TC
IZMIR KATIP CELEBI UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
HISTOLOJI VE EMBRIYOLOJI ANABILIM DALI

SKOV-3 HUCRE HATTINDA DOKSORUBICIN ILE INDUKLENEN
APOPTOZA RESVERATROL VE DARBELI ELEKTROMANYETIK ALAN
(PEMF) UYGULAMASININ ETKISININ INCELENMESI

ERDIi KESELIK

YUKSEK LiSANS TEZI

DANISMAN

PROF. DR. MELTEM KURUS

2019- iZMIR



TC
IZMIR KATIP CELEBI UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
HISTOLOJI VE EMBRIYOLOJI ANABILIM DALI

SKOV-3 HUCRE HATTINDA DOKSORUBICIN iLE INDUKLENEN
APOPTOZA RESVERATROL VE DARBELi ELEKTROMANYETIK ALAN
(PEMF) UYGULAMASININ ETKISININ INCELENMESI

ERDI KESELIK

YUKSEK LiSANS TEZI

DANISMAN

PROF. DR. MELTEM KURUS

Bu tez izmir Katip Celebi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yinetim

Birimi tarafindan 2018-TYL-SABE-0067 Proje numarasi ile desteklenmistir.

2019- iZMIR



KABUL VE ONAY SAYFASI

Bilimleri Enstitii Miidirligtine;

Universitesi Saghk Bilimleri Enstitisii Histoloji ve Embriyoloji
lisans Programi Cergevesinde yiiriitilmiis olan bu galigma, agafidaki
ans Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi : 19/07/ 2019

KURUS - lzmir Katip Celebi Universitesi

IMZA
Uliids ﬁnivctiitcsi
Uludag Uni IMZA
- Lzmir Katip Celebi Universitesi

IMZA

I Yonetim Kurulu'nca belirlenen yukandaki jiiri

LY

it Mildirit
Prof. Dr. Ahmet KOYU




TESEKKUR

Lisansiistii egitimimde bana kazandirdifr yetenekler, sonsuz sabn ve
hosgdriisiisniin yam sira bir anne gibi bazen severek bazen kizarak akademik olarak
olgunlagmamu saflayan sevgili damsman hocam Prof. Dr. Meltem Kurusg®a
emeklerinden dolay: ¢ok tesekkiir ederim.

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim dali biinyesinde bulunan ve desteklerini
esirgemeyen degerli hocalanm Dog. Dr. Selen Bahgeci ve Dr. {ilg:r. Uyesi Fatma
Simsek’e tesekkiir ederim. Hiiere Killtiirdi dersi ve uygulamalanyla ¢calismamin
altyapisim olusturmamm saglayan Dr. Ogr. Uyesi Melek Pehlivan’a tesekkiir ederim.

Tez calismamin dnemli bir ayagim olusturan diigiik darbeli elektromanyetik
alan cihazini saglayan ve enerjisiyle érnek olan Pro. Dr. Adnan KAY A’ya tesekkiir
edenm.

Tez ¢galismamda kullanmus oldugum SKOV-3 hiicre hattimi ¢calismamiza
olanak saglayan Medipol Universitesi, Tibbi Biyokimya Anabilim dali biinyesinde
gérev alan Dr. Ogr. Uyesi Sultan Sibel Erdem’e tesekkiir ederim.

Tez calismalarima maddi destek saglayan Izmir Katip Celebi Universitesi
BAP Kordinatdrliiii’'ne tesekkiir ederim.

Her zaman yamimda olan en iy1 arkadagim, esim Uzm. Bio. Gonea Ay
Keselik'e tesekkiir ederim.






OZET

Giiniimilzde kanser tedavisinde kaydedilen asamalarla kanserli hastalann
tedavi sonras: hayatta kalma siireleri artrmistir. Bununla birlikte arastirmalar kanser
tedavisi sonrasi yagam kalitesini arttirmaya odaklanmistir. Kemoterapi kaynakh

infertilite kanser sonras1 yasam kalitesim etkileyen en dnemli faktérlerden binidir.

Doksorubisin bircok kanser tiiriinde yaygin olarak kullamlan antitiimor bir
ajandir, Doksorubisinin etki mekanizmas1 gerefi kardiyotoksik, nefrotoksik ve
hepatoksik etkileri ortaya koyulmustur. Doksorubisinin ovaryumda folikiiler atreziye
sebep oldugu bilinmektedir. Yapilan c¢ahsmalarda folikiller atreziye ovaryum
korteksindeki vaskiiler organizayon bozuklugunun sebep oldugu gosterilmistir. Bu
sonuglara karsin ovaryum {lizerine toksik etkisiyle alakal calismalar bu kadar fazla
sayida ve etkisini net olarak aciklamaya yeterli degildir. Bu projenin amaci
kematerdpotik ila¢lardan olan doksorubisinin yan etkilerimi azaltmaya yonelik yeni
ajanlar arastirmaktir. Bu agidan resveratrol ve manyetik alan uygulamalanmmn
doksorubisinin  olumsuz etkilerini ortadan kaldinlmasmma yoénelik arastinlmas

hedeflenmektedir.

Resveratrol iiziim vyer fistfn gibi bitkilerden elde edilen dogal bir
fitoaleksindir. Yapilan c¢alismalarda resveratroliin antioksidan, antiinflamatuar,
vaslanma karsit ve koruyucu etkilerinin oldugu gésterilmistir. Resveratrol'un
sicanlarda folikiiler atreziyi inhibe ettifii, over follikiiler rezervini koruyarak ovaryum

dmriinil uzattif gésterilmistir.

Diisiik darbeli elektromanyetik alan (PEMF), kemik kikirdak onanmu yara
iyilesmesi ¢calismalarinda olumlu sonuglar vermis antioksidan ve antiinflamatuar
etkisi gisterilmistir. Bu proje ile doksorubisinin yaratacag ovaryum hasannin
lizerine olumlu etkisi bilinen resveratrol ve daha 6nce boyle bir ¢calismada

kullamlmayan PEMF’in etkisinin ortaya koyulmus olacaktir. Doxorubisinin ovaryum



kortexindeki damar yapilarim bozdugu, kan besin akisinin blokasyonu ile
beslenemeyen kortexdeki folikiillerin atreziye ugradifn gosterilmistir. PEMF in 1se
vaskiiler aktiviteyi arttiricr etkisi vardir. Doxorubisin ve PEMF in simultane
uygulanmas: ile doxorubisin kaynakh ovaryan hasarin giderilebilecegin én
giriilmektedir. Aynica resveratrol ille PEMF in etki mekanizmas: agisindan
hiicrelerde béliinme hiz, mENA ve protein sentez seviyeleri, hiicre membranlarinda
gecirgenlik ve Ca™, Na™, K* iyon transferlerindeki de@isimler gibi bazi ortak

dzelliklern bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Doxorubicin, Resveratrol, darbeli elektromanyetik alan,

ovaryum hasary, antioksidan, kemoterapotik
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ABSTRACT

Today, survival time of cancer patients with cancer has increased during the
stages of cancer treatment. However, research has focused on improving quality of
life after cancer treatment. Chemotherapy-induced infertility is one of the most

important factors affecting quality of life after cancer.

Doxorubicin 1s an antitumor agent widely used in many types of cancer.
Doxorubicin has cardiotoxic, nephrotoxic and hepatoxic effects due to its mechanism
of action. Doxorubicin is known to cause follicular atresia in the ovary. Studies have
shown that follicular atresia is the cause of vascular organizational dysfunction in the
ovary cortex. Despite these conclusions, studies related to toxic effects on the
ovarium are so numerous and do not clearly explain its effect. The aim of this project

is to investigate new agents for reducing the side effects of doxorubicin.

Resveratrol is a natural phytoalexin, obtained from plants such as grapes,
peanuts. Studies have shown that resveratrol has antioxidant, antiinflammatory, anti-
aging and protective effects. Resveratrol has been shown to inhibit follicular atresia

in rats, prolonging the life span of ovaries by maintaining over follicular reserve.

Low-pulsed electromagnetic field (PEMF). has shown positive results in
bone cartilage repair, also wound healing studies have shown antioxidant and
antiinflammatory effect. It’s shown that Doxorubicin disrupts the vascular structures
in the ovarnian cortex, follicles in the cortex that cannot be fed by the blockage of
blood flow . PEMF has a vascular activity enhancing effect. It is predicted that
doxorubicin induced ovarian damage can be eliminated by simultaneous apply of
Doxorubicin and PEMF. In addition, resvaratol and PEMF have some common
properties in terms of mechanism of action, such as rate of division in cells, mRNA
and protein synthesis levels, permeability in cell membranes and changes in ion

transfers such as Ca+2 Na+ and K+.

i



Keywords: Doxorubicin, Resveratrol, Pulsed electromagnetic field, ovarian

damage, antioxidant, chemotherapeutic
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1. GIRIS

Kanser giliniimilzde kardiyovaskiiler hastahklarla birlikte en ¢ok dliime
sebebiyet veren hastaliklardandir. Hiicrelerin normal béliinme déngiisiinden ¢ikarak
anormal béliinme ve ¢ofalma davramslan géstermesiyle kanserlesme baslar. Béliinme
denetiminden siynlan hicreler kitleleserek tiimér adi verilen hiicre yigmlanm
olusturur. Tiimdrler kalinlasarak biiyiidiigiinden dolay: kanser dokusunun beslenmesi
igin anjiyogenez devreye girerek kendi damarlanm olusturur. Bu hem tiimériin

bilyiimesine yol acarken hem de metastaz1 hizlandinr.

Ovaryum kanseri kadin iireme sistemi kanserlen arasinda en cok &liime
sebebiyet veren kanser tiiriidiir. Sag kahmun diisiik olmasinda hastalifin ileri evrelere
kadar herhangi bir belirti vermemesi etkilidir. Ovaryum kanserinin en yaygin alt tiirii
epitelyal ovaryum kanseridir. Tiim ovaryum kanser vakalanmin %90"m epitelyal
ovaryum kanseri alt tipinin olusturdugu rapor edilmistir. Epitelyal ovaryum kanserlen
tip I ve tip I olarak iki gruba aynilir. Tip I epitelyal ovaryum kanserleri diisiik dereceli
ve agresif olmayan davrams gosterip genellikle tek tarafli kistik yapr gésterirken, Tip
Il epitelyal ovaryum kanserleri yiiksek dereceli ve agresif olup iki ovaryumda da

vayihm gosterirler.

SKOV-3 hiicre hatti, 64 yasinda caucasian bir epitelyal ovaryum kanser
hastasimin asistinden izole edilmig hilcre hattidir. Calismamizda ovaryum kanserli
dokulan taklit etmek i¢in kullamlacaktir. Hiicre hatti adherens bir yapida oldugundan
yara iyilesme deneylerine de uygun olarak ¢ogaltilabilmektedir.

DOX, birgok kanser tiiriiniin tedavisinde kullamlan antitimér bir terapétik
ajandir. DOX kanser hiicrelerini apoptoza indiiklemek i¢in kanser hiicrelerinde DNA

zincir kinklarma sebep olur. Bu etkisi sebebiyle teratojenik, mutajenik etki



gistermesinin yam sira serbest oksijen radikallerinin ortaya ¢ikmasina da sebep olur.

DOX’in bu yan etkilen saghkl dokularda da tahribata yol agabilmektedir (1,2,3).

Yapilan ¢ahsmalarda basta kalp olmak iizere karacifer, ovaryum, testis,
bibrek ve kan hiicreleri tizerinde toksik etkilerinin oldugu rapor edilmistir. DOX’in
kansere kars etkihi oldugu bilinmekle beraber yan etkilerinin bertaraf edilmesi i¢in son
yillarda kombine uygulamalar yapilmas: bir fikir olarak ortaya ¢ikmustir, DOXin,
antikanser ve antienflamatuar etkileri oldugu bilinen etken maddelerle veya harici
metotlarla birlikte uygulanmas: hem DOXin yan etkilerini azaltabilir hem de diisiik
DOX dozlariyla yiiksek etki elde edilebilir. Ulkemizde ilac sektériinde disa bagimlilik
gz oniine alindifinda diisiik dozlarda etkili sonuglar alabilmek insan saghf agisindan

onemli oldugu gibi iilke ekonomisine de katki sunacaktir.

Resveratrol Giziim, yer fistif, ¢ilek gibi bitkilerden elde edilen dogal bir
fitoaleksindir. RES (3,54 ~trihidroksistilben) enfeksiyon d&nleyici, anti-oksidan,
antiinflamatuar, anti-proliferatif, antitiiméral etkilerle birlikte ¢esithi biyokimyasal ve
fizyolojik etkilere sahip dogal bir polifenoldiir . Polifenoller, antioksidan olarak
insan viicudundaki cesitli nedenlerle olusmus serbest radikallen temizleme
kabiliyetine sahiptirler (4,5,6.7). Ayrnica oksidatif stresi azaltmalanndan dolay
kardiyovaskiiler hastalik ve kanser riskini de azalttiklan bilinmektedir. Cahsmamizda
DOX ile kombine kullamldifinda kanser hiicrelerine nasil etkisi olacafn

arastinlacaktir.

Elektromanyetik alan (EMA) 1simasi1 elektrik viiklerinin hizlanmasi ile
olusmaktadirlar. Elektrik yiikleri hareket ettikleri zaman uzayda elektrik ve manyetik
enerji iiretirler. Bu dalgalar farkh frekans ve dalga boylanna sahip olup bir cisimle
etkilestiklerinde kinlabilir, yansiyabilir veya sogurulabilirler. Hedef dokuya bir bobin
veya aplikatér yardimiyla uygun frekans ve dalga formuna sahip EMA sinyali
uygulandifinda hiicresel boyutta fizyolojik etkiler olugur. Diisiik darbeli
elektromanyetik alan, kemik kikirdak onarmmu yara iyilesmesi ¢calismalarinda olumlu

sonuglar vermis antioksidan ve anti inflamatuar etkisi gosterilmistir. Manyetik ve



elektromanyetik alanlar 21. yiizy1l ibbi tarafindan saghk sorunlarinin iyilestirme etkisi
vaat eden gergek etmenler olarak kabul edilmektedir (8). Harici bir uygulama olmas:
dzellikle kanser tedavilerinde kemoterapiye ek bir irritasyon yaratmamas: sebebiyle
destek tedavi alaminda kullamima igin bir yol agabilir. Calismamizda DOX ile kombine

olarak uygulanacak bir difer uygulama da disiik darbeli elektromenyetik olan alan

olacaktir.

Amacimz etkileri birgok ¢alismada gdsterilmis DOX ve RES’e ek olarak
diisiik darbeli elektromanyetik alan uygulamas: birliktelifinin kanser tedavilerinde
kullamilabilirlifinin in vitro olarak arastinlmasidir. DOX'in kanser hiicrelerinin yam
sira  saghikh hiicrelere de olumsuz etkileri oldugu bilinmektedir. Darbeli
elektromanyetik alanin hiicre i¢i Ca+® oranma ve hiicre zanndaki kanallarin
aktivitesine etkisi oldugu bilinmektedir. DOX'in etkinlifiinin darbeli elektromanyetik
alan ile arttinlmas: diisiik dozlarda etkili sonuglar almamizi saglayabilir. Diisiik doz

kemoterapi hastalik sonrasi sag kalim oranlarmm arttinlmasinda etkili olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ovaryum

2.1.1 Anatomisi

Ovaryum gametlerin ve steroid hormonlarn iretimi grevi iistelenen disi
ireme sistemi orgamdir. Bir ¢ift, badem sekilli, pembemsi beyaz renkte, 3 c¢m
boyunda, 1,5 cm eninde ve lem kalmhfinda yapilardir. Mezovaryum denilen
peritoneal katlanti tarafindan broad ligamentin posteriyor yiizeyine baglanirlar.

Ovaryumun siiperiyor kutbu ovaryum sinirlerini ve damarlanm tasiyan
siispensdr ligament tarafindan pelvis duvarina baglanir.ovaryumun inferiyvor kutbu 1se
ovaryan ligament tarafindan uterusa baglamir. Bu ligament, gelismekte olan gonadi
pelvisin tabamna baglayan embriyonik fibréz kordon olan gubermakulumun br
kahntisidir. Puberteden 6nce ovaryum yiizeyi diizgiin iken, tireme ¢afinda tekrarlanan
ovulasyonlar nedeni ile skarl ve diizensiz olur. Postmenopozal kadinlarda ise ovaryum

normal biiyiikliigiiniin dértte birine kadar geriler. (9,10)

uterine portion  isthmus of  mesosalpine ampulla of
fundus of of uterine tube  uterine tube

" . L T S suspensory

e . / = e ligament of ovary
cavity ; : S intundibulum
body of —F—— Mescvarism

vagina

Sekil 1. Kadin iireme sisteminin genel anatomik vapisi (10)



2.1.2. Ovaryum Histolojisi

Histolojik yap olarak basitce korteks ve medulla olmak iizere iki béliimde
incelenir. Medullas: ovaryumun merkezi bélgesinde gevsek bagdokusu, kivnimh kan

damarlan, lenf damarlan ve sinirler igermektedir.

