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DARBELI ELEKTROMANYETIK ALANA KISA VE UZUN SURELI
MARUZIYETIN OLEiK ASIT iLE MUAMELE EDIiLEN BEYIiN
HUCRELERINDE NORONAL APOPTOZ MEKANIZMALARI UZERINE
MOLEKULER ETKIiLERIi
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Darbeli elektromanyetik alan (PEMF), diisiik frekanshi bir
elektromanyetik alan olup, calismalar PEMF uygulamasinin parkinson hastaligi,
ameliyat sonrast agri ve 6dem, kronik yaralarin tedavisi, norodejeneratif ve okiiler
hastaliklarin tedavisi, kanser hiicrelerinin tedavisi gibi alanlarda kullanildigini
gostermistir. Apoptoz, genel olarak hiicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri,
proapoptotik ve antiapoptatik proteinler arasindaki denge ile diizenlenen, RNA, protein
sentezi ve enerjiye gereksinim duyan programlanmis hiicre oliimiidiir. Membran
fosfolipitlerinin ana bileseni olan oleik asitin, kanser tedavisinde otofajik veya apoptotik
hiicre 6liimlerini tetikledigi noronal hiicrelerde dahil olmak iizere ¢esitli hiicre kiiltiirii
caligmalarinda gosterilmistir. Literatiirde, erken cocukluk ¢aginda goriilen, sempatik
sinir sisteminin Onciil hiicrelerinden kdken alan kotii huylu bir beyin tiimori olan
noroblastomanin hiicre hattinda oleik asit ile birlikte PEMF maruziyetinin apoptotik
mekanizmalarda rol oynayan 6nemli proteinler {lizerine molekiiler etkilerinin birlikte
arastirildign calismalar kisithdir. Ozellikle, 75 Hz frekansinda, 1 mT yogunlugunda
PEMF’ye kisa (15 dk) ve uzun siireli (12 saat) maruziyetin, oleik asit ile muamele
edilen insan noroblastoma hiicre hattinda noronlar dahil olmak iizere bir¢ok hiicre
tipinde apoptozun diizenlenmesinde anahtar rol oynayan genlerden TP53, bcl-2, bax, ve
kaspaz-3’iin mRNA diizeylerinin incelendigi ¢alismalar yok denecek kadar azdir. Bu
bilgiler 1s1ginda sunulan ¢aligmanin amaci, oleik asit ile muamele edilen insan
noroblastoma hiicre hattin1 75 Hz, 1 mT PEMF’ye hem kisa (15 dk) hem de uzun siire
(12 saat) maruz birakarak, oleik asit ile birlikte PEMF maruziyetinin maruziyet siiresine
bagl olarak apoptoz mekanizmasindaki etkilerini molekiiler tekniklerle arastirmaktir.
SH-SYS5Y noroblastoma hiicreleri 6 gruba ayrilmistir: 1. Grup: kontrol grubu, 2.Grup:
Oleik asit maruziyetine birakilan grup, 3. Grup: Oleik asit muamelesinin ardindan 15
dk, 75 Hz-140.2 mT PEMF maruziyetine birakilan grup, 4. Grup: Oleik asit
muamelesinin ardindan 12 saat, 75 Hz-1+0.2 mT PEMF maruziyetine birakilan grup, 5.
Grup: 15 dk, 75 Hz-1+0.2 mT PEMF maruziyetine birakilan grup, 6. Grup: 12 saat, 75
Hz-140.2 mT PEMF maruziyetine birakilan gruptur. Hiicre canliligt Alamar Mavisi
(Alamar Blue) teknigi ile apoptozun indiiklenip/indiiklenmedigi Akis Sitometrisi (Flow
Cytometry) yontemi ile, TP53, Bcl-2, bax, ve kaspaz-3’in mRNA seviyeleri ise Real
Time PCR teknigi ile belirlenmistir. Elde edilen sonuglar toplu olarak
degerlendirildiginde, oleik asit muamelesinin ardindan 12 saat 75 Hz frekans 1+0.2 mT



yogunlukta PEMF’ye maruziyetin SH-SYS5Y hiicre hattinda kontrol HaCaT hiicre
hattina kiyasla hiicre canliligini azaltici, TP53, kaspaz-3, bax ekspresyonunu arttirici,
Bcel-2 ekspresyonunda ise azaltict etki gostererek hiicreleri apoptoza siiriikledigi
bulunmustur. Elde ettigimiz bilimsel verilerle PEMF uygulamasinin insan beyin
hiicrelerinde oleik asit ile birlikte apoptoz mekanizmasi {izerine etkileri incelenmis,
klinik ve biyomedikal uygulama alanlarinin genisletilmesine katki saglanilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Darbeli Elektromanyetik Alan, oleik asit, apoptoz,
noroblastoma, kanser, SH-SY5Y hiicre hatti
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ABSTRACT

THE MOLECULAR EFFECTS OF SHORT- AND LONG-TERM EXPOSURE
TO A PULSED ELECTROMAGNETIC FIELD ON THE NEURONAL
APOPTOSIS MECHANISMS IN OLEIC ACID-TREATED BRAIN CELLS

ETIN
Ebru ¢
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Pulsed electromagnetic field (PEMF) is a low-frequency electromagnetic field,
and studies have demonstrated that PEMF application is used in the treatment of
Parkinson's disease, postoperative pain, edema, chronic wounds, neurodegenerative and
ocular diseases, and cancer cells. Apoptosis is a programmed cell death, in which cells
undergo self-destruction, regulated by the equilibrium between proapoptotic and
antiapoptotic proteins, and requires RNA, protein synthesis, and energy. Oleic acid, the
main component of membrane phospholipids, has been demonstrated in numerous cell
culture studies including neuronal cells to trigger autophagic or apoptotic cell death in
cancer treatment. In the literature, studies investigating the molecular effects of oleic
acid and PEMF exposure on key molecules involved in apoptotic mechanisms in the
cell line of neuroblastoma, a malignant brain tumor originating from the precursor cells
of the sympathetic nervous system, are limited. Especially, studies examining the effects
of 75 Hz frequency, 1 mT intensity of short- and long-term PEMF exposure on the
mRNA levels of key genes such as TP53, Bcl-2, bax, and caspase-3 in apoptosis
regulation in oleic acid-treated human neuroblastoma cell line are very scarce. In the
light of this knowledge, the objective of the present study was to expose the oleic acid
treated-human neuroblastoma cell line to 75 Hz, 1 mT PEMEF for both short (15 min)
and long (12 hours) term, and to investigate the effects of PEMF exposure together with
oleic acid on the apoptosis mechanism depending on the exposure time with molecular
techniques. SH-SYSY neuroblastoma cells were divided into 6 experimental groups:
Group 1: control group; Group 2: Oleic acid treated group; Group 3: The group exposed
75 Hz-14£0.2 mT PEMF for 15 min following oleic acid treatment; Group 4: The group
exposed 75 Hz-1+0.2 mT PEMF for 12 h following oleic acid treatment; Group 5: The
group exposed to 75 Hz-1+0.2 mT PEMF for 15 min; and Group 6: The group exposed
to 75 Hz -1+0.2 mT PEMF for 12 h. Cell viability, apoptosis, and mRNA levels of
TP53, Bcl-2, bax, caspase-3 were determined by Alamar Blue, Flow Cytometry, and
Real-Time PCR techniques, respectively. Overall findings demonstrated that exposure
to PEMF at 75 Hz frequency and 1+£0.2 mT intensity for 12 h following oleic acid

il



treatment induce apoptosis in SH-SY5Y cell line by reducing cell viability, increasing
TP53, bax, and caspase-3 expressions, and decreasing Bcl-2 expression. With the
obtained scientific data, the effects of PEMF application on the apoptosis mechanism in
human brain cells combination with oleic acid have been examined, contributing to the
expansion of clinical and biomedical applications.

KEYWORDS: Pulsed Electromagnetic Field, oleic acid, apoptosis, neuroblastoma,
cancer, SH-SYS5Y cell line
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler:

cm : santimetre

dB : Manyetik Alan
d : Telin Kiigtik Pargasi
dH,O : Distile Su

g : Gram

kg : Kilogram

M : Molarite

mA : Miliamper

mg : Miligram

mL : Mililitre

mM : Milimolar

mm : Milimetre

ms : Milisaniye

nm : Nanometre

s : Saniye

V/m : Volt/Metre
Wikg : Watt/Kilogram
W/m? : Watt/Metrekare
A : Dalga Boyu

uT : Mikro Tesla

po : {letkenligin Gegirgenligi
ug : Mikrogram

uL : Mikrolitre

uM : Mikromolar
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°C

Kisaltmalar

A
AH
ATCC

ATP

BT

dH20
DMSO
DNA

E

EFA
ELF-EMF
EMF
EMEM
FBS
GHz
GST
HaCaT
Hela
Hz

I

: Birim Vektori

: Santigrat Derece

: Amper

: Alzheimer Hastalig1

: Amerikan Tipi Kiiltiir Kolleksiyonu
: Adenozin Trifosfat

: Manyetik Alan

: Bilgisayarli Tomografi

: Ornek Seyreltme Faktorii

: Distile Su

: Dimetil Siilfoksit

: Deoksiriboniikleik asit

: Elektriksel Alan

: Esansiyel Yag Asidi

: Asir1 Diisiik Frekansli Elektromanyetik Alan
: Elektromanyetik Alan

: Eagle Minimum Besi Ortam1

: Fetal S1g1ir Serumu

: Giga Hertz

: Glutatyon S-Transferaz

: Insan Epidermal Keratinosit Hatt1
: Rahim Agz1 Kanseri Hiicresi

: Hertz

: Bobinden gegen akim miktar1
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ICNIRP

ICso
[lag/Madde

IFN-y
KHz
MHz
mRNA
MRI
mT
MUFA
OA
PBS
PEMF
PKC
PUFA

p33

RF-EMF
RNA

ROS

SAR

SD

SD
SH-SY5Y

SMF

: Uluslararasi Iyonlastirict Olmayan Radyasyondan

Komisyon
Toplam Hiicre Sayisimin Yarisini  Inhibe

Konsantrasyonu

:Interferon gamma

: Kilo Hertz

: Mega Hertz

: Mesajc1 RNA

: Manyetik Rezonans Goriintiileme
: Mili Tesla

: Tekli Doymamis Yag Asidi

: Oleik Asit

: Fosfat Tamponu

: Darbeli Elektromanyetik Alan
: Protein Kinaz C

: Coklu Doymamis Yag Asidi

: Timor Protein 53

: Bobin Yaricap1

: Radyo Frekans-Elektromanyetik Alan
: Riboniikleik Asit

: Rekaktif Oksijen Tiirleri

: Devir Sayisi

: Ozgiil Sogurma Orani

: Sprague Dawley

: Standart Sapma

: Noroblastoma Hiicre Hatt1

: Statik Manyetik Alan
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STAT

T

TNF-alfa
Tripsin-EDTA
TSCC

\Y%

\Y%

WHO

Xo

: Sinyal Iletimcileri ve Transkripsiyon Aktivatdrleri
: Tesla

: Timor Nekroz Faktori Alfa

: Tripsin Etilen Diamin Tetra Asetik Asit

: Primer Tiroid Squamoz Hiicre Karsinomu

: Volt

: Reaksiyon Kuyucugundaki Numune Hacmi (mL)
: Diinya Saglik Orgiitii

: Bobin yarigap ekseni

: Devir Sayis1
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1. GIRIS

Beyin, ana islevlerini siirdiirmek i¢in siirekli ve dnemli bir enerji kaynagina
ihtiya¢ duyar (Romanoa ve ark. 2017). Glikoz, temel enerji verici substrati olmaya
devam etse de, artan kanitlar, beynin yag asitlerini ve keton cisimcikleri gibi diger
dolasimdaki substratlar1 kullanarak farkli metabolik kosullara uyum saglayabildigini
gostermektedir (Belanger ve ark., 2011). Yag asitleri, biyolojik zarlarin ana bilesenleri
olup hiicre i¢i sinyal yollarinda 6nemli roller oynamakta, kimyasal olarak doymus ve
doymamis (tekli doymamis (MUFA) ve ¢oklu doymamis (PUFA)) yag asitleri olarak
simiflandirilmaktadirlar (Giulitti ve ark., 2021). Beyaz yag dokusundan sonra viicuttaki
en yiiksek lipid icerigine sahip organ olan beynimizde enerji metabolizmasinin &tesinde,
beyin yag asitlerinin kendileri veya onlarin metabolitleri, anti-inflamatuar ve
noroprotektif molekiiller olarak bir¢ok temel fonksiyonda gorev almakta (Romanoa ve
ark., 2017), beynimizde lipidlerin biyosentezi ve birikimi noral hiicre zarlarinin
gelisimle iliskili biyogenezi sirasinda, beyin yapisinin ve islevinin korunmasinda 6nemli
bir rol oynamaktadir (Natali ve ark 2007).

Oleik asit (OA), n-9 ailesinden tekli doymamis yag asidi (MUFA) siifinda olup
zeytinyaginin bir bilesenidir, esansiyel bir yag asidi (EFA) degildir fakat beyinde
membran fosfolipidlerinin ana bileseni olup beynin uygun gelisimi ve isleyisi i¢in
gerekli bir yag asidi oldugu ¢alismalarca raporlanmistir (Casey ve ark. 2019; Mermer ve
ark. 2020). Oleik asitin, kanser tedavisinde otofajik veya apoptotik hiicre dliimlerini
tetikledigi (Aits, 2009; Niso-Santano, 2015; Jiang ve ark. 2017), bazi ndron olmayan
hiicre populasyonlarinda proapoptotik kapasitesiye sahip oldugu bilinmektedir (Duval
ve ark. 2002; Klumpp ve ark. 2002; Wrede ve ark. 2002; Maestre ve ark., 2003;
Puertollano ve ark. 2003). Ayrica, oleik asitin insan ndroblastoma kiiltiirii dahil cesitli
noronal kiiltiirlerde (sigan embriyonik korteks primer ndronal kiiltiirii, neonatal si¢an
hipokampusundan ndéron ve astrosit karigimi kiiltliri) apoptozu indiikledigi
gosterilmistir (Zhu ve ark. 2005).

Apoptoz, genel olarak hiicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri, proapoptotik ve
antiapoptatik proteinler arasindaki denge ile diizenlenen, RNA, protein sentezi ve
enerjiye gereksinim duyan programlanmis hiicre olimiidir (Coskun vd., 2011).
Apoptoz, hiicre disindan (hiicre yiizeyindeki oliim reseptorleri) ve hiicre iginden
(mitokondriyal yolak) olmak iizere iki ayr1 mekanizma ile indiiklenebilir (Atagiin vd.,
2011). Mitokondriyal yolakta, hiicrenin 6liimiine ya da yasamina karar verecek olan en
onemli faktor sitokrom-c’nin mitokondriden sitoplazmaya salinmasini baslatan
apoptozis uyarict proapoptotik (bax, bcl-xs, bad, bim, bid), ve sitokrom-c’nin
mitokondriden sitoplazmaya salinmasini1 baskilayan apoptozis baskilayici antiapoptotik
(Bcl-2, bel-x1, mcl-1) iiyeleri bulunan Bcl-2 ailesinim iiyeleridir (Pistritti vd., 2016).
ATP ve dATP varliginda sitokrom c’nin Apaf-1’e baglanmasit prokaspaz-9’un
aktivasyonuna yol acar, aktiflesen kaspaz-9 da daha sonra apoptozisi gergeklestiren
kaspazlar1 (kaspaz-3 gibi) aktive eder (Roberts vd., 2012). Her dokunun eksprese ettigi
kaspaz tipi farkliyken, Kaspaz-3 neredeyse bircok dokuda bulunan yaygin bir kaspazdir
(Coskun vd., 2011). Apoptozis, genotoksik ajanlarin etkisiyle yaratilan agir DNA
hasarina yanit olarak gelisen p53’iin indiiksiyonuyla da baslatilabilir. indiiklenen p53,
bir pro-apoptotik Bcl-2 ailesi {iyesi olan bax’in indiiksiyonuna yol acararak apoptozisi
baglatir (Xu vd., 2020). Beyin kanser hiicreleri iizerine yapilan hiicre kiiltlirii
caligmalari, farkli frekans ve dalga boyuna sahip PEMF nin belirli zaman araliklariyla
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uygulanmasinin apoptoz ve apoptoza bagli genlerin seviyelerinde degisiklige neden
oldugunu gostermistir (Akbarnejad vd., 2017; Amiri vd., 2017; Kaszuba vd., 2018).

