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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

NORON BENZERI HUCRE KULTURUNE DONUSTURULMUS
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KARSI PROPOLISIN NOROKORUYUCU OZELLIKLERININ
BELIRLENMESI
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Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dal1

Damgman: Dr. Ogr. Uyesi Mehmet Enes ARSLAN
Es Danismant: Dr. Ogr. Uyesi Mustafa Siikrii KURT

Siirekli manyetik alan uygulamasinin sitotoksik ve norodejeneratif ozelliklerini gosteren kapsamli
caligma literatiirde yoktur. Bu ¢alismada, nérodejeneratif 6zellikleri anlamak igin agir1 diistik frekansli manyetik
alanlarin (ELF-MF'ler) farklilasmig noroblastom (SH-SYSY) hiicre hatti ilizerindeki sitotoksisite etkileri
arastirilmistir. SH-SY5Y hiicre hattini olgun noron benzeri hiicrelere doniistirmek amaciyla all-trans retinoik
asit kullanilmis ve hiicre dongilisii analiziyle farklilasma dogrulanmistir. ELF-MF'nin  donistiiriilmiis
hiicrelerdeki toksikolojik etkilerini aragtirmak igin hiicre kiiltiiriine ¢esitli araliklarda ELF-MF'ler uygulanmustir.
Ayrica, genis doz aralifinda propolis uygulanarak manyetik alanin olumsuz etkileri ndron hiicreleri {izerinde
azaltilmaya ¢alisilmistir. Hoechst 33258 boyama, maruziyetten sonra kromozomal aberasyonlarin olugumlarini
aragtirmak icin kullanilmigtir. ELF-MF’ye maruz birakildiktan sonra, hiicre 6lim mekanizmasini belirlemek
amaciyla nekroz ve apoptoz i¢in akis sitometrisi analizi yapilmistir. ELF-MF'lerin néronal hiicreler tizerindeki
mutasyon olusturma potansiyelini arastirmak i¢in apurinik/apirimidinik siteler degerlendirme testi kullanilarak
DNA hasari olusumlart gézlemlenmistir. Toplam Antioksidan Durum (TAS) ve Toplam Oksidan Durum (TOS)
parametreleri, oksidatif stresle sonuglanan DNA hasarmi iligskilendirmek igin arastirilmigtir. Hiicre kiiltiirlerine
cesitli araliklardaki manyetik alan uygulamalari %37,6, %44,2 ve %48,2 nekrotik hiicre 6liimii ile sonuglanmugtir.
Ayrica, ELF-MF maruziyetinden sonra DNA hasari birikimi artmistir. ELF-MF uygulamasi, olgun ndéron benzeri
hiicrelerde nekrotik etki gdstermistir. Propolis uygulamasiyla ELF-MF'lere maruz kalan hiicre kiiltiirlerinde
sitotoksisitenin diistiigii ve oksidatif stres parametrelerinin neredeyse normal seviyelere geldigi belirlenmistir.
Bu sonuglar, siirekli ELF-MF maruziyetinin, artan oksidatif stres, niikleer mutasyonlar ve ndronal hiicrelerde
nekrotik hiicre 6liimii yoluyla nérodejeneratif hastaliga neden olabilecegini ortaya koymaktadir. Propolis gibi bir
antioksidan uygulamasiin manyetik alan toksisitesinin dniine gecebilecegi belirlenmistir.
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ABSTRACT

MS. Thesis

DETERMINATION OF NEURONPROTECTIVE PROPERTIES OF PROPOLIS
AGAINST MAGNETIC FIELD TOXICITY IN NEUROBLASTOMA CELL
LINE TRANSFORMED INTO NEURON-LIKE CELL CULTURE
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Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Mehmet Enes ARSLAN
Co-Supervisor: Asst. Prof. Dr. Mustafa Siikrii KURT

There is no systematic investigation of the cytotoxic and neurodegenerative effects of
continuous magnetic field application in the literature. To better understand neurodegenerative
features, the cytotoxic effects of extreme low frequency magnetic fields (ELF-MFs) on
differentiated neuroblastoma (SH-SY5Y) cell line were explored in this work. The SH-SY5Y cell
line was transformed into adult neuron-like cells using all-trans retinoic acid, and cell cycle
analysis verified differentiation. To examine the toxicological effects of ELF-MF on transformed
cells, a variety of ELF-MFs were used in cell culture. Furthermore, it was attempted to decrease
the detrimental effects of the magnetic field on neuron cells by using propolis in a wide dosage
range. The presence of chromosomal abnormalities following exposure was investigated using
Hoechst 33258 staining. To establish the mechanism of cell death after exposure to ELF-MF, flow
cytometry analysis for necrosis and apoptosis was done. DNA damage occurrences were
identified utilizing the apurinic/apyrimidinic sites assessment assay to examine the mutation
potential of ELF-MFs on neural cells. To correlate DNA damage caused by oxidative stress,
researchers looked at the Total Antioxidant Status (TAS) and Total Oxidant Status (TOS) factors.
Magnetic fields of varying strengths were applied to cell cultures, resulting in necrotic cell death
of 37,6%, 44,2 %, and 48,2%, respectively. Additionally, after being exposed to ELF-MF, the
buildup of DNA damage increased. In mature neuron-like cells, ELF-MF injection caused
necrosis. In cell cultures exposed to ELF-MFs, cytotoxicity reduced and oxidative stress markers
returned to near-normal levels after propolis treatment. These findings show that prolonged ELF-
MF exposure can promote neurodegenerative illness in neuronal cells by increasing oxidative
stress, nuclear mutations, and necrotic cell death. It has been discovered that using an antioxidant
like propolis can help reduce magnetic field poisoning.
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1. GIRIS

1. GIRIS

1.1. Elektromanyetik Alan ve Ozellikleri

Maddeleri olusturan elektron ve protonlar, negatif ve pozitif yiiklerden
olusmaktadir. Uluslararas1 Birim Sistemi (Systéme International d'Unités, [SI])’ne gore
birim yiik Coulomb (C) olarak ifade edilir (Kurakin 2011). Elektrik alanlar1 yalnizca
elektrik yiikiiniin varlig: ile iliskiliyken, manyetik alanlar elektrik yiikiiniin (elektrik
akiminin) fiziksel hareketinin sonucu meydana gelmektedir. Benzer sekilde, hareket
halindeki elektrik ve manyetik alan yiiklerinin zamanla degismesiyle elektromanyetik

alanlar meydana gelmektedir (Lewczuk et al. 2014).