Korteks i1se medullay: ¢evreler ve hiicre agisindan zengin bir bagdokusu i¢inde gmiilii
ovaryum follikiillerini icermektedir. Follikiillerin etrafindaki stromada dafinik diiz kas

lifleri bulunmaktadir. Korteks ile medulla arasinda belirgin bir simir yoktur. (10,11,12)

Ovaryumu mezotelyum yerine germinal etpitel ile ¢evinlidir. Germinal epitel
tek kath kiibik ve baz bolgelerde yassi olarak devam edebilir. Germinal epitel ile

korteksin arasinda, siki bagdokusu yapisinda olan tunika albuginea yer almaktadir.

Korteksin stromas1 her biri tek bir oosit i¢eren ¢esitli evre ve boyutlarda ¢ok sayida
ovaryum follikiilii igerir. Follikiilin boyutu oositin gelisim evresi ile iliskilidir.

(10,11,12)

2.1.2.1 Follikiil gelisimi
Gelisim evresine gére histolojik olarak 3 temel tip ovaryum follikiilii

bulunmaktadir.

s  Primordiyal follikiiller
e bilyiimekte olan follikiiller; primer, sekonder (antral) follikiiller buraya
dahildir.

e Olgun follikiil (Graaf follikiilii)

Ovaryumun genel bir histolojik kesitinde primordiyal follikiiller baskin

olmakla beraber her gelisim evresindeki follikiiller gézlenebilmektedir. (10,11,12)



Primordiyal follikiiller ilk olarak fetal gelisimin (i¢iincli ayinda ortaya
cikarlar. Olgun ovaryumda primordiyal follikiiller korteks stromasinda tunika
albugineamn hemen altinda yer almaktadirlar. Qositi tek bir tabaka halinde yass:
follikiil hiicreleri ¢evreler. Follikiil hiicrelerinin dis yiizeyini bazal lamina simirlandinir.
Bu evredeki oosit ve onu cevreleyen follikiil hiicreleri birbirine epeyce
vaklasmiglardir. Follikiiliin i¢indeki oosit yaklagik 30 pm ¢apindadir ve ince dafilnug

kromatin ve bir ya da daha fazla niikleolus igeren bilyiik eksantrik bir niikleusa sahiptir.

Oositin ooplazma adi venlen bir sitoplazmas:i bir balbiami cisimeigi
igermektedir. Balbiani cisimei@i lizozom, mitokondri, endoplazmik retikulum ve golgi
cisimeiginin kiimelenmesiyle olusan bir yapidir. Insan oositleri bunlara ek olarak
aniiler lameller icerirler ve kiiciik kiire sekilli mitokondriyonlarla birlikte cok sayida
kiiciik vezikiil sitoplazmaya daflmis halde bulunur. Aniiler lameller, niiklear zarf
kesitleri dizisi olmakla birlikte dizideki her tabaka por yapilan igerir ve bunlar
morfolojik olarak niiklear porlann yapisiyla dzdestir. (10,11,12)

Bir primordival follikiil, biiyiimekte olan follikiile déniistiifiinde oositte,
follikiil hiicrelerinde ve komsu stromada degisiklikler meydana gelir. {1k olarak, oosit
biiyiir ve oositi cevreleyen yass: follikiil hiicreleri coZalarak kiibik hiicre seklim alirlar.

Follikiil hiicrelerinin kiibik hal aldif bu evrede follikiile primer follikiil denir. (10,11)

Qosit biyliditk¢e Ozel proteinler salgilanir ve bu proteinler kompleksler
olusturarak zona pelusidaya organize olurlar. Zona pelusida, oosit ile follikiil hiicreleri

arasinda yerlesiktir.

Insandaki zona pelusida; asidik siilfath ii¢ zona pelusida (ZP) glikoprotein
smifindan meydana gelmektedir ve bu glikoproteinler ZP-1, ZP-2, ZP-3 olarak
adlandinlmaktadir. Bu ii¢ glikoprotein simifi arasinda en ¢ok 6nem arzedeni ZP-3"tiir.

ZP-3, spermatozoa baglanma reseptirii ve akrozom reaksiyvonu indiikleyicisi olarak



fonksiyon gormektedir, ZP-2°nin sekonder spermarozoa-baflanma proteini olarak
davrandifn diisiiniilmektedir. ZP-1"in fonksiyonu heniiz tam bilinmemektedir, 151k
mikroskobik olarak zona pelusida, periodic asit-schiff (PAS) pozitiftir ve bu boya ile
koyu olarak boyanir (10).

Primordiyal follikiilden , primer follikiile gelisimde follikiil hiicreleri lnzlh bir
mitotik proliferasyon ile membrana graniilozum (stratum graniilozum) denen ve oositi
¢evreleyen ¢ok kath bir epiteli olusturur. Follikiil hiicreleri bu asamadan sonra
graniiloza hiicreleri adim alir. Bazal lamina , prizmatiklesmis follikiil hiicrelerinin en

dis tabakasi ile bag dokusu yapisindaki stroma arasindaki yer alir.

Follikiiliin biiyiimesi esnasinda, graniiloza hiicrelen arasinda yofun gap
junction (neksus) tipi baglantilar olusmaya baslar. Zonula okludens gézlenmez bu da
kan-follikiil bariyerinin bulunmadif anlamina gelir. Ovumun ve follikiiliin normal
gelisimi icin besinlerin ve kiisiikk makromolekiillerin kandan follikiil sivisinin igine

gecmesi gereklidir.

Graniiloza hiicrelerinin proliferasyona ugramasiyla follikiiliin etrafindaki
stromal hiicreler, bazal laminanin hemen disinda teka follikiilii adi verilen bir bag

dokusu hiicre kihfi olustururlar. Teka follikiili iki tabaka olarak organize olur.

e Teka interna: i¢ tabaka olan bu yap yiiksek vaskiilarizasyon gisterir ve
kiibik salg: hiicrelerinden olusur. Teka internamin farkhlasmis bu
hiicreler1 steroid sentezleyen hiicre karakteristifi gosterirler. Bu
hiicreler ¢ok sayida Luteinizan hormon (LH) reseptérlerine sahiptir. LH
stimiilasyonuna yamt olarak, dstrojen prekiirsdrlen olan androjenlen
sentezlerler ve salgilarlar. Teka interna salg hiicrelerinin yam sira
fibroblastlar, kollajen demetleri ve endokrin organlann tipik 6zellifi
olan zengin kiigiik damar agina sahiptir.

 Teka eksterna: dis bagdoku hiicre tabakasidir. Temel olarak diiz kas

hiicreler ve kolajen fiber fasikiilleri icermektedir.



Tekanmin tabakalan arasindaki aynm net olmamakla beraber, graniiloza

tabakas: ve teka interna arasindaki bazal lamina belirgin bir sinir olusturur.

Primer follikiiliin gelismesiyle birlikte oosit maturasyonu da baglar. Oosit
olgunlastikga hiicresel organizayonu ve organellenn dagilim degismeye baslar.
Balbiani cisimeifinde kiimelenmis golgi cisimeikleri, mitokondri, graniillii

endoplazmik retikulum, kiiciik vezikiillerin say1s1 aratarak tiim sitoplazmaya dagilir.

Bircok canh tiiriiniin oositleri kortikal graniiller denilen 6zellesmis salgm
graniilleri bulundurur. Bu graniiller oositin plazma membranimin hemen altinda yer
alhirlar. Graniiller, ovumun sperm tarafindan aktive edildifinde eksositoz ile salinan

protezlan icermektedir.

OQositten  perivtellin  arahifa dogru ¢ok sayida mikrovillus uzandif
giriilmektedir. Perivitellin aralik, zona pellusida biriktirilirken oosit ile onu ¢evreleyen
graniiloza hiicreleri arasinda bulunur. Graniiloza hiicrelerinde 1se oosite dofru uzanan
ince uzantilar bulunmaktadir. Graniiloza hiicrelerinin bu uzantilan  oositin
mikrovilluslan ile i¢ i¢e gecer hatta bazilan oositin plazma mambranina dofru invajine
olur. Uzantilar plazma mambranina temas edebilir. Uzantilar plazma membranina

temas etselerde sitoplazmik koprii olusturacak sekilde islev gérmezler.

Graniiloza hiicrelerinin proliferasyonu ile hacimee bilyiiyen primer follikiil
ovaryum kortikal stromasimin derinlerine dogru hareket eder. Gerek oosit gerekse de
follikiiliin gelisimi i¢in cesitli faktorler gerekmektedir. Bunlar; follikiil stimiilan
hormon (FSH), Bilyiime faktdrleri (6m; epidermal biiyiime faktdrii [EGF], insilin
benzeri bilyiime faktorii I[IGF-I], kalsiyum iyonlar (Ca™).



Strarum  graniilozum 6-12  hiicre kalinh@na ulastifinda, graniiloza
hiicrelerinin arasinda sivi dolu bosluklar gérillmeye baslar. Graniiloza hiicrelen
arasinda likor follikiilii denen ve hyaluronan bakimindan zengin sivi birikmesiyle bu

bosluklar birleserek antrum denilen hilal sekilli tek bir bosluk olusturur.

Bu olusumla birlikte follikiil artik sekonder follikiil ya da antral follikiil
olarak adlandinhr. eksantrik yerlsimli yaklasik 125 pm capindaki oosit daha fazla
biiylimez. Biiyiimenin engellenmesi graniiloza hiicreleri tarafindan saliman oosit
maturasyon inhibitérii (OMI) ile saglamir. Yapilan cahsmalarda OMI miktan ile oosit

biiyiikliigi arasinda korelasyon olduu gésterilmistir.

Sekonder follikiiliin boyutu arttkc¢a birkag graniiloza hiicre tabakas:
tarafindan désenen antrum da genisler. Stratum graniilozum, oosit ile iliskili oldugu
bilgeler haricinde esit kalinhktadir. Oosit ile ilskili oldugu bélgede ise graniiloza

hiicreleri kumulus ooforus adi verilen antruma uzanan bir tiimsek olustururlar.

Oositin etrafim ¢evreleyen ve ovulasyonda oositle birlikte kalan kumulus
oofons hiicrelerine korona radiata denmektedir. Korona radiata kumulus ooforus
hiicrelerinden meydana gelmektedir. Bu hiicreler zona pelusiday: delen mikrovilluslar

ginderirler ve bu mikrovilluslar gap junctionlar ile cositin mikrovilluslan ile iletisim
halindedir.

Follikiiler =~ maturasyon swasinda  graniilloza  hiicrelerinin  yiizey
miikrovilluslarinin sayisi artar ve bu, serbest antral yiizeydeki LH reseptérlerinin
sayllanmn artisiyla iliskilidir. Graniiloza hiicrelerinina arasinda koyu boyanan, PAS
pozitif ve call-exner cisimeikleri olarak adlandinlan ekstraseliiler materyal goriilebilr.
Bu cisimcikler graniiloza hiicrelenn tarafindan salinmaktadir ve hyaluronan ve

proteoglikanlar icermektedirler (10).



Olugan Graaf follikiilii yaklagik 10 mm olgun oositi iceren follikiildiir. Biiyiik
boyutundan dolayr ovaryum korteksinin kalinhifi boyunca uzanarak yiizeyde ¢ikinti
olusturur.follikiil maksimim  boyutuna ulastifinda graniilloza  hiicrelerinin
proliferasyonu azalir ve stratum granulozum tabakas: incelir. Graniiloza hiicrelen
arasindaki bosluk arttikca oosit ve kumulus hiicreleri ile gerive kalan graniiloza
hiicreleri arasindaki siki organizasyon gevser ve ovulasyona hazirlambr. Bu hiicreler
ve bunlarla gevsekce bagh kumulus hiicreleri ovulasyon ile atilir.

Sekil 2 : A-sekonder follikiil (40x) ve B- tersiyer follikiill gériiniimii(20x).

Follikiil olgunlasmasinin bu asamasinda teka tabakalan daha goriiniir hale
gelir. Teka interna hiicrelerinin sitoplazmalaninda lipid damlaciklan ortaya ¢ikar ve
hiicreler, steroid iireten hiicre yapis1 gosterir.

Insanda LH teka internay1 dstrojen prekiirsérii androjenleri salgilamak iizere
stimiile eder. Bazi androjenler graniiloza hiicrelerindeki graniilsiiz endoplazmik
retikuluma tasimr. FSH'a yamt olarakgraniiloza hiicreleri androjenlerin dstrojenlere
doniisiimiinii katalizler. Ostrojenler graniiloza hiicrelerini, prolifere olup follikiil
boyutunu arttirmak {izere stimiile ederler.
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2.1.2.2 Ovulasyon

Ovulasyon sekonder oositin, graaf follikiiliinden atildif siirectir. Bir
menstural siklusta ovulasyona ugrayacak follikiil, siklusun ilk giinlerinde birkac
primer oositten olusan grup i¢inden segilir. Ovulasyon sirasinda oosit, germinal epitel

de dahil olmak fizere tiim follikiiler duvan gecer.

Menstural siklusun ortasinda sekonder oositin atilmas: olayina kadar bir bir

dizi hormonal degisiklik ve enzimatik etkilesimler gerceklesir.
Bu etkilesimler:

e Follikiiler sivinin1 hacim ve basuncinda meydana gelen artis.

e Follikiil duvarimin aktive plazminojen tarafindan enzimatik proteolizisi

s  Qosit-kumulus  kompleksi 1le stratum graniilozum arasinda hormonal
yinlendirmeyle glikozzminoglikanlann biriktirilmesi

s Teka eksterna tabakasindaki diiz kas liflerinin prostaglandinler tarafindan

teiklenerek kasilmasi.

Ovulasyon &ncesi follikiil ¢ikintisimn iizerindeki ovaryan yiizeyin bir
kisminda kan akim durur. Germinal epitelin makula pellusida yada follikiiler stigma
olarak bilinen bu béliimii yiikselir ve sonra ruptiire olur. Korona radiata ve kumulus
ooforus hiicreleri tarafindan ¢evrlenen oosit ruptiire olan folikiiden atihir. Ovulasyon
sirasinda tuba uterinamin fimbriyalan ovaryumun yiizeyine iyice yaklasir ve oositi
igeren kumulus kiitlesi fimbriyalar tarafindan tuba uterinanin abdominal ostiumuna
dogru ilerletilir. Kumulus kiitlesi fimbriyaya sikica tutunarak tuba uterinayr déseyen
silyumlu hiicreler tarafindan aktf bir sekilde tagimir. Bu sekilde kumulus kiitlesinin

peritoneal bosluga gecisi engellenir (10,11).

2.1.2.3 Ovaryum fonksivonlarimin diizenlenmesi
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Kadin hormonal sistemi birbirini yéneten {i¢ hormondan olusur. Bunlar:

e Gonadotraopin  serbestlestirici  hormon (GnRH):  hipothalamustan
salgilanir.

e FSH ve LH: adenohipofizden salgilanir ve salgilan GnRH salgisi ile baslar.

e Ostrojen (dstradiol) ve progesteron: FSH ve LH etkisinde ovaryumdan

salgilanir.

Ayhk cinsel siklus esnasinda bu hormonlarn salgi miktan degiskenlik
gijsterir. Hipothalamo-hipofizer-ovaryal aks kontrolii ile kadinda birbirine paralel iki

siklus ortaya ¢ikar 1- ovaryan siklus, 2- uterus siklusu.

Erkek ve kadinda cinsel fonksiyonlar hipothalamus ve adenohipofizden
salgilanan hormonlarla diizenlenir. Bu diizenleme hipotalamustan salgilanan
gonadtropin  serbestlestirici hormon (GnRH) ile baglar. GnRH adenohipofizden
liiteinize edici hormon (LH) ve follikiil stimiile edici hormon (FSH) salgilanmasina
neden olur. LH ve FSH adenohipofizdeki gonadotrop hiicrelerden salgilanir ve ikisi

birlikte gonadtropik hormonlar olarak adlandinlir.

LH kadinlarda oviilasyonu ve ovaryan follikiiliin korpus luteum ach verilen
endokrin yapiya doniisiimiinii uyanr. FSH ise ovaryal follikillerin gelisme ve salgisim

uyarr.

Normal eriskin bir kadinda hipothalamustan her 1-3 satte bir, birkac dakika
siireyle, patlama tarzinda (pulsatil) GnRH salgilanir. GnRH on aminoasith bir peptit
olup hipothalamusun arkuat ¢ekirdeginde sentezlenir. Burda salgilanan GnRH
hipothalamo-hipofizeal portal sistem yoluyla adenohipofize tasimr. GnRH

adenohipofizden hem LH hem de FSH salgilanmasina neden olur.
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Adenohipofizden LH salinimi tipki GnRH salimim gibi patlama seklindedir.
FSH salinmm ise farkh olarak devamhdir. FSH ve LH glikoprotein yapisinda
hormonlardir. FSH ve LH ovaryumlarda etkilerini hedef hiicre membranlannda
bulunan reseptdrlerine baglanarak gerceklestinir. LH teka hiicrelerinde FSH ise
graniiloza hiicrelerinde etkilidir. LH teka hiicrelerindeki reseptérlerine baglanarak
dstradiol yapimim uyanr. Teka hiierelerinde sentezlenen androsteneidon FSH'in

etkisiyle graniiloza hiicrelerinde dstradiole dénistiiriilir (10,11,12).