Elektromanyetik alan elektrik alanin ve manyetik alanin birbirine dik
dogrultuda bulunarak zamanla degisip elektromanyetik alani olusturmasi ile ortaya
cikar. Disiik frekansli EMF uygulamalariin iginde en dikkat ¢ekeni belirli dalga
formuna ve genlige sahip olan “Darbeli Elektromanyetik Alan (Pulsed Electromagnetic
Field) (PEMF)”dir (Krath vd., 2017). PEMF’ler darbeli sinyallerle tiretilir, manyetik
alan tepe degeri miliTesla(mT) ve dU/degisim orani (dt) hizlidir (milisaniye) (Vadala
vd., 2016). Yapilan ¢alismalar, diisiik frekans ve yogunluga sahip PEMF’nin yumusak
doku hasar1 veya kiriklarin iyilesmesinde, segici psikiyatrik bozukluklari, ameliyat
sonrasi agri, cilt lilserleri, migren, ndrodejeneratif bozukluklar gibi ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde kullanildigini, hiicre zarinin gegirgenligini arttirdigini, hiicre proliferasyonu
saglayarak yara iyilesmesinde kullanilabilecegini gostermistir (Vadala vd., 2016;
Demirel vd., 2016; Giimiisay vd., 2016). Ayrica, PEMF’nin ¢ok cesitli kanserli hiicre
kiiltirlerine direkt ya da kematerapdtik ilaglarla birlikte uygulanmasinin hiicre
canliligimi degistirdigi, kanserli hiicre proliferasyonunu engellereyerek apoptozu
indiikledigi raporlanmistir (Akbarnejad vd., 2017; Amiri vd., 2017). Farkli frekans
(1Hz, 50 Hz, 100 Hz, 125 Hz, 200 Hz, 275 Hz) ve dalga boyuna (10 G, 50 G, 70 G, 100
G, 1000 G) sahip diisik frekansli elektromanyetik alanlarin (ELF-EMF), statik
manyetik alanlarin (SMF), farkli frekanstaki radyo frekanslarin (900 MHz, 2.1 GHz
RF), farkli frekans (1Hz, 50 Hz, 100 Hz) ve dalga boyunda (50 G, 70 G, 100 G, 100 G)
PEMF’nin, farkl siirelerde (giin, saat) maruziyetinin kanser hiicrelerinde (meme
kanseri, kemik kanseri, cilt kanseri, beyin kanseri hiicreleri gibi) etkilerinin aragtirildigi
in vivo ¢alismalar mevcuttur (Akbarnejad vd., 2017; Amiri vd., 2017).

Literatiirde, erken ¢ocukluk ¢aginda goriilen ve sempatik sinir sisteminden
kaynaklanan kotli huylu bir beyin tiimorii olan insan néroblastoma hiicre hatti iizerinde,
belirli bir frekansa ve dalga boyuna sahip PEMF’nin hem kisa hem de uzun siireli
maruziyetinin maruziyet siiresine bagli olarak apoptoz mekanizmalarina etkilerini
arastiran ¢alismalar yok denecek azdir. Ozellikle, beyin kanser hiicrelerinde hiicre
proliferasyonu ve/veya hiicre oliimiine, apoptoz mekanizmalarina etkileri ve etki
mekanizmalar1 tam olarak aydmlatilmamis olan oleik asitin PEMF ile birlikte
degerlendirildigi ¢alismalar yok denecek kadar azdir. Tez calismasi, daha once yapilan
calismalardan farkli olarak, farkli konsantrayon ve siirelerde oleik asit ile muamele
edilen insan néroblastoma hiicre hattin1 75 Hz, 1| mT PEMF’ye hem kisa (15 dk) hem de
uzun silire (12 saat) maruz birakarak, oleik asit ile birlikte PEMF maruziyetinin
maruziyet sliresine bagl olarak hiicre canlilifina, apoptozu indiikleyip indiiklemedigine
ve apoptoz mekanizmasinda rol alan kilit molekiillerin (kaspaz-3, Bcl-2 gen ailesinden
antiapoptotik “bcl-2” ve proapoptotik “bax”, ve tiimdr baskilayict bir gen olan “TP53”)
mRNA diizeylerine etkilerini farkli molekiiler tekniklerle inceleyerek literatiire katki
saglamay1 amaglamistir. Elde edilen bilimsel verilerle, beynin uygun gelisimi ve isleyisi
icin gerekli bir yag asidi olan oleik asit ile birlikte PEMF uygulamasinin insan
noroblastoma hiicrelerinde apoptoz mekanizmalarindaki etkileri farkli molekiiler
yontemlerle incelenerek, beyin tiimdrlerinin progresyonu ve tedavisinde doymamis yag
asitlerinin kullanimi1 ve bunlarin PEMF ile birlikte uygulanmasiyla biyomedikal
uygulama alanlarimin genisletilmesine katki saglanilmasi hedeflenmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Elektromanyetik Alan

Elektromanyetik alan teorisi pusulanin ¢aligma prensibinin diinyanin kendi
manyetik alanini liretmesinden kaynakli oldugunu ortaya koyarak 1820’lerde Michael
Faraday tarafindan kesfedilmistir. Birim yiike etki eden elektrik kuvveti olan elektriksel
alan ve Lorentz kuvveti ile tanimlanan hareketli elektrik yiiklerine etki eden kuvvet olan
miknatislarin  (manyetik alan) birlesmesi ile yiiklerin hareketi ile elektromanyetik
alanlar (EMF) meydana gelir (Seker ve Cerezci, 2000). Elektromanyetik alani olusturan
voltajdan kaynaklanan elektrik alanin yogunlugu (E), birimi Volt/metre (V/m) olup ve
manyetik alanin yogunlugu (B), birimi Tesla (T) ya da yaygin kullanimi ile mikroTesla
(mT) arasindaki iliski Maxwell denklemi ile tanimlanmistir. Manyetik alanin
uluslararas1 birimi (SI) olan Tesla Nikola Tesla’nin soyadindan gelmekte olup yaygin
kullanimda biiyiik bir birim olmakla birlikte ABD’de Gauss (G) birimi kullanilmaktadir.
1T=10.000G olarak kabul goriiliip, yaygin olarak kullanilan mT’da ise esitlik 1pT=10
mG’dir.

Elektromanyetik alana maruz kalma ve smir seviyesi WHO tarafindan
belirlenmistir. WHO’ya gore elektrik alana (V/m) maksimum maruziyet siiresi dogal
alan da 200, enerji hatt1 (hatta uzak evlerde) 100, enerji hatt1 (hattin altinda) 10.000,
elektrikli tren-tramvayda 300, TV ve bilgisayar ekraninda ise 10 olarak belirlenmistir.
Manyetik yogunluga (uT) maksimum maruziyet siiresi ise dogal alanda 70 (diinya
manyetik alani), enerji hatt1 (hatta uzak evlerde) 0.2, enerji hatt1 (hattin altinda) 20,
elektrikli tren-tramvayda 50, TV ve bilgisayar ekraninda ise 0.7 olarak belirlenmistir.
(WHO, 1999) (Tablo 2.1).

Cizelge 2.1. Kaynaga Gore Elektrik ve Manyetik Alan Maruziyet Sinirlar

Maksimurm Maruziyet
it Elekirik alan (V/im) Ma::EIil-c yoduniuk (puT)
Dogal Alan 200 70 (dinya manyetik alan)
Enerji Hath (hatta uzak evierde) 100 0.2
Enerji Hatt (hattin attinda) 10 000 20
Elekirikli tren-tramvay 300 50
TV ve bilgisayar ekrani 10 0.7

WHO (1999) What are electromagnetic fields?,
http://www.who.int/peh-emf/about/WhatisEMF/en/ (erisim : 27/03/2008).

Manyetik alanlar; Statik Manyetik Alan (SMA) ve Zamanla Degisen Manyetik
Alan’dir. Statik manyetik alanlar kendiliginden varolmakla birlikte ayni zamanda yapay
olarak da elde edilebilirler. Frekanslar1 0 Hz’dir. Elektromanyetik radyasyon 3-3000 Hz
araligindadir ve insan yapimidir. Cok genis bir dalga boyu ve frekans araligina sahiptir.
Bu aralik elektromanyetik spektrum olarak bilinmekte ve adlandirilmaktadir.

Elektromanyetik spektrum genel olarak azalan dalga boyu, artan enerji miktari
ve frekans sikligina gore 7 farkli cesitte siniflandirilmaktadir. Bu siniflandirmalar
sunlardir; radyo dalgalari, mikrodalgalar, kizilotesi (IR), goriiniir 151k, ultraviyole 151k
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(UV), iyonlastiric1 radyasyon olan 10'°-10*' frekans araligindaki X-1sinlar1 ve nanometre
dalga boyunda gama isinlari. Genellikle, radyo dalgalar1 gibi diisiik enerjiye sahip
radyasyonlar frekans olarak ifade edilir; Mikrodalgalar, kizilotesi, goriiniir ve UV 15181
dalga boylar1 olarak ifade edilir; X-1sinlar1 ve gama 1sinlar1 gibi yiiksek enerjiye sahip
radyasyon tiirleri ise foton basina diisen enerji miktar1 cinsinden ifade edilmektedir
(Sekil 2.1.).

| iyonlastiric1 Radyasyon
Diisiik frekans . »  Yiiksek frekans
DNEZENGANVAVAVAVAITT T
FTI S (N NS (Y T S NS S TR N L S T NS

108 10¢ 10¢ 1012 | 1{]‘5 108 1021
PR (T TN TN (N TR W NN MU N

3001z 3kHz 30kHz 300%Hz 3mHz 30miiz 300mHz 3GHz 306Hz 300GHz 3THz | i

b radyo spektrumu THz kizil btes

Longuwave i i i Microwave

i1F we Powr iour

 goriiniir 15t (nm)
¢ 700-400 : L

dly B a TNy Bui
8T Tpmal

Sekil 2.1. Elektromanyetik Spektrum: a) 102 ile 1021 Hz frekans araligi; b) radyasyon
ozelliklerine gore bant isimleri; c) baz istasyonlart ve ev aletlerinden tibbi cihazlara
kadar giindelik yasantimizda elektromanyetik alana kaynaklik eden cihazlar (Kim vd.
2019).

2.1.2. Darbeli elektromanyetik alan (PEMF)

Elektromanyetik alanlar “Asir1 Diisiikk Frekansli Elektromanyetik Alan
(Extremely Low Frequency Electromagnetic Field) (ELF-EMF, <300 Hz)”, “Ara
Frekansli Elektromanyetik Alan (Intermediate Frequency Electromagnetic Field) (300
Hz-10 MHz)” ve “Radyo Frekansi (Radio Frequency) (10 MHz-300 GHz)” olmak
iizere elektromanyetik alanlarin spektrumuna gore verilen adi ve frekans araliklaridir
(Hao vd. 2018; Wang ve Zhang 2017). Diisiik frekansli EMF uygulamalarinin i¢inde en
dikkat cekeni belirli dalga formuna ve genlige sahip olan, iyonlastirici olmayan
“Darbeli Elektromanyetik Alan (Pulsed Electromagnetic Field) (PEMF)”dir (Krath vd.,
2017). PEMF devresinin temelinde sinyal iireteci ve bobin bulunmaktadir. Sinyal
iireteci ve bobinler sayesinde farkli degerlerde frekans ve genlikler tiretilir (Jiang 2018;
Kohli vd. 2020). PEMF’ler darbeli sinyallerle iiretilir, manyetik alan tepe degeri
miliTesla(mT) ve dU/degisim orani (dt) hizhidir (milisaniye) (Vadala vd., 2016). PEMF’
de yayilan manyetik alan Uluslararas1 Iyonlastirict Olmayan Radyasyondan Koruma
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Komisyonu (ICNRP) tarafindan 10 uT ve 10 mT arasinda olmas1 belirlenmistir (ICNRP
1998; Hug ve Roosli 2012).

Darbeli elektromanyetik alanlar (PEMF) periyodik alternatif akim (AC) tastyan
manyetik alanlar olmasina ragmen statik alan ve alternatif akim (AC) tasiyan manyetik
alanlara gore kesikli ve periyodik olarak dalga tiretmektedirler (Shupak vd. 2004; Jiang
2018). PEMF ile elektromanyetik alanlarin sahip oldugu sinilis dalga formundaki
“Siniisoidal Dalgalar" ve sinilis dalga formunda olmayan “Darbeli (Kare) Dalga,
“Testere Dalga” ve “Uggen Dalga” formunda ¢aligmalar yapilabilir (Pawluk ve Layne
2017; Kohli vd. 2020) (Sekil 2.2.).

Square
/ S a\ﬁrtomﬁ

Sekil 2.2. Darbeli elektromanyetik alan uygulamalarinda kullanilan siniis dalga, kare
dalga, iicgen dalga ve testere disli dalga modelleri

Darbeli elektromanyetik alan uygulamalarinda kullanilan Helmholtz bobin
sistemlerinin temel amaci, neredeyse homojen bir manyetik alan olusturmaktir. Bu
amagcla, bobinler 6zdes bobinlerden olusur. Manyetik alan siddeti iki ana parametreye
baglidir; bobin sayist ve akim. Bu nedenle simetrik olarak konumlandirilan bobinler
ayni eksen ve ayn1 yonde esit miktarda akim tasir. Bu konumlandirma merkezde diizgiin
bir manyetik alan saglar (Androjina vd., 2014). Bobinler arasindaki manyetik alan,
bobine dik olan alanlara baghdir. Ortak eksen ve ayni yondeki paralel alanlar birbirini
fesheder ve bu da sag el kuralina dayanir (Sekil 2.3.). Bir elektrik alan tarafindan
iiretilen manyetik alan1 acgiklayan “Biot-Savart yasas1” Jean-Baptiste ve Felix Savart
tarafindan 1820°de ortaya ¢ikmistir. Manyetik alani (B) olusturan hareketli yiikiin ne
kadar manyetik alan olusturdugunu Biot-Savart yasasi aciklar. Herhangi bir akimin bir
noktaya olan manyetik akimi dz, 7 var ise telin etrafinda olusan manyetik alan Biot-
Savarttir. Manyetik alan yarigapin karesi ile ters orantili, akim ile de dogru orantilidir.
Manyetik alanin yonii sag el kurali ile bulunur. Sag el kurali ile; yiiklii parcaciga etki
eden manyetik kuvvet, iletken tele etki eden manyetik kuvvet ve iletken telin
olusturdugu manyetik kuvvetin yonii bulunabilir. Sag el kuralina gore bagsparmak akim
ile ayn1 yonde olmak kaydiyla iletken teli kavradigimiz zaman dort parmak manyetik
alanmn yoriingesini ve avug ici de manyetik alanin yoniinii gosterir. Uzerinden akim
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gecen bir tel etrafindaki manyetik alan ¢embersel ¢izgi boyunca sabit biiytlikliikte ve
yonii gembere teget olacak sekilde manyetik alan olusturur.

— &}
IR el z
El 2

Al ) o)

Sekil 2.3. Helmholtz Bobin Cifti. R/2: Bobin yarigap ekseni; I: Bobinden geg¢en akim
miktari; R: Bobin yarigap1

Biot-Savart kanunu:
=3 07.dlxr
qp=H2 -4 Xr
4 r2
2.1

dﬁ, manyetik alan; dZ, telin kiiciik pargasi; I, iletken telde {iiretilen akim; r, referans
noktasindan bobinlerdeki manyetik alana olan uzakligi; 7, i birim vektorii; uo0,
iletkenligin gegirgenligi. p0 =47x10” T-m/A

Bobinlerdek dezavantaj olarak goriilen manyetik alanin homojen yayilamamasi
ve manyetik alan ile uyarilan ana bolgenin tespit edilememesi Helmhotz bobin
sisteminin farkli sekil ve boyutlar1 ile ortadan kalkmaktadir (Jiang 2018; Kohli vd.
2020) (Sekil 2.4.).