1.1.1. Elektrik alan

Elektrik alanlari, durgun ya da hareketli elektrik yiiklii parcaciklar tarafindan
olusturulmaktadir. Elektrik yiikleri, maddeyi nitelendiren temel parcaciklardan olusur.
Negatif yiike sahip elektronlar ve pozitif yiike sahip protonlar elektrigin olusumunda rol
oynar. Elektronlar, temel ve en kii¢lik tasiyic1 parcacik yiikiidiir. Elektrik alanlari
elektronlarin bir yerden bagka yere hareket etmesiyle ya da bir yerde birikmesiyle ortaya

cikar.

Elektrik akimi, bir iletkenden birim zamanda gegen yiik miktaridir. Elektriksel
akimin birimi Amper’dir (1 Amper [A]=1 C/s). Elektrik yiiklerinin hareketleri Coulomb
Yasast ile agiklanir. Coulomb yasasina gore; ayni elektrik yiiklii cisimler birbirini iterken,
zit elektrik ytkli cisimler birbirini gekerler. Ortamdaki yiiklerin varlig, elektrik alan
olusumunda rol oynar ve herhangi bir yiik ya da yiiklerin etrafinda siirekli bir elektrik
alan olusmaktadir. Elektrik alani, E ile gosterilir ve birimi Newton/Coulomb (N/C)’dur.
Elektrik alanin dogrultusu, yonii ve bir degeri oldugu icin vektorel bir biiyiikliiktiir

(Romanenko et al. 2017).
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1.1.2. Manyetik alan

Manyetik alanlar, elektriksel yiiklerin hareketi sonucunda meydana gelir. Hareket
eden elektriksel yiikler ¢evrelerindeki boslukta bir manyetik alan olusturlar. SI’ya gore
Tesla (T), manyetik alan birimi olarak kullanilir ve genellikle mikrotesla (uT) cinsinden
ifade edilir. Manyetik alanin biiyiikliigii, alan siddetine bagli olarak Tesla, Gauss (G) ve
Milligauss (mG) gibi birimlerle ifade edilir. Ortaya ¢ikan elektriksel akimin biiytikliigline
gore manyetik alanin biiyiikliigii de artar. Ancak manyetik alanin etkisi mesafe arttikca

hizla azalir.

Manyetik alandan, birimi T (1 T=10.000 G) olan manyetik aki yogunlugu (B) ve
birimi Metre (m) basina Amper (A) (A/m) olarak ifade edilen manyetik alan giicii (H)
olmak iizere iki sekilde soz edilebilir. Iki nicelik B=pH ifadesiyle iliskilidir (burada p
orant1 sabitidir). Manyetik alan vektorii, H ile ifade edilir (Ziegelberger et al. 2020).

Manyetik alanlar ve elektrik akimlari arasindaki baglant1 ile ilgili deneysel
calismalar 1819 yilinda Oersted tarafindan baslamistir. Oersted, akim tasiyan bir telin
yakininda olan bir pusula ignesinin tele dik konuma gelecek sekilde hizalandigim
gozlemlemistir. Pusula ignesinin, Diinya'nin var olan manyetik alani tarafindan
hizalandigint ve akimin etkisi devreye girdiginde ise pusulanin yeniden
yonlendirilmesinin, bir elektrik akimiyla baglantili bir manyetik alanin varligiyla
aciklamigtir. Dolayisiyla, pusula ignesi, akimla iligkili manyetik alanin bigimini
haritalamak i¢in bir ara¢ saglamistir. Bu deneysel bulus, manyetik alan ile elektrik akimi
arasindaki baglantinin daha genis deneysel takibine sebep olarak 1820'de Biot-Savart
Teorisi’nin ortaya ¢ikmasini saglamistir. Bu teoriye gore, manyetik alanin sonsuz kiiciik
bir akim tarafindan iiretilir, ayn1 zamanda bu akimin yonii, dogrultusu ve yogunlugu

manyetik alanin siddetini ve yoniinii de belirler (Shadid and Shadid 2020).

Biyolojik sistemler tarafindan iiretilen manyetik alanlar biyoelektrik yiiklerinin
hareketiyle olusur. Dolayisiyla bu manyetik alanlar, kaslarin kasilmasi, sinir sistemindeki
sinyal iletimi veya biyolojik dokunun manyetizasyonu sonucu dogal olarak meydana

gelen elektrik akimlari tarafindan iiretilir (Suarez-Antola et al. 2020).
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1.1.3. Elektromanyetik alan

Bilesenlerini elektrik ve manyetik alanlarin olusturdugu elektromanyetik alan
(Electromagnetic Field-EMF), elektrik yiiklerinin hareketi sonucunda boslukta meydana
gelen degisiklikler olarak tanimlanir. Durgun haldeki elektrik yiikiiniin ¢evresinde
elektrik alanlar mevcuttur. Hareket halindeki elektrik yiikiiniin etrafinda ayrica manyetik
alan meydana gelir. Belirli sartlarda elektromanyetik alanlar, ayrica elektromanyetik
enerjiyi tasiyan bir dalga hareketi olarak tanimlanir. Bir radyofrekans kaynagindan

iiretilen ve boslukta yayilan dalgalara ise elektromanyetik dalga denilmektedir.

Dalgalar seklinde yayilan bu enerji elektromanyetik radyasyon (1s1nim) olarak
tanimlanir. Tiim alan vektorleri boslukta birbirlerine dik olarak bulunurlar (Sekil 1.1).
Hem manyetik hem de elektrik alanlarin vektorlerinin hareketi siniis egrisi seklindedir

(Lewczuk et al. 2014).

Sekil 1.1. E (Elektrik), B (Manyetik) ve Z (Elektromanyetik) alanlarinin dalgalar ve
vektor yonleri.