Follikiil oviilasyon 6ncesi son evreye geldifinde yofun LH ve FSH salgs:
olur. Siklusun 12-13. Giinii follikiil gok fazla miktarda 6strojen salglar. Artan dstrojen
pozitif geri bildirim ile adenohipofizden LH salgisim arttinir. Ovulasyondan yaklasik
18 saat once artan LH ve FSH seviyesi ovElasyonu ve korpus luteum olusumunu

tetikler. LH m oviilasyon dncesi artis1 olmadan ovulasyon olmaz.

Menstriiel siklus sirasinda LH ve FSH'1n ani salinimi ve bunun sonucunda
ovulasyonun gerceklesmesi, merkezi sinir sisteminden ¢ok ovaryumlar tarafindan
tarafindan olusturulur. Fonksiyonel bir ovaryum yoksa periyodik LH ve FSH salgisi
da olmaz. Ancak dominant follikill oviilasyon Oncesi evreye geldifinde yiiksek

miktarda LH ve FSHsalgis: olur.

OnRH , LH ve FSH salgis1 dstrojen tarafindan negatif geni bildirim ile
diizenlenir. Ostrojen salgisimn artmasi LH salgisimi inhibe eder. Bu baskilama hem
hipothalamustan GnRH salmsim inhibe ederek hem de adenohipofizi dogrudan

etkileyerek ortaya gikar.
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2.1.2.4 Ovaryumun embriyvolofik gelisimi

Ara mezoderm dorsal viicut duvan boyunca uzunlamasina bir yikseklik
olusturarak tirogenital kabartiyr meydana getirir. Sélom epiteli ve altindaki fiorgenital
kabarti mezodermi ¢ogalarak gonadal kabarti seklinde bi¢imlenir. Primer cinsiyet
kordonlan gonadal kabartidan gelisir ve yolk kesesi duvanndan gonada gi¢ eden

primordiyal germ hiicrelerini icerir. (13, 14, 15)

Primordiyal germ hiicrelenn gelisimin haftasinda epiblasttan kéken alr ve
yolk kesesinin endoderm ve mezoderm tabakalanna gé¢ eder. Primer seks kordonlan
gelismekte olan ovaryum medullasina kadar uzanir. Burada birbirleriyle afizlasarak
rete ovariiyi olustururlar. Rete ovarii ileri agsamalarda dejenere olur ve oortadan kalkar.
Daha sonra ince bir tunika albuginea sekillenirken ikineil cinsiyet kordonlan gelisir ve

primordiyal germ hiicreleri bu kordonlarin igine yerlesir (13, 14, 15).

Sekonder seks kordonlan parcalara aynlarak primordiyal follikilller olarak
bilinen izole hiicre kiimelerini olustururlar. Bu hiicre birlikleri igerisinde primer

oositler ve onlan ¢evreleyen basit yass: hiicre tabakas: bulunur.

Primer oositler, primordiyal germ hiicrelerinden tiirerler. Primordiyal
follikiiliin basit yass: hiiereleri ve ovaryumun bag dokusu stromas: ise mezodermden

kékenlenir.,

2.1. 2.4 10varyumlarin giéreceli inigi

Ovaryumlar baslangigta abdomende gelisir, ancak daha sonra pelvis
bélgesinden uzaktaki tist abdominal bélgenin orantisiz biiylimesi nedeniyle pelvise
dogru goreceli olarak alcalirlar. Bu alcalmada gubernakulumun etkili oldugu

bilinmektedir. Gubernakulum , arka duvar boyunca izelenen fibréz bir doku bandidir;
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bu bant ovaryumun medial kutbundan uterin kanallarin bileske noktasinda uterusa

kadar uzanarak ovaryan ligamenti olusturur.(13, 14, 15)

Gubernakulumdan labia majorlara uzanarak uterusun yuvarlak ligamentini
olusturur. Periton, prosses vaginalis’i olusturmak i¢in gubernakulumun yam sira
uzamr. Prosessus vaginalis kadinlarda gelisim siirecinin sonraki evrelerinde ortadan

kalkar.

2.2. Kanser

Kanser, saghkh viicut hiicrelerinden farkh olarak, organ veya dokuda
gergeklesen kontrolsiiz ve diizensiz sekilde meydana gelen hiicre biliinmesi.gogalmas:
ve yayilmas: durumudur. Diizensiz sekilde cogalan bu hiicreler ¢cofu kez bir araya
gelerek tiimér adi verilen hiicre yifinlanm olusturur. Saghkh viieut hiicrelen
béliinmenin birka¢ asamasinda kontrole tabi tutulurlar ve diizenli olarak ¢ogalmalan
ve cofalmamalan saflamir. Canh yasamimin erken evrelerinde lmzh ve ¢ok sayida olan
bu biliinmeler, canhilar olgunluga eristifinde sadece yenilenme, onanm v.b destek

iglemlerinin yapilmasi i¢in gergeklesir.

2.2.1. Hiicre dégiisii ve kanser

Kanser  hiicrelerinde  ¢ogunlukla  hiicre  béliinme  déngiisiiniin
diizenlenmesinde aksakliklar séz konusudur. Hiicre déngiisii bin G2/M gecisi |, diferi
ise ge¢ G1 fazimin da dahil oldugu noktada ve M kontrol noktasinda olmak fizere farkh

bir ¢cok noktada denetimi saflanmaktadir (16).
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Sekil 3: hiicre dongiisiiniin kontrol noktalar (17).

Kanser hiicrelerinin ¢ofalmasi ve tiimor kitlelerinin bilyiimesinde 4 ana

mekanizma rol oynamaktadar;

o
1

Apoptozis yolaklarinda meydana gelen aksakhklar

'

Hiicre proliferasyonunun asin indiiklenmesi
3- Tiimér baskilayicr genlerdeki bozukluklar
4- Timdr anjiyogenezi (16)

2.2.1.1. Apoptoz

Apoptoz, vilcut i¢i homeostasin saflanmasinda énemh bir yere sahip olan
fizyolojik  diizenleyici mekanizmadir. Apoptoz mekanizmasinda meydana gelen
bozukluklar kanser veya hipertrofi gibi patolojik olaylarda Snemli oldufu kadar
gelisimin fizyolojik basamaklannda da etkin rol oynamaktadir.

Hiicre yapim-yikimi apoptozun rol aldifn dnemh fizyolojik olaylardan biridir.
Ornegin; deri, barsak epiteli, kan hiicreleri gibi hiicre yapim-yikimimin hizhioldugu
dokularda yaglanan hiicreler apoptozla ortadan kaldinlir ve yerine yeni hiicrelerin
yapimi saflamir.  Yenidofan timusunun involusyonu sonucunda T lenfositlerin
yaklagik %98’inin seleksiyona ugradifn bilinmektedir. Aynica B hiicrelerinde de
lenfositlerinin - duyarholdugu uyaranla yemiden karsilasmasi durumunda hazir

bulunmasmsaglamak amaciyla apoptozun baskilandif belirtilmektedir (18).
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Apoptoz basamaklan genetik diizenlenme ile islemektedir, hatah ya da
hasarlh DNA min apoptoza gitmemesi sonucunda kromozom sayisimn korunumunda
devamhlik saflanamaz ve andploidi gibi istenmeyen durumlar olusabilir (19).
Kanserli hiicrelerde genellikle hiicre apoptoza gidemez ve bunun sonucu olarak tiimér

dokusu siirekli biiyiime eilimindedir.

2.2.1.2. Genetik defektler

Kanser ile iliskilendirilmis {i¢ ana gen ailesi vardir. Bunlar onkogenler, timér
baskilayici genler ve DNA onanm genleri olarak adlandinihir. Protoonkogenler normal
hiicrelerde hiicre béliinmesinin  kontrollii bir  sekilde gerceklestirilmesinden
sorumludur. Hiicre membran yapisindaki resptére uygun biyime faktdriinden,
reseptire ve cekirdefe kadar giden yolakta rol alan tiim protonkogenler gerektifi

zamanlarda aktivite gistererek normal hiicre béliinmesi olaylanim kontrol ederler (16).

Bu siirecte rol alan genlerden herhangi birisinin aktivasyonu arttine: ybénde,
mutasyon meydana gelirse bu durum genellikle hiicre ¢ogalmasmin kontroliiniin
kaybomas: ve asin hiicre proliferasyonu ile sonuclamr. Hiiere béliinmesinin
diizenlenmesi i¢in, bu genlerin ve/veya bu genlerin iiriinlerinin inaktiflestirilmis
durumda olmalan gerekmektedir. Protoonkogen mutasyonlarinin sonucunda onkogen
admiverdifimiz kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasimin uyarilmasina neden olan genler olusur

(16).

Onkogenlerin en bilinenleri; biiyiime faktérleri, biiyiime faktorii reseptarleri,

sinyal iletim proteinleri ve transkripsiyon faktérleridir.(20).

2.2.1.3. Tiimér baskilayicigenler:
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Tiimér baskilayicigenler onkogenlerin aksine hiicre béliinmesini durdurucu

etki gdsterirler ve inaktivasyonlan tiimér gelisimini tetikler (21).

Timér baskilayicigenler ilk kez herediter ve sporadik formlanolan ve

cocukluk ¢cagmda en sik goriilen gz i¢i tiimoril retinoblastomda tespit edilmistir (16).

Proapoptotik veya antiapoptotik proteinler, hiicre siklusu kontrol proteinleri,
DNA  tamir proteinleri, hiicrelerarasnletisimde gérevli proteinler  tiimdér
baskilayicigenlere 6rnek olarak vernlebilir. Timdér baskilayicr genler p53 geni basta
olmak iizere RB1, WT1, NF1, NE2, DCC, BRCAl, BRCA2 olarak érneklendirilebilir
(20).

Onkogenler, tiimdr baskilayicigenler ve DNA onanm genleri kanserle
baglantii mutasyonlarda ana neden olmakla beraber mutasyonlar aymzamanda
karsinojenleri aktive ya da deaktive eden genlerde, hiicre sinyal genlerinde, hiicre
déngiisii kontrol noktalan genlerinde, hiicresel diferansiyasyon genlerinde, metastaz

genlerinde, hiicresel senesans genlerinde de olabilir (22).

2.2.1.4. Tiimér anjivogenezi

Dis etkileyenlerin yam sira kanser hiicresi kendi biiylimesini stimiile eden
bilylime faktorleri idiretebilir. Bu faktdrler de kanser hiicrelerinin direng kazanmas,
¢ofalmas: ve yayilmasinda etkili olur. Yeni damar gelisimi olmayan tiimdrler
asemptomatik lezyonlar olarak kalir. Tiimdrlerin damar gelisimini indiikleyemezlerse

yillarca yasami tehdit etmeyecek sekilde dormant halde kalabilirler (23).

Timérlerin salgiladiklan biiyiime faktérleri icinde Vaskiiler Endotelyal

Bilyiime Faktorii (VEGF) anjiyogenez olusumunu saglayan dnemli bir sitokindir.
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2.3. Ovaryum kanseri

Ovaryum kanseri, kadin reprodiiktif sistem kanserleri arasmmda en c¢ok
dliime sebep olan kanser tiiridir . Kadinlar arasinda tiim malignitelerin®% 2,5'ini
olustururken, bilyilk ol¢lide ge¢ evre tamlan nedeniyle disiik saf kalim oranlan

nedeniyle kadin kanser élimlerinin® 5'ini olusturur (24, 25).

2018 yilinda ABD'de yaklasik 22.240 yeni over kanseri tams: ve 14.070 over
kanseri 6liimi yasanaca@ 6n goriilmiistiir (26). Ovaryum kansen $liime neden olma
agisindan genel kanserler icerisinde meme, bafirsak ve akcifer kanserinden sonra
dérdiineii siray1 almaktadir. Aynica endometrium ve serviks kanserinin toplamindan
daha fazla 6liime sebep olur. Ciinkii hastalk ileri evrelere ulasana kadar herhangi

bir belirti vermemektedir. Ovaryum kanserlerinin % 90"1 epitelyal kékenlidir.

Onleme ve erken tespitin iyilestirilmesi, bir arastirma 6nceligidir, ¢iinkii lokal
bir asamada teshis edilen hastahkta 5 yillik bir nispi hayatta kalma oram % 93 tiir (25).
Hastalik uzun bir dénem belirti vermeden veya spesifik olmayan semptomlarla
seyrettifinden, hastalarim  %70-80°1 iiciincii ve doirdiincli evrede hekime

basvurmaktadar. (24).

Hastay: hekime gotiiren sikayet genellikle kann afns: ve kann siglifidir.
Ovaryum kanser hiicrelerinin  viicudun difer bélgelerine metastaz yapabilme
vetenefl ovaryum kanser hastalan arasinda morbidite ve mortilitenin bashca

nedenidir.

Epitelyal ovaryum tiimérleri lenf ve kan yoluyla uzak bélgelere metastaz
yapabilse de en sik peritoneal bosluga bazen de yakin bélgedeki lenf diiiimlerine

metastaz yapmaktadir (27).
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Olgulann sadece % 2-3 kadaninda akcifer ve karacifer gibi uzak bélge
metastazlan goriilmektedir. Evre I" de tam alanlarda 5 yillik sag kalim oram % 90°dan

fazla iken, evre III ve IV'de tam alanlarda ise bu oran % 25 dir (28).

Genetik ve etnik farklihklara ek olarak pek ¢ok iireme ve diyet faktérleri,
alkol tilketimi, ovaryum kanseri i¢in risk faktdrleri arasmda yer almaktadir.
Hastalarm  %70%1, FIGO (Uluslararas: Jinekolojik ve Obstetrik Federasyonu)
simflandirmasina gore ilerlemis evre olan 11l ve IV. evrede teshis edilmektedir. Ciinkii
uzun siire belirti géstermeyen gizli bir baglangier vardir (29). Metastaz, adezyon
reseptorlerinin ve proteazlann kontrollii etkilesimleri ile diizenlenmektedir ve gec
metastaz, onkogen odakhh mezoteliyal kaph vyiizeylerde tiimér nodiillerinin hizla

bilyiimesi ile karakterize edilmektedir (27).

2.3.1 Ovaryan Kanser Alt Tipleri

Ovaryum kanseri, hiicre / menge bdélgesi, patolojik derecesi, prognoz ve
tedavi yiéntemine gore farkhhk gosteren bir ¢ok heterojen malignite grubunu kapsar
(30, 31).

Epitelyal ovaryum kanserleri, tiim 1rk / etnik gruplarin kadinlan arasinda en
yaygim olamdir, tim wvakalarin% 90''mm olugturur. Epitelyal kanserleri, tiimdr
hiicrelerinin histolojisi karakterizedir. Serdz (% 52), endometrioid (% 10), miisin (%
6) veya saydam hiicre kanseri (% 6) olarak simiflandinhir, geriye kalan yaklasik

%25°lik kisim isi daha nadir veya tammlanamayan alt tipler olusturur. (32).

Epitelyal maligniteler ayrica klinikopatolojik faktérlere dayanarak tip [ veya
tip Il olarak gruplandinlir (31).
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Tip 1 over kanserleri, agresif olmayan olan genellikle biiyiik, tek tarafh, kistik
tiimérlerdir. ¢ofunlukla overde yerlesik olan ekstraovaryan benign lezyonlardan
gelistifi ve daha sonra malign transformasyonla sonuclanan bir dizi mutasyon

gecirdifi dilsinilmektedir.

Bu sekilde, disiik dereceli ser6z karsinomlann (endosalpingiosis),
yvumurtahiklarda benign fallop tilpii epiteli birikimlerinden kaynaklandif
diistiniilmektedir. endometrioid ve berrak hiicreli karsinomlar yumurtahklarda
endometrial dokunun benign odaklarindan (endometriozis) kaynaklanmaktadir .cofu
mukus kanserleri, tilboperitoneal kavsaktan gegis epitelinin iyl huylu odaklarindan
kaynaklandi diisiiniilmektedir (31).

Tip I over kanserleri, berrak hiicreli karsinomlar hanig, diisiik dereceh kabul
edilir ve sadece over kanseri 6liimlerinin kiiciik bir kismim olusturur. Tip II epitelyal
kanserler yilksek derecelidir ve her iki yumurtahkta, agresif davrams, ge¢ evre
tanilanabilme ve diisiik sagkalim ile karakterizedir. Yumurtahklara ve / veya peritona
yayilan fallop tiipii fimbria karsinomlan olarak ortaya ¢ikhifin diisiiniilmektedir. Bu
kanserli kadinlar sikhikla genis ekstraovariyéz hastahk ve assit sikayeti ile ortaya
¢ikarlar. Tip II kanserler, primer olarak en yaygimn epitel alt tipi olan yilksek dereceh
serdz karsinomlardir, fakat aym zamanda karsinosarkomlan ve farkhlasmanus
karsinomlan da igerir. Her ne kadar tiimér derecesi klinik uygulamada 6nemli olsa da,

saglam ve bafimsiz bir prognostik gosterge olmamasi dikkat ¢ekicidir. (31).