[

a b c

Sekil 2.4. PEMF devrelerinde kullanilan bobin gesitleri: a) Helmholtz Bobin; b)
Ruben's Bobin; ¢) Fransleau-Braunbeck (Ganesan vd. 2009).
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2.2. Kanser Gelisimi ve Fizyolojisi

Kanser ylizyillardir hakkinda aragtirma yapilarak tedavi yontemi aranan ve hala
da bilimsel tedavi yontemi gelistirilmekte olan genetik bozukluklarin neden oldugu,
anormal ve kontrolsiiz hiicre boliinmesinin goriildiigli bir hastalik tiiriidiir (Martinez-
Jiménez vd., 2020). Kanser diinya ¢apinda ikinci en oliimcil hastalik olmasiyla birlikte
her yil 8 milyondan fazla 6liime neden olmakta ve her giin yaklasik 4.950 yeni vaka
goriilmektedir (Siegel, Miller & Jemal, 2020). Antik Yunan’da Galen (M.S. 2.yiizyil)
kanserin sebep oldugu agrinin yengec 1sirigimin acisina benzemesinden ve sismis kan
damarlariyla sarili tiimor seklinin de yengece benzemesinden dolay1 kansere
Yunanca’da yenge¢ anlamma gelen ‘’carcinos’ ve ’carcinoma’’ terimlerini
vermislerdir. Kanser bilimi olan onkoloji ise yine Yunanca’'da sislik anlamina gelen
“oncos’’ kelimesinden gelmektedir. Antik Yunan’da ilk olarak meme kanseri daha
sonralarinda ise rahim kanseri, mide kanserinin goriilmesi ile birlikte bu kanser tiirleri
hakkinda bir¢ok bilgiye sahip olmuslardir.

19. yiizyilin baslarinda mikroskobun icat edilmesi ile birlikte tiimorler hakkinda
daha cok bilgiye sahip olunarak kanser arastirmalari hiz kazanmistir. Robert Brown
1831 yilinda ¢ekirdegin hiicredeki varligin1 kesfetmesi ile birlikte 1838’de Johannes
Miiller hiicre teorisini ortaya koymustur. Bu teorilerden yola ¢ikarak J.F. Cohnheim
1877 yilinda kanserin organizmalarda embriyonik gelisim sirasinda yanlig bolgelere
yerlesen hiicrelerin biraktigi embriyonik kalintilardan meydana geldigi teorisini 6ne
stirmiistiir. II. Diinya Savasi donemlerinde kanser tedavisinde kullanilmaya baslanan
kemoterapi ile birlikte kanser tedavisinde yeni bir donem baslamistir. Bununla birlikte
20. Yiizyilin baslarinda Avrupa’da bir¢ok kanser merkezi kurulmaya baglanarak kanser
ile miicadele giderek global bir hal almaya baslamistir. 1895°te X-Ray’in 1898’de ise
radyoaktivitenin kesfi ile kanser tedavisi ve kanser tanilarinda bir¢ok yenilik meydana
gelmigtir. Kemoterapinin yaninda immunoterapi ile organizmanin kendi tlimor
hiicrelerini oldiirerek farkli bir tedavi yonteminin amacglanmasi ile birlikte giiniimiizde
kisiye 6zgii tedavi yontemleri kullanilmaktadir.

Normal viicut hiicreleri boliiniir, biiyiir ve daha sonrasinda ise oliirler ilerleyen
yaglarda hiicre bdliinmesinin yavaglamasi ile birlikte ise yine hiicre bdliinmesi
gozlenerek doku biitlinliigii 6len hiicrelerin yeri doldurularak saglanir. Ancak kanser
hiicreleri karsinogenez sirasinda ileri genetik degisiklikler, cevresel faktorlerin
degismesi ya da apoptoz ve hiicre boliinmesinde gorev alan genetik faktorlerin
mutasyona ugramasi sonucu kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalirlar ve bu kontrolsiiz cogalma
sonucu dokularda birikerek tiimdrlerin olusumuna sebep olurlar. Metastaz kanserli
hiicrelerin kan ve lenf sistemi yolu ile bulunduklar1 dokudan baska dokulara yayilmasi
olup malign (kotii huylu) hiicreler viicutta c¢ogalarak yayilan kanserli hiicrelerdir.
Viicutta ortaya c¢iktigi dokudan viicudun farkli dokularmma yayilmayan (in-stu) ve
zamanla daha az mutasyona ugrayan hiicrelere ise bening (iyi huylu) timorler adi
verilir. (Bertram 2001; Cooper ve Hausman 2004). Timoriin ortaya ¢ikmasi ve
ilerlemesindeki ilk evre olan baslama evresi endojen (reaktif oksijen tiirleri-ROS) ve
ekzojen (sigara dumani, UV 1511) etkiler ile ortaya cikabilir. Baglatic1 ajanlar DNA’da
hasar meydana getirerek proto-onkogenleri aktif hale getirir ve tiimor baskilayict genleri
de destekleyici ajanlar ile birlikte baskilarlar.
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Kanserli hiicrelerin normal hiicrelere gore daha kontrolsiiz ¢ogalmalarinin
temelinde normal hiicre dongiisiinde dinlenme faz1 olan G, RNA ve protein sentezi
gerceklesen G, (interfaz), DNA replikasyonu gerceklesen S (sentez fazi), S fazindan
mitoza kadar gecen faz ise G, ve son saftha olan M (mitoz) fazlar gerceklesirken
kanserli hiicrelerde G|, S ve G, fazlar1 gergeklesir. (Collins ve ark. 1997; Park ve Lee
2002; Lewin 2004; Vermeulen ve ark. 2003). G1-S, S, G2-M gibi faz gegislerinde ve
metafaz-anafaz arasinda bulunan kontrol noktalarinda DNA’da bir hasar olusmussa
hiicre dongiisii G, veya G, fazlarinda durdurularak DNA onarildiktan sonra dongii
devam etmektedir (Lukas ve ark. 2004; Cabadak 2008). Tiimor baskilayici gen {iriinii
olan p53, G, fazini inhibe ederek hasarin onarilmasi igin zaman kazandirir. DNA tamir

edilemez durumda ise p53 hiicreyi apoptoza (programli hiicre olimil) siiriikler
(Vermeulen ve ark. 2005; Sadiquov 2001).

2.2.1. Noroblastoma

Beyin kanseri tiim kanser tiirleri arasinda 6liim siralamasinda diinyada onuncu
sirada yer almakla birlikte o6zellikle ¢ocuklarda kanserden kaynaklanan oOliimlerin
basinda gelen nedenlerden biridir. Oliimciil olmayan beyin kanserleri ise beynin isleyis
fonksiyonunu degistirmekte ve giinliilk yasami zorlastirmaktadir. Kanser tedavilerindeki
gelismelere ragmen beyin kanserinin tedavisi olduk¢a zordur ve halen etkili bir ilact
olmayan tiimdrler grubuna girmektedir. Beyin kanseri yavas biiyiiyen iyi huylu (I. ve II.
derece) tiimorler ve merkezi sinir sisteminde primer (kok hiicre) beyin hiicrelerinin
anormal gelisim gostermesi ve metastaz ile kanserli hiicrelerin diger organlardan kan
dolagimiyla beyine go¢ etmesi sonucunda olusan kotii huylu (III. ve IV. derece)
tiimorler olmak iizere ikiye ayrilir. Ko6tii huylu (malign) tiimorler de kendi iginde
birincil (primer) ve ikincil (sekonder) tiimorler olmak {izere ikiye ayrilir (Singh ve ark.
2003; Vescovi ve ark. 2006; Mohsen ve ark. 2018). Birincil tiimorler cerrahi
yontemlerle tedavi edilebilirken, ikincil timorler %26 oraninda beyin ve sinir
sisteminde yumusak doku sarkomlarinda %7, Noroblastomada %6, Hodgkin dist
lenfomalar ve Burkitt lenfomada %6, renal (Wilms) tiimorlerde %5 ve Hodgkin
lenfomalarda %3 oraninda goriilmektedir (Siegel, Miller & Jemal, 2016). Primer
timorler; noroepitelyal orijinliler, meningeal tiimdrler, kranyal ve spinal sinir tiimorleri,
lenfoma ve hematopoietik neoplaziler, germ hiicreli timoérler ve sellar bdlge
tiimorleridir.

Amerika’da bulunan Central Brain Tumor Registry of the United State
(CBTRUS, http://cbtrus.org) programinda 1998-2002 yillar1 arasinda yapilan bir
arastirmaya gore gore tim primer malign ve benign beyin tiimorleri ile merkezi sinir
sistemi tiimorleri yilda 100,000 kisi icerisinden her 14,800 kiside goriilmiistiir (Sawaya
ve Alfred Yung., 2007). Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansinin (International Agency
for Research on Cancer) 2008 kanser raporunda yaklagik 13 milyon insanda kanser
goriilmiis ve yaklasik 8 milyon insanin hayatim1 kaybettigi bildirilmistir. Arastirmada
beyin kanseri vakalarmin her 100.000 kisiden 238’inde goriildiigii ve sadece 64’liniin
hayatta kalabildigi rapor edilmistir. Beyin kanseri diger kanser cesitlerine gore goriilme
siklig1 en az fakat 6liim orani yiiksek kanser ¢esididir (Ferlay ve ark. 2010). Beyin
kanseri tiimorleri birkag ¢esit olmakla birlikte Diinya Saglik Orgiitii glioblastoma kanser
hiicrelerini astrosit, néroblastoma kanser hiicrelerini ise dogumdan sonraki ilk yillarda
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kaybolan embriyonel (totipotent ve pluripotent) beyin tiimorii smifi igerisine dahil
etmektedir (Vescovi ve ark. 2006).

Bebeklik ¢aginda goriilen noroblastom en fazla 2 yag alt1 cocuklarda goriilmekte
ve Ulusal Kanser Arastirmalar1 Enstitlisti'ne gore, her bir milyon ¢ocuktan % 9,5'inde
gorlilmektedir. Avrupa'da ise bu degerin yaklasik iki kat1 oldugu ve yilda yaklagik 1500
vaka tespit edildigi goriilmiistiir (Saydere 2009; Spix vd 2006). Noroblastom bir yas
altinda gerileyebilmekte fakat ilerlemedigi durumlarda metastaz yapabilmektedir
(Brodeur 2003; Saydere 2009; Togar 2013). Noroblastik tiimdrlerin en sik metastaza
ugradigi bolgeler lenf nodlar, karaciger, kemik iligi ve kemiklerdir (Sugiura vd., 1998).
Noroblastomda 1rk ve cinsiyet faktorii biliylik bir etki etmezken hastalifin ilerleme
derecesi, annenin hamilelik esnasinda kullandig1 ilaglar, annenin yasi, annenin hormonal
durumu, radyasyona maruz kalma, sigara ve alkol kullanimi, art arda sezeryan
gergeklestirmis olmasi biiylik bir rol oynamaktadir Noroblastom tanisinda ¢ocuklarda
ates, kilo kaybi, asir1 terleme, istah kaybi, kizariklik ve bas agris1 gibi durumlar etkilidir
(Maris 2007, Togar 2013).

1973 yilinda noroblastoma hastast olan 4 yasindaki kiz cocugunun kemik
iliginden elde edilen SK-N-SH hiicre hattinin alt kiiltiirleri olusturularak SH-SY ve
néron modeli olarak kullanilan SH-SY5Y hiicre hatlar1 olusturulmustur (Spinelli vd.
1982). SK-N-SH hiicre hatt1 araci (I tipi), néral (N tipi), Schwannian (S tipi)
fenotipli hiicrelerden olusurken SK-N-SH’1m alt klonu olan SH-SHS5Y hiicre hatt1 yiizen
N tipi (néroblast benzeri) hiicre ve yapigskan S tipi hiicre hatlarindan olusur (Joshi vd.,
2006). Farklilasmamis SH-SYSY hiicre hatti farklilasmis olanlara gére daha kisa,
kesikli ¢ikintilara ve daha biiyiik hiicre govdelerine sahiptirler ve kiimelesmistirler. SH-
SYS5Y hiicre hatt1 astrosit tiirevli olmasindan kaynakli olarak yildiz seklindedir.
Farklilastirilmis SH-SYS5Y hiicre hattt ndron benzeri hiicrelere benzeyerek, sinir hiicresi
uzantilarmin (norit) olustugu, nérona benzer aktivitelerde artma ve polarize 6zellikler
edindigi gorilmiistiir (Yuan vd., 2017; Pak vd., 2014; Constantinescu vd., 2007). SH-
SY5Y noroblast benzeri hiicreler, parental ndéroblastoma hiicre dizisi SK-N-SH'in bir alt
klonudur. Parental hiicre hatti, 1970 yilinda hem noroblast benzeri hem de epitel benzeri
hiicreleri i¢eren bir kemik iligi biyopsisinden iiretilmistir (Shipley vd., 2016). Calisma
farklilasmamig SH-SYS5Y noroblastom hiicreleri, disa dogru uzanan ¢ok sayida kisa
uzantiya sahip biiylik, diiz, epitel benzeri bir fenotip gosterirken, farklilasmis hiicreler
cevredeki hiicrelere baglanan birkag¢ noritik ¢ikintiya sahiptir.

2.3. Apoptoz

Yunanca’da apo (ayrilma) ve ptosis (diisme) kelimelerinden olugmus ve agagtan
diisen yaprak anlamina gelen apoptoz Carl Vogt tarafindan 1842 yilinda tanimlanmigtir
(Peter ve ark. 1997). 1920’li yillarda ‘‘nekroz biiziismesi’’ olarak adlandirilirken
1960’lar da elektron mikroskobi sayesinde 1964 yilinda Lockshin ve Williams
tarafindan programli hiicre 6limii olarak tanimlanip, ilgili aragtirmalar yapilmis olup,
1972 yilinda ise Kerr ve ark. tarafindan ilk kez apoptoz terimi kullanilmis ve giiniimiize
kadar tasinmustir (Majno vd., 1995; Otsuki vd., 2003; Ozvaran 2004; Y1lmaz 2005).

Evrendeki tiim canlilar dogum, biiyiime ve 6liim evrelerinden gecerek
Omirlerini tamamlarlar. Canlilarda ¢ogalma (poliferasyon) ve Olim oldugu gibi
poliferasyon ve Oliim arasinda da bir denge olmak zorundadir. Tek hiicreli
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organizmalilarda oliim bir tek apoptoz ile saglanirken cok hiicreli organizmalarda
viicudun sekillenmesinde Ornegin parmak aralarindaki dokunun apoptoza ugrayarak
parmaklarin agiga ¢ikmasinda, omurgali canlilarda ise embriyonik donemde sayica fazla
olan néron ve oligodentrositler apoptoz mekanizmasi ile istenmeyen hiicreleri 6liime
gotiiriilmesiyle dengede tutulur (Lumachi ve Basso 2002; Ameisen 2002; Shield ve
Mirkes 1998).

2.3.1 Apoptozun diizenlenmesi

Hiicrenin yasam siiresi ve tipine gore degismekte olan apoptoz adenozin trifosfat
(ATP) miktarinin azaltilip enerji kullanilarak, genetik olarak gerceklesecegi zamani
kontrol edilebilen 30-60 dk siiren bir savunma mekanizmast ve programli bir hiicre
oliimiidiir (Erséz 2007; Coskun ve Ozgiir 2011; Ersdz 2012). Apoptoz merkezi sinir
sisteminin sekillenmesinde, metamorfozda, parmaklarin arasindaki dokunun ortadan
kalkmasinda, tiimor olusumunda, hiicre i¢i kalsiyum dengesinin bozulmasi, Parkinson
ve Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklarda, diyabet, bagisiklik sistemi
hastaliklarinda, oksidatif stres, biiyiime faktorlerinin eksikligi, hipoksi, UV, ilaglar,
hermafroditik formdan yetiskin forma ge¢cmede, AIDS...vb. durumlarda indiiklenir
(Kannan vd., 2000; Herrmann ve Kalden 2003). Hiicrelere giren yabanci maddelerden
dolay1 hiicre strese girerek Bcl-2 ailesi tarafindan salinan apoptotik siire¢ i¢in geri
doniisii olmayan sitokrom c’nin sitoplazmaya salinmasi ve apoptoz uyarici faktor
(AIF)’lin salinmasini tetikler (Chang vd., 2000; Hu 2003; Kumar vd., 2005).