1.1.4. Elektromanyetik spektrum

Cesitli kaynaklarin ortaya ¢ikardigi EMF, genis frekans araligina dagilmistir. Bu
durum elektromanyetik spektrum olarak adlandirilir ve elektromanyetik dalgalar
frekanslarina gore 6zel isimlerle adlandirilarak farkli gruplara ayrilirlar. Bu gruplarin

dalga boylar1 da farklilik géstermektedir (Huang et al. 2021).
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Elektromanyetik spektrumda temel olarak, iyonlastirict ve iyonlastirmayan
radyasyon seklinde ayrilan ve Sekil 1.2°de yer alan radyasyonlarin (300 GHz'in altindaki

frekanslarda) tiimii iyonlastirici olmayan radyasyonlardir.
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Sekil 1.2. Elektromanyetik spektrum (Consales et al. 2012)

1.1.5. Ozgiil sogurulma oram (SAR)

Elektromanyetik 1smimlarin  viicut dokularindaki sogurulma oram1 06zgiil
sogurulma oran1 (SAR) olarak adlandirilir. SAR, kilogram basina Watt birimi [W/kg]
kullanarak insan dokusunun birim kiitlesindeki sogurulan giicii 6lger. Radyasyonun enerji
yogunlugu, doku ile yaptig1 etkilesimin tiirii, maruz kalma siiresi ve dokudan sogurulan

enerjinin miktarina bagl olarak dokuda zarar meydana getirebilir.

Biyolojik sistemlerdeki dokulardan sogurulan enerjinin miktarindan ¢ok, SAR
degeri 6nemlidir. Cesitli calismalar, insan viicudunun 1 °C’ lik sicaklik artigini diizenleme
konusunda birtakim problemler yasadigini gdstermistir. Federal Iletisim Komisyonu, The
Federal Communications Commission (FCC), 1 °C’lik sicaklik artis1 konusunda kismi
viicut maruziyeti durumunda 1 gram (g) doku i¢in yaklasik 1,6 W/kg'lik SAR sinirlamasi
uygulamaktadir; diger diizenleyici kurumlar (6rnegin, Avrupa Elektroteknik
Standardizasyon Komitesi) da SAR dlgiimlerinde 10 g doku icin yaklasik 2 W/kg'lik
benzer siirlama uygulamaktadir (Zhang et al. 2020).
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1.2. Elektromanyetik Alan Kaynaklari

Elektromanyetik alan kaynaklari, dogal ve dogal olmayan kaynaklar seklinde

ikiye ayrilabilir:

i Dogal kaynaklar: Yildizlar ve magnetarlar gibi gok cisimlerini, Diinya'y1
ve canli organizmalardaki elektriksel uyarilarin akigini igeren biyolojik siirecleri igerir.
Diinyanin manyetik alani, manyetosfer olarak bilinen, Diinya'y1 ¢evreleyen genis bir
alana uzanan gezegen ¢ekirdeginden kaynaklanan baska bir dogal alandir. Giiglii
elektromanyetik alanlarin 6nemli bir kaynagi, yildirim olarak bilinen atmosferik
desarjlardir. Bu dogal fenomenlere eslik eden hizli radyasyon salinimlari, yiiksek gii¢
yogunluklar1 ve yiiksek frekanslarla karakterize edilir. Canli organizmalarda
elektromanyetik alanlar, sinir sistemindeki sinyallerin iletilmesinden ve otonom olarak

elektriksel uyarilar iireten yapilardan (kalp gibi) kaynaklanir (Moon 2020).

ii. Dogal olmayan kaynaklar: Bu tiir elektromanyetik alan kaynaklarinin
tarihi nispeten kisadir ve yalnizca son yiiz yili kapsar. Dogal olmayan elektromanyetik
alan kaynaklar1 iki gruba ayrilir. Birinci grup, madde pargaciklarinin iyonlagmasina neden
olabilen nispeten yiiksek bir enerji ile karakterize edilen iyonlastiric1 radyasyonu igerir.
Bu tiir radyasyonun varliginin 6ncelikle dogal nedenleri vardir (istatistiksel yillik maruz
kalma dozu 2,4 milisievert (mSv) civarindadir). Bununla birlikte, ¢esitli radyoaktif
izotoplarin kullanildig1 teknik cihazlar gibi dogal olmayan iyonlastirict radyasyon
kaynaklari, giiniimiizde halk sagliginin korunmasinda en onemli sorun olarak kabul
edilmektedir. Ikinci grup, madde parcaciklarini iyonize etmek icin ¢ok diisiik olan
iyonlastirict olmayan enerji radyasyonunu igerir. Bu tiir radyasyonun ortak kaynaklari,
elektrik enerjisi iretimi, iletimi ve kullanimi igin kullanilan araglardir (yiiksek voltajli
enerji hatlari, trafo merkezleri, motorlar, jeneratorler, endiistriyel aletler ve ev aletleri, ev
kablolar1 vb.). Elektromanyetik radyasyonun c¢ok &nemli kaynaklar1 arasinda
telekomiinikasyon sistemleri (radyo, televizyon, internet ve Wi-Fi) ile teshis veya tedavi

i¢in kullanilan tibbi cihazlar yer alir (Ahlbom et al. 2008).

Avrupa Komisyonu'na gore, iyonlastirict olmayan radyasyon birkag seviyeye

ayrilabilir:
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I Statik Alanlar (SMF),

ii. Son Derece Diisiik Frekans Alanlart (ELF Alanlari),

iii. Ara Frekans Alanlar1 (IF Alanlari),

iv. Radyo Frekansi Alanlar1 (RF Alanlar)

Canli organizmalar1 etkileyen ve yukarida bahsedilen tipik elektromanyetik

alan/radyasyon kaynaklar1 Cizelge 1.1°de listelenmis ve agiklanmustir.

Cizelge 1.1. Canl1 organizmalari etkileyen elektromanyetik alan kaynaklarinin listesi
(Romanenko et al. 2017).