Epitelyal olmayan kanserler tipik olarak epitelyal malignitelerden daha az
agresifdir. Germ hiicresi ve seks - kord stromal tiimérleri, nonepitelyal kanserlerin
¢ofunu olusturur, ancak tiim over kanserleri icinde sirasiyla% 3 ve% 2'sini olugturur .
Seks - kordstromal timdérleri, granulosa, Sertoli ve / veya Leydig hiicreleri dahil olmak

iizere ¢esitli bag doku hiicre tiplerinden kaynaklanmaktadir. DiZer epitelyal olmayan
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yumurtallk kanserleri arasinda kiiciik hiicreli karsinom (hiperkalsemik wve

hiperkalsemik olmayan tipler) ve ovaryum sarkomas: bulunur (25).

2.3.2. Ovaryum Kanseni Metastaz

Ovaryum kanseri, difer pek cok kanser tipinde bulunan hematdjendz
metastazdan farkh olarak essiz bir biyolojik davramis gosterir. Omegin; meme ve
kolon kanseri hiicreleri farkh birka¢ asamadan sonra difer organlara metastaz
yaparlar, Ovaryum kanser metastaz1 biraz daha kolaydir ve kanser hiicreleri primer
tiimérden aynldiktan sonra pasif bir mekanizma ile metastaz olurlar. Yani peritoneal

sivimin peritona ya da omentuma dogru fizyolojik hareketiyle tasmrlar.

Tiimér invazyonunun ve metastazinin i temel asamasi:
1) Vaskiiler endotel ve ekstraselliiler matrikse tutunma,
2) Lokal proteoliz
3) Hareketlilik kazanma

olarak siralanmaktadir. Son iki basamakta bir¢ok proteolitik enzim rol oynamaktadir.
Bu enzimler normal organizmada da mevcut olup malignitelerde yiiksek plazma

seviyelerinin artmus metastaz yetenegi ile birliktelifi gosterilmigtir. (33).
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2.4, SKOV-3 hilcre hatt

SK-OV-3 [SKOV-3; SKOV3] (ATCC® HTB-77™), epitelyal morfolojiye
sahip bir insan ovaryum kanseri hiicre hattidir. Bu hiicre hatti, 1973 yilinda yumurtahk
adenokarsinomasi olan 64 yasmdaki Caucasian bir kadinin assitlerinden izole edilerek
cogalulmigtir. Adherent bilyiime 6zelligi gésteren bu hiicreler, tiimér nekroz faktdriine
ve diften toksini, sisplatin v.b. gibi diger sitotoksik ilaclara kars1 direnclidir. Bu

hiicrelerin immiin sistemi baskilanmarnus farelere intra-peritoneal enjeksiyonu, iki ila
ii¢ ay igerisinde berrak hiicreli adenokarsinomu andiran tiimérlerin biiylimesine neden
olur. Genetik Szellik olarak hipodiploid insan hiicre hattidir.
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Sekil 4 : Skov hiicrelerinin morfolojik yapis:

2.5. Doxorubicin

DOX (DOX); ovaryum, meme, akcger ve karacier kanseri gibi birgok kanser
tiiriinde yaygmn olarak kullamlan antitiimor ajandir (34, 35) . DOX ile ilgili ¢aligmalar,
etki mekanizmas:1 gerefi DNA zincir kinklarnina sebep oldugunu, teratojenik ve
mutajenik etki gsterdifini, serbest oksijen radikallerinin olusumuna sebep oldugunu
ve hiicrede apoptozun indiiklenmesine sebep olduunu ortaya koymustur. (1, 2, 3)
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DOX ile tedavi edildifiinde etkili sonuglar alnan kanserler :, osteosarkoma,
yumusak doku sarkomasi, meme ve dzafagus karsinomlan, Hodgkin ve non-Hadgkin
sarkomalandir. Tedavisi daha az efektif olmasina rafmen, . pankreatik ve

endometriyal gastrik, hepatik karsimomlar da DOX ile tedavi edilmektedir (36).

Antrasiklin molekiilii, tetrasiklik yapida bir ¢ekirdek ve amino sekerden
olusur. Tetrasiklik cekirdek, ilaca kirnuzi-turuncu rengini verir. Grubun tiim
tiyelerinin tetrasiklik halkaya komsu kinon ve hidrokinon gruplan wvardir ve
Daunorubisin molekiiliindeki 14. karbonunun hidroksil grubu almasi ile DOX
meydana gelir (37).

Birkac farkhh etki mekanizmasi tespit edilmistir. Kompleks olusturarak
DNA’ya baglanarak DNA replikasyonunu, RNA transkripsiyonunu ve sentez
mekanizmalarim inhibe eder sonug olarak DNA kiriklan olusur. Bunun yam sira direkt
olarak DNA ve RNA polimerazlan inhibe ederek islevlerini engeller ve replikasyon
ve transkripsivonu sonlandinr. Hiiere membram iizerine de etkileri oldugu
bilinmektedir. Hiicre membran yapisina baglanarak mambran yapisim bozar hiicrenin

apoptoza gitmesine yol acar (38, 39).

Serbest radikal olusumuna da yol agtifi bilinen DOX hiicrede negatif stres
olusturur (2).

DOX'un malign hiicreler iizerindeki sitotoksik etkisi ve cesitl organlar
tizerindeki (kalp, karaciger, akeiZer, béibrek, kan hiicreleri ve testis) toksik etkilerinin:
niikleotid baz interkalasyonu ve hiicre membram lipit baglama aktiviteleri ile iliskili

oldugu diisiiniilmektedir (40, 41).
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Giiniimilzde kanser tedavisinde kaydedilen asamalarla kanserli hastalann
tedavi sonras: hayatta kalma siireleri artmistir. Bununla birlikte arastirmalar kanser
tedavisi sonrasi yasam kalitesini arttirmaya odaklanmistir. Kemoterapi kaynakh
infertilite kanser sonrasi yasam kalitesimi etkileyen en 6nemh faktérlerden biridir,
Kemoterapi dncesi ovaryum -sperm dondurma gibi opsiyonlar olmasina karsin bu
yintemlerin maliveti, basansizhk riskinin olmas: in vitro fertilizasyon gibi ekstra

islemlere gereksinim duyulmas: koruyucu tedavilerin 6nemini ortaya koymaktadir.

Sik kullamlan bu kemoterapi ajanlanmin dofurganhik iizerine negatif etka
yaptimn bilinmektedir (42, 43). Yapilan calismalarda DOXin, disi wistar albino
sicanlarda ireme sisteminde toksisiteye sebep oldufu gosterilmistir  (44).
Kemoterapinin neden oldufu gonadal toksisitenin degerlendirilmesi, esas olarak
menstriiel dykii, amenore insidansi, hormon diizeyleri gibi indirekt parametrelere
dayamir (45, 46, 47). Eski ¢ahismalarda follikiiler hasara neden olan pregraniiloza
hiicrelerindeki apoptotik degisiklikler ve (46, 48), cyclophosphamide uygulamasinin
ardindan kan damarlan ve ovaryan yiizeyel kortikal fibrozis goriilmiistiir (46).

2.6. Resveratrol

Resveratrol (RES), genis bir yelpazede terapdtik aragtirma alanlaninda, uzun
yillar boyunca yofun olarak c¢alisilmis kigiik bir polifenoldur. Polifenoller,
antioksidan olarak iglev yapabilmenin yamsira insan vilcudundaki cesitli nedenlerle

olusmus serbest radikalleri temizleme yetenefine sahiptirler.
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Sekil 5: Resveratroliin kimyasal formiilii

Yapilan calismalarda oksidatif stresi azalttifn tespit edilmis ve buna bagh
olarak kardiyovaskiller hastahk ve kanser riskini de azalttklan disiiniilmektedir
(49). Dogal bir polifenol olan RESiin de kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, tip
2 diyabet ve nérolojik hastahklar gibi yas ile ilgili hastaliklarda yararh etkilere sahip
oldugunun yapilan cahsmalarla gosterilmesi biiyik ilgi  gérmistir (50). RES
bitkilerin kendini mikrobik, fungal, fiziksel uyaranlardan koruma amach {rettigi

antimikrobiyal ve antifungal etkih bir birlesiktir yani fitoaleksindir (50).

RES'in ¢ok cesitli bitki tiirlerinde, dzellikle dutgillerde, yer fistfinda ve
tiziimde dogal olarak bulunmasi, bu maddeye olan i1giy1 daha da arttirch ve dogal ilag

ve diyet takviyesi icin RES kullanma durumunu ortaya ¢ikarmustir.

Fransa’da kirmuzi sarap tiketimi ile kardiovaskiiler hastahk sikhij
arasinda ters oranti oldugu belirtilmistir (Fransiz paradoksu) (51). RES'iin dogal
antioksidan rolii, koenzim Q ile yansmak ve ROS (Reaktif Oksijen Tirevleri)
olusum vyerinde oksidatif zincir kompleksini  azaltmak, mitokondride olugan

siiperoksit radikalini yakalamak ve fenton reaksiyonu iiriinler tarafindan indiiklenen
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lipid peroksidasyonunun inhibisyonunu saflayarak f{ic o6nemli antioksidan

mekanizmasiyla agiklanabilir.

Bircok ¢alismada, RESiin siiperoksit ve hidroksil radikalimm yakalama
yeteneginin oldugu belirtilmistir. Buna karsin RESun bu dzelligi diger pek cok
giiclii antioksidandan daha zayifr. RESiin, 945 x 108 M-lsec- tepkime hiz1 ile
hidroksil radikalini yakalayabilmesi, askorbik asit gibi potent bir radikal
yakalayicisindan daha vyavas oldufunu gostermistir. RESiin in vitro sartlarda
ROS'un zayif yakalayicisi olmasina ragmen in vivo kosullarda giigli bir

antioksidan islevi gordiigi belirtilmistir (51).

RES'in in vivo kosullarda nitrik oksit sentezinmi arttrma yetenefi ile
antioksidan o6zelligi giic kazanmaktadir. RES in wvivo kosullarda antioksidan
olarak, nitrik oksit siiperoksidi yakalama yetenegine sahiptir. RESiin biyolojik
sistemlerde bulunan difer antioksidanlann hiicre i¢i konsantrasyonlarnmin

siirdiiriilmesini safladif da bildirilmistir (52).

RES’'in hidrojen peroksit ile aktive olan insan lenfositlerinde glutatyon
miktarinda artisa sebep oldugu belirtilmigtir. Ayrica insan lenfositlerinde RESiin
glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve glutatyon -S-transferaz gibi glutatyon

metabolizmas: ile ilgili enzimlerin miktanm artt: rdif belirtilmistir (53).

RES dogal bir fitoaleksin olarak antioksidan ve antiproliferatif etki
gisterir. RES{in inflamatuvar olaylarda ve karsinogenezde diizenleyici rol oynadifn
bildirilmistir. Aynca RESiin antioksidan, antisiklooksijenaz, lipid ve lipoprotein

metabolizmasim dilzenleyici etki gosterdifi de belirtilmistir (54, 55).
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RES hem normal hematopoietik projenitdr hiicrelerin hem de lésemik hiicre
hatlanmin doza bagh gelismesini engellemesine ragmen, l&semik hiicre hatlarna
kiyasla normal hematopoietik projenitdr hiicreler iizerine olan antiproliferatif

etkisinin ¢ok daha az ve geriye doniisiimlii olabildigi bildirilmigtir (56).

RESiin radikal siipiiriicii etkisi sayesinde deoksiribo niikleik asit (DNA)
hasanm azalthf belirtilmistir (57). Spinal kord yaralanmalarinda RESiin etkisinin
arastinldifi  bir ¢ahsmada 99% safliktaki RESiin steril tuzlu suda hazirlanip
tavsanlara intravendz vyolla 100 pg/kg verildifi ve olumlu sonuclar gosterdifi
bildirilmistir (58).

Yem Zelanda tavsanlarinda yapilan iskem reperfiizyon ¢alismasinda,
RESiin omurilik hasarindan koruyucu etkisi olup olmadifn arastinlmig, RES 5
dakikahk infiizyonla 1 ve 10 mg/kg dozda uygulanmustir. Calismanin sonucunda
RESiin oksidatif stresi azalthfi; malonaldehit diizeyini, kontrol grubuna oranla

anlamh diizeyde azalttifn bildirilmistir (59).

Sicanlarda  sisplatinin - kardiyotoksisitesini  incelemek igin  yapilan
cahgmada, RES’lin miyokardiyal hasan azaltif, laktat dehidrogenaz artisim ve
antioksidan enzim aktivitelerindeki azalmayir 6nledifi ve malondialdehit artisim
engelledii bildirilmistir. Bunun yaminda, RESiin kanser hiicrelerinde sisplatin ile

olusan sitotoksisiteye kars: da koruyucu oldugu bildirilmistir (60).

2.7. Elektromanyetik alan

2.7.1. Darbeli elektromanyetik alan

Biyomanyetizmadaki temel soru, belirli bir sinyal tipi i¢in hiicreler tarafindan

taninan dalga sekli parametreleri aralifim bilmektir (61). Bu etkilesimlerin
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mekanizmalan ve sinyallerin hiicre ve doku isleyisini modiile etme olasilif heniiz acik
degildir (62). Bilimsel ve tibbi topluluklar, farkh dokulara uygulanan aym manyetik

alanlarin neden farkl: etkilere neden olabilecegini anlamaya ¢ahsmaktadirlar (63).

Denklemin tibbi1 kism, dogru bir teshis ve tam hedefin yam sira, hedefin
almas: gereken EMF “dozu™ nu tammlamay: gerektirir. Daha sonra fizikgiler ve
mithendisler, hedef dokunun gerekli manyetik aki yogunlugunu almasim saglayacak
olan uygun protokol ve pozlama sistemini sunmalhdir. Bu nedenle, teorik modeller ve
biyofiziksel dozimetri, yeni PEMF terapétik cihazlanmin mithendislifi ve klinmk

uygulamasi i¢in uygun sinyallerin se¢iminde etkili olabilir.

Doku bakimu, onarim ve yenilenmesi ile ilgihi énerilen elektro manyetik alan
sinyal iletim yolu, calmodulin'e (CaM) voltaj bagh Ca+2( fiziksel ve kimyasal

uyaranlarla aktiflestirilen ve sayis: arttilan Ca+2) baglanmas ile baglar.

»Cells
Culture

Medium

Sekil 6: Helmholtz coil ile PEMF invitro uygulanmas:
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2.7.2. Darbeli elektromanyetik alan (PEMF) uygulamalan ve parametreler

PEMF uygulamlarindaki ana parametreler frekans, dalga sekli ve alanm
yogunlugu ve maruz kalma siiresidir. Uyanlmak istenen bélgeve elektrik alanin
teslimi en énemli amaclardandir, Bu nedenle etkili stimiilasyon i¢in, bobin sekli ve
boyutunun énemli parametrelerden biri oldugu kabul edilmistir. Farkh sekillerde

bobinler, farkl &zelliklere sahip elektrik alanlanm indiikler.

Genmis alanlann uyanlmasi gerektifinde, ellektromanyetik alamin alan
iizerinde tek bicimli olmasi gereklidir. Bu gibi durumlarda, kayda deger bir hacim
tizerinde homojen bir manyetik alan saglayan ve bobinin disindan kolayca ensilebilen
bir bobin sisteminin olmas1 arzu edilir. Helmholtz's and Ruben’s bobinleri bunlara

drmek olarak verilebilir.

I--"": -
; 1 »
r ?‘ .
Y
L/ A ‘
y
A

Sekil 7: Helmholtz bobini sematik ve esas goriintiisii.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Hiicre hatta

Calismamizda etken maddelerimiz ve harici uygulamalanmizin etkisini
incelemek i¢in ovaryum kanseri hiicre hatti olan SKOV-3(ATCC-HTB-77™)
kullamlmistir. Hiicreler Dr. Ogr. Uyesi Sibel ERDEM’den [Medipol Universitesi,

Rejeneratif ve Restoratif Tip arastirmalan merkezi (REMER)] temin edilmistir.

3.1.2. Hiicre kiiltiiriinde kullamlan araclar

Sicak su banyosu, -80 buzdolabi, +4 ve — 18 buzdolab1 (Vestel), CO: inkiibatér
(Heraus), Flow cabin, Inverted mikroskop, Fleurasan mikroskop,Mikropipet, Distile,

su cihazi, Etiiv (niive), Otoklav cihazi (niive).