2.3.2. Apoptozda rol oynayan onemli molekiillere yakindan bakis

2.3.2.1. B-hiicreli lenfoma 2 (bcl-2) ailesi

Bcl-2 ailesi proapoptotik ve antiapoptotik iiyelerden olusan protein ailesidir. Bu
iiyelerden proapoptotik proteinlerin fazla olmasi durumunda hiicre apoptoza egilimli,
antiapoptotik proteinlerin fazla olmasi durumunda ise apoptoza daha az egilimli hale
gelir (Adams ve Cory 2001). Apotozu indiikleyen yani proapoptotik tiyeler; BHRL-1,
Bcl-xl, Bcl-w, bfl-1, brag-1, mcl-1, Al, Bcl-2 iken apoptozu baskilayan yani
antiapoptotik iiyeler; Bad, Bax, Bak, Bcl-xS, bid, bik, Hrk1’dir. Organizmalardaki
poliferasyon/6liim dengesinin bir diizen icinde denge olusturarak ilerlemesi apoptoz
mekanizmasinda apoptozu baskilayan gen Bcl-2 ve apoptozu indiikleyen gen bax orant
ile dogru orantilidir. Bcl-2/bax orani hiicrede apoptoz goézlenip gozlenmedigine dair
bilgi vermekte olup Bcl-2 oran1 daha fazla ise apoptoz baskilanir, bax orani fazla ise de
apoptoz indiiklenir (Vousden vd., 2002; Alenzi vd., 2010).

Cizelge 2.2 BCL-2 ailesinden apoptozu baskilayan ve indiikleyen genler

Apoptozu Baskilayan Genler Apoptozu Indiikleyen Genler

» Bcl-2 ailesinden; o Bcl-2 ailesinden;

BHRL-1, bcl-x1, bcl-w, bfl-1, brag- | Bad, Bax, Bak, Bcl-xS, bid, bik,
1, mcl-1, Al, bel-2

10



KAYNAK TARAMASI E. CETIN

Hrk1

Oliim sinyalinden 6nce sitozol ve hiicre iskeletinde bulunan proapoptotik
iiyeler degisime ugrayarak mitokondriyal membran1 hedef alarak birlesirler ve
mitokondri membranindaki porlarin agilmasiyla birlikte sitokrom-c salmir (Sekil 2.5.)
(Gross vd., 1999; Preisler vd., 2000).
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Sekil 2.5. Apoptoz mekanizmasi ve apoptoz mekanizmasinda rol oynayan molekiiller

(Pitolli vd., 2019).
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Bcl-2 ailesi tiyelerinin aktivasyonlari; dimerizasyon, fosforilasyon, proteolitik
bolinme ve translokasyon ile gergeklesir (Sprick vd., 2004). Dimerizasyon
mekanizmasi aktif veya inaktif Bcl-2 {iyeleri arasindaki etkilesimle agiklanirken
fosforilasyon mekanizmasinda ise Bad’in defosforile olmasiyla birlikte antiapoptotik
Bcl-2 iiyelerine baglanarak hiicreyi apoptoza yonlendirir (Downward 2004; Gross vd.,
1999; Matsuzava ve Ichijo 2001). Proteolitik bdliinmede sadece BH3 alani bulunduran
Bid sitoplazmada inaktif durumdayken Fas’in Kaspaz-8’i aktive etmesiyle birlikte
Kaspaz 8’in Bid’i boliip hiicrenin apoptozuna neden olur (Burlacu 2003; Kumar vd.,
2005; Gross vd., 1999). Translokasyonda ise sitozolde bulunan Bax’in Bax-Bax
homodimeri olusturarak mitokondriye gecisi saglanir (Burlacu 2003).

2.3.2.2. Tiimor Baskilayici Protein 53 (p53)

1979 yilinda kesfedilen 53 kDa molekiiler agirliga sahip olan TP53 geni
kesfedildigi ilk yillarda tiimorogenezi tetikleyen bir onkogen olarak tanimlansa da
yapilan calismalar neticesinde onemli bir tiimor baskilayici gen (TBG) oldugu aciga
cikarilmistir (Zilfou ve Lowe 20009).

P53, G1’den S fazina gecisi diizenleyerek DNA’da hasar olustugu sirada hasarin
tamirinde DNA gardiyan1 olarak rol oynayan bir transkripsiyon faktoriidiir, tamir
edilemeyecek duruma geldiginde ise apoptoz baslar (Offer vd., 2002). P53, bircok
hiicresel olayda yer almakla birlikte DNA tamiri ve sentezi, hiicre farklilagsmasi,
onkogen aktivasyonu, senesens ve otofajik cevabinin diizenlenmesi, plastisite, hiicre
dongiisti gibi birgok olayda rol oynamaktadir (Schmid vd., 2001; Green ve Kroemer
2009).

2.3.2.3. Kaspazlar

Kaspazlar (Cysteine Aspartate Specific ProteASES) hiicrenin apoptoza gitmesini
engelleyen proteinleri inaktive ederek apoptozu tetikleyen korunmus proteaz ailesidir
(Yerlikaya ve Dokudur 2009). Oliim sinyalleri Tiimér Nekroz Faktdrii (TNF)
reseptoriinlin st ailesi olmakla birlikte hiicre i¢inden mitokondri ve endoplazmik
retikulum araciligi ile de gonderilebilir (Rust ve Gorez 2000; Gregory ve Adler 2000).
Kaspazlar, baslatici kaspazlar (kaspaz -2, -8, -9, -10), efektor kaspazlar (kaspaz -3, -6, -
7) ve inflamatuar kaspazlar (kaspaz 1, -4, -5, -11, -12, -13, -14) olmak iizere 14 ayr1
kaspaz olmak tizere 3 gruba ayrilir (Adams ve Cory 2001). Farkli fonksiyonlari
olmasina ragmen kaspazlar kendi gruplarina ait olmayan Ozellikleri de tasiyabilirler.
Hiicre i¢inde inaktif halde bulunan monomerik prokaspaz -1, -8, -9 bir protein iskelesine
baglanip dimerize olarak veya pargalar1 arasindaki baglantinin kopmasi ile aktif hale
gelirler (Julien ve Wells 2017; Salvesen ve Riedl 2008; Vajjhala vd., 2015). Hiicre
icinde inaktif dimer halinde bulunan prokaspaz -3, -6, -7 ise parcalar1 arasindaki
baglantiy1 kendileri ya da baglatici kaspazlar yoluyla kopmasi ile aktif hale gelirler
(Vajjhala vd., 2015).

2.3.3. Apoptoz Mekanizmasi

Apoptoz mekanizmasi ekstrinsik yolak ve intrinsik yolak olmak tizere iki yolak
aracili ile gerceklesir. Hiicrenin diger hiicrelerden gelen sinyaller sebebiyle oliime

12



KAYNAK TARAMASI E. CETIN

gitmesi ekstrinsik yolak ile gergeklesirken, intrinsik yolakta hiicre stresi algiladigi i¢in
kendini dldiirtir (Raychaudhuri 2010).

2.3.3.1 Ektrinsik Yolak

TNF, FAS-L ve TRAIL 6liim ligandlar1 digaridan gelen uyarilara kars: ticlii
bilesim olusturup baska bir hiicredeki hedef reseptorlerine baglanarak apoptoz yolagini
olustururlar (Chinnaiyan vd., 1995). FAS’1n adaptér kismina FADD baglanarak DISC
olusur ve pro-kaspaz 8 aktifleserek kaspaz 8 haline gelir, eger FADD yerine FLIP
baglanir ise pro-kaspaz 8’in aktif hale gelemez ve hiicrenin apoptoza gitmesi engellenir
(Chinnaiyan vd., 1995; Nagata 1997; Nagata 1999). Kaspaz 8’in aktiflesmesi ile
birlikte BID kesilir ve mitokondriyal (intrinsik) yolak da gdrev alan antiapoptotik Bcl-
2/Bcl-x’1  inhibe ederek BAX/BAK kanallarinin olugmasi ile sitokrom-c’nin
sitoplazmaya salinmasi ile mitokondriyal yolak baslar.

2.3.3.2 intrinsik Yolak

Mitokondriden Bcl-2 geni ile sitokrom-c’nin salinmasi ile birlikte Apaf-1’e
baglanarak Apaf-1’i aktive eder ve ATP’nin de yapiya katilmasiyla heptadimerik
apoptozom kompleksi olusur (Oztiirk 2002). P53 pro-apoptotik (bcl-2, bcl-x, BAX,
PUMA) proteinlerin ifadesini arttirarak bcl-2, bel-x’in Mcl-1’e baglanarak PUMA ve
NOXA’nimn BAX ve Bak’i denetler (Adrain vd., 2001). Apoptozom kompleksindeki
APAF-1 prokaspaz-9’un kuyruk kismin1 kopararak aktif kaspaz-9 haline getirir ve diger
efektor kaspazlar1 da aktive eder (Kumar vd., 2005; Adrain vd., 2001). Aktif kaspaz-9
prokaspaz-3’ii aktive ederek kaspaz-3 olarak aktiflestirir ve aktif kaspaz-3 ise
sonlandirict kaspazlar1 (prokaspaz-2, prokaspaz-6) aktive eder (Chang ve Yang 2000;
Peter 1997). Aktiflesen kaspaz-6, prokaspaz-8 ve prokaspaz-10’u kuyrugundan
kopararak aktive etmesiyle birlikte doniisiimsiiz apoptoza yol agar (Sekil 2.6.)
(Earnshaw 1999; Gewies 2003; Peter 1997).
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Sekil 2.6. Apoptoz mekanizmasinda gozlenen ekstrinsik yolak ve intrinsik yolak

(Kamali vd., 2021).

Cok hiicreli canlilarda hiicre iiretiminin gerekli oldugu kadar dengenin
olusabilmesi igin hiicre 6liimii de gereklidir. Kanser hastaliginin tedavisinde kullanilan
kemoterapi ve radyoterapide kanser hiicreleri apoptoza gitmedigi zaman tedaviye yanit
vermez (Igney ve Krammer 2002). Kanser hastaligina karsi tedavilerin artmasi ve
kanser hiicrelerini apoptoza gotiirebilecek tedavi yontemlerinin halen genigletilmesine
ve yeni tedavi yontemlerinin bulunmasina devam edilmektedir.

2.4. Oleik Asit

Beyin metabolik faaliyetlerini siirdiirebilmek i¢in kolestrole ihtiya¢ duyar ve bu
ylizden de yiiksek miktarda kolestrol igerir (Chang vd. 2009; Yehuda vd. 2005; Youdim
vd. 2000). Beynin yapisinda da bulunan yag asitleri beyni olusturan glial, astrosit ve
oligodendrosit hiicrelerinden astrosit hiicreleri tarafindan sentezlenmektedirler (Bourre
2004; Yehuda vd. 2005). Yag asitleri tek bir karboksil grubu igermekle birlikte hiicrenin
yapisina katilarak hiicreye enerji saglarlar ve fizyolojik olaylarda rol oynarlar (Sekil
2.7.) (Burdge ve Calder 2015; Niki 2014; Wang vd. 2014). Lineloik asit ve a-lineloik
asit diyet yaglar olup ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) sentezinde rol alirlar.
(Arterburn vd. 2006; Carrie vd. 2000; Youdim vd. 2000). Tiim yag asitlerinin kanser
olusumunu tetikledigi gozlenirken ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) kanseri
Onleyici bir rolii oldugu bilinmektedir (Notarnicola vd., 2017; Pizato vd., 2018).
PUFA’lar n-3(kanser olusumunu azaltici) ve n-6 kanser olusumunu arttirict) 6zellikleri
ile bilinmesiyle birlikte 72.000°den fazla katilimci ile yapilan bir diyet ¢alismasinda n-
3’e kiyasla n-6 PUFA tiiketen katilimcilarin meme kanseri risklerinin arttig1
gozlenmistir (Chajes vd., 2008; Escrich vd., 2008).

COOH
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Sekil 2.7. Oleik asidin molekiiler yapisi.

Zeytinyagimin bir bileseni olan oleik asit (OA) ¢oklu doymamis yag asitlerine
mensuptur ve aksonal biliylime ve aksonal biiylimeyi tesvik eden proteinlerin
ekspresyonunda noronlar tarafindan fosfolipidlerin sentezinde, kanser hiicrelerinin
biliylimesini engellemektedir ancak metastazi1 yiiksek olan kanser hiicrelerinde durum
tam tersi olup hiicre 6liimiinii indiiklemektedir (Xie vd., 2016; Parisi vd., 2018; Li vd.,
2014;).

Oleik asidin kanser hiicrelerine etkileri hiicreden hiicreye degismektedir (Sales -
Campos vd., 2013; Maan vd., 2018). Kanser hiicreleri metabolik faaliyetlerini
gerceklestirmek i¢in lipidlerin de enerji kaynagi olmasindan faydalanarak timor
baskilayic1 genler ile faaliyet gosterirler. Lipidlerin ¢ift katli membrani sayesinde
kanserde aktif bir rol oynayabilecegi sOylenmistir. Yiksek yagh diyet ile yapilan bir
calismada melanom hiicrelerinde tiimor biiytimesi gerceklestigi goriilmiistiir (Cimini
vd., 2005). Hep3B ve Huh7.5 HCC hiicre hatlar1 ve saglikli karaciger insan hiicre hatti
(THLE) oleik asit ile tedavi edildiginde HCC hiicre hatlarinda saglikli hiicreye kiyasla
daha fazla lipid birikimi, hiicre canliliginda azalma ve apoptozu indiikledigi
gozlenmistir (Giulitti vd., 2021). Baska bir ¢alismada hepatosit hiicre dizilerinin (LO2,
HepG2) 48 saat boyunca oleik asit ile tedavisinin, hiicre canliliginin azalmasiyla iliskili
biiylik bir lipid birikimine yol ag¢tig1 gosterilmistir (Yao vd., 2011). Oleik asit ile tedavi
edilen primer tiroid squaméz hiicreli karsinom (TSCC) hiicrelerinde (CAL27, UMI)
apoptotik proteinlerden cyclin-D1 ve bcl-2 ekspresyonunda azalma, p53, caspase 3
ekspresyonunda ise artis gézlenmistir (Jiang vd., 2018).
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3. MATERYAL VE METOD
3.1.PEMF Devre Tasarim

Darbeli elektromanyetik alan (PEMF) devresinin Helmholtz bobini (EM-6715),
manyetik alan sensorii (PS-2162), elektromanyetik alan iireteci (Pasco; UI-5000) ve
Pasco Capstone Yazilimi (UI-5400) Pasco (Kaliforniya, ABD)’dan satin alinmustir.
Helmholtz bobini, manyetik alan sensorii, Pasco 850 sinyal iireteci ve diger ara
pargalardan olusan PEMF cihazinin ana semasi1 Sekil 3.1de gdsterilmistir.

Helmholtz Bobini
Manyetik Alan /‘ \

U 87-MG Glioblastoma Hiicresi

Platform Ayag

Pasco 850 Sinval Ureteci
Platform Ayag;

Helmholtz Bobin Althig

Sekil 3.1. Manyetik alan saglayan helmholtz bobin ¢ifti, bobinlerin sabitlendigi
helmholtz bobin altlig1, platformun sabitlenmesini saglayan platform ayaklari, bobinlere
elektromanyetik alan saglayan Pasco 850 sinyal iireteci, manyetik alan1 6lgen manyetik
alan sensorii ve PEMF’ye maruz birakilan SH-SY5Y insan néroblastoma hiicrelerini
iceren ve petri kabindan olusan Darbeli Elektromanyetik Alan (PEMF) Diizenegi.

PEMF devresinin gii¢ kaynagi olarak Cizelge 3.1°deki 6zelliklere sahip Pasco
850 Universal Interface model sinyal iireteci (Pasco- 012-12355B) kullanilmustir (Sekil
3.1.).

Helmholtz bobinlerinin kalinlig1 1.6 cm, i¢ yaricapi 10.06 cm ve dis yaricapi
11.37 cm olmak iizere, 500 sarimli yalitilmis bakir tellerden meydana gelmektedir.
Homojen manyetik alan olusturulabilmek adina bobinler Sekil 3.2.’de gosterildigi gibi
birbirlerine paralel olarak bakacak sekilde helmholtz bobin altligina sabitlenerek
yerlestirilmistir. Sekil 3.2.’de gosterilen PEMF devresinin sinyal treteci (Signal
Generator) ve li¢ farkli sinyal degerini (850 Output 1, 2, 3) kaydedebilen Pasco
Capstone Yazilimi ile baglantisi1 bilgisayar ortaminda gerceklestirilmistir (Sekil 3.4.).
Sensoriin iistiinde bulunan aralik se¢gme tusuyla 1x (£1000 gauss), 10x (£100 gauss) ve
100x (£10 gauss) olarak secilebilen 3 manyetik alan araligi bulunur.
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Cizelge 3.1. Pasco 850 Universal Interface model sinyal iiretecinin 6zellikleri

Dalga Sekilleri Sinis Dalga, Kare Dalga, Uggen Dalga, DC, Pozitif-Negatif Rampalar

Alternatif Akim Voltajl (Alternative Current Voltage) (AC) Besleme 250V

Dogru Akim Voltji Direct Current Voltage) (DC) Besleme v
Gli¢ Harcanmasi 15W
Frekans Arali 0.01Hz-100kHz
Maksimum Cikis Akimi 15V
Cikis Akim Olglima 10v
AgmaKapama Tusu Sinyal T:,'retec_erdn Gig/Amplifikatdr
\ Giris/Cilas Po}'lu
f‘ \ S{Cfo_850 UNIVERSAL INTERFACE 7, o o = ,fZI*‘ZQ
:- -: 7 1 2 r 3 45%.- P gHg = i ‘ = \ i
=000 0| D
4
llr T
: | =
Baglant Gasterge Isng Pasport Manvetk Alan Sensor Smyal Ureteci Ging Portu
Gins Portu

Sekil 3.2. Pasco 850 Universal Interface model sinyal iireteci.