FREKANS FREKANS RADYASYON KAYNAKLARI
SEVIYLERI ARALIKLARI
Statik 0 Hz Toprak, video ekranlari, manyetik

rezonans goriintilleme ve diger
teshis/bilimsel ekipman, elektroliz,

kaynak
Son Derece Diistlik 0-300 Hz Giig iletim hatlari, ev kablolar1, araba
elektrik motorlar1, elektrikli trenler
Frekans Alanlar ve tramvaylar, kaynak cihazlar

Orta diizey frekans | 300 Hz-100 kHz | Arabalarda, evlerde ve magazalarda
kullanilan hirsizlik 6nleme cihazlari,
kart okuyucular, metal detektorler,
manyetik rezonans  goriintiileme,
kaynak cihazlari, video ekranlar

Radyo frekansi 100 kHz-300 Radyo, televizyon, cep telefonlari,
GHz mikrodalga firinlar, radarlar ve radyo
vericileri, manyetik rezonans

goriintiileme




1. GIRIS

1.3. Elektromanyetik Alamin Biyolojik Sistemler Uzerine Etkileri

Glinlimiizde genis spektrumlu elektromanyetik dalgalar radarlardan, iletisim
araclarindan, cep telefonu baz istasyonlarindan, yiiksek gerilim hatlarindan, radyo ve
televizyon vericilerinden, trafo merkezlerinden, ozellikle ofis ve evlerdeki elektrikli
cihazlardan olmak iizere birgok elektrikli sistemden c¢evreye yayilmaktadir.
Cevremizdeki bu elektromanyetik alana maruz kalan biyolojik sistemlerin, bu alanlardan
olumsuz etkilenme olasiligi, bilim insanlarinin ilgisini ¢ekecek diizeydedir. Bu olumsuz
etkiler kisa ve uzun vadeli etkiler olarak iki sekilde siralanabilir. Kisa vadeli etkiler, bas
agrisi, bas donmesi, halsizlik, gozlerde yanma hissi, uyku diizensizligi, yorgunluk,
dikkatsizlik ya da siirekli rahatsizlik nedeniyle topluma katilmamak gibi etkilerdir. Uzun
vadeli etkiler, biyolojik sistemlerdeki doku ya da organlarda, sinir sisteminde, hiicre
yapisinda, molekiiler ve kimyasal baglarda, bagisiklik sisteminde goriilebilecek olumsuz

etkilerdir (Tiredi vd 2020).

Elektromanyetik dalgalarin frekansi ile dokulara penetrasyon 6zellikleri arasinda
ters bir iliski bulunmaktadir; yiiksek frekansli 1sinlarin dokulara niifuz edebilme yetenegi
daha azken diisiik frekanslilarin ise daha fazladir. Dolayisiyla yiiksek frekans EMF’lerden
kaynaklanan enerjinin biiyiik bir kismi1 deri ylizeyine yakin yogunlasir ve cogunlukla 1s1
etkisi olarak agiga ¢ikmaktadir. Bu sebepten dolay1 diisiik frekansli EMF’ler yiiksek
frekanslara gore daha derin bolgelere etki etmektedir (Kaplan et al. 2016). Asir1 diisiik
frekansli manyetik alanlarin (Extremely Low Frequency Magnetic Field-ELF-MF)
sagliga olan etkilerine olan ilgi, ilk olarak 1979 yilinda Wertheimer ve Leeper’in, ELF-
EMF maruziyetiyle ¢cocukluk donemi kanserleri arasindaki iliskiyi gostermelerinden
sonra artmistir. Bu ¢alismayla birlikte ELF-MF’lerin biyolojik sistemlerdeki etkilerinin

ortaya ¢ikarilmasi konusundaki arastirmalar hizla artmistir (Touitou et al. 2022).

Bazi galismalar, hiicre kiiltiirlerine 50-60 Hz ELF-MF uygulandiktan sonra, DNA
kirilmalari, kromozomal kararsizlik ve apoptozun gozlemlendigini gostermektedir (Park
et al. 2018). Bu nedenle, ELF-MF'ler 2002 yilinda Uluslararas1 Kanser Arastirmalari
Ajanst (IARC) tarafindan 2B kanserojen olarak siniflandirilmistir. Buna karsilik, diisiik
enerji nedeniyle, benzer frekans ve yogunluklar1 kullanan ELF-MF'ler iizerinde yapilan

diger baz1 ¢calismalarda, dikkate deger herhangi bir hiicresel hasar gézlemlenmemistir.
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Ornegin, 1ImT'deki 60 Hz ELF-MF'ler, fare ve insan akciger fibroblast hiicreleri ve ayrica
insan meme bezi ve insan akciger epitel hiicreleri lizerinde onemli etkilere sebep
olmamistir (Song et al. 2018). Ayrica, 2mT'de 50 Hz ELF-MF'nin kemirgen beyin
hiicreleri tizerinde hi¢bir etkiye neden olmadigi iddia edildi. Bu nedenle, ELF-MF'lerin
hiicreler tizerindeki etkileri hala oldukg¢a tartismalidir ve heniiz tam olarak anlagilmamistir

(Maffei 2022).

Bir acidan, canli organizmalarin ¢esitli hiicresel sistemleri, makromolekiiler
etkilesimlerden protein olgunlagsmasina ve hiicre yapilarindaki degisikliklere kadar
elektromanyetik alanlar araciligiyla diizenlenir. Cok sayida ¢alisma, diisiik ve agir1 diisiik
frekansli manyetik alana maruz kalmanin farkli tiirdeki kanser patolojisi ve olusumu ile
iligkili olabilecegini ortaya koymaktadir (Tian et al. 2018). Yapilan diger arastirmalarda,
in vivo gelistirilen meme tiimoriine karsi manyetik alanlarin kemoterapotik uygulamada
ve akciger karsinomlarina kars1 antitiimdr aktiviteyi arttirici etkiye sahip oldugu ortaya
koyulmusgtur (Markov 2007; Yuan et al. 2018). Norofizyolojik ¢alismalar, manyetik
alanlarin hiicre zar1 iizerindeki transmembran kalsiyum (Ca?*) akisimi diizenleyerek
diyamanyetik oOzellikleri araciligiyla fosfolipid molekiillerinin doniisiinii manipiile
edebildigini gostermistir. Bu caligsmalar, hiicre zarindan Ca?" transferi iizerindeki
manyetik alan etkilerini ve sonu¢ olarak apoptozun indiiklenmesiyle hiicre 6liimiini

iliskilendirebilir (Tenuzzo et al. 2006).