3.1.3. Hiicre kiiltiiriinde kullamilan sarf malzemeler ve kimyasallar

DMEM medium, (Thermo-31330038), McCoy’s 5A medium,, Penisilin-streptomisin
(Thermo-15140122), L-Glutamin (Thermo- 250300024), Fetal Bovine Serum
(Thermo-10500064), DMSO, PBS, Etil alkol, MTT test, DOX, Resveratrol, TUNEL

test

31



3.2 YONTEM

3.2.1. Deney gruplarimin belirlenmesi

(Calismada deney gruplan asagidaki tablodaki gibi olacaktir.

Tablo 1: Deney gruplan

Kontrol Darbeli elektromanyetik alan uygulamas
DOX (1C*) DOX (1C™")

RES (IC™") RES (IC™)

DOX (IC*™H+RES (IC) DOX (IC"HRES (IC")

Uypulamasiz flask Uygulamasiz flask

3.2.1.1Kullanilan etken maddelerin IC" degerlerinin tespiti

1C*" degeri, bir maddenin belirli bir biyolojik veya biyokimyasal fonkisyonu

%50 seviyesinde inhibe etmesini saglayan maksimum konsantrasyonu ifade eder.

Bu kantitatif dl¢iim belirli bir hiicre reseptdrii, organizma,enzim, hiicre v.b
vapilan yart yariya indirmek i¢in gerekli bir ilag¢, etken madde veya inhibitériin

miktarim belirlemede kullanihir. Degerler molar konsantrasyon olarak ifade edilir.

Farmakolojik aragtirmalarda, antagonist ilag potansiyelinin bir 6leiisii olarak
kullamilir. FDA'ya gére, IC50, in vitro olarak % 50 inhibisyon igin gerekli olan bir

ilacin konsantrasyonunu temsil eder.

Etken madde uygulamalanm takiben yamlacak MTT test sonuglan

1statistiksel olarak

Islenerek 1C°" degeri elde edilmektedir. Calismamizda MTT test sonuglan

Graph Pad adh istatistik uygulmasi ile hesaplanarak IC*" degeri hesaplanacaktir.
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3.2.2-8K0OV-3 Hiicre hattimin a¢ilmasi

1. -80 derece buzdolabindan c¢ikanlan dondurulmus SKOV-3 hiicrelerinin
bulundugu viyal 37°C ye ayarlanms su banyosunda eritilir.

2. Eriyen hiicre laminar flow kabin icerisinde steril 15 ml falkon tiipler i¢ine alinir
ve fizerine 5 ml 37°C"ye 1sitilmms tam besi yeri ilave edilir.

3. Hiicre siispansiyonu oda sicakhfinda 10 dk 400 x g’de santrifiij edilir. (1200
rpm — 5dk)

4. Laminar flow kabin igerisinde siipernatant atilir ve pellet 5ml tam besiyeri ile
resiispanse edilir.

5. Daha sonra siispansiyondaki canh hiicreler hemositometre ile sayihr. Sayilan
hiicre siispansiyonu i¢inden 7x10° hiicre alimir ve steril 15ml’lik falkonda
toplam hacmi 5 ml'ye tam besi yeri eklenerek tamamlamir. Bu ml’lik
siispansiyon T25 kiiltiir kabina eklenir ve kiiltiir kab: inkiibatore kaldinhr.

6. 24 saat sonra hiicrelerin tutunduklan alan yiizdesi kontrol edilir. Bu kontroller
yapildiktan sonra hiicre flaskin besi yeri alinarak 5 ml taze besi yeri eklenir.

7. Daha sonra hiicreler %80-90 kaplama viizdesine ulagincaya kadar 2 giinde bir
tam besi yeri ile degistirilir.

8. Hiicreler bulunduklar kiiltiir kabimin alanmm %80-90 kaplayinca pasajlama

iglemine gegilir.

3.2.3-Hemositometre ile hilcre sayim

1. Laminar flow kabin i¢inde T25 kiiltiir kabmdaki hiicrelerin tam besiyen
iizerinden atilir ve hiicreler 37°C’deki 5 ml PBS ile yikamr.

2. Hiicrelerin iizerine 37°C’deki %0,05°lik tripsin/EDTA ¢ozeltisinden 1 ml
konulur ve kiiltiir kabi inkiibatére kaldinlir.

3. Hiicrelerin tutunduklan yiizeyden aynlmalan saglandiktan sonra, hiicreler 5 ml

tam besi yeri ile resiispanse edilir ve hiicre resiispansiyonu steril 15 ml falkon
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tiipler i¢ine alimir. Hiicre siispansiyonu oda sicakhfinda 10 dk 400 x g'de
santrifilj edilir.

4. Santrifiij sonras: siipernatant atilir ve pellet Sml besiyerinde resiispanse edilir.
Kangindan 20 pl bir santrifiij tijpiine ahmir ve izerine 20 pl %0.4’lik tripan
blue eklenir.

6. Neubauer lamimn iizerine lamel kapatilir.

7. Tripan blue ile kanstinlan hiicre siispansiyonundan 15pl almir ve lam ile
lamelin birlestifi yerden yavas¢a birakilir. Lam ve lamel arasinda yayilan
siispansiyon mikroskop altina ahmir ve sayim gerceklestirilir.

8. Hiicreler sayilirken mavi boyanmusg hilcreler 6lii (mavi), boyay: igine almanmnsg
hiicreler (parlak beyaz) canli hiicreler olarak kabul edilir.

9. Sayim yapildiktan sonra 1 ml i¢indeki hiicre sayis1 asafidaki formiile gore

hesaplanir.

3.2.4-Hiicre pasajlanmasi/alt kiiltiir yapilmas

1. Kiiltiir kabinda %80 oraninda ¢ogalan hiicreler laminar akimh kabin iginde
37°C"deki 5 ml PBS ile yikamir.

2. Hiicrelerin iizerine 37°C"deki 1 ml % 0,05’lik tripsin-EDTA ¢ézeltisi konulur
ve inkiibatore kaldinhr.

3. Hiicrelerin kiiltiir kabindan aynilmalan saglandiktan sonra iizerlerine 5 ml tam
besiyeri konulur.

4. Hiicre siispansiyonu 15 ml steril falkona ahmr ve oda sicakhfinda 10 dk 400
x g'de santrifiij edilir.

5. Siipernatant atilir ve pellet fizerine 15 ml tam besiyeri konulur. Olugan kangim
3 adet T25 flaska esit olarak paylastinhr.

6. Ertesi giim hiicrelerin besiyveri 5 ml tam besi yeri ile degistirilir. Hiicrelerin
tutunduklar alam kaplama yiizdesi takip edilir.

7. Daha sonra hiicrelerin alan kaplama yiizdesi %80-90"ulasincaya kadar 2 giinde

bir besi yeri tam besi yeri ile degistirilir.
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3.2.5.Hiicrelerin dondurulmas:

1. T25 kabmn yiizeyini %80 kaplayan hiicreler laminar flow kabin i¢inde
37°C"deki 5 ml PBS ile yikamr.

2. Hiicrelerin iizerine 37°C"deki 1 ml % 0,05’lik tripsin-EDTA ¢ézeltisi konulur
ve inkiibatore kaldinhr.

3. Hiicrelerin kiiltiir kabindan aynilmalan saglandiktan sonra iizerlerine 5 ml tam
besiyeri konulur.

4. Hiicre siispansiyonu 15 ml steril falkona ahnir ve oda sicaklhifinda 10 dk. 400
x g'de santrifiij edilir.

5. Santrifiij sonras: siipernatant atihir ve pellet dondurma vasat: ile kanstinlarak 2
ml soguga dayamkh eryo viallere béliistiiriiliir. (dondurma vasati: 200pl steril
DMSO+1800 pl FBS).

3.2.6- Hiicre canhilifinin MTT test ile 6lciilmesi

MTT(3-(4.5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyltetrazolium bromide),
MTT'yi mavi / mor renk veren formazan boyalara indirgeyen canh hiicrelerde
mitokondriyal rediiktaz aktivitesinin &lciilmesi icin bir kolorimetrik  yontemdir.
MTT'nin metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan formazan kristallerine béliinmesi
ve membran gecirgen san tetrazolyum tuzunun olusmasiyla meydana gelen renk

degisimi canhhk derecesi hakkinda yorum yapmamiz saglar.

540 nm'de MTT-formazamin spektrofotometrik 6l¢iimii, hiicre canhhfimn
miktarlanmasim saglar. Kullamlan reaktifler diisiik arka plan absorbans: verir; Hiicre
say1st ile diretilen sinyal arasinda kuvveth bir korelasyon vardir ve bu da hiicre

canhhifinin dogru bir sekilde dlciilmesini saglar.

3.2.7.MTT test protokolii
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96 kuyucuklu plate ekim yapilacaktir. Her bir plate i¢in 3000 hgcre ekilecek
sekilde hemositometre ile hiicre sayihr.

Hiicre yofunlufn %70°e ulastfinda besi yen degistirilir. Hiicre oliimii
indiiklenir.

3. 24 veya 48 saat sonra besi yeri uzaklastirilir.

Hiicrelerin iizerine 200pl besi yeri eklenir.

Her bir kuyucuga 50pul 1g/L konsanrasyonunda MTT c¢ozeltisi eklenir ve
hiicreler 3 saat inkiibatdrde bekletilir.

Inkiibasyon sonrast ¢ukurlardaki karisim uzaklastirilir,

Her ¢ukura 160ul DMSO ilave edilir.ve formazan molekiillerinin ¢éziinmesi
igin her bir ¢ukur pipetlenir.

570 nm"de absorbanslan okutulur.

3.2.8.- TUNEL testi ile apoptoza ugrayan hiicrelerin tayini

3.2.8.1. TUNEL Testi

Hiicrelrin apotozu sonucu olusan DNA kinklan terminal deoksiniikleotidil

transferaz (TDT) kullamilarak isaretlenebilmektedir. Parafine gémiilmiis dokulardan

alinan kesitler ve hiicre dizileri, TDT ve nonizotopik isaretli nikleotidler kullamlarak

yapilan isretleme ardindan floresan veya enzimatik giriintiilleme ile apoptotik hiicrelen

ile saghikh hiicreleri ayirmada kullambir,

3.2.8.2. Tunel test protokolii

L.

Deney karanhk ortamda gerceklestrilir.

2. 8 cukurlu hiicre kiiltiirii kabina uygun miktarda ekilmis ve deney uygulanms

besi yen uzaklastinhr, Hiicre kiiltiir kabimin her bir cukuru 2 kez 500ul PBS
ile yikanir ve PBS uzaklagtinihir.
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3. Hiicrelerin iizerine %2.5°hk taze hazirlarnmig 500pl paraformaldehit ilave
edilir ve oda sicaklhifinda 15 dk fikse edilir.

4. Her bir ¢cukur 4 kez 500ul pbs ile yikanr.

Hiicrelerin fizerine 500pl %0.2°lik Triton X-100 ilave edilir ve 5 dk.
Permabilize edilir.

6. Hiicreler 3 kere 500pl pbs ile yikanir.

7. Her bir ¢ukura 150 pl TUNEL reaksiyon kansim ilave edilerek hiicre kiiltiir
kabi karanhkta ve nemli bir ortamda 1.5 saat inkiibe edilir.

8. Her cukur 3 kez 500ul PBS ile vikanir.

9. Total ¢cekirdek sayisimin belirlenmesi icin DAPI boyamasina gecilir. Hiicreler
0.1 pg/ml konsantrasyona sahip 250 pl DAPI ¢ozeltisi ile oda sicakhifinda 15
dk boyunca inkiibe edilir.

10. Her ¢ukur 500ul pbs ile yikanr.

11. Yikama sonras: ¢ukurlara 150pl antifade ¢ézeltisi eklenir. Floresan mikroskop
yvardimiyla TUNEL pozitif hiicre sayis1 ve DAPI ile de toplam hiicre sayis
belirlenir. TUNEL pozitif hiicre say1st/DAPI pozitif hiicre sayis1 oraniyla

apoptotik hilcre sayis: hesaplanr.

3.2.9 In vitro yara iyilesme modeli (scratch assay)

Yara iyilesme modeli. in vitro olarak hiicre gicii ve proliferasyonunun
degerlendirilmesi igin kullanilan basit ve etkili bir metottur. Bu deney modelinde hiicre
kiiltiir kabim kaplayan hiicreler bir pipet ucu yardimiyla ¢izilerek/kazinarak in vitro
yara olusturulur. Daha sonra bu ¢izigin kapanma miktan hesaplanmir. Hiicrelerin bu
yaray: kapatmasim saflayan iki olay vardir. Bunlardan biri hiicre gécii digeri ise hiicre

proliferasyonudur.

3.2.9.1 Protokol:

1- 75x10* hiicre 60 mm kiiltiir petrisine ekilir.
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2 giin sonra tutunduklan kabmn yiizeyini %100 dolduran hiicreler pipet ucu ile
yara olusturulur. Kiiltiir kabindaki welleri kaplayan hiicreler bir ugtan diger uca
cizilir.

Hiicreler | kez PBS ile yikamir, bu sayede ¢izme esnasinda kopan hiicreler
uzaklastinhr.

Hiicrelerin iizerine tam besi yeni konulur.

Hiicrelerin T" yara aralik mesafesinin tespiti icin faz kontrast mikroskopta
fotograh cekilir.

DOX, RES, disiitk darbeli elektromanyetik alan ve kombine uygulamalar
gerceklestirilir,

Daha sonra 12,24,36.48 saat araliklarla fotograf ¢ekim i¢i1 gergeklestirilir,
Yara kapanma mesafesi image J gibi fotofraf analiz programlar ile hesaplamr

ve ilaglann etkisi incelenir.

3. 2.10-Gériintiilerin degerlendirilmesi

Goriintiilerin deferlendirilmesi i¢in Image J programi kullamildi.

Ucretsiz ve agik kaynak bir program olan image J indirilir ve yiiklenir.
Program agildiktan sonra *Analyze’ meniisiinden *Set measurments’ tiklamir ve
burdan 2area’ secenefi secilir.

TY ve uygulama sonrasi ¢ekilen fotograflar program fizerinde agilir .

Freehand selection yapilarak yara olusumda cizilen alan secilir.

Analyze kismindan measure tiklanir ve ¢ikan results tablosundan alan
dlciilmiis olur.

Daha sonra, uygulama dncesi ve sonras: deferler oranlanarak yara iyilesme

oran tespit edilir.

3.2.11-Darbeli elektromanyetik alanin uygulanmas:
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Yukanda belirtilen protokoller cercevesinde inokiilasyonlan ve pasajlan
yapilan hiicreler metota uygun flasklara ya da well platelere alinarak 2 saat 0.2-1.5 mT

siddetinde 75 Hz frekansinda 5 volt darbeli elektromanyetik alana maruz kalacaktir.

Kontrol gruplan aym sire igerisinde inkiibatérden disan cikanlarak

elektromanyetik alan disinda aym kosullara maruz birakilacaktir.

Sekil &: Helmholtz bobini uygulamasi.

3.2.12-Verilenn istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Tammlayicr istatistikler birim sayis1 (n), yiizde (%), ortalama + standart
sapma (X + s5), medyan, en kii¢iik deger, en biiyiik deger ve persentil degerler olarak
verildi. Sayisal degiskenlere ait verilerin normal dagihm Shapiro Wilk normallik testi
ve Q-Q grafikleri ile deferlendirildi. Sayisal degiskenler i¢cin gruplar aras:
karsilastirmalar verilerin normal daflmasi durumunda genel dogrusal modeller
aracihifn ile yapildi. Verilerin normal dafilmamasi durumunda Kruskal-Wallis ve
Friedman analizleri kullamldi. Coklu karsilagtirmalar defiskenin 6zellifine gore
Bonferroni, Tukey HSD, Student-Newman-Keuls, Fisher LSD ve Dunn-Bonferroni
testleri ile yapildi. Sayisal degiskenler arasindaki iligki Pearson ve Spearman
korelasyon analizi, kategorik degiskenler arasindaki iliski kikare analizi ile
degerlendirildi. Tim kargilastirmalarda hipotezler iki yonlil olacak ve p<0.05 degen

i1statistiksel olarak anlamh kabul edilecektir.
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TUNEL verileri immunorektivite siddetleri hafif (+), orta (++), siddetli (+++)
ve ¢ok siddetli (++++) olarak skorlanacak Boyanan hiicrelerin yiizdesi ve boyanma
siddetlen skorlamp, gruplar arasinda karsilastirmah olarak ANOVA istatistik testleri
ile degerlendirilecektir.

4.1. Etkin Doxorubicin dozunun belirlenmesi

SKOV-3 ovaryum kanseri hiicre hatti iizerine DOXin etkisi ve etkin dozun
belirlenebilmesi i¢in bir adet kontrol ve 10 farkh dozda uygulama yamldi. Farkh
dozlann hiicre proliferasyonuna etkilerinin morfolojik olarak goriilmesi i¢in invert
mikroskop goriintileri ahndi. Hiicrelerin yogunluklarimin gézlenebilmesi i¢in flaskin
genel goriintiilerini veren 4x goriintiiler tercih edildi.