Sensor algilama unsuru olarak probun ucunda birbirlerine dik olarak bulunan
Hall Effect aparatlarini kullanir. Aparatin biri probun uzunluguna paralel olan axial
(eksenel) olan hatlarina duyarli iken diger aparat ise proba dik olan radial (radyal-
dairesel) hatlarina duyarlidir. Sensoriin {ist kismindaki RADIAL/AXIAL anahtari
sensorlin yoniinii secer ve bu sebepten dolayr manyetik alanlar1 ayn1 anda 6lgmek
imkansizdir.

Ek olarak; sensoriin iistiinde bulunan TARE butonun sensér ¢ikisinin
sifirlanmasimi saglar. Probdaki Hall Effect aparati hicbir manyetik alana maruz
kalmadigr zaman TARE butonuna basarak sensor tipik olarak sifirlanir. Sifirlama
sensOrii 100x (10 gauss) oraninda iken istege bagli olarak EM-8652 Zero Gauss
Chamber diinyanin manyetik alaninin etkisini gidermek i¢in kullanilabilir.
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Sekil 3.3. PEMF devresinin sinyal iireteci (Signal Generator) ve Pasco Capstone
Yazilimi ile baglantisi.

Pasco Capstone Yazilim programinda, PEMF devresinin dalga formu
(waveform) kare dalga (square) secilmis olup frekans siiplirme islemi (sweep type)
kapali formda ve faz kaydirma (phase shift) agis1 da 0° derece olarak belirlenmistir.
Frekans1 75 Hz, dalga genlik degeri (amplitude) 15 V ve elektromanyetik dalganin
gorev dongiisii (duty cycle) periyodu %10 olacak sekilde degerler 850 Output 1 ¢ikis
penceresine girilmistir. Ayrica helmholtz bobinleri besleyen elektrik akimi (current
limit) 1.5 amper (A), limit gerilim degeri (V) (voltage limit) 15 V, topraklama gerilim
degeri (voltage offset) 0 V olarak yazilimin “Ofset ve Limitler (Offset and Limits)”
penceresi yardimiyla belirlendikten sonra manyetik alan sensorii agilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Pasco 850 Capstone Yazilimi Ara yiizii.

Pasport manyetik alan sensorii (Sekil 3.5.a) yardimiyla ilk 0.16 dakika boyunca
(Sekil 3.5.b) dikey (aksiyal) yondeki manyetik alan degeri Pasco 850 Capstone Yazilimi
kullanilarak 1+0.2 mT olarak Sl¢iilmiistiir. Calismada PEMF maruziyet siiresi 15 dakika
olacagindan (Sekil 3.3.) helmholtz bobinlerin olusturdugu manyetik alan ayrica 15
dakika (Sekil 3.5.c) siireyle dlciilmiis ve 1+0.2 mT manyetik alan sinyalleri kayit altina
almmistir. Ayrica, PEMF maruziyetinin olas1 termal etkisinin engellenmesi i¢in
maruziyet ortaminin sicakligi diizenli olarak kontrol edilmis ve PEMF maruziyetinden
kaynakli herhangi bir sicaklik artis1 tespit edilmemistir (Sekil 3.3.).

a)
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Sekil 3.5. a) Bobinlere es uzaklikta dikey (aksiyel) eksende yerlestirilen manyetik alan
sensoOrii, b) ilk 0.16 dakikadaki ve ¢) 12sa sikigtirllmig 1+0.2 mT manyetik alan
sinyallerinin Pasco Capstone Yazilim ile elde edilen manyetik alan dalga sinyalleri.
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3.2. In Vitro Sitotoksisite Calismalari
3.2.1. Kimyasallar

Pierce plus protein assay kit (Thermo Fisher 23236), PureZOL RNA isolation
reagent (7326890), iScript cDNA synthesis kit 100 reactions (1708891), iTaq Universal
SYBR Green Supermix SMX500 (1725121), Microseal B Adhesive Seals 100
(MSB1001), SH-SYS5Y insan ndroblastoma hiicre hatti (ATCC CRL-2266), Eagle
Minumum Temel Ortam1 (EMEM) (BI01-025-1A), Fetal Sigir Serumu (FBS) (BI 04-
121-1A), Tripsin Etilen Diamin Tetra Asetik Asit (Tripsin EDTA) (BI 03-053-1B),
Penisilin-streptomisin (BI 03-031-1B), Tuzlu fostat tamponu (PBS) (sigma - Aldrich
p4417-50TAB), Alamar blue (invitrogen DAL1100).

3.2.2.Hiicre Kiiltiirii

Amerikan Tip Kiiltliir Koleksiyonu’ndan (ATCC, Missouri, ABD) temin
edilmis olup -80°C’de muhafaza edilmekte olan SH-SYS5Y insan noroblastoma hiicresi
ve insan saglikli HaCaT epidermal hiicresi, deney dncesinde 37°C’deki su banyosunda
(Niive) ¢ozdiiriilerek besi ortamu ile birlikte (%10 DMEM-F12-%10 DMEM, %10 fetal
sigir serumu, %1 L-Glutamin, %1 penisilin-streptomisin) T75 flaskta (Corradin vd.
1993) %5 CO2 igeren 37°C sicaklikta, %95 nem ortamindaki steril inkiibatdrde (Reale
vd. 2014) inkiibe edilmistir.

3.2.3. Hiicre Gruplar

SH-SYSY insan noroblastoma hiicreleri asagidaki sekilde her bir grupta n=6
olacak bigimde alt1 deneysel gruba ayrilmistir:

Grup 1: Kontrol grubudur (Oleik asit ve PEMF maruziyetinin uygulanmadigi
SH-SYS5Y hiicre hatt),

Grup 2: Oleik asit maruziyetine birakilan ve PEMF maruziyetinin
uygulanmadigi SH-SYSY hiicre hatti,

Grup 3: Oleik asit muamelesinin ardindan 15 dk, 75 Hz-1+0.2 mT PEMF
maruziyetine birakilan SH-SYSY hiicre hatti,

Grup 4: Oleik asit muamelesinin ardindan 12 saat, 75 Hz-140.2 mT PEMF
maruziyetine birakilan SH-SYSY hiicre hatti,

Grup 5: 15 dk, 75 Hz-1£0.2 mT PEMF maruziyetine birakilan SH-SYSY hiicre
hatt1,

Grup 6: 12 saat, 75 Hz-1+0.2 mT PEMF maruziyetine birakilan SH-SYS5Y hiicre
hattidir.
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3.2.4. Sitotoksisite Deneyleri
3.2.4.1. SH-SYS5Y hiicre hattinin oleik asit Ile maruziyeti

In vitro hiicre kiiltiiri ¢alismasi igin, dncelikle uygun yogunluga ulasan
hiicrelerin T75 biiylime kaplar1 yiizeyinden 6lii hiicrelerin uzaklastirilmasi amaciyla 10
mM tuzlu fosfat tamponu (PBS) ile yikama islemi ger¢eklestirilmis ve PBS kabin kdse
kismindan dikkatlice ¢ekilmistir. Ardindan T-75 hiicre kaplarina hiicreleri biiylime
kaplarinin yilizeyinden ayirmak ic¢in 2 ml Tripsin-EDTA (%0.25 tripsin-%0.53 EDTA)
eklenmis olup, 5 dakika boyunca %5 CO, igeren 37°C sicakliktaki inkiibatdrde inkiibe
edilmistir.

SH-SYS5Y
g hiicre hatti DMEM-F12 | |

UV Kabin

]
<=

inkubator Created in BioRender.com bio

Sekil 3.6. En yiiksek IC50 degerine sahip olan SH-SY'Y hiicresi tizerindeki
sitotoksisite deneyinin sematik gdosterimi.

Inverter Mikroskop

T-75 biiytime kaplariin yiizeyinden ayirilan hiicrelerin petri ylizeyine
tutunmast gerekli oldugundan hiicrelerdeki Tripsin-EDTA sollisyonunun inaktive
edilmesi gerekmektedir. Bu amagla, hiicrelere 8 mL. DMEM-F12-DMEM (Dulbeco’s
Modified Eagle’s Medium-high glucose) besiyeri eklenince hiicreler petrilere ekim
islemi i¢in hazir hale gelmistir. Daha sonrasinda ise canli hiicre sayisini belirlemek
amaciyla hiicrelerin 10 pl’si, canli hiicrelerin sitoplazmasini berrak, cansiz hiicrelerin
sitoplazmasint mavi renkte gosteren %0.4 tripan mavisi ile siispanse edilerek thoma
lam1 yardimiyla manuel olarak 151k mikroskobu (Nikon, Melville, ABD) altinda canli
hiicrelerin  saymm1  gerceklestirilmistir. Sayimlar1  gerceklestirilen hiicrelerin 96
kuyucuklu plakalara ekimleri yapilmistir.
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/ Tnpan Mawi
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Sekil 3.7. Tripan mavisi ile siispanse edilen SH-SYS5Y ve HaCaT hiicre hattinin canli ve
6li hiicrelerinin inverter mikroskop altinda incelenmesi.

Oleic acid

Ty - el

oleik asit \ DMSO(Dimetil silfoksit) I] |
- . 3 .. -

SH-SYS5Y Hucre Hatti InkObatdr

-

96 kuyucuklu
plaka

Created in BioRender.com bio

Sekil 3.8. Oleik aside maruz birakilan SH-SY5Y hiicre hattinin inkiibatére kaldirilmasi.

Hiirelerin yeterli biiyiikliige ulagsmas1 sonucunda oleik asit ile muamelesi
gerceklestirilmistir. 3ul. oleik asit ImL DMEM/F-12 konsantrasyonunda ¢oziiliip
istenilen konsantrasyona gelene kadar DMEM/F/F-12 ile seyreltilmistir. SH-SYS5Y
hiicre hattinin oleik asit ile maruziyeti (sekil 3.8.) iceriksiz besi ortaminda
gergeklestirilmis olup DMEM/F-12’nin son konsantrasyonu %0.10-%0.3 araligindadir.
Oleik asit muamelesinden sonra hiicreler 48 saat boyunca %5 CO, iceren 37°C
sicakliktaki inkiibatorde inkiibe edilmistir. Ayn1 islemler 15dk ve 12sa’lik oleik asit ve
PEMF maruziyetleri i¢cinde gerceklestirilmistir.
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3.2.4.2. HaCaT Hiicre Hattinin Oleik Asit Ile Maruziyeti

Hiirelerin yeterli biiylikliige ulagsmasi sonucunda oleik asit ile muamelesi
gergeklestirilmistir. 3uL oleik asit ImL DMEM konsantrasyonunda ¢oziiliip istenilen
konsantrasyona gelene kadar DMEM ile seyreltilmistir. HaCaT hiicre hattinin oleik asit
ile maruziyeti (Sekil 3.9.) iceriksiz besi ortaminda gergeklestirilmis olup DMEM’in son
konsantrasyonu %0.10-%0.3 araligindadir. Oleik asit muamelesinden sonra hiicreler 48
saat boyunca %5 CO, igeren 37°C sicakliktaki inkiibatorde inkiibe edilmistir. Ayni
islemler 15dk ve 12sa’lik oleik asit ve PEMF maruziyetleri i¢inde gerceklestirilmistir.

-
Dleic acid
= .J-_
C oHs0s
oleik asit DMSO(Dimetil silfoksit)

/

inklibator

HaCaT Hiicre Hatt

-

96
kuyucuklu
plaka

Created in BioRender.com bio

Sekil 3.9. HaCaT hiicre hattinin oleik asite maruziyeti sonrasi inkiibatore kaldirilmasi.

3.2.5. Apoptoz Cahsmalar:

Apoptoz ¢alismalari i¢in SH-SYS5Y hiicre hatti 3x10° hiicre/kuyucuk olacak
sekilde 6 kuyucuklu plakalara ekilmistir. Yeterli yogunluga ulasan hiicrelerin ICsy
degerleri hesaplanmigtir. Hiicreler 37°C, %5 CO,kosullarinda 48 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi 3 kez 10 mM PBS ile yikanan hiicreler hiicreleri plakadan ayirmaya
yarayan Tripsin-EDTA ¢ozeltisi ile plaka yiizeyinden kaldirilmitir. Uzerlerine DMEM
F-12 biiyiime sivisi eklendikten sonra hiicreler 15000 x g’de santrifiijlenmistir (VWR,
Mega Star 1.6R). Pellete 100 pL (1X) Binding Buffer ilave edilip Annexin V Apoptoz
Saptama Kiti i¢inde yer alan Annexin VAPC ve 7-AAD boyalar1 ile boyanmistir. Oda
sicakliginda 20 dakika siiren inkiibasyon sonrasi hiicrelere tekrar 400 pL (1X) Binding
Buffer ilave edilmistir. Boylelikle NovoCyte Flow Sitometre Sistemi (Acea, Kuzey
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Amerika) yardimi ile hiicrelerin erken/ge¢ apoptoz ve nekroz oranlari incelenmigtir
(Karakurt ve Adali, 2016).

Hicreler 15000 g'de
santrifdj yapilmistir Pellete 1x Blinding
Buffer eklenmigtir

s

Flow Cytometry yontemi ile
hicrelerin erken/ge¢ apoploz ve
nekroz oranlan belirlenmisgtir

SH-SYS5Y hicreleri Oleik
Asidin ICs. degerleri ile
muamele edilmigtir

Sekil 3.10. Apoptoz caligmalarinin sematik gosterimi.
3.2.6. Gen Ekspresyonu Calismalar
3.2.6.1. Total RNA izolasyonu

SH-SY5Y hiicrelerinden elde edilen 6rneklerden total RNA, TRIZOL metodu
ile izole edilmistir (Rio vd., 2010).

Oncelikle SH-SYS5Y hiicreleri 3x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 24
kuyucuklu plakalara ekimleri yapilmistir. Yaklasik 24 saat sonunda yeterli yogunluga
ulasan hiicreler oleik asidin /C; degeri ile muamele edilerek, 24 saat 37°C, %5 CO,
sartlarinda inkiibe edilmistir.
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Sekil 3.11. RNA izolasyonu sematik gosterimi.

Inkiibasyon sonunda 24 kuyucuklu plaka PBS ile yikanmistir. Her bir kuyucuga
0.5 mL Trizol eklenerek 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Trizoliin hiicreleri
kaldirma o6zelliginden yararlanilip her bir kuyucuga pipetaj yapilarak hiicreler 1.5
mL’lik eppendorf tiiplere aktarilarak 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Bu
islemden sonraki izlenecek adimlar ¢eker ocakta gergeklestirilmistir. Her bir eppendorf
tiptine 120 pL kloroform eklenmistir ve sert¢e sallanarak trizol ile karigmasi
saglanmistir. 12000 x g, +4°C’de 15 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij sonras tiiplerde
olusan 3 faz en altta DNA, ortada RNA ve en iistte protein olarak siralanmistir. Mikro
pipet yardimi ile ortadaki faz alinarak RNA’lar temiz birer eppendorf tiipe aktarilmistir.
Eppendorf tiiplerin {izerine RNA’nin yogunlasarak daha goriiniir bir hale gelmesi icin
250 pL izopropil alkol eklenmistir ve kibarca karistirilarak 10 dakika oda sicakliginda
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi tiipler 12000 x g, +4°C’de 20 dakika
santrifiijlenmistir. Siipernatant uzaklastirilarak pelletin {izerine 600 uL soguk Et-OH
(%75°1ik) eklenmistir ve kisa siireli {i¢ kez vortekslenerek buza gomiilmiistiir. Tiipler
son kez 7500 x g, +4°C’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant
atilarak tiipler kagit bir pegete iizerine ters ¢evrilip 30 dakika oda sicakliginda kurumaya
birakilmistir. Tiipler kuruduktan sonra ilizerine 20 pul. DNAaz/RNAaz igermeyen su
eklenmistir. Ornekler daha sonraki calismalarda kullanilmak iizere -80°C’ye
kaldirilmastir.