Manyetik alana maruz kalan sigan lenfositlerinde DNA hasarin1 ve dolayisiyla
hiicre Oliimiinii arttirdig1 gosterilmistir. Sitotoksisite mekanizmasi i¢in, manyetik
alanlarin olusturdugu lipid peroksidasyonunun ve demir iyonuna maruz kalmanin serbest
radikal olusumlari ile sonuglandigi 6ne siiriilmiistiir (Coballase-Urrutia et al. 2018).
Manyetik alanlar ve biyolojik sistemin etkilesim mekanizmasi muhtemelen radikal ¢ift
mekanizmalar1 yoluyla gergeklesebilir ve genis spektrumlu hiicresel yapilar niikleik
asitler, lipidler, proteinler ve karbonhidratlar gibi serbest radikaller tarafindan zarar

gorebilir (Barnes et al. 2015).

Yapilan ¢alismalar, ELF-MF'ye maruz kalmaktan kaynaklanan hiicresel oksidatif
durumdaki degisikliklerin bir sonucu olarak biyokimya, fizyoloji ve genel islevlerdeki

birtakim degisiklikleri bildirmistir. Bu degisiklikler; DNA hasari, bagisiklik tepkisi,



1. GIRIS

inflamatuar yanit, apoptoz, protein yanlis katlanmasi ve prion iiretimi, hiicre gogalmasi
ve farklilagmasi, beynin hipokampal dilimlerinde ritmik yavas aktivite, isitsel olayla ilgili
potansiyeller, kalp hizi, yara iyilesmesi, kemik olusumu, inme sonrasi iyilesme,
hiperaljezi, bilissel bozulma, uyumsuzluk-olumsuzluk yaniti, depresif bozukluk, kaygi

benzeri davranis seklinde siralanabilir (Schuermann et al. 2021).

1.3.1 Elektromanyetik alanin organizmalar iizerine etki mekanizmalari

Elektromanyetik spektrumda, canlilar iizerindeki etkilerine gore iyonlastiric
(Ionizing) ve iyonlagtirmayan (Non-lonizing) olmak iizere iki tiirlii elektromanyetik

1sinim bulunmaktadir.

I. Iyonlastirici (Ionizing) elektromanyetik 1sinimlar: Madde igerisine niifuz ederek
molekiilleri olusturan atomlardan elektronlarin kopmasini saglayacak kadar foton
enerjisine sahip yiiksek frekans bolgesinde (300GHz iistii) yer alan elektromanyetik
dalgalardir. Iyonlastiric1 1sinimlarin yiiksek maruziyeti sonucunda hiicre organellerinde
ve DNA zincirinde hasar meydana gelebilir. Proton, nétron, alfa, beta, gama ve x 1sinlari

gibi yiiksek enerjiye sahip 1sininmlar iyonlagtirict iginimlardir.

ii. Iyonlastirict olmayan (Nonionizing) elektromanyetik 1sinimlar: Atomlar1 ve
molekiilleri iyonize etmek icin yeterli enerjiyi tasiyamayan her tiirlii EMF’leri ifade eder.
Maddeden gecgerken yiiklii iyonlar liretmek yerine, sadece uyarilmak i¢in yeterli enerjiye
sahip oldugundan, bir elektronun daha yiiksek bir enerji durumuna ge¢mesini saglar ve
yeterli enerjiye sahip olmadig1 i¢in dogrudan DNA’ya zarar vermez. Yakin ultraviyole
(UV), goriiniir 151k, kizil6tesi, radyo dalgalari, diisiik frekansh radyofrekans (RF), ve
ELF-EMF’ler iyonlastirici olmayan EMF’lere 6rnektir. Bu 1sinimlar, maruz kalma siiresi,
maruz kalinan mesafe ve frekans giicii gibi degigskenlere bagli olarak biyolojik
sistemlerde termal etki ve termal olmayan etkiler olmak iizere iki sekilde etki meydana
getirebilirler (Shahbazi-G et al. 2018).

I. Termal (Is1l) etkiler: Dokular tarafindan sogurulan elektromanyetik enerjinin 1stya
dontismesiyle viicuttaki sicaklifin artmasi seklinde tamimlanmaktadir. Viicuttaki

sicakligin artmasi durumunda, terleme, kan dolagimi gibi yollardan 1sinin uzaklastirilmasi
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sonucu dokuda 1s1 dengesi saglanir. EMF maruziyeti ile biyolojik sistemlerde meydana
gelen 1s1 artigina karsilik meydana gelen ¢esitli fizyolojik olaylar doku veya organlarda

dejeneratif degisikliklere sebep olabilir.

ii. Termal olmayan etkiler: Dokulardaki 1s1 artisina bagli olmadan elektromanyetik
dalganin dogrudan veya dolayli olarak molekiiller, hiicreler ve dokularda gosterdikleri
etkiler olarak tanimlanmaktadir. Giinlik hayatta kullanilan eklektronik aletlerin
canlilarda duyu ve sinir sistemi {izerine, beyin tiimorleri iizerine, protein sentezi ve DNA
tizerindeki etkileri gibi bircok konuda yapilan deneysel ve epidemiyolojik ¢alismalar ile
termal olmayan etkiler belirlenmeye calisilmaktadir. Yapilan c¢alismalarda, termal

olmayan etkiler oksidatif stres olusumuyla iliskilendirilmistir (Karimi et al. 2020).

Elektromanyetik alanlar iyonlastirict olmadigindan, biyolojik sistemlerle
etkilesimin altinda yatan potansiyel sorumlu olarak goriilen geleneksel genotoksik
mekanizmalarin arastirilmasi ¢eligkili sonuglar gostermistir. Hiicre dongiistiindeki
degisiklik, hiicre 6liimiiniin indiiklenmesi, protein ekspresyonunun modifikasyonu ve
esas olarak oksidatif stres One siiriilmiistiir. Ancak, insan hastaliklar ile elektromanyetik
alanlara maruz kalma arasindaki baglantiy1 ortaya koyan ikna edici bir molekiiler

mekanizma hala net olarak belirlenmemistir (Van Huizen et al. 2019).