Sekil 9: SKOV-3 hiicrelerine farkhh DOX dozlannim etkisini gosteren invert mikroskop goriintiilen 4x.



4.1.1. Doxorubicinin SKOWV-3 hiicre hatti iizerine sitotoksik etkilerinin MTT

yintemiyle belirlenmesi

SKOV-3 hiicrelenn fizerine DOXin toksik etkilen bilenmektedir. Ancak
caligma sartlanmiza gére 1C°" etken degerin belirlenmesi amaglandi ve MTT yéntemi
ile 24, 48, 72 ve satte etkileri arastinldi. MTT test sonucunda veriler degerlendirilerek

hiicre proliferasyonunu baskilayici konsantrasyon olan IC*" degeri tespit edildi.

Elde edilen veriler 1sifinda etken dozun 24 satte kontrole oranla canlilifn yan
variya indiren 40 pg/ml doz 24 saatlik uygulama ve 30 pg/ml doz 48 ve 72 saathik
uygulamada tespit edildi. IC™ degeri 40 pg/ml olarak kabul edildi. Invitro yara
iyilesme ve TUNEL testlerinde 40 pg/ml doz kullamldi.

DOX uygulanmasinda tiim saat araliklaninda ve dozlarda hiicre dliimiiniin
basladifn tespit edildi. Uygulama siiresi arttik¢a hiicre 6liimii artsada 72 saat
gruplarinda diisiik dozlarda tekrar proliferasyonun basladifn tespit edildi. Hiicrelerin
uygulama siiresi arttikca direng gosterebildikleri dilsiiniilmektedir. Bu bilgiler 151@inda

en ideal siire ve doz 24 saat - 40 pg/ml doz olarak belirlenmistir.

Tablo 2: 24, 48, 72 saat DOX uygulamasi sonras1 % hiicre canliliz ve 1C degeri.

DOX Yo canhhk | % canhhk | % canhhk
konsantrasyvonlarn degerleri degerleri degerleri
24 Saat 48 Saat 72 Saat
Kontrol 100 100 100.00
500 pg/ml 44 05333 40.05333 3540741
250 pg/ml 22 18667 47,3813 6935802
125 pg/ml 24 52 27366618 40,34568
100 pg/ml 34,65313 23,1033 2417284
50 pgiml 21,72 14,048 21,3827
40 pg/ml *50,38667 41,8375 48 8025
30 pg/ml 57.74667 48 4875 49 3827
15 pg/ml 60,25333 T0,0861 69,358
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10 pg/ml
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DOXORUBICIN MTT SONUCLARI

B % canlilik deferleri 24 Saat
B % canlihk deferleri 48 Saat
B % canlilk degerleri 72 Saat

250 125 10 S0 pgfml 40 pgfml 30 ug/ml 15 pgfml 10 pgfmil
ug/mi g/ mil ug,.fml

Doxorubicin dozlan

Sekil 10: SKOWV-3 hiicresi igin farkh konsantrasyon ve saatlerdeki DOX uygulamasimin MTT sonug

grafigi.

Tablo 3: DOX farkh dozlannmn 24 saat sonrasma ait % canhbk degerlerinin IC50 (etkin doz) degeriyle

kargilastinlmas (p=0.05).

24 Saat icin
DOX % Canhlik Degerleri | Istatistiksel Analiz
Konsantrasyonlar (One-Simple t Test)
(pg/ml)

Ortalama

Standart Sapma t 1]
500 pg/ml 44,05333=1,178 76,205 0,000
250 pg/ml 22, 18667+2,622 37.933 0,001
125 pg/ml 24,52+£2.173 40,101 0,001
100 pg/ml 34653331249 55.543 0,000
50 pg/ml 21,72+£2,129 33,971 0,001
40 pg/ml 50386670844 34.740 0,000
30 pg/ml 57,74667x].456 01.057 0,000
15 pg/ml 60,25333+2,322 102,974 0,000
10 pg/ml 68,254+1 489 116,678 0,000
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Tablo 4: DOX farkh dozlannm 48 saat sonrasma ait % canhbk degerlerinin IC50 {etkin doz) degerivle

karsilastinlmas: (p=0.05).

48 Saat icin
DOX % Canhhk Degerleri Istatistiksel Analiz
Konsantrasyonlar (One-Simple t Test)
(pg/ml)

Ortalama

Standart Sapma t p
500 pg/ml 40,05333+1,127 69,280 0,000
250 pg/ml 47,3813+1,122 79,718 0,000
125 pg/ml 2736661 8£2 344 45,959 0,000
100 pg/ml 23,10330,160 39.826 0,001
50 pg/ml 1404821 278 24.267 0,002
40 pg/ml 41,8375+1,279 64,368 0,000
30 pg/ml 48 4875+1,120 80,300 0,000
15 pg/ml 70,0861+1,165 121,144 0,000
10 pg/ml 75.3659+0,987 127,305 0,000

Tablo 5: DOX farkh dozlannm 72 saat sonrasina ait % canhibk degerlerinin [C50 (etkin doz) degerivle

karsilastimlmas: (p=0,05).

T2 Saat icin
DOX % Canhhk Degerleri Istatistiksel Analiz
Konsantrasyonlan (One-Simple t Test)
(pg/ml)

Ortalama

Standart Sapma t p
500 pg/ml 35407411135 59,240 0,000
250 pg/ml 69,35802+],193 117,240 0,000
125 pg/ml 40,34568=1,152 68,138 0,000
104 pgfml 24, 17284+0.576 41,263 0,001
50 pg/ml 21,3827+1.276 35,732 0,001
40 pg/ml 48 80252 675 75,855 0,000
30 pg/ml 49,3837+1,276 83,087 0,000
15 pg/ml 69,353=1,193 11,240 0,000
10 pg/ml 70.3569<1,196 118,951 0,000

4.2, Etkin Resveratrol Dozunun belirlenmesi

SKOV-3 ovaryum kanseri hiicre hatti iizerine RESiin etkisi ve etkin dozun

belirlenebilmesi i¢in bir adet kontrol ve 10 farkhh dozda uygulama yapildh. Farkh

dozlann hiicre proliferasyonuna etkilerinin morfolojik olarak gériilmesi i¢in invert

mikroskop gériintiileri ahinda.
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Sekil 11: SKOV-3 hiicrelerine farklh Resveratrol dozlanmin etkisini g@isteren invert mikroskop
goriintiilen 4x.

Elde edilen veriler 1s1finda etken dozun 24 satte kontrole oranla canhilifn yan
yarya indiren 200 pg/ml doz 24 saatlik uygulama ve yine 50 pg/ml doz 48 ve 72
saatlik uygulamada tespit edildi. 1C°" degeri 50 pg/ml olarak kabul edildi. Invitro yara
iyilesme ve TUNEL testlerinde 200 pg/ml doz kullamldi.

RES uygulanmasinda tiim saat arahiklannda diisiik dozlarda dozlarda hiicre
dliimiiniin basladif tespit edildi. Uygulama siiresi arttik¢a hiicre 6liimii artsa da 72
saat gruplannda diigiik dozlarda tekrar proliferasyonun bagladifi tespit edildi
Hiicrelerin uygulama siiresi ve RES dozu arttikca diren¢ gosterebildikleri
diigiiniilmektedir. Bu bilgiler 1s1finda en ideal siire ve doz 24 saat — 50 pg/ml doz
olarak belirlenmistir.



Tablo 6: 24, 48, 72 saat RES uygulamas: sonras1 % hiicre canhh@ ve 1C* degeri.

.| % canhhk | % canhilik
L]
RES Konsantrasyonlar ;T::ltﬂlk Hichethen! degerleri degerleri
= 48 Saat 72 Saat
Kontrol 100 100 100,00
1000 pg/ml 24 84009 6281494 75,2648
750 pg/ml 4389659 16,68083 65,3267
500 pg/ml 32,3694 72,285 47 8105
250 pg/ml 2237473 70,082 55,1319
200 pg/ml *4E.63006 58,8184 *48,256
150 pg/ml 29.90405 58,2103 14, 77663
100 pg/ml 12,38006 41,616 11,544827
50 pg/ml 4096482 20,5908 10,715983
25 pg/ml 26, 10608 11,69331 21,0112
10 pg/ml 0,315032 36,92441 17, 80633
RESVERATROL MTT SONUCLARI
120
m % canliik degerleri 24 Saat
100 n
B % canhihik degerleri 48 Saat
B % canhhk degerleri 72 Saat
80
60
40
D [ Ll T bl ol
Kentral 1000 750 500 250 150 100 50 pgfml 25 pp/ml 10 pgfmil

pg/mil pg/ml pefmi pwg/mi ug}ml ug/mi wg/mi

Sekil 12: SKOV-3 hiicresi igin farkll konsantrasyon ve saatlerdeki RES uygulamasimin MTT sonug
grafigi.
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Tablo 7: RES farkh dozlarinin 24 saat sonrasina ait % canlilik degerlerinin IC50 (etkin doz) degenyle

karsilastinlmas: (p=0.05).

24 Saat icin

RES
Konsantrasyonlar

(pg/ml)

% Canhhk Degerleri

Istatistiksel Analiz
{Ome-Simple t Test)

Ortalama

Standart Sapma t P
1000 pg/ml 24 84009+£2 813 37,838 0,001
750 pg/ml 43, 89659+2 989 66,602 0,000
500 pg/ml 32,3694+1,231 54,415 0,000
250 pg/ml 22.37473£1.249 37,455 0,001
200 pg/ml 48.63006+2,112 78,472 0,000
150 pg/ml 29.90405+£3,014 44,991 0,000
100 pg/ml 12, 38006+1.267 20,516 0,002
50 pg/ml 40,96482+£3 216 61,012 0,000
25 pg/ml 26, 10608+0,354 45,010 0,000
10 pg/ml 9.315032+1.,050 15,516 0,004

Tablo 8: RES farkh dozlarmin 48 saat sonrasina ait % canhilik degerlerinin [C50 (etkin doz) degerivle

karsilastimlmas: (p=0,05).

48 Saat icin

RES % Canhhk Degerleri Istatistiksel Analiz
Konsantrasyonlan (One-Simple t Test)
(pg/ml)

Ortalama

Standart Sapma t 1]
1000 pg/ml 62,81494+0,526 07.595 0,000
750 pg/ml 16,68983+2 229 26,116 0,001
500 pg/ml 72,285+0,950 123,215 0,000
250 pg/ml T0,082+2 730 121,155 0,000
200 pg/ml 58,81 842,728 01,257 0,000
150 pg/ml 58,2103=1,701 09,847 0,000
100 pg/ml 41,616=2,053 67,244 0,000
50 pg/ml 20,5908=1,969 33109 0,001
25 pg/ml 11,60331+2 311 18,060 0,003
10 pg/ml 36,924413 081 55,480 0,000
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Tablo 9: RES farkh dozlarinin 72 saat sonrasmna ait % canlihik degerlerinin IC50 (etkin doz) degenyle
karsilastinlmas (p=0,05).

72 Saat igin
RES % Canhbk Degerleri Istatistiksel Analiz
Konsantrasyonlar (One-Simple t Test)
(ug/ml)

Ortalama

Standart Sapma t P
1000 pg/ml 75,2648+0,883 128,563 0,000
750 pg/ml 65,3267+1 089 110,818 0,000
500 pg/ml 47 81052702 74,157 0,000
250 pg/ml 55,1319+0,853 95,064 0,000
200 pg/ml 43,2562 589 82,391 0,000
150 pg/ml 14776631 816 22,535 0,002
100 pg/ml 115448272 387 18,475 0,003
50 pg/ml 10,715983+0,372 16,389 0,004
25 pg/ml 21,0112+2 688 34,454 0,001
10 pg/ml 17806331305 27,116 0,001

4.3, Etkin Doxorubicin + Resveratrol kombine dozunun belirlenmesi

SKOV-3 ovaryum kanseri hiicre hatt {izerine DOX ve RESiin kombine
uygulandiklarindaki etkisi ve etkin dozlann belirlenebilmesi i¢in bir adet kontrol ve
10 farklr dozda uygulama yapildi. Farkli dozlarin hiicre proliferasyonuna etkilerinin
morfolojik olarak gériilmesi i¢in invert mikroskop goriintiilen alindi.

50 pp/L RES + 15 pe/L DOX

o F-.;w uilib -‘t ¢
IS?FEM%‘!-M*L
Ay STRE
4 £ =" .'!E ﬁ

b gy A

T

500 pg/L RES + 125 DX J50 pgfL RES + 250

Sekil 13: SKOV-3 hiicrelerine farkh DOX + RES dozlanmin etkisini gdsteren invert mikroskop
goriintiilen 4x.
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Yiizde canhlik deferleri incelendiginde etkin dozun 30 pg/ml DOX +100

pg/ml RES kombine uygulamasinda oldugu goriilmiistiir. 50 pg/ml DOX +250 pg/ml
RES 72 saatlik uygulamada 1C™" de@erine ulagmistir. 24 saatlik 30 pg/ml DOX +100

ug/ml RES kombine uygulamas: diisiik doz ve erken sonug verdidi i¢in bu defer esas

alinarak yara iyilesme ve TUNEL deneyleri gerceklestirilmigtir.

Tablo 10: 24, 48, 72 saat DOX + RES kombine uygulamas: sonras1 % hiicre canlihg ve 1C" degeri.

DOX+RES %u l‘:':lﬁllllk %L l‘illllll]k %_ . canhhk

Konsantrasyonlar: geger]en 24 |degerleri 48 |degerleri T2
aat Saat Saat

Kontrol 100 100 100,00

500 pg/ml +1000 pg/ml 26,23934 25,1086 2568034

250 pg/ml +750 pg/ml 32,23614 26,55864 60,9062

125 pg/ml +500 pg/ml 26649787 34,2676 62,06258

100 pgiml +250 pg/ml 31,43657 20,2198 3493576

50 pg/ml +200 pg/ml 35,03465 42 4144 53,0598

40 pg/ml +150 pg/ml 48 83849 31,734 38,1406

30 pg/ml +100 pg/ml *50,96429 458 344108

15 pg/ml +50 pg/ml 5984168 29,761 42 4465

10 pg/ml +25 pg/ml 63,50267 442919 56,0989

5 pg/ml +10 pgiml 60,381663 2404257 33,8583
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DOXORUBICIN+RES KONTROL MTT SONUCLARI

120

100
m % canlilk deferler] 24
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B % canlilik deferleri 48
Saat

80
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40 L H 15

Kantrol 500 250 125 100 50 1a 5 pg/mil
pgfml  pgfml pgfml pgfml pgfml pgfml pgfml pgfml pgfml +10
+1000 +750 +500 +250  +200 +150 +100 +50 +25 e mil
pg/ml  pgfml  pefml pefml pefml pgfml o pgdml o pefml o pgdmi
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Sekil 14: SKOV-3 hiicrelerine farkh DOX + RES dozlanmin etkisini gédsteren MTT grafigi.

Table 11: DOX+ RES farkh dozlarimm 24 saat sonrasina ait % canhlik degerlennin IC50 (etkin doz)
degerivle karsilastimlmas: (p=0.05).

24 Saat icin
DOX+RES Konsantrasyonlar: | % Canhhk Degerleri Istatistiksel Analiz
(pg/ml) {One-Simple t Test)
Ortalama
Standart Sapma t P
500 pg/ml 26,23934+0,798 44,746 0,000
250 pg/ml 32,23614£1,865 55,053 0,000
125 pg/ml 266497872, 166 42,515 0,001
100 pg/ml 31436571 455 52,31 0,000
50 pg/ml 35034650116 60,63 0,000
40 pg/ml 48,83849x2.795 75,267 0,000
30 pg/ml 50,96429+£3.214 76,153 0,000
15 pg/ml 59.84168=1.676 92,35 0,000
10 pg/ml 63,50267£1,272 105,074 0,000
5 pg/ml 60,381663£0,186 101,704 0,000
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Tablo 12: DOX+ RES farkh dozlarimin 48 saat sonrasina ait % canhlik degerlerinin IC50 (etkin doz)

degeriyle karsilastinlmas (p=0,05).

48 Saat icin
RES % Canlilik Degerleri | Istatistiksel Analiz
Konsantrasyonlar (One-Simple t Test)
(pg/ml)

Ortalama

Standart Sapma t 1]
500 pg/ml 25,10860,362 39.470 0.001
250 pg/ml 26,55864+1.862 43.166 0.001
125 pg/ml 34,267620,892 58,352 0,000
100 pg/ml 20,2198+0,733 34,491 0.001
50 pg/ml 4241441381 70,982 0,000
40 pg/ml 31,7342 667 49,828 0,000
30 pg/ml 45,8+2,537 71179 0,000
15 pg/ml 29.761+0,973 46,389 0,000
10 pg/ml 44,2919:0,243 15317 0,000
5 pg/ml 24042572 482 41,581 0.001

Tablo 13 : DOX+ RES farkh dozlarmin 72 saat somrasma ait % canhlik degerlerinin IC50 (etkin doz)

degerivle karsilastinlmas: (p=0,05).

