iki hiicre grubu i¢in de uygulanan etkin E alanin hiicre membran permeabilizasyonunu
arttirmasi boylelikle kemoterapik ilaglarin hiicre igerisine daha fazla girmesi ve etkinlik

gostermesi saglandi. ICso degerleri ile belirlenen ilag etkinlikleri kiyaslandi.

Calisma sonuclart; etkin E alan degerinin degerlendirildigi, dakarbazin uygulanmasi
sonucunda inhibe edici konsantrasyonlarin degerlendirildigi ve etkin E alanla birlikte ilag
maruziyetinin inhibe edici konsatrasyon {iizerindeki etkisinin degerlendirildigi bulgular

olmak iizere asagida 6zetlenmistir.

Etkin elektrik alan bulgulart;

e 1000V/cm, saglikli insan deri fibroblast hiicreleri i¢in permeabilize etkinin ve hiicre
canliliginin en yiiksek oldugu E alan degeri olarak bulundu.
e 1500V/cm, insan melanom hiicreleri i¢in permeabilize etkinin ve hiicre canliliginin en

yiiksek oldugu E alan degeri olarak bulundu.

Yalniz dakarbazin uygulanmasi sonuglar1 degerlendirildiginde;

e Dakarbazin uygulanan insan deri fibroblast hiicreleri i¢in inhibe edici konsantrasyon
1196 puM olarak tespit edildi.
e Dakarbazin uygulanan insan melanom hiicreleri i¢in inhibe edici konsantrasyon 800,37

uM olarak tespit edildi.

Etkin elektrik alan ile birlikte dakarbazin uygulanmasi sonuglar1 degerlendirildiginde;

o Insan deri fibroblast hiicrelerine; 1000V/cm etkin E alan ile birlikte dakarbazin
uygulanmasinin inhibe edici konsantrasyonu o6nemli 6lgiide azaltarak 1196 uM’ dan

491,15 uM’ a distirdiigii gozlemlendi.
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e Insan melanom hiicrelerine; 1500V/cm etkin E alan ile birlikte dakarbazin
uygulanmasinin inhibe edici konsantrasyonunu énemli 6l¢iide azaltarak 800,37 uM’ dan

566,59 uM’a diistirdiigii gozlemlendi.

Ilag sitotoksisitesindeki artisa ilacin inhibitdr konsantrasyonundaki azalma karsilik
gelmektedir ve boylelikle her iki hiicre lizerinde de ayr1 ayri tespit edilen etkin E alanla
birlikte dakarbazin uygulanmasinin istatistiki ag¢idan sitotoksisite {izerinde énemli bir artisa

sebep oldugu goriilmektedir.

Deney sonuglarindan elektroporasyonla birlikte dakarbazin uygulanmasinin insan deri
fibroblast hiicrelerinde yalniz ilaca kiyasla sitotoksititeyi 2,43 kat arttirdigi, melanom
hiicre hattinda da ise yalniz ilaca kiyasla 1,41 kat arttirdign tespit edilmistir.
Sitotoksisitedeki artis ila¢ dozlarinin daha disiik dozlarda uygulanarak daha etkin
kemoterapi gergeklestirmesine olanak saglayabilecektir. Lokal uygulamalarla birlikte

kemoterapik ilacin etkinliginin artmasina olanak saglanabilecektir.

Diisiik dozda etkin tedavi ile birlikte kemoterapik ajanlarin yan etkilerine daha az maruz
kalma yarar1 saglanacaktir. Kemoterapik ilaglarin yiiksek dozlarda kullanilmasinin 6niine

gececek yeni tedavi yaklasimlarinin kapisini aralayacaktir.

Ancak belirlenen yararlarin etkinligini gorebilmek i¢in; Elektroporasyonla birlikte ilag
etkinliklerinin saglikli ve kanserli hiicreler tizerindeki etkisinin in vitro olarak incelenmesi

sonucunda elde ettigimiz bu sonuglar gelecekte in vivo ortamda mutlaka ¢aligiimalidir.
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