1.4. Elektromanyetik Alan ve Oksidatif stres

Biyolojik sistemler, serbest radikaller ile onlar1 temizleme etkisine sahip olan
antioksidanlarin olusturdugu oksidatif dengeye sahiptir. Organizmalarda bu dengenin

bozulmasi oksidatif stresin meydana gelmesine sebep olur (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. Oksidatif denge

Oksidatif stres, oncelikle reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) miktar1 ndtralizasyon
kapasitesini astiginda ortaya ¢ikar. En dnemli reaktif oksijen tiirleri, hidroksil radikalleri
(*OH), hidrojen peroksit (H202), Siiperoksit (*O2") ve organik bilesikleri i¢erir. ROS'un
ana kaynaklarindan biri, her hiicrede bulunan ve enerji ihtiyacinda merkezi bir rol
oynayan mitokondridir. ROS, mitokondriyal elektron tasima zincirinin (solunum zinciri),
ozellikle Oz, H202 ve *OH'nin metabolik siirecleri sirasinda olusur. Mitokondriyal
solunum zincirinde tiiketilen oksijenin yaklasik %2'sinin siiperoksit radikallerine

doniistiirildiigi tahmin edilmektedir (Aslankog vd 2019).

Normal kosullar altinda, serbest radikal seviyeleri, glutatyon peroksidaz (GPx),
katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) dahil olmak {izere ¢esitli indiiklenebilir
antioksidan enzimler tarafindan kontrol altinda tutulur. Serbest radikal liretiminde asir1
bir artis veya antioksidan kapasitede bir eksiklik oldugu durumlarda meydana gelen
oksidatif stres, hiicresel hasara ve fonksiyonel eksikliklere yol acar. Bununla birlikte,
serbest radikaller ayn1 zamanda 6nemli hiicresel islevlere de hizmet eder ve normal hiicre
islevlerini yoneten hiicresel sinyallesme basamaklarinda ve bakterilere kars1 bagisiklik
savunmasinda yer alir. Ayrica apoptozu tetikleyen hiicresel siireclerde yer alirlar. Bu
nedenle, serbest radikalleri kritik bir fizyolojik homeostatik seviyede tutmak énemlidir.
Dolayisyla kalic1 oksidatif stres, oksidasyon yoluyla islevlerini kaybeden mitokondri,
mikrofilamentler ve proteinlerin yikimina ve sonugta bu bilesenlerin metabolik siireclerde

islevlerinin bozulmasina neden olabilir (Forman and Zhang 2021).

11
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Oksidanlar ve antioksidanlar iireten metabolik siire¢ler, EMF'ler gibi c¢evresel
faktorlerden etkilenir. Artan EMA maruziyeti, normal seviyeden daha fazla ROS iireterek
oksidatif dengenin bozulmasina sebep olabilir (Piszczek et al. 2021). EMF'ye maruz
kalma, serbest radikal liretiminde bozulmaya yol a¢tigindan ve hiicrelerde asir1 serbest
radikal varlig1 bir stres olarak kabul edilebileceginden, kronik EMA'ya maruz kalan canli
organizmalarda gbézlemlenen etkiler, maruz kalmanin ne kadar stiredir gerceklestigine,
caligilan organa ve hiicre tipine bagh olabilir. Yapilan calismalarda, EMF’nin sebep
oldugu oksidatif stresin hiicresel bilesenlere, 6zellikle zarlardaki lipidlere ve niikleik

asitlere zarar verebilecegi gozlemlenmistir (Albuquerque et al. 2016).

ROS birikimi, 6zellikle nérodejeneratif hastaliklar olmak {izere, yaslanmaya bagl
hastaliklarda etkin bir role sahiptir; ancak rolii tam olarak aydinlatilamamistir. Yapilan
bazi ¢alismalar ELF-MF'ye maruz kaldiktan sonra insan sinir sisteminde daha yiiksek

tiimor insidans1 oldugunu kanitlamistir.

Uzun dmiirleri ve siirli yenilenmeleri nedeniyle, néronlarin oksidatif strese karsi
cok duyarli oldugu kabul edilmektedir. Bu nedenle, ROS olusumu ve oksidatif stres,
norodejeneratif hastaliklar ve yaslanma ile iliskilendirilmistir. Artan yash niifus goz
online alindiginda, 6zellikle gelismis iilkelerde, yaslanmaya bagli hastaliklarin dogru
yonetimi Onemli hale gelerek Ozellikle antioksidan tedaviler iizerine arastirmalar
gelismektedir. Alzheimer ve Parkinson hastaligi gibi ndrodejeneratif hastaliklara karsi
koruyucu veya iyilestirici tedaviler gelistirmeye yonelik calismalarin yiirtitildiigi
oksidatif stres arastirmalarinin merkezinde néronal hiicreler yer almaktadir (Oswald et al.
2018).

12
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1.4.1. Antioksidanlar

Genel olarak, ROS’un da dahil oldugu serbest radikallerin biyolojik sistemlere
verecegi hasar1 engellemek i¢in antioksidanlar olarak adlandirilan savunma

mekanizmalar1 mevcuttur (Gulcin 2020).

Canli organizmalar, serbest radikaller olusumuna kars1 giiclii savunma
sistemlerine sahiptirler. Organizmalar, oksidatif dengeyi saglandig1 siirece bu zararl
bilesiklerden etkilenmemektedir. Ancak antioksidan savunma sistemlerinin yeteri kadar
etkili olamadig1 durumlarda veya serbest radikallerin miktar1 antioksidan enzimlerden
yiiksek oldugu durumlarda organizmada hiicresel ve metabolik hasarlar meydana

gelmektedir. Antioksidan etki mekanizmalarindan bazilar1 su sekildedir:

I. Serbest haldeki tekli oksijeni ortamdan uzaklastirirlar ya da bu oksijenin oldugu

bolgedeki miktarinmi distirtirler.

ii. Katalitik metal iyonlarinin ortamdan uzaklastirilmasini saglarlar.

iii. H202 ya da *O2 gibi 6nemli ROS’lar1 uzaklastirirlar ya da etkisini azaltarak zayif

hale doniistiiriirler.

v. ROS olusumuna sebep olan reaksiyonlarin baglamasina engel olurlar.
V. ROS olusumuyla meydana gelen hasarlarin onarimini saglarlar (Moldogazieva et
al. 2018).

Endojen ve Ekzojen olarak iki sekilde siniflandirilan antioksidanlarin tiirleri ve

etki mekanizmalar Cizelge 1.2 ve 1.3’te yer almaktadir (Pisoschi and Pop 2015).

13
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Cizelge 1.2. Ekzojen antioksidanlar

Antioksidan Etki Mekanizmalar:

Askorbik Asit OH*’i uzaklastirir.