T2 Saat icin
RES % Canhhk Degerleri Istatistiksel Analiz
Konsantrasyonlan (One-Simple t Test)
(pg/ml)

Ortalama

Standart Sapma t p
500 pg/ml 25,68034+2 268 40,669 0,001
250 pg/ml 60,9062+3,021 92,545 0,000
125 pgfml 62062580209 107,353 0,000
100 pgfml 34,93576+3,119 52,287 0,000
50 pg/ml 53,0598+0,199 91,779 0,000
40 pg/ml 38.1406=1,139 65,683 0,000
30 pg/ml 34.4108+1 368 57,531 0,000
15 pg/ml 42 4465+" 488 70,693 0,000
10 pg/ml 56,0989+0,330 96,894 0,000
5 pg/ml 33,B583+£2.861 51.658 0,000

4.4. Elektomanyetik alan uygulamasi yapilan flaskta etkin Doxorubicin dozunun

belirlenmesi

SKOV-3 ovaryum kanseri hiicre hatti fizerine diisiik darbeli elektromanyetik
alan ile uygulanan DOXin etkisi ve etkin dozun belirlenebilmesi i¢in bir adet kontrol
vee 10 farkh dozda uygulama yapildi. Farkh dozlarin hiiere proliferasyonuna etkilerinin

morfolojik olarak goiriillmesi igin invert mikroskop goériintiileri alindi. Hiicrelerin
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yogunluklarimin gézlenebilmesi icin flaskin genel gériintiilerini veren 4x goriintiiler

tercih edildi.

Sekil 15: SKOV-3 hiicrelerine farkl DOX dozlaninin ve elektomanyetik alamin etkisini gdsteren invert
mikroskop goriintileri 4x.

Tablo 14: 24, 48, 72 saat DOX + elektromanyetik alan kombine uygulamas: sonrast % hiicre canlihg

ve [C*° degeri.
gﬂimm};ﬂm PEMF ::ﬁm'l::iu hhz: rﬁm::u M-;; rﬁm::u m';:
Saat Saat Saat

Koutrol 100 100 100,00
500 pg/ml 44,05333 ) 3540741
250 pg/ml 2218667 | 473813 69,35802
125 pg/ml 24,52 18,56 40,34568
100 pg/ml 34,65333 23,1033 24,17284
50 pg/ml 2172 14,048 213827
40 pg/ml 35 23 8375 17.8025
30 pg/ml *49,368 28,4875 31,3827
15 pg/ml 40,695 18,0861 53,358
10 pg/ml 2538667 18,0861 30,642
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DOXORUBICIN PEMF MTT SONUCLARI
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Sekil 16: SKOV-3 hiicrelerine farkh DOX + dozlanmin elektromanyetik alan ile kombine
uygulanmasmin etkisini gisteren MTT grafigi.

Tablo 15: Elektro manyetik alan uygulanan DOX farkli dozlarimin 24 saat sonrasina ait % canhlhk
degerlerinin IC50 (etkin doz) degeriyle karsilastinlmas: (p=0,05).

24 Saat icin
DOX + PEMF | % Canhihk Degerleri | Istatistiksel Analiz
Konsantrasyonlan {One-Simple t Test)
(pg/ml)

Ortalama

Standart Sapma t P
500 pg/ml 44,053330,178 76,205 0,000
250 pg/ml 22, 186670622 37,993 0,001
125 pg/ml 24,52+1,733 40,101 0,001
100 pg/ml 34,65333+£2,178 55,453 0,000
50 pg/ml 21,722,459 33,971 0,001
40 pg/ml 350,232 60,622 0,000
30 pg/ml 493681227 83,225 0.000
15 pg/ml 406951289 64,671 0.000
10 pg/ml 25386672317 42,479 0.001
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Tablo 16: Elektro manyetik alan uygulanan DOX farkh dozlanmm 48 saat sonrasina ait % canhbk
degerlerinin IC50 (etkin doz) degeriyle karsilastinlmas: (p=0.05).

48 Saat icin
DOX + PEMF | % Canliik Degerleri | Istatistiksel Analiz
Konsantrasyonlar {One-Simple t Test)
(pg/ml)

Ortalama

Standart Sapma t 1]
500 pg/ml 3240,132 55426 0,000
250 pg/ml 47,3813x1,271 79,718 0,000
125 pg/ml 18,561,867 29,973 0,001
100 pg/ml 23,1033=0,244 39,826 0,001
50 pg/ml 14,0480, 160 24,267 0.002
40 pg/ml 23,8375&£2,792 36,300 0,001
30 pg/ml 28 4875=1 625 46,954 0,000
15 pg/ml 1808610872 31,188 0,001
10 pg/ml 1808610145 31,188 0,001

Tablo 17: Elektro manyetik alan uygulanan DOX farkli dozlarimin 72 saat sonrasina ait % canhlhk
degerlerinin IC50 (etkin doz) degeriyle karsilastinlmas: (p=0,05).

T2 Saat icin
DOX + PEMF | % Canhhk Degerleri Istatistiksel Analiz
Konsantrasyonlan (One-Simple t Test)
(pg/ml)

Ortalama

Standart Sapma t P
500 pg/ml 35.40741+] 358 59,24 0,000
250 pg/ml 69,35802+],193 117,24 0,000
125 pg/ml 40,34568=1,152 68,138 0,000
104 pgfml 24,17284+0.5T6 41,463 0,001
50 pg/ml 21,3837+1.276 35,732 0,001
40 pg/ml 17,8025£2.675 27,137 0,001
30 pg/ml 31,3827=1,276 52,645 0,000
15 pg/ml 33,358=1,193 90,101 0,000
10 pg/ml 30,6422,140 49,07 0,000

4.5. Elektomanyetik alan uygulamas: yapilan flaskta etken RES dozunun belirlenmesi

SKOV-3 ovaryum kanseri hiicre hatti fizerine diisiik darbeli elektromanyetik
alan ile uygulanan DOXin etkisi ve etkin dozun belirlenebilmesi i¢in bir adet kontrol
vee 10 farkh dozda uygulama yapildi. Farkh dozlann hiicre proliferasyonuna etkilerinin
morfolojik olarak goériillmesi i¢in invert mikroskop goriintiileri alindi. Hiierelerin
yogunluklarmin gézlenebilmesi i¢in flaskin genel gériintiilerim veren 4x goriintiiler

tercih edildi.
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Sekil 17: SKOV-3 hiicrelerine farkhh RES dozlanmin ve elektomanyetik alamn etkisini gdsteren invert
mikroskop gorintileri 4x.

Tablo 18: 24, 48, 72 saat RES + elektromanyetik alan kombine uygulamasi sonras1 % hiicre canhihig

ve 1C™ degeri.

" o, o,
s el e oty e

Saat Saat Saat
Kontrol 100 100 100,00
1000 pg/ml 1964286 3967205 16,7982
750 pgiml 12,9748 22,0016 31,7915
500 pgiml 20,368 38,7665 17,1682
250 pgiml 31,379 28,3769 63,12284
200 pgiml *51,256 45,212 40,212
150 pg/ml 42,3113 39,79295 3383325
100 pg/ml 3756663 18,74694 60,3355
50 pg/ml 3869036 17,76799 323138
25 pg/ml 26, 10608 2471855 23,705
10 pg/ml 9.315032 9.202154 12,452
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RESVERATROL PEMF MTT SONUCLARI

120
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m % canliik deferleri 72 Saat
80
60
40
, I 11 I I il ‘I
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Sekil 18: SKOV-3 hiicrelerine farkhh DOX + dozlanmin elektromanyetik alan ile kombine
uygulanmasimn etkisini gosteren MTT grafigi.

Tablo 19: Elektro manyetik alan uygulanan RES farkh dozlanmin 24 saat sonrasina ait % canhhk
degerlerinin 1C50 (etkin doz) degeriyle karsilastinimas: (p=0,05).

24 Saat icin
RES Pemf | % Canhhk Degerleri Istatistiksel Analiz
Konsantrasyonlar {One-Simple t Test)
(pg/ml)

Ortalama

Standart Sapma t ]
1000 pg/ml 19.64286+2,143 312 0,001
750 pg/ml 12,9748+3 249 18,603 0,003
500 pg/ml 20,368£1,228 34,092 0,001
250 pg/ml 3137941228 43,683 0,001
200 pg/ml 51,256,123 16,473 0,004
150 pg/ml 4231131 889 71,776 0,000
100 pg/ml 37.56663£2,331 61,22 0,000
50 pg/ml 38,69936+0,342 61,405 0,000
25 pg/ml 26,10608£1 053 41,161 0,001
10 pg/ml 9,315032+1,750 15,516 0,004
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Tablo 20: Elektro manyetik alan uygulanan RES farkh dozlanmin 48 saat sonrasina ait % canhhk
degerlerinin IC50 (etkin doz) degeriyle karsilastinlmas: (p=0.05).

48 Saat icin

RES Pemf
Konsantrasyonlar

(pg/ml)

% Canhhk Degerleri

Istatistiksel Analiz
(One-Simple t Test)

Ortalama

Standart Sapma t P
1000 pg/ml 39,67205+2 240 63,337 0,000
750 pg/ml 22, 0016=1,256 38,106 0,001
500 pg/ml 38,7665=0,788 60,592 0,000
250 pg/ml 28,3769£2 654 47.601 0,000
200 pg/ml 4521242 490 77486 0,000
150 pg/ml 39,79295+2,573 61,836 0,000
100 pg/ml 18.74694+1.573 29,024 0,001
50 pg/ml 17.76799+1.576 27323 0,001
25 pg/ml 2. 471855H0,674 746 0,020
10 pg/ml 9.202154+2.871 15,599 0,004

Tablo 21: Elektro manyetik alan uygulanan RES farkh dozlannin 72 saat sonrasina ait % canhlhk
degerlerinin IC50 (etkin doz) degeriyle karsilastinlmas: (p=0,05).

T2 Saat icin
RES Pemf | % Canhhk Degerleri Istatistiksel Analiz
Konsantrasyonlan {One-Simple t Test)
(pg/ml)

Ortalama

Standart Sapma t ]
1000 pg/ml 16,7982+2 651 25,587 0,002
750 pg/ml 31,7915+£2 638 49,252 0,000
500 pg/ml 17, 1682+0.561 20,404 0,001
250 pg/ml 63,12284+0 409 108917 0,000
200 pg/ml 40,212£0,707 68,89 0,000
150 pg/ml 33,83325+£2. 778 51,941 0,000
100 pg/ml 60,3355+1,118 102,217 0,000
50 pg/ml 3.23138+0,771 7.963 0,015
25 pg/ml 23, 70552 350 19,718 0,003
10 pg/ml 12,452=1,507 20,364 0,002
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4.6. Elektomanyetik alan uygulamas: yapilan flaskta etken DOX + RES kombine

dozunun belirlenmesi

kontrol

J

gl AES

|10 g/L DO%s 35 /il 5 p
W TN

Sekil 19: SKOWV-3 hiicrelerine farkhh Docorubicin + RES dozlanmn ve elektomanyetik alamin etkisini
gisteren invert mikroskop gorintiilen 4x.

Tablo 22: 24, 48, 72 saat DOX + RES + elektromanyetik alan kombine uygulamas: sonras: % hiicre
canlihg ve IC*® degeri.

DOX+RES %  canhhk |%  canbhk | %  canhhk
Konsantrasyonlar: degerleri 24 |degerleri 48 | degerleri 72
+PEMF Saat Saat Saat

Kontrol 100 100 100,00

500 pg/ml | 1000 ng/ml o6 53034 18.25746 29,94573

250 pgiml 750 pg/ml 32,23614 53,49976 T8, 78638

125 pgiml 500 pg/ml 6,6497R7 2767988 6669956

100 pgiml 250 pg/ml 31,43657 14,048 26,61569

50 pg/ml 200 pg/ml 35,03465 11,4782 26,12235

40 pg/ml 150 pg/ml 2783849 3425844 8334978

30 pg/ml 100 pg/ml 4996429 453691 44,7953

15 pg/ml 50 pg/ml 21,84168 2499266 34,7015

10 pg/ml 25 pgiml 32,50267 26,7744 27,1584

5 pg/ml 10 pg/ml 9381663 1266765 38,8555
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DOXORUBICIN+RESVERATROL PEMF MTT SONUCLARI

W % canhlik degerleri
M % canhhk degerleri 48 Saat
M % canhhk degerleri 72 Saat

120

100

B0

&

=

4

=

2

=

24 Saat

Fanteal SO0 o el B0 o Mol T8 i el 0 sn dma B0 o fenl AN D m el 200 a S TR jsmleal 10 simdeel B s fel

Sekil 20: SKOV-3 hiicrelerine farkh DOX + RES  dozlannm elektromanyetik alan ile

kombine uygulanmasimin etkisini gésteren MTT grafigi.

Tablo 23: Elektro manyetik alan uygulanan DOX + RES farkh dozlanmn 24 saat sonrasina ait %
canhilik degerlerinin IC50 (etkin doz) degeriyle karsilastirilmas: (p=0,05).

24 Saat icin
DOX+RES % Canhihk Degerleri | Istatistiksel Analiz
Konsantrasyonlar {One-Simple t Test)
+PEMF
(pg/ml) Ortalama

Standart Sapma t 1]
500 pg/ml 1000 pg/ml 26,2393420,765 44,746 0,000
250 pg/ml 750 pg/ml 32.23614=0,787 55,053 0,000
125 pg/ml 500 pg/ml 6, 6497872, 166 10,081 0,010
100 pgiml 250 pg/ml 31436571 458 52,31 0.000
50 pg/ml 200 pg/ml 35.03465=0.116 60.63 0.000
40 pg/ml 150 pgiml 27.83849+2.795 42,528 0.001
30 pe/ml 100 pg/ml 49.96429=2.134 74,639 0.000
15 pg/ml 50 pg/ml 21.84168=2.890 33.152 0.001
10 pg/ml 25 pg/ml 32502671676 53,508 0.000
5 ng/ml 10 pg/ml 9.381663+1,272 15.438 0.004
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Tablo 24: Elektro manyetik alan uygulanan DOX + RES farkh dozlanmn 48 saat sonrasina ait %
canhilik degerlerinin IC50 (etkin doz) degeriyle karsilagtimlmas: ( p=0.05).

48 Saat icin
DOX+RES % Canhlk Degerleri | Istatistiksel Analiz
Konsantrasyonlar {One-Simple t Test)
+PEMF
(pg/ml) Ortalama

Standart Sapma t 1]
500 pg/ml 1000 pg/ml 18,257460,858 30,985 0,001
250 pg/ml 750 pg/ml 53.,49976=1,666 BE.478 0,000
125 pg/ml 500 pg/ml 2767982, 266 43,897 0,001
100 pg/ml 250 pg/ml 14,048+0,160 24,267 0.002
50 pg/ml 200 pg/ml 11.4782£1,594 18,632 0.003
40 pg/ml 150 pg/ml 34258440861 58,392 0,000
30 pg/ml 100 pg/ml 45.3691+1,230 76,439 0,000
15 pg/ml 50 pg/ml 24,99266=2,642 T.451 0018
10 pg/ml 25 pg/ml 26,7744+2 541 41,520 0,001
5 pg/ml 10 pg/ml 12,66765+£2,226 19,753 0,003

Tablo 25: Elektro manyetik alan uygulanan DOX + RES farkh dozlanmin 72 saat sonrasma ait %
canhhk degerlerinin IC50 (etkin doz) degeriyle karsilagtimlmas: (p=0,05).

72 Saat icin
DOX+RES % Canhbk Degerleri Istatistiksel Analiz
Konsantrasyonlan (One-Simple t Test)
+PEMF
{pg/ml) Ortalama

Standart Sapma t 1]
500 pg/ml 1000 pg/ml 29.94573=1,163 44,56503 0,001
250 pg/ml 750 pg/ml T8, 78638=1,004 123,4284 0,000
125 pgfml 500 pg/ml 66,69056=2,T42 1063708 0,000
100 pgfml 250 pg/ml 26,61569=2,443 4276716 0,001
50 pg/ml 200 pg/ml 26,1223522,076 4499185 0,000
40 pg/ml 150 pg/ml 83.34978=3.112 141,1135 0,000
30 pg/ml 100 pg/ml 44, 79532 865 6967545 0,000
15 pg/ml 50 pg/ml 34.7015+2 338 54,9583 0,000
10 pg/ml 25 pg/ml 27.1584+1 563 10,12308 0,010
5 pg/ml 10 pg/ml 3B, 85552 RO5 59.45494 0,000

4.7. TUNEL Sonuclan

SKOV-3 hiicre hatimin MTT testleri sonucunda belirlenen etken dozlannin
apoptotik etkilerinin 11k mikroskobik olarak da gosterilmesi amach TUNEL testleri
yapilmistir. Degerlendirilmenin  yapilmas:1 i¢cin TUNEL yoéntemi ile boyanan
preparatlar 151k mikroskobu altinda incelenerek 5 farkh alanda toplam 100 hiicre

sayildr ve apoptotik hiicre yiizdesi belirlendi. Uzantilanm kaybetmemis ve agik renk
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boyanan hiicreler TUNEL (-) olarak, apoptotoik figiir sergileyen, morfolojik olarak
uzantilarim kaybetmis koyu boyanan hiicreler TUNEL (+) olarak kabul edildi. 24 saat
ardindan alinan etken doz gruplarna ait goriintiiler asafidaki gibi gozlendi.

kantral Do 40 pg,/mil

Res 200 pg/ml 30 pg/mil DOX +100 pg/mi RES

30 |.||:|ml nuu| |+|FEMF Res 200 ug/ml + PEME

30 pg/ml DOX +100 pg/ml RES

Sekil 21: Tunel sonuglan 4x goriintiileri.