3.2.6.2. RNA konsantrasyonu hesaplama

-80°C’de saklanan RNA oOrnekleri bir tur spin attirildiktan sonra buza
gomiilmiistiir. Nanodrop’a kontrol grubu olarak 1 pnL. DNAaz/RNAaz igermeyen su ve 1
pL ornekler yiiklenerek elde edilen RNA’larin konsantrasyon ve saflik oranlar
belirlenmistir.
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Saflig1 1.8-2.0 arasinda olan RNA o6rnekleri cDNA sentezi i¢in kullanilmistir. Okunan
konsantrasyon degerleri asagidaki esitlife gore hesaplanarak cDNA sentezinde
kullanilacak RNA 6rneklerinin miktar1 hesaplanmaistir.

1
~ Olgiilendeger

RNA Konsantrasyonu (Z—‘i X 1000

(3.3.)

Esitlik 3.3. cDNA sentezinde kullanilacak olan RNA’larin konsantrasyonlarini
hesaplamak i¢in kullanilan denklem.

3.2.6.3. cDNA sentezi

Elde edilen RNA’lardan cDNA sentezi iScript™ cDNA Sentez Kiti ile
sentezlenmistir (Bio-RAD, USA). cDNA sentezi i¢in hesaplanan RNA miktarlarina
gore toplam hacmi tamamlayacak sekilde (20 pL) dfZ,0 ve RNA’lar 0.2 mL’lik PCR
tiiplerine aktarilmistir. Daha sonra {izerlerine 4 pL 5X reaksiyon tamponu (250 mM
Tris-HCI pH 8.3, 250 mM KCI, 20 mM MgCI, ve 50 mM DDT) ve 1 puL Revers
Transkriptaz eklenerek son hacim 20 pL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan tiim PCR
tiiplerine 1 tur spin attirtldiktan sonra Termal Dongiileyici’de 25°C 5 dk, 46°C 20 dk,
95°C 1 dk ve 4°C o dongilide sentezi tamamlanarak sentezlenen cDNA’lar sonraki
calismalarda kullanilmak {izere -20°C’de saklanmustir.

3.2.6.4. mRNA diizeyinde ekspresyonlarimin tayin edilmesi

BAX, BCL2, kaspaz 3, P53 genlerinin hiicre gruplarinda mRNA diizeyindeki
ekspresyonlarin tayini Kantitatif gergek zamanli RT-PCR (qRT-PCR) teknigi ile
gergeklestirilmistir. kullanilmigtir. Kantitatif Real Time PCR Bio-Rad CFX96 cihazi
(Bio-Rad, USA) kullanilmistir. qRT-PCR' da kullanilacak olan primerler Primer 3
yazilimi kullanilarak dizayn edilmistir ve NCBI blast yazilimi ile gene 6zgiinligi
kontrol edilmistir.

Oncelikle cDNA’lar 10x ve gen spesifik primerler 50x d#Z,0 ile dilue edilmistir.
Reaksiyon 1X Maxima® SYBR Green qPCR Master karisimi ile gergeklestirilmistir.
SYBR Green, qRT-PCR isleminde iiriin amplifikasyonu sirasinda ¢ift sarmalli DNA'ya
baglanan bir ajandir. Reaksiyon tiipline 2 uL. cDNA, 7.2 uL RNAaz i¢cermeyen su, 0.4
uL gen spesifik forward primer, 0.4 pL gen spesifik reverse primer ve 10 uL. SYBR
green qRT-PCR karisimi eklenmistir.

Daha sonra reaksiyon karisimi PCR iglemi i¢in dnce 95°C° de 30 saniye
aktivasyon, 95°C’ de 5 saniye denatiirasyon, 56°C’ de 30 saniye olmak iizere toplam 40
dongii ile islem sonlandirilmstir.

AACt

mRNA ekspresyonlart 2~
Schmittgen, 2001).

yontemi kullanilarak hesaplanmistir (Livak ve

2 AACt = 2[A Ct(deney grubu)— A Ct(kontrol grubu)) (3 _4)

Esitlik 3.4. 2~ **“yontemi.
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Cizelge 3.1. Genlerin primer dizilimi ve bilgileri

R- ACCGTTCTCCTTTCTTCGAT

Gen Ad1 NCBI Referans Dizilimi (5°-3”) Sicaklik | PCR
Numarasi (°C) Uriin
Boyutu
(bp)
GAPDH NM _001357943.2 R-GTCAGTGGTGGACCTGACCT 60 82
R- TGCTGTAGCCAAATTCGTTG
Bel-2 NM_000657.3 F- GCTCTTGAGATCTCCGGTTG 54 186
R- AATGCATAAGGCAACGATCC
Bax NM 001291430.2 | F- CAGCTCTTTAATGCCCGTTC 59 245
R- CTCAGCCCATCTTCTTCCAG
Caspase-3 | NM_004346.3 F-AGCAGCTTTGTGTGTGTGATTCT | 56 136
R- AGTTTCGGCTTTCCAGTCAGAC
TP-53 NM _001276696.2 | F- TTGATGTTCTTCAACGATTTGG | 60 158

3.3. istatiksel Analiz

Veriler SPSS v.23 (Chicago,

IL) istatistik paket programi yardimiyla

degerlendirilmistir. Verilerin degerlendirilmesinde Tek-Yonlii Varyans Analizi (One-
Way ANOVA), ¢oklu karsilagtirmada LSD Post-Hoc test kullanilmistir. Sonuclar en az
iic bagimsiz deneyi temsil etmektedir. Sonuglar ortalama =+ standart sapma (SD) olarak
verilmistir. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001’deki istatiksel farki isaret etmektedir.
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4. BULGULAR

4.1. Pasco 850 Universal Interface Model Sinyal Uretecinden Elde Edilen Manyetik
Alanin Grafik Modeli

SH-SYS5Y noroblastoma ve saglikli HaCaT hiicre hattina uygulanan PEMF
maruziyetinin, 15 dk ve 12 saat degisen siireler boyunca 1+0.2 mT manyetik alan
degerinin 0.8 mT ile 1.2 mT arasinda (Sekil 4.1.) oldugu kaydedilmistir.

A Magnetic Field Strength (Axial) (mT)

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600

Time (s)

[Graph title here]

Sekil 4.1. Manyetik alan degerinin 1 mT degerinde ortalamasi ile £0.2 mT

arasinda degisimi.

Hiicreler maruziyet sirasinda sensoriin u¢ kismindaki 1 mT+0.2 mT manyetik

alan degerinin tam ortasinda olacak sekilde (Sekil 4.2.) konumlandirilmistir.
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Sekil 4.2. Hiicrelerin PEMF’ye maruziyeti.

PEMF’de bulunan 500 sarimlik helmholtz bobinlerinin arasindaki manyetik alan
degeri Biot-Savart denklemine gore (Denklem 4.1.) hesaplanmstir.

2
B= ,ui\/li; 32
2(x*+77%)

(4.1)

B: Manyetik alan degeri (T), I: bobin akimi (A), r: bobin yarigap1 (m), x: noktanin bobin
mesafesi, N: tel halka sayis1 ve p: gegirgenlik sabiti = 1.257x 10~ °T.m/A

Pasco Capstone Yazilim programinda secilen 1.5 amper (A)’lik akim degeri,
bobinler arasindaki mesafe 0.035 m, hiicrelerin bobin tepesine uzaklig1 0.0201 m, SH-
SY5Y noroblastoma hiicrelerini iceren plakanin bobine uzakligi 0.0175 m olacak
bicimde denkleme (Denklem 4.2) yerlestirilmis ve manyetik alan degeri 0.94 mT olarak
hesaplanmustir.

1.257x10‘6(T% %500% 1.5(A4)%0.0201 m*

B=
24(0.0175%+0,0201° m*)*"

(4.2)
0.0009306 T (Tesla) olarak hesaplanan manyetik alan degeri olup birim

cevirmeleri yapildiginda manyetik alan degeri (B) 0.94 mT (mili Tesla) olarak
alinmustir.
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Kabul edilen 0.94 mT manyetik alan degeri, Pasco Capsotone Yaziliminin 1+0.2
mT manyetik alan dalga sinyalleri ile uyusmaktadir. Manyetik alan degeri Ol¢limlere
(0.94 mT) ve manyetik alan dalga sinyallerine (Sekil 4.1.ve Sekil 4.2.) bakildiginda 1+
0.2 mT bulunmugstur. Sonuglar toplu olarak degerlendirildiginde hiicrelerin PEMF’ de
15 dakika ve 12 saat boyunca 1+ 0.2 mT manyetik alana maruz kaldig1 6ngoriilebilir.

4.2. PEMF Maruziyetinin Hiicre Canlihgina Etkileri

PEMF maruziyetinin hiicre gruplarinin hiicre canlilig1 iizerine etkisini
inceleyebilmek i¢in Grup [I’in hiicre canliligt %100 kabul edilerek diger grup
hiicrelerinin %50’sini 6ldiiren konsantrasyon (ICsy) degeri belirlenmistir (Sekil 4.3.).
Tiim gruplarda hiicre canlilig1 higbir muamelenin olmadigi (non-treated) kontrol hiicre
grubuna (Grup 1) ve saglikli HACAT hiicre hattina kiyasla istatistiksel olarak anlamli
derecede diisiiktiir (p<0.001, sirasiyla) (Sekil 4.3.). Ozellikle, oleik asit muamelesinin
ardindan 12 saat PEMF’ye (75 Hz, 1.0 mT) maruz birakilan SH-SY5Y ndéroblastoma
hiicre hattinda (Grup 4) hiicre canlilif1 diger tiim deneysel gruplara kiyasla istatistiksel
olarak anlaml derecede diisiiktiir (p<0.001, sirastyla) (Sekil 4.3.). Bu durum oleik asitle
birlikte PEMF maruziyetinin maruziyet siiresine bagli olarak SH-SYSY insan
noroblastoma hiicre hattinda hiicre canliligini azaltici olast etkisinin olabilecegini
gostermektedir.

150 mm HaCaT
. mm SH-SY5Y
X
)§ 100_

I

3]

(&)

Q

o 90 BN PP B N T *:*""I
=) kK

T

Sekil 4.3. Hiicre canlilig1 yiizdesinin (%) gruplar arasinda karsilastirilmasi. Veriler Tek-
Yonlii Varyans Analizi (One-Way ANOVA) ile degerlendirilmis, ¢oklu karsilagtirmada
LSD Post-Hoc test kullanilmigtir. ***p<0.001°deki istatiksel farki isaret etmektedir.

4.3. PEMF Maruziyetinin Apoptoz Uzerindeki Etkileri

PEMF maruziyetinin apoptoz tiizerindeki etkileri Flow Sitometri teknigi ile
degerlendirilmistir. Hi¢cbir muamele olmayan SH-SYSY hiicre hattinin %1.45 nekroz,
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%2.20 gec apoptoz, %2.75 erken apoptoza ugradigr belirlendi. Oleik asit ile muamele
edilen grupta %4.30 nekroz, %9.40 ge¢ apoptoz, %25.40 erken apoptoz gdzlemlendi.
Oleik asit muamelesinin ardindan 15 dk PEMF’ye maruz birakilan grupta %5.60
nekroz, %11.75 gec apoptoz, %32.45 erken apoptoz saptandi. Oleik asit muamelesinin
ardindan 12 saat PEMF’ye maruz birakilan grupta ise %7.10 nekroz, %24.90 geg
apoptoz, %152.40 erken apoptoz gozlemlendi. Sadece farkli siirelerde PEMF
maruziyetinin oldugu gruplarda ise 15 dk PEMF maruziyeti olan grupta %2.40 nekroz,
%4.95 ge¢ apoptoz, %6.10 erken apoptoz; 12 saat PEMF mazruziyeti olan grupta ise
%035.75 nekroz, %7.75 ge¢ apoptoz, %11.10 erken apoptoz saptanmistir. Bu sonuglar
oleik asit muamelesinin ardindan 12 saat PEMF’ye maruz birakilan SH-SYSY hiicre
hattinda hi¢bir muamele olmayan (non-treated) SH-SYSY hiicre hattina gore 19-kat,
oleik asit muamelesinin ardindan 15 dk PEMF’ye maruz birakilan SH-SY5Y hiicre
hattina gore 1.61-kat daha fazla erken apoptoza ugratarak hiicreleri apoptoza
stirtikledigini gostermistir (Sekil 4.4.). Sonuglar toplu olarak degerlendirildiginde, oleik
asitle birlikte PEMF maruziyetinin maruziyet siliresine bagh olarak SH-SYS5Y insan
noroblastoma hiicre hattinda hiicreleri apoptoza siiriikleyici olasi etkisinin olabilecegini
gostermektedir.
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b)

80

Nekroz
Geg Apoptoz
Erken Apoptoz

60—

52.40

40

25.40
32.45
24.90

Annexin V* hiicre ylizdesi
X)
=)

|
4.30
9.40
5.60
11.75
7.10
6.10
5.75
11.10

2.20
2.75

Sekil 4.4. Deney gruplarinin (a) Annexin ¥ ‘hiicre yiizdesi gdsterimi, (b) erken/gec
apoptotik ve nekrotik etkisi.

4.4. PEMF Maruziyetinin Apoptoz Yolaginda Rol Alan Kilit Genlerin
Ekspresyonu Uzerine Etkisi

4.4.1. Bax Gen Ekspresyonu

Hiicre gruplarindaki Bax geninin mRNA seviyesi qRT-PCR teknigi ile
belirlenmistir. Veriler Tek-Yonlii Varyans Analizi (One-Way ANOVA) coklu
karsilagtirmada LSD Post-Hoc test ile analiz edilmistir. Tim gruplardaki Bax
ekspresyonu hi¢cbir muamelenin olmadig1 (non-treated) gruba gore istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksektir (p<0.01, p<0.001, p<0.001, p<0.05, p<0.05; sirastyla). 15 dk
PEMF maruziyetinin oldugu grupta oleik asit ile birlikte 15 dk PEMF maruziyetinin
oldugu gruba gore, 12 saat PEMF maruziyetinin oldugu grupta da oleik asit ile birlikte
12 saat PEMF maruziyetinin oldugu gruba gore istatistiksel olarak anlamli derecede
diisik Bax ekspresyonu saptanmistir (p<0.001, sirasiyla). Sadece oleik asit
muamelesinin oldugu grupta ise oleik asit ile birlikte 15 dk PEMF (p<0.001) ve 12 saat
PEMF (p<0.001) maruziyetinin oldugu gruplara gore istatistiksel olarak anlamli
derecede diisilk Bax ekspresyonu vardir. Oleik asit ile muamelenin ardindan 15 dk
PEMF’ye maruz birakilan grupta 12 saat PEMF’ye maruz birakilan gruba gore
istatistiksel olarak anlamli derecede diisilk Bax ekspresyonu bulunmustur (p<0.001,
sirastyla). Sonuglar birlikte degerlendirildiginde hiicre gruplarinda Bax ekspresyonun
artmasinda hem oleik asit hem de PEMF maruziyetinin etkili oldugu 6zellikle oleik asit
muamelesi ardindan 12 saat PEMF’ye maruz birakilan grupta bu etkinin en fazla
gortildiigli  saptanmistir. Bu durum oleik asit-PEMF kombinasyonun apoptoz
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mekanizmasinda kilit rol oynayan molekiillerden Bax geninin ekspresyonu iizerinde
arttiric1 etkisi oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.5. Bax geninin mRNA seviyesinin gruplara gore dagilimi. *p<0.05; **p<0.01;
***p<0.001°deki istatiksel fark: isaret etmektedir.