B-Karoten Yagda ¢oziiniir radikaller ile tekli oksijeni uzaklastirir.
Vitamin E Yagda ¢oziiniir.

Cizelge 1.3. Endojen antioksidanlar. Enzim yapida olmayan antioksidanlar

Enzim Yapida Olmayan Antioksidanlar

Albiimin Bakir ve hem grubu baglar, HOCI’u
ortamdan uzaklastirir.

Seruloplazmim H202’1 kullanarak bakirin
reoksidasyonunu saglar.

Transferrin Ferrik haldeki demir iyonlarini
(Fe**) baglar.

Laktoferrin Fe3* ‘i diisiik pH degerlerinde
baglar.

Haptoglobin Hemoglobini baglar.

Hemopeksin Hem grubunu baglar.

Biliriibin Peroksil radikallerini uzaklastirir.

Glikoz OHe temizler.

Urat Metalleri baglayarak radikalleri
uzaklastirir.

Melatonin OHe uzaklastirir.

Mukus OHe uzaklastirir.

Cizelge 1.4. Endojen antioksidanlar. Enzim yapidaki antioksidanlar

Enzim Yapidaki Antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz (SOD) *O2— uzaklagtirir.
(O2—) O2— + 2H+ — H202 + O3

Katalaz (CAT) H202’1 ortamdan uzaklagtirir.
2HO2+ 0, > HO + O

Glutatyonperoksidaz (GPx) H20’i ortamdan uzaklastirir.
H202+2 GSH — GSSG+2 H,0

Sitokrom Oksidaz Oksijenin indirgenmesi esnasinda
serbest oksijenin ortama girigini
onleyerek ROS’un olugsmasini
engeller.
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1.5. Propolis

Arn tutkali olarak da bilinen propolis, arilar tarafindan cesitli bitki tlirlerinden
biriktirilen bir re¢ine maddesidir. Propolisin liretiminde yer alan farkli kitalar, bolgeler ve
bitki tiirleri, bilesimini birbirinden farkli kilmaktadir. Elde edildigi kaynaga bagli olarak
propolisin igerdigi bilesikler Sekil 1.4 de gosterilmistir (Przybytek and Karpinski 2019).

Diger organik
bilegikler; %5

Polen; %5

e ",
Ucucuyaglar;
%10 :

R, Regine; %50

Balmumu; %30

Sekil 1.4. Elde edildigi kaynaga bagli olarak propolis igerigi

Propolisin, farkli kimyasal bilesime sahip olsa da antioksidan, antibakteriyel,
antifungal, antiviral, antiparaziter, antiprotozoal, antimutajenik ve antitiimor gibi benzer
aktivitelere sahip oldugu cesitli ¢alismalarda gosterilmistir (Villena et al. 2022). Temel
olarak, delik ve ¢atlaklarin kapatilmasi, kovan i¢ yiizeyinin piiriizsiizlestirilmesi ve kovan
sicakliginin korunmasi amaciyla kullanilmasinin yan sira yirticilarin istilasinin énlenmesi
amaciyla da propolis yaygin olarak kullanilir. Ayn1 zamanda antimikrobiyal aktivite
gosterdiginden kovanda aseptik ortam saglayarak kovanlara yayilan ve disar
atilamayacak kadar biiylik olan 6lii haserelerin viicudunu 6rtmek i¢in kullanilir (Coskun

ve Inci 2020).
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Propolis, sayisiz hastaligin kaynagi olan oksidatif stresin etkilerine karsi
koyabilen dogal antioksidan olma potansiyeli gostermektedir. Propolisin farmakolojik
etkilerinin gogu, bu iiriiniin antioksidan 6zellikleri ile ilgilidir (Bazmandegan et al. 2017).
Tim propolis tiirlerinin (Avrupa, Brezilya, Tiirk) yiiksek diizeyde antioksidan aktiviteye
sahip oldugunu gosteren bilimsel kanitlar vardir. Kimyasal analiz deneyleri, propolis ve
ekstraktlarinin serbest radikal temizleme ve metal selatlama 6zelliklerine sahip oldugunu
gostermektedir. Genellikle, serbest radikalleri elimine etme yetenegi gésteren maddelerde
bulunan fenolik karakterdeki bilesikler (flavonoidler ve fenolik asitler) ve fenolik
karaktere sahip olmayan bilesikler (amirinler gibi) propolisin antioksidan kapasitesinden

sorumludur (Rzepecka-Stojko et al. 2015; Almeida et al. 2017).

Flavonoidler genellikle glikozidler seklinde bulunurlar ve burada bir karbonhidrat
grubuyla bir glikozidik bag ile baglanan aglikonlarin roliinii oynarlar. Flavonoidlerin
molekiillerinde fenol gruplarimin varligi onlara antiradikal aktivite kazandirir ¢linki
stiplirme sirasinda olusan radikaller rezonans stabilize edilir (Panche et al. 2016). Bir
propolis tiirli olan Okinawa propolisinin prenile edilmis flavonoidlerinin enzim inhibitor
etkileri, asetilkolinesteraz (AChE) aktiviteleri agisindan incelenmistir. Bazi
flavonoidlerin, Alzheimer Hastalii (AD)'n1 tedavi etmek icin kullanilan bir AChE
inhibitérii olan Donepezil'e kiyasla giiglii AChE inhibe edici aktivite sergiledigi

bulunmustur (Shahinozzaman et al. 2018).

Fenolik asitler, karboksilik ve fenol gruplarina sahip bilesiklerdir. Son
zamanlarda, oksidasyon siireclerinin dnlenmesi ve oksijen tiirlerinin iiretilmesinin yani
sira prooksidatif metallerin selatlanmasi dahil olmak iizere antioksidan aktiviteleri goz
Oniine alindiginda, insan sagligiin korunmasi i¢in olas1 uygulamalarina merakin arttig1

gozlemlenmistir (De Paula et al. 2017).

Ozellikle Brezilya tiiriine ait olan propolisin antioksidan kapasitesinden sorumlu
olan amirinler fenolik karaktere sahip olmayan bilesiklere aittir. Bitki kaynaklh
triterpenoidlerden olan a- ve - amirinlerin, antioksidan, antiapoptotik, anti-inflamatuar,
antifibrotik ve ayrica gastro- ve hepatoprotektif etkiler dahil olmak iizere ¢ok sayida
faydali 6zellik sergiledikleri bildirilmistir. Calismalar, Parkinson hastalig1 tedavisinde 3

-amirin'in olas1 uygulamasini ortaya ¢ikarmistir (Moreira et al. 2013; Wei et al. 2017).