Tablo 26: Gruplann TUNEL skorlan

Gruplar Tunel {+) hiicre sayis: %
Kontrol 9

Dox 40 pg/ml 44

Res 200 pg/ml 31

30 pg/ml DOX +100 pg/ml RES 40

30 pg/ml DOX + PEMF *47

Res 200 pgfml + PEMF 33

30 pg/ml DOX +100 pp/ml RES + PEMF 46




4.8. SKOV-3 hiicre hattinda proliferasyon ve hiicre migrasyonuna etkisnin
gosterilmesi i¢in in vitro yara iyilesme modelinin uygulanmas:

Uyguamalarnmm SKOV-3 hiicre hattimn  proliferasyon ve migrasyonuna
etkilerini gézlemlemek i¢in yara iyilesme deneyi yapildi. Well-plate tabaninda %100
yogunluga ulasan hiicrelerin fizerine pipet ucu yardimiyle ¢izikler atlmistir, Baylece
o bilgedeki hiicreler kazinarak bosalan alanin doldurulmas: 0, 12, 24 saat siirelerinde
fotograflanarak incelenmisgtir.

4.8.1. Elektromanyetik alan uygulanmayan gruplann yara iyilesme sonuglar

Fotograflar 0, 12, 24, saatlerinde yara alanlannin durumuun gézlenmesi i¢in
cekildi. Ik gozlemlerde beklendigi gibi DOX uygulanan grupta yara iyilesmesinin en
az oldufu goriildii. 24 saat sonucunda DOX uygulanan flaskin %70 yara alanina sahip
oldugu goriildii. Kontrol grubu ise en ¢ok yara iyilesmesi (dolayisiyla proliferasyon ve
hiicre migrasyonu) goriilen grup olmustur.

Kontrol DOX RES DOX + RES

Sekil 22: Etken dozlar uygulanan elektromanyetik alan uygulanmayan gruplann yara iyilesme deney
sonuglan

Te

12 saat

24 saat
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Tablo 27: Kontrol grubuna ait (,12.24 saat sonuglan. Sonuclar imaj analizi ile hesaplandigindan birim
pikselkare olarak ahnmstir.

Yara alan % | kontrol dox res dox+res
0 saat 100 100 100 100

12 saat 830557400 | 83,6170213 | B9,1894541 60,6382979
24 saat 37.7822193 | 704551716 | 65,7192982 50,6407719

Kontrol grubu

120

100

8
6
4
- M
0
res

kontrol dox

=]

=]

(=]

=

dox+res

mD E12 m24

Sekil 23: Elektromanyetik alan kullamilmayan gruplardaki yara alanlannm yiizdesi.

4.8.2. Elektromanyetik alan uygulanan gruplarmn yara iyilesme sonuglan

Fotograflar 0, 12, 24, saatlerinde yara alanlaninin durumuun gézlenmesi igin
cekildi. 1lk gdzlemlerde beklendigi gibi DOX+PEMF uygulanan grupta yara
iyilesmesinin en az oldugu goriildii. 24 saat sonucunda DOX uygulanan flaskin %77
yara alanmna sahip oldugu gériildii. Kontrol grubu ise en ¢ok yara iyilesmesi (dolayis:
ile proliferasyon ve hiicre migrasyonu) goriilen grup olmustur.
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Te

12 saat

24 saat

Sekil 24: Etken dozlar uygulanan elektromanyetik alan uygulanmayan gruplann yara iyilesme deney

sonuglan

Tablo 28: PEMF grubuna ait 0,12.24 saat sonuglan. Sonuglar imaj analizi ile hesaplandi@indan binm

pikselkare olarak ahnmgtir.
kontrol dox res dox+res
1] 100 100 100 100
12 092,2077922 920742232 863583815 856721191
24 T1,7200302 TT.0218642 T26040462 TE 1006026
PEMF grubu
120
100
80
60
40
20
i}
kontrol dox res dox+res

m0 m12 m24

Sekil 25: Elektromanyetik alan kullamilan gruplardaki yara alanlannin yiizdesi.



5. TARTISMA

Ovaryum kanseri, kadin reprodiiktif sistem kanserleri arasnda en ¢ok
dlime sebep olan kanser tiiriidiir . Giincel tedaviler 6liim oranlarim azaltrms ve
safkalim siiresi , safkalim sonrasi yasam kalitesi gibi kavramlar énem kazanmaya

baslamstir. (64, 65, 66, 67).

DOX (DOX); ovaryum, meme, akeger ve karacifer kanseni gibi birgok kanser

tiirlinde yaygin olarak kullamlan antitiimor ajandir (68, 69, 70, 71) .

DOX ile ilgili calismalar, etki mekanizmas: gerefi DNA zincir kinklarina,
serbest oksijen radikallerinin olusumuna, hiicrede apoptozun indiikklenmesine sebep

oldufunu ve teratojenik ve mutajenik etki gosterdifini ortaya koymustur. (1, 2, 3).

RES, insan ovaryum kansenn hiicrelerinde VEGF ve HIF-la'min
ekspresyonunu, PI3K / Akt ve MAPK sinyal yolunu inhibe ederek baskiladif
bildirilmistir (72).

Kanser  hiicreleri zamanla kemoterapotik ajanlara  karsi  direnc
gelistirebilmektedir. Bu direngin yilksek dozla asilmasi saghkh hiicre ve dokulara
zarar verebileceginden altematif yollar arannms ve kombine ila¢ uygulamalan
arastinlmaya baslanmustir. Ilac-ilag, ilac-antioksidan, ilag-kok hiicre vb bircok

uygulama halen ¢alismalara konu olmaktadir.

DOX direnci gosteren meme kanseri hilere hatlanyla vapilan ¢ahsmada,
RESiin, MCF-7 / ADR ve MDA-MB-231 hiicrelerinde DOX kaynakh sitotoksisiteyi
arttirdifnn gosterilmistir (73).



Patankar 2013, Topotekan + DOX kombinasyonlan kullamlmis ve SKOV-3
ve OVCAR-3 ovaryum kanseri hiicre hatlaninda bu kombinasyonun tekli uygulamalara

gijre daha iyi sonuglar verdifini gostermistir (74).

Pashaei-Asl, 2017 , SKOV-3 hiicre hatt tizerinde, 48 saatlik uygulamadan
sonra hilcre bityiimesini paklitaksel + silibinin kombinasyonu ile 6nemli él¢iide inhibe

edildigini apoptozu indiikledifini raporlamistir (75).

Nguyen wve arkadaslan, kalsiyumun, DOX sitotoksisitesi izerindeki
baskilayic1 bir etkisi oldufunu gézlemlenmis; eszamanh kalsiyum + DOX tedavisi,
sadece DOX ile muamele edilmis hiicreler ile karsilastinldifinda, énemli élgiide daha

yiiksek hiicre sag kahm ile sonu¢landifini raporlamustir (76).

Kalsiyum homeostazi, hiicre disi kalsiyum  konsantrasyonundaki
degisikliklere cevap veren gerilime bagh kalsiyum kanallan tarafindan sika bir sekilde
diizenlendigi, kanallarin Ca2 + i¢in secici gegirgenlik yoluyla etki ettifi ve birkag alt

birimin etkilesimi ile olusturuldugu raporlanmstir (77).

Kemoterdpatiklere karsi direng kazanmig hiicrelerde kalsiyum kanal bloke
edici verapamilin i¢ direncin asilmasinda ve apoptozisin indiiklenmesinde etkin

oldugu raporlanmistir (78, 79)

Doku bakimi, onarimu ve yenilenmesi ile ilgihi 6nerilen elektro manyetik alan
sinyal iletim yolu, calmoduline voltaj bagh Ca+2( fiziksel ve kimyasal uyaranlarla
aktiflegtirilen ve sayisi arttilan Ca+2) baglanmasi ile baglamaktadir (80, 81, 82, 83,
84).
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Goudarzi ve arkadaslan tarafindan diyabet hastalik modeli olusturulan wisar
albino tipi siganlarda deride yara iyilesmesine elektromanyetik alan etkisi incelenmis

ve siganlarda yara iyilesmesinin daha hizh gerceklestifi rapor edilmistir (85)

PEMF'e maruz kalma ile indiiklenen hiicre i¢1 Ca2 + 'mn salimimu, Ca2 +' nn
calmoduline daha fazla baglanmasina ve metabolizma, enflamasyon. apoptoz,
vaskiiler tonus ve diferleni ile ilgihi ¢esith akig sinyal yollanm aktiflestirdifi rapor
edilmistir (86).

Crocetti ve arkadasglan tarafindan yaplan bir ¢alismada, ultra-disiik
yvogunluklu ve frekansh PEMF tedavisinin, insan meme adenokarsinom hiicrelerinde
(MCF7) apoptozu indiikleyip indiikleyemeyecegi arastinlmistir, PEMF'e maruz kalma
MCF7 hiicrelerine sitotoksik etki gosterirken, MCF10 hiicrelerinde aym etkiyi

gistermemistir (87).

Filipovic ve arkadaglan insan meme kanseri (MDA-MB-231) ve kolon
kanseri (SW-480 ve HCT-116) hiicre hatlannda PEMF2in etkisini incelemis ve 24 —
72 saat 50 Hz 10 mT pemf uygulamasinin apoptozisi arttirdifimi raporlamiglardir (88).

Yapilan ¢cahismalarda PEMF tedavisinin proliferatif inhibisyon ve mitotik 1g
bozulmasim etkileyebilecegini, tiimér beslemesi igin gerekli neovaskiilarizasyonu

engelledigini gstermistir. (89, 90).

Rihova ve arkadaslan fareler iizerine EL4 T-cel lenfoma hiicre hatti inokiile
ederek tiimér gelistirmis ve timdr ¢apmnin kii¢lilmesine DOX ile birlikte uygulanan
elektromanyetik alamin etkilerimi incelemiglerdir. DOX + elektromanyetik alamn
sinerjik etkisinin yalmzea DOX uygulanan gruplara gére anlamh sekilde daha fazla
oldugu gosterilmistir (91).

66



Tang ve arkadaslan yaptiklan calismada, diisiik yogunluklu bir EMF ile
birlikte 7.83 Hz frekansinda bir Schumann rezonansimn B 16F 10 kanser hiicrelerinin

bilylimesini inhibe edebilecefini ghstermistir (92).

Suryani ve arkadaslan .,  Thiicre c¢ofalmasm, farkhlasmasim ve
minerallesmesini etkin bir sekilde diizenlemek i¢in optimal PEMF stimiilasyon
parametrelerinin ve osteojenik ortam takviyelerinin gerekli oldufunu géstermistir

(93).

U87 glioblastoma hiicreleri iizerinde yapilan bir calismada, uygulanan ELF -
PEMF'in UR7 hiicrelerinin biiyiimesini durduran uygulama siiresi ve elektromanyetik
alan yofunlufunun tespitinin yeni terapitik yaklasimlar gelistirmenin yolunu

acabilecegini raporlanmistir (94).

Yapilan ¢cahsmalarda elektromanyetik alana maruz kalan insan hiicrelerinin
hiicre zan gecirgenlifini pozitif etkiledifi ve tripan mavisi ve indigokarmin boyasina

gecirgenliinin artirdifn gosterilmistir [ 94,95,96,97,98].

67



6. SONUC ve ONERILER

1. SKOV-3 hiicrelerine Canhlik testleri yapilarak DOX, RES | DOX + RES, DOX+
PEMF, RES + PEMF, DOX + RES + PEMF uygulamalannin baskilayici
konsantrasyonlan bulundu. Bu degerler; DOX i¢in 40 pg/ml, RES ic¢in 200 pg/ml,
DOX+ RES 30 pg/ml DOX +100 pg/ml RES , DOX + PEMF uygulamas: igin 30
ug/ml + PEMF 75 Hz 5 volt, RES + PEMF igin 200 pg/ml + PEMF 75 Hz 5 volt, DOX
+ RES + PEMF i¢in 30 pg/ml DOX +100 pg/ml RES + PEMF 75 Hz 5 volt olarak

belirlenmistir.

2. SKOV-3 hiicrelerine uygulanan TUNEL testi ve yara iyilesme modeli ile dozlann

etkinlifi tekrar test edilmis ve sonuglar teyit edilmistir.

3. In vitro yara iyilesme modeli SKOV-3 hiicrelerinin proliferasyon ve migrasyonuna
kombine ve tekli uygulamalann etkileri gézlemlenmistir. Kontrol gruplaninda hizla
cogalan SKOV- 3 hiicreleri ¢izik atilan kisrm kapatirken, DOX 30 pg/ml + PEMF 75

Hz 5 volt gruplaninda proliferasyon ve migrasyon minimum seviyede goriilmiistiir.

3. DOX ve PEMF’in hiicre zan kalsiyum kanallan ile direkt ilgili oldugu
bilinmektedir. DOX ve PEMF’in kombine uygulamasimin tekli uygulamalara gére
daha etkili oldugu sonucu bu birliktelifin kalsiyum kanallanm etkilemesiyle ilgili

oldugunu diistindiirtmektedir.

4. Kalsiyum kanal yapis1 ve kalsiyvum mekanizmasimn DOX + PEMF birliktelifindeki
etkisinin kesin olarak anlasilabilmesi i¢in molekiller diizeyde kalsiyum kanal
proteinlerinin ekspresyonu, hiicre i¢1 ve disi kalsiyum seviyelerinin 6lglimler

incelenerek bu birliktelie dair yeni kamitlar bulunabilir.

5. DOX PEMEF ile kombine kullamldiginda, DOXin tekli kullammina gére daha diigik
dozda etkin degere ulastifim gostermektedir. DOXin saghkl hiicreler tizerindeki
toksik etkisi bilinmektedir. PEMF gibi harici bir uygulama irritasyona yol agmadan

diisiik dozlarda etkin kanser tedavisi saglanmasma yardimer bir aparat kullanilabilir.
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6. Kullamlan kemattropatik ilaclarin dozlarinin PEMF ile diisiiriilmesi. kemoerapinin
yan etkilerini azaltacafi gibi yiltksek saihk giderlerinin diismesine de katkida

bulunabilir ve iilkemizin disa bafimlilifim azaltmada etkili olabilir.

7. Calismada elde edilen bulgulann yayin olarak sunulmasi ile kanser tedavisinde yeni
vaklasimlar kazandinlmasi ve tedavilerin  gelistirilmesine yardimer  olmasi

amaclanmaktadir.

8. Sonug olarak tiim verilenimiz degerlendirildifinde diisiik darbeli elektromanyetik
alan kanser tedavisinde kematerdpatik ajanlann etkisini arttmer bir  aparat

kullamlabilecef gostenlmastir.
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Girigimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Karar Formu
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Karar No: 25
Tarih : 23.01.2019

KARAR

SKOV-3 hiicre hattinda Doksorubicin ile indiiklenen apoptozise Resveratrol ve PEMF’in etkisinin
incelenmesi adh calismamz i¢in yapmis oldugunuz etik kurul izni maksath miiracaatimz;
Kurulumuzun 14.11.2018 tarihli ve 383 sayil karar ile llag etkinligi oldugu gerekgesi ile Klinik Arasturmalar Etik Kuruluna
bagvurulmasi dnerilmiy ve reddedilmistir. S6z konusu galismamz igin 2019-0771 sayili yazimizla yapmug oldugunuz itiraz
bagvurusu kurulumuzca kabul edilmis ve calismamz kurulumuzda tekrar incelenmistir. Inceleme sonucunda alismanin basvuru
dosyasinda belirtilen merkezlerde gergeklestirilmesinde etik ve bilimsel sakinca bulunmadigina toplantiya katilan etik kurul
iiyelerinin oy birligi ile karar verilmistir,
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Non-Interventional Clinical Studies
Institutionel Review Board
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From : Assoc. Prof. Orhan GOKALP, MD, Chair
Date £ 23.01.2019

IRB # : 25

Study Title : Investigation of the effect of Resveratrol and PEMF on Doxorubicin-induced apoptosis in the
SKOV-3 cell line.

At its board meeting 23.01.2019 your submission for the above referenced research study has

received review and approval from Izmir Katip Celebi Non-Interventional Clinical Studies Institutional
Review Board.

Assoc. Prof. Orhan GOKALP
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