4.4.2. Bcl-2 Gen Ekspresyonu

Hiicre gruplarindaki Bcl-2 geninin mRNA seviyesi qRT-PCR teknigi ile
belirlenmistir. Veriler Tek-Yonlii Varyans Analizi (One-Way ANOVA) coklu
karsilagtirmada LSD Post-Hoc test ile analiz edilmistir. Tiim gruplardaki Bcl-2
ekspresyonu hicbir muamelenin olmadig1 (non-treated) gruba gore istatistiksel olarak
anlamli derecede yliksektir. (p<0.01, p<0.05, p<0.05, p<0.001, p<0.01; swrasiyla). 15 dk
PEMF maruziyetinin oldugu grupta oleik asit ile birlikte 15 dk PEMF maruziyetinin
oldugu gruba gore, 12 saat PEMF maruziyetinin oldugu grupta da oleik asit ile birlikte
12 saat PEMF maruziyetinin oldugu gruba gore istatistiksel olarak anlamli derecede
yliksek Bcl-2 ekspresyonu saptanmistir (p<0.01, sirasiyla). Sadece oleik asit
muamelesinin oldugu grupta ise oleik asit ile birlikte 15 dk PEMF (p<0.01) ve 12 saat
PEMF (p<0.01) maruziyetinin oldugu gruplara gore istatistiksel olarak anlamli derecede
yuksek Bcl-2 ekspresyonu vardir. Oleik asit ile muamelenin ardindan 15 dk PEMF’ye
maruz birakilan grupta 12 saat PEMF’ye maruz birakilan gruba gore istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek Bcl-2 ekspresyonu bulunmustur (p<0.01, sirasiyla). Sonuglar
birlikte degerlendirildiginde hiicre gruplarinda Bcl-2 ekspresyonun azalmasinda hem
oleik asit hem de PEMF maruziyetinin etkili oldugu 6zellikle oleik asit muamelesi
ardindan 12 saat PEMF’ye maruz birakilan grupta bu etkinin en fazla gorildiigii
saptanmistir. Bu durum oleik asit-PEMF kombinasyonun apoptoz mekanizmasinda kilit
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rol oynayan molekiillerden Bcl-2 geninin ekspresyonu iizerinde azaltic etkisi oldugunu
gostermektedir

2 -

BCL-2 Ekspresyonu
(GAPDH Normalize)
-

1
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Sekil 4.6. Bcl-2 geninin mRNA seviyesinin gruplara gore dagilimi. *p<0.05; **p<0.01;
*#%p<0.001°deki istatiksel farki isaret etmektedir.

4.4.3. Kaspaz-3 Gen Ekspresyonu

Hiicre gruplarindaki Kaspaz-3 geninin mRNA seviyesi qRT-PCR teknigi ile
belirlenmistir. Veriler Tek-Yonlii Varyans Analizi (One-Way ANOVA) coklu
karsilastirmada LSD Post-Hoc test ile analiz edilmistir. Tim gruplardaki Kaspaz-3
ekspresyonu hi¢bir muamelenin olmadigi (non-treated) gruba gore istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksektir (p<0.01, p<0.001, p<0.001, p<0.05, p<0.05; sirasiyla). 15 dk
PEMF maruziyetinin oldugu grupta oleik asit ile birlikte 15 dk PEMF maruziyetinin
oldugu gruba gore, 12 saat PEMF maruziyetinin oldugu grupta da oleik asit ile birlikte
12 saat PEMF maruziyetinin oldugu gruba gore istatistiksel olarak anlamli derecede
diisik Kaspaz-3 ekspresyonu saptanmistir (p<0.001, sirasiyla). Sadece oleik asit
muamelesinin oldugu grupta ise oleik asit ile birlikte 15 dk PEMF (p<0.001) ve 12 h
PEMF (p<0.001) maruziyetinin oldugu gruplara gore istatistiksel olarak anlamli
derecede diisiik Caspase-3 ekspresyonu vardir. Oleik asit ile muamelenin ardindan 15
dk PEMF’ye maruz birakilan grupta 12 saat PEMF’ye maruz birakilan gruba gore
istatistiksel olarak anlamli derecede diisik Kaspaz-3 ekspresyonu bulunmustur
(p<0.001, sirasiyla). Sonuglar birlikte degerlendirildiginde hiicre gruplarinda Kaspaz-3
ekspresyonun artmasinda hem oleik asit hem de PEMF maruziyetinin etkili oldugu
ozellikle oleik asit muamelesi ardindan 12 saat PEMF’ye maruz birakilan grupta bu
etkinin en fazla goriildiigii saptanmistir. Bu durum oleik asit-PEMF kombinasyonun
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apoptoz mekanizmasinda kilit rol oynayan molekiillerden Kaspaz-3 geninin
ekspresyonu iizerinde arttirici etkisi oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.7. Kaspaz-3 geninin mRNA seviyesinin gruplara goére dagilimi. *p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001°deki istatiksel farki isaret etmektedir.

4.4.4. TP53 Gen Ekspresyonu

Hiicre gruplarindaki TP53 geninin mRNA seviyesi qRT-PCR teknigi ile
belirlenmistir. Veriler Tek-Yonlii Varyans Analizi (One-Way ANOVA) c¢oklu
karsilastirmada LSD Post-Hoc test ile analiz edilmistir. Tiim gruplardaki TP53
ekspresyonu hicbir muamelenin olmadigi (non-treated) gruba gore istatistiksel olarak
anlaml1 derecede ytiksektir (p<0.01, p<0.001, p<0.001, p<0.05, p<0.05; sirastyla). 15 dk
PEMF maruziyetinin oldugu grupta oleik asit ile birlikte 15 dk PEMF maruziyetinin
oldugu gruba gore, 12 saat PEMF maruziyetinin oldugu grupta da oleik asit ile birlikte
12 saat PEMF maruziyetinin oldugu gruba gore istatistiksel olarak anlamli derecede
disik TP-53 ekspresyonu saptanmustir (p<0.001, sirasiyla). Sadece oleik asit
muamelesinin oldugu grupta ise oleik asit ile birlikte 15 dk PEMF (p<0.001) ve 12 saat
PEMF (p<0.001) maruziyetinin oldugu gruplara gore istatistiksel olarak anlaml
derecede diisiik TP53 ekspresyonu vardir. Oleik asit ile muamelenin ardindan 15 dk
PEMF’ye maruz birakilan grupta 12 saat PEMF’ye maruz birakilan gruba gore
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik TP53 ekspresyonu bulunmustur (p<0.001,
strastyla). Sonuglar birlikte degerlendirildiginde hiicre gruplarinda TP53 ekspresyonun
artmasinda hem oleik asit hem de PEMF maruziyetinin etkili oldugu 6zellikle oleik asit
muamelesi ardindan 12 saat PEMF’ye maruz birakilan grupta bu etkinin en fazla
goriildiigii  saptanmistir. Bu durum oleik asit-PEMF kombinasyonunun apoptoz
mekanizmasinda kilit rol oynayan molekiillerden TP53 geninin ekspresyonu lizerinde
arttirici etkisi oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.8. TP53 geninin mRNA seviyesinin gruplara gore dagilimi. *p<0.05; **p<0.01;
**%p<0.001°deki istatiksel fark: isaret etmektedir.
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5. TARTISMA

Elektromanyetik alanlar (EMF), elektrik akimi (elektrik alan) ve miknatislarin
(manyetik alan) birlesimi ile olugan manyetik alanlardir (Wang ve Zhang, 2017). Statik
manyetik alanlar diinyanin yapisindan kaynakli olugmaktadir ve statik manyetik
alanlarin disinda insan yapimi EMF’ler de bulunmaktadir (Wang ve Zhang, 2017).
Yapay yollarla elde edilen elektromanyetik alanlar “asir1 diisik frekansh
elektromanyetik alanlar (ELF-EMF, <300 Hz)”, “ara frekansh elektromanyetik alanlar
(300 Hz-10 MHz)” ve “radyo frekans1 (10 MHz-300 GHz)” olmak iizere sahip
olduklar frekanslara gore olugsmaktadir (Wang ve Zhang, 2017). Yapay yollardan elde
edilen EMF ye sahip cihazlarin sayisi1 ve maruziyet siiresi gectigimiz son on y1l boyunca
bliylik bir artis gostermistir (Poniedzialek vd., 2013). EMF’ler baz1 kanser tiirlerinin,
depresyon gibi norodejeneratif hastaliklarin goriilme sikligini arttirarak insan saglhigini
olumsuz yonde etkilemektedir (Poniedzialek vd., 2013). Glinliik hayatta oldukg¢a sik
kullanilan bilgisayar, cep telefonu, TV, kablosuz internet, ev aletleri gibi elektronik
cihazlarin yan {irlini olarak iiretilen EMF'ler ayn1 zamanda tipta goriintiileme cihazlari
olan manyetik rezonans (MR), bilgisayarli tomografi (BT), rontgen gibi ¢esitli medikal
cihazlarda da kullanilmaktadir (Miyakoshi, 2006; Tagpmar, 2008). Diisiik frekansa
sahip olan EMF’lerin noéroloji, romatoloji, ortopedi gibi alanlardaki hastaliklarda
iyilesme siireclerini tetikleyebildigi, psikiyatri ve plastik cerrahi dahil olmak {izere tipta
cesitli alanlarda tedavi amaclhi olarak kullanilabilecegi kabul edilmektedir (Markov,
2007). Disiik frekansli EMF uygulamalarinin i¢inde en dikkat ¢ekeni belirli dalga
formuna ve genlige sahip olan “Darbeli Elektromanyetik Alan (Pulsed Electromagnetic
Field) (PEMF)”dir (Gimiisay vd., 2016; Krath vd., 2017). PEMF uygulamasi ile
yapilan calismalar cilt ilseri, kronik yaralarin tedavisi, norodejeneratif ve okiiler
hastaliklarin tedavisi, parkinson hastaligi, ameliyat sonrasi agri, 6dem, kanser
hiicrelerinin tedavisi gibi alanlara onciiliikk ederek 151k tuttugunu goéstermektedir (Zou
vd., 2017; Amiri vd., 2017; Demirel vd., 2016; Milgram vd., 2004; Athanasiou vd.,
2007; Topal, 2016). Ayrica, PEMF’nin beyin kanseri hiicre hatlar1 iizerine yapilan
caligmalarda hiicre canliligini degistirdigi ve apoptozu indiikledigi raporlanmistir
(Akbarnejad vd., 2017; Amiri vd., 2017).

Apoptoz, genel olarak hiicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri, proapoptotik ve
antiapoptatik proteinler arasindaki denge ile diizenlenen, RNA, protein sentezi ve
enerjiye gereksinim duyan programlanmig hiicre Olimidir (Coskun vd., 2011).
Noronlar dahil olmak iizere birgok hiicre tipinde apoptozun diizenlenmesinde anahtar
rol oynayan proteinler arasinda p53, Bcl-2 gen ailesi proteinleri (bcl-2, bax), ve
kaspazlar sayilabilir (Brenner ve Mak., 2009; Huang vd., 2020). Kaspazlar, DNA tamiri
ve replikasyonu i¢in gerekli enzimleri inaktive ederek DNA hasar1 olusan hiicrelerin
yikiminda, tlimor hiicrelerinin ortadan kaldirilmasinda rol oynarken bcl-2 apoptoz
inhibitori olarak bu olaya karsi savunma gergeklestirir (Kim vd., 2010). Bax protein ise
yapisal olarak bcl-2 ile yiliksek benzerlik gosterse de proapoptotik (apoptozu aktive
eden) bir proteindir ve antiapoptotik (apoptozu Onleyen) genler tarafindan inaktive edilir
(Adamkov vd., 2019; Singh vd., 2019; Cimmino vd., 2005). TP53 tiimor baskilayici bir
gen olup DNA’da goriilen hasar tamir edilemeyecek durumda ise bax, bcl-2’yi
baskilayarak apoptozu indiikler (Kane vd., 1995). Farkl frekans (1Hz, 50 Hz, 100 Hz,
125 Hz, 200 Hz, 275 Hz) ve dalga boyuna (10 G, 50 G, 70 G, 100 G, 1000 G) sahip
diisiik frekansli elektromanyetik alanlarin (ELF-EMF), statik manyetik alanlarin (SMF),
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farkli frekanstaki radyo frekanslarin (900 MHz, 2.1 GHz RF), farkli frekans (1Hz, 50
Hz, 100 Hz) ve dalga boyunda (50 G, 70 G, 100 G, 100 G) PEMF nin, farkl siirelerde
(glin, saat) maruziyetinin kanser hiicrelerinde (meme kanseri, kemik kanseri, cilt
kanseri, beyin kanseri hiicreleri gibi) apoptozda rolii oldugu ¢ok c¢esitli ¢aligmalarda
gosterilmistir (Amiri vd. 2017; Mercantepe vd. 2018; Barati vd. 2020; Xu vd. 2020;
Crocetti vd. 2013; Tiiysiliz vd. 2019). Ayrica, beyin kanser hiicreleri tizerine yapilan
hiicre kiiltiirii ¢aligmalari, farkli frekans ve dalga boyuna sahip PEMF nin belirli zaman
araliklariyla uygulanmasinin apoptoz ve apoptoza bagli genlerin seviyelerinde
degisiklige neden oldugunu gostermistir (Akbarnejad vd. 2017; Amiri vd. 2017;
Kaszuba vd. 2018).

Beyaz yag dokusundan sonra viicuttaki en yiiksek lipid igerigine sahip organ
beyindir. Lipidlerin biyosentezi ve birikimi, 6rnegin ndral hiicre zarlarinin gelisimle
iligkili biyogenezi sirasinda, beyin yapisinin ve islevinin korunmasinda énemli bir rol
oynar. Lipid metabolizmasindaki degisikliklerin bir¢ok ndrolojik hastaligin nedeni
oldugu veya bunlarla iligkili oldugu iyi bilinmektedir (Lukiw ve ark., 2005). Memeli
beynindeki ana glial hiicre sinifi olan astrositler, beyin metabolizmasinda aktif rol
oynarlar. Noronal aktivite sirasinda, astrositler tarafindan alinan glikoz, laktata
doniistiiriiliir ve daha sonra noéronlar tarafindan kullanilmak {izere hiicre dist1 bosluga
saliir (Tsacaopulos, 2002). Yag asitlerinin hiicre 6liim yolaklarina katilimi, 6zellikle
lipid aracili apoptotik mekanizmalardaki rolii bildirilmistir (Zhu ve ark., 2005). Oleik
asit (OA), tekli doymamis yag asidi (MUFA) sinifinda olup karaciger yaglanmasina ve
baz1 kanser tiirlerine karsi koruma saglayan zeytinyaginin bir bilesenidir. Oleik asitin
kot huylu olmayan (non-malignant) hiicre biiyiimesini arttirirken, kotii huyluda
(malignant) tam tersi etki yaptig1 gosterilmistir (Zeng vd., 2010). Oleik asitin tamoxifen,
trastuzamab ve DHApaclitaxel gibi sitotoksik ilaglarin antitiimdr etkisini arttirict
ozelligi bildirilmistir (Shaikh vd., 2010; Menendez vd., 2001). Meme ve prostat
kanserinde yapilan g¢aligmalar zeytin yagi ve oleik asitin meme kanserine karsi
potansiyel koruyucu etkisi oldugunu gostermistir (Liu vd., 2009; Hughes-Fulford vd.,
2001; Escrich vd., 2008; Chajes vd., 2008; Zeng vd., 2010; Martinez J vd., 2005).
Karaciger kanserlerinden hepatoseliiler karsinoma (HCC) iizerinde yapilan bir
caligmada oleik asitin HCC hiicre 6liimiinii otofaji yoluyla stimiile ettigi gosterilmistir
(Giulitti vd., 2021). Oleik asitin proapoptotik kapasitesi bazi ndéron olmayan hiicre
populasyonlarinda (endotel hiicre hatti (ECV-304), pankreatik B-hiicre hatti (INS-1))
gosterilmis ve cok sayida mekanizmanin oleik asit tarafindan indiiklenen hiicre
oliimiinden sorumlu oldugu raporlanmistir (Duval vd. 2003; Wrede vd. 2002). Ornegin,
oleik asitin protein kinaz B (PKB) yolagin1 inhibe ettigi (Wrede ve ark. 2002), protein
fosfotaz tip 2C (PP2C)’yi aktivite ettigi (Klumpp ve ark. 2002), ROS (Puertollano ve
ark. 2003) ve NO (Maestre ve ark., 2003) iiretimini arttirdigi, NF-xB aktivasyonunu
inhibe ettigi (Mizotani ve Inoue, 2002) bildirilmistir. Bu sonuglar, oleik asitin hiicre
olimiinde ytiksek etkisi oldugunu gostermektedir. Oleik asite maruz birakilan akciger
kanseri hiicre hattt A549, karaciger kanser hiicre hattt HuH-7, meme kanseri hiicre hatti
MCF-7, kolon kanseri hiicre hatti DLD-1 ve kolorektal kanser hiicre hatti LoVo
iizerinde yapilan bir ¢alismada kanser hiicrelerinde oleik asit ve oleoylethanolamidin
(OEA) programli 6liim ligand1 1 (PD-L1), Bax, Bcl-2 ve kaspaz 3 ekspresyonunu ve
interferon (IFN-y) indiikli sinyal iletimcileri ve transkripsiyon aktivatorleri (STAT)
fosforilasyonunu azalttigi ve STAT fosforilasyonu yoluyla apoptozu indiikledigi
raporlanmistir (Yamagata vd., 2021).
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Beyin kanser hiicreleri iizerine yapilan hiicre kiiltiirii ¢aligmalari, farkli frekans
ve dalga boyuna sahip PEMF nin belirli zaman araliklariyla uygulanmasinin apoptoz ve
apoptoza bagli genlerin seviyelerinde degisiklige neden oldugunu gostermistir
(Akbarnejad vd. 2017; Amiri vd. 2017; Kaszuba vd. 2018). Fakat literatiirde, erken
cocukluk ¢aginda goriilen ve sempatik sinir sisteminden kaynaklanan koti huylu bir
beyin tiimorii olan insan ndroblastoma hiicre hatt1 {izerinde, belirli bir frekansa ve dalga
boyuna sahip PEMF’nin hem kisa hem de uzun siireli maruziyetinin maruziyet siiresine
bagl olarak apoptoz mekanizmalarina etkilerini arastiran galismalar siirhidir. Ozellikle,
beyin kanseri hiicrelerinde hiicre proliferasyonu ve/veya hiicre O6liimiine, apoptoz
mekanizmalarina etkileri ve etki mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilmamis hiicre
membranindan gegme potansiyeli olan oleik asitin PEMF ile sinerjik etkisinin birlikte
degerlendirildigi ¢aligmalar yok denecek kadar azdir. Bu nedenle tez ¢alismasi, daha
once yapilan ¢alismalardan farkli olarak, farkli konsantrayon ve siirelerde oleik asit ile
muamele edilen insan ndroblastoma hiicre hattin1 75 Hz, 1 mT PEMF’ye hem kisa (15
dk) hem de uzun siire (12 saat) maruz birakarak, oleik asit ile birlikte PEMF
maruziyetinin maruziyet siiresine bagli olarak hiicre canliligina, apoptozu indiikleyip
indiiklemedigine ve apoptoz mekanizmasinda rol alan kilit molekiillerin mRNA
diizeylerine etkilerini farkli molekiiler tekniklerle inceleyemeyi amaclamstir.