16



1. GIRIS

Cesitli ¢alismalarda, farkli bolgelerden alinan propolisin 6z ndroprotektif etkileri
aragtirilmigtir. Ornegin, Brezilya yesil propolisi, farklilastirilmis PC12 néronal hiicre
kiltiirlerinde H20: ile indiiklenen norotoksisiteye karsi engelleyici bir etki gostermistir.
Ayni1 c¢alismada propolisin fokal serebral iskemi ile indiiklenen fare modellerinde
oksidatif stresin inhibisyonu yoluyla beyin hasarini iyilestirdigi goézlemlenmistir.
Brezilya yesil propolisinin anti-Parkinson hastalig1 (PD) 6zellikleri de aragtirilmis ve 6-
hidroksidopamin (6-OHDA) sigan modelinde propolis uygulamasinin dopaminerjik
nigrostriatal noronlarin kaybin1 ve kardiyak otonomik disfonksiyonu azaltacagi ortaya

konmustur (Shimazawa et al. 2005).

Glinlimiizde, norodejeneratif bozukluklar, kanser, diyabet ve ateroskleroz gibi cok
sayida hastaligin patogenezinin altinda yatan oksidatif stresin etkilerinin yan sira farkl
zararli faktorlerin ve ilaglarin olumsuz etkilerine karst koyabilen dogal maddelere
gosterilen merak giderek artmaktadir. Ilaglarin dogal kaynaklardan elde edilmesinin
Oonemi goz Oniinde bulundurularak yapilan ¢alismalarda amag, propolis gibi secilmis
tiriinlerinin antioksidan kapasitesi ve bunlarin antioksidanla ilgili potansiyel terapotik
uygulamalart ile mevcut antioksidan Ozelliklerinin altinda yatan mekanizmalarin

anlasilmasidir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Wertheimer and Leeper (1979) tarafindan yapilan calismada, 1976-1977
yillarinda Colorado'da, kansere yakalanan c¢ocuklarin evlerinin yakininda, saglikli
cocuklarin evlerine kiyasla, fazla sayida yiliksek akimli elektrik tesisati oldugu
kaydedilmistir. Uzun siire ayn1 adreste yasayan cocuklarda hastaligin goriilmesi, bu
bulguyu giiclendirmistir. Yapilan arastirma, hastaligin maruziyet ve dozla iliskili

oldugunu gostermistir.

Scarfi et al. (1991) tarafindan yapilan calismada, mikroniikleus yontemi ile 16
saglikli dondrden alinan fitohemagglutinin ile uyarilan insan lenfosit kiiltiirlerinde, asirt
diisik frekansli manyetik alanlarin  olasi genotoksik etkilerinin  belirlenmesi
amaglanmistir. 4 farkli kosulda calisilan bu calismada mikroniikleusu indiikleyebilen
giiclii genotoksik ajan olarak bilinen Mitomisin-C’nin eklendigi kiiltiirler, mikroniikleus
yontemi i¢in kontrol olarak kullanilmigtir. Alana maruz birakilan kiiltiirlerdeki

mikrogekirdeklerin sikligi, maruz kalmayan kontrol gruplariyla benzerlik gostermistir.

Rosen (1993) tarafindan yapilan ¢alismada, 123 mT'lik bir statik manyetik alana
maruz kalma ile iligkili presinaptik membran fonksiyonundaki geri dontisiimlii degisimin
siireci, bu alanlarin biyomembranlar1 etkiledigi mekanizmayr tanimlamaya yardimci
olmak amaciyla incelenmistir. Elde edilen bulgular, membran i¢indeki diyamanyetik
molekiiler alanlarin, nérotransmiter salinimindan sorumlu mekanizmayla baglantili

oldugunu diistindlirmiistiir.

Bowman et al. (1995) tarafindan yapilan calismada, statik ve ELF-MF’lerin
bilesik etkilerine maruz kalmanin cocukluk c¢agi losemi riskiyle iligkili olabilecegi
sunulmustur. Denek ve kotrol gruplarinin, biyolojik aktivite gdsterdigi tahmin edilen 38.0
uT ve 50.6 uT bant araligindaki statik manyetik alanlara maruz birakildigi ¢alismada
Olciilen ELF veya statik manyetik alanlarin tek basina ¢ocukluk ¢agi 16semisi ile iliskileri
bulunmamakla birlikte, bu statik alan bantlar1 i¢indeki denekler i¢in 6lgiilen ELF alanlar1

ile artan bir 16semi riski egilimi gosterdigi bulunmustur.
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Sobel et al. (1995) tarafindan yapilan ¢alismada, ELF-MF’lere orta ve ¢ok maruz
kalan meslek c¢alisanlarinin Alzheimer hastaligi ile olan iliskileri incelenmistir. Vaka-
kontrol analizleri birkag tiniversite hastanelerinden alinmistir. Sonuglar, elektromanyetik
alan maruziyetinin, kalsiyum homeostazini olumsuz etkileyebilme, mikroglial hiicreler
gibi bagisiklik sistemi hiicrelerini uygunsuz bi¢imde aktive edebilme ve noronal
dejenerasyon ile sonucglanan olaylar1 baglatabilme gibi biyolojik tepkilerle

iliskilendirilebilecegini gostermistir.

Vorobyov et al. (1998) tarafindan yapilan ¢alismada, Diinya'nin statik manyetik
alantyla karsilagtirilabilir yogunluga sahip zayif bilesik manyetik alanin (CMF) 0,8-23
Hz frekans araliginda normal kosullarinda ve intraperitoneal kosullardaki sican beyninin
EEG aktivitesini etkileyip etkilemedigi aragtirilmistir. CMF'nin istatistiksel olarak
anlaml etkileri hem morfin maruziyeti bulunmayan hem de morfin maruziyeti bulunan
sicanlarda goriilmesiyle birlikte, en 6nemli etki morfin enjeksiyonuna maruz kalan
hayvanlarda ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. Bu sonuclar, zayif CMF'nin tek basina elektriksel

beyin aktivitesini etkileyebilecegini