Tez galigmasindan elde edilen sonuglar topluca degerlendirildiginde oleik asit
muamelesinin ardindan uzun siire (12 saat) 75 Hz, 1 mT PEMF’ye maruz birakilan SH-
SY5Y noroblastoma hiicre hattinda hiicre canliligr diger tiim deneysel gruplara kiyasla
istatistiksel olarak anlaml derecede diisiiktiir (p<0.001, sirasiyla). Bu durum oleik asitle
birlikte PEMF maruziyetinin maruziyet siiresine bagli olarak SH-SYSY insan
noroblastoma hiicre hattinda hiicre canliligini azaltici olasi etkisinin olabilecegini
gostermektedir. Bu etkinin apoptozis indiiksiyonuna neden olarak mi ortaya ¢iktigini
anlayabilmek icin hiicrelerin hangi yolla 6liime siiriiklendigi (apoptoz/nekroz) akis
sitometri teknigi ile incelenmis ve oleik asit muamelesinin ardindan uzun stire (12 saat)
75 Hz, 1 mT PEMF’ye maruz birakilan SH-SY5Y noéroblastoma hiicre hattinda
hiicrelerin diger gruplara kiyasla daha fazla erken apoptoza ugrayarak apoptoza
siiriiklendigi bulunmustur. Calismanin sonuclarina benzer sekilde, PEMF’nin beyin
kanseri hiicre hatlarma direkt ya da kematerapotik ilaglarla birlikte uygulanmasinin
hiicre canliligini1 degistirdigi, kanserli hiicre proliferasyonunu engellereyerek apoptozu
indiikledigi raporlanmstir (Akbarnejad vd., 2017; Amiri vd., 2017). Ornegin, H4
glioma hiicre hattinda ELF-PEMF (7 Hz, 30 mT)’ye giinde 3 kez 4 saat maruziyetin
hiicredeki canlilik degisikliklerine neden oldugu ve apoptozu indiikledigi akis sitometri
(flow cytometry) teknigi ile raporlanmistir (Kaszuba vd. 2018).

Caligmanin bir sonraki asamasinda apoptoz mekanizmasinda rol alan kilit
molekiillerin (kaspaz-3, Bcl-2 gen ailesinden antiapoptotik “Bcl-2” ve proapoptotik
“bax”, ve tiimdr baskilayict bir gen olan “TP53”) mRNA diizeylerindeki degisiklik
qRT-PCR teknigiyle incelenmistir. Sonuglar toplu olarak degerlendirildiginde, oleik
asit muamelesinin ardindan uzun siire (12 saat) 75 Hz, | mT PEMF’ye maruz birakilan
SH-SYS5Y noéroblastoma hiicre hattinda oleik asit-PEMF kombinasyonun apoptoz
mekanizmasinda kilit rol oynayan molekiillerden Bax, kaspaz-3, TP53 geninin
ekspresyonu tizerinde arttirici, Bel-2 geninin ekspresyonu iizerinde ise azaltici etkisinin
oldugu tespit edilmistir. Bcl-2'nin Bax ve diger proapoptotik proteinlere baglandig1 ve
onlar etkisiz hale getirdigi, boylece apoptozu inhibe ettigi bilinmektedir (Valdes Rives
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vd., 2017). Bu nedenle, calismada gozlemlenen Bax genindeki artisa nazaran azalmig
bcl-2 gen ekspresyonu literatiirle uyumludur. Farkli frekans (10 Hz, 50 Hz, 100 Hz),
zaman (2, 4, 24 saat) ve dalga boylart genliginde (50 G, 100 G) ELF-PEMF
uygulamasinin kotii huylu bir beyin tiimdrii olan Glioblastoma Multiforme (GBM) U87
hiicre hattinin morfolojisine, canliligina, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde (cyclin-
D1, p53) ve apoptozda (caspase-3) rol oynayan proteinlerin ekspresyonuna etkilerinin
arastirildigir Akbarnejad vd. (2017) ¢alismasinda 24 saat 100 Hz (100 G) ELF-PEMF’ye
maruz kalan grupta diger gruplara kiyasla hiicre canliliginin azaldigi, cyclin-D1
ekspresyonunun azaldigi, P53 ve caspase-3 proteinlerinin ekspresyonlarinin arttigi
gosterilmistir. Ayrica uygulanan ELF-PEMF’ nin frekansina, zamanina, genligine bagl
olarak hiicrelerde farkli antiproliferatif, proliferatif ve apoptatik etkilerin olabilecegi
raporlanmistir. Caligmada, uzun stire (12 saat) 75 Hz frekansinda PEMF’ye maruz kalan
SH-SYSY hiicre grubunda oleik asit muamelesinin apoptozu indiiklemedeki etkisiyle
birlikte gbzlemlenen hiicre canliliginda azalma, TP53, kaspaz-3 gen ekspresyonlarinda
artis Akbarnejad vd. (2017) ¢aligmasinda raporlanan U87 hiicre hattinin uzun siire (24
saat) ve 100 Hz (100 G) frekansinda ELF-PEMF muamelesinden elde edilen sonuglarla
uyumludur. Ayni1 grubun bagka bir ¢alismasinda (Akbarnejad vd. 2017), glioblastoma
hiicrelerine (U87 ve T98G) GBM tedavisinde kullanilan bir ila¢ olan temozolomidin
(TMZ) 100 uM muamelesinin ardindan 100 Hz (100 G) ELF-PEMF’ye 144 saat
maruziyetin hiicre canliligini azalttig1, p53, bax ve kaspaz-3 ekspresyonlarini arttirarak,
Bcl-2 ve cyclin-D1 ekspresyonunu ise azaltarak apoptozu tetikledigi gosterilmistir. Yine
baska bir ¢alismada (Pasi vd., 2016), T98G glioblastoma hiicre hattinda PEMF’nin
kanser ilerlemesinde yer alan genlerin ekspresyonu {izerindeki olas1 epigenetik etkileri
miRNA’lerle incelenmis ve TMZ ile kombine halinde 75 Hz (2 mT) frekansinda
PEMF’ye 1 saat maruziyetin kemo ve radyorezistant T98G glioblastoma hiicre hattinda
epigenetik proapoptotik etki ortaya ¢ikardigi raporlanmistir. Calismamizin  ve
literatiirdeki ¢calismalarin (Akbernejad vd. 2017; Pasi vd., 2016) sonuglar1 beyin kanseri
hiicre hatlarinin kanser hiicrelerinde apoptozu indiiklemede etkileri bilinen oleik asit
veya kanser tedavisinde kullanilan bir ilag olan temozolomidin (TMZ) gibi ilagla
muamelenin ardindan yiiksek frekansda PEMF’ye (=75 Hz) uzun siire maruz
birakilmasmin (>1 saat) hiicre canliliginda azalmaya neden oldugunu, apoptozun
proapoptotik ve antiapoptotik mekanizmalarindaki genlerin seviyelerinde,
miRNA’lerin aracilik ettigi kanser ilerlemesinde yer alan genlerin ekspresyonunde
degisikliklere neden olarak apoptozu indiikledigini gdstermistir. Uygulanan manyetik
alanin farkli olmasina ragmen yine tiim bu yukarida 6zetlenen ¢alismalarin sonuglarini
destekler nitelikte Amiri vd. (2017) ¢alismasinda farkli zamanlarda (12, 24 ve 48 saat)
uygulanan diisiik frekansli manyetik alan (EMF) (50 Hz, 70 G) maruziyeti ile birlikte
kemoterapide kullanilan karboplatin ilacinin farkli dozlarda (0,67 mM, 1,35 mM, 2,7
mM, 5,4 mM) uygulanmasinin glioblastoma hiicre hattinda (U87) kaspaz-3 protein
ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla 24 ve 48 saat araliginda %23 ve %4 artti3
gosterilmistir. Literatirde PEMF’ nin beyin kanseri hiicre hattindan farkli olarak meme
kanser hiicre hatlarinda da apoptoz mekanizmasinda roliinii gosteren c¢aligmalarda
mevcuttur. Ornegin, meme kanseri iizerine yapilan ¢alismada (Crocetti vd. 2013) meme
kanseri MCF-7 ve malignant olmayan MCF-10 hiicre hatlarma PEMF (20-50 Hz
frekans, 2-5 mT yogunluk) 30-90 dk zaman araliginda uygulandiginda MCF-10 hiicre
hattina kiyasla MCF-7 hiicre hattinda apoptozun %25 arttirdig1 akis sitometri teknigi ile
tespit edilmistir. Yine, meme kanseri hiicresi iizerinde yapilan baska bir caligmada
(Barati vd. 2020), ELF-EMF maruziyetinin (5 giin boyunca 100 mT/1Hz, her giin 120
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dk) MC4L2 meme kanseri hiicre hattinda P38 ve P21’in mRNA ekspresyon
seviyesindeki artigla iligkili olarak apoptozu %30 indiikledigi gosterilmistir. Meme
kanseri hiicresi olan MCF-7 ve kontrol ZR-75-1 hiicre hatlarina 6, 12, 24, 36 saat
araliklariyla uygulanan LF-MF (1 mT, 50, 125, 200, 275 Hz) nin proapoptotik
proteinlerden bax, ve kaspaz-3’iin ekspresyonunu arttirarak, antiapoptotik protein olan
Bcl-2’nin ise ekspresyonunu azaltarak apoptozu indiikledigi  Xu vd. (2020)
caligsmasinda raporlanmaistir.

(Calisma yukarida 6zetlenen ¢alismalardan farkl olarak tekli doymamis yag asidi
(MUFA) sinifinda olup kanser tiirlerine karsi koruma saglayan zeytinyagmin bir
bileseni olan oleik asidin PEMF ile kombinasyonun nodroblastoma hiicre hattinda
apoptoz mekanizmasindaki roliinii inceleyen ilk ¢calismadir. Calismanin sonuglari, oleik
asit ile muamele edilen noroblastoma hiicre hattinin uzun siire PEMF gibi pulse yani
darbeli yayilan diisiik frekanshi elektromanyetik alana maruz kalmasinin hiicreleri
kesikli ve periyodik olarak uyararak beyin kanseri hiicre hattinda hiicre canliligini
azaltarak ve apoptoz mekanizmasindaki kilit rol oynayan genlerin seviyesinde
degisiklige neden olarak hiicreleri apoptoza siiriikledigini gostermektedir.
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6. SONUCLAR

Tipta bircok hastaligin tan1 ve tedavisi gecmisten giliniimiize kadar stirekli
gelismektedir. Bu hastaliklarin  tan1 ve tedavisinde elektromanyetik alanlarin
kullanilmast ve giin gectikce kullaniminin artip ilerleme kaydetmesi 6nemli bir rol
oynamaktadir. Bunlardan birisi de diisilk frekanslara sahip olan darbeli
elektromanyetik alandir. Elektromanyetik alanlarin yiiksek frekansta (300 Hz-10 MHz)
kullanilmas1 viicut sagligini etkileyebilirken darbeli elektromanyetik alan diigiik
frekansh bir elektromanyetik alan olup, ¢aligmalar PEMF uygulamasinin parkinson
hastalig1, ameliyat sonras1 agr1 ve 6dem, kronik yaralarin tedavisi, ndrodejeneratif ve
okiiler hastaliklarin tedavisi, kanser hiicrelerinin tedavisi gibi alanlarda kullanildigini,
ve kanser hiicrelerinde apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Hug vd., 2012; Vadala vd.,
2016; Zou vd., 2017; Strauch vd., 2009; Markov vd., 2007; Amiri vd., 2018).
Literatirde, PEMF maruziyeti ve oleik asitin beyin timor hiicrelerinde apoptoz
mekanizmalarindaki rolii, beyin tiimoér hiicrelerinin hiicre proliferasyonu ve/veya hiicre
Olimiine etkileri ve etki mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilmig degildir. Calisma,
farkli konsantrayon ve siirelerde oleik asit ile muamele edilen insan néroblastoma hiicre
hattin1 75 Hz, 1| mT PEMF’ye hem kisa (15 dk) hem de uzun siire (12 saat) maruz
birakarak, oleik asit ile birlikte PEMF maruziyetinin maruziyet siiresine bagli olarak
hiicre canliligina, apoptozu indiikleyip indiiklemedigine ve apoptoz mekanizmasinda rol
alan kilit molekiillerin diizeylerine etkilerini ~ molekiiler tekniklerle incelemeyi
amaglamistir. Elde edilen sonuglar toplu olarak degerlendirildiginde, oleik asit
muamelesinin ardindan 12 saat 75 Hz frekans 1+0.2 mT yogunlukta PEMF’ye
maruziyetin SH-SYSY hiicre hattinda kontrol HACAT hiicre hattina kiyasla hiicre
canliligimi azaltici, TP53, kaspaz-3, bax ekspresyonunu arttirici, Bel-2 ekspresyonunda
ise azaltic1 etki gostererek hiicreleri apoptoza siiriikledigi bulunmustur. Elde edilen
bilimsel verilerle, beynin uygun gelisimi ve isleyisi i¢in gerekli bir yag asidi olan oleik
asit ile birlikte PEMF uygulamasinin insan noroblastoma hiicrelerinde apoptoz
mekanizmalarindaki etkileri farkli molekiiler yoOntemlerle incelenerek, beyin
timorlerinin  progresyonu ve tedavisinde doymamis yag asitlerinin kullanimi ve
bunlarin PEMF ile birlikte sinerjik etkisinin c¢alisilacagi biyomedikal uygulama
alanlarmin genisletilmesine katki saglanmig olup, ¢alismanin ilerideki in vivo ve/veya in
vitro ¢aligmalara 1s1k tutacagina inaniyoruz. Farkli hiicreler, dokular veya hayvan
modelleri tizerindeki farkli doz, frekans, yogunluk, genlik, maruziyet siireleri gibi
PEMF parametrelerinin degerlendirilecegi c¢aligmalar PEMF’nin fizyolojik etkileri
hakkinda daha kesin bilimsel veriler elde edilmesini saglayacaktir. Bu nedenle, mevcut
calismanin PEMF maruziyeti ile aktive edilen molekiiler, biyokimyasal ve hiicresel
stireclere odaklanan daha ileriki ¢aligmalara da yon verecegine inaniyoruz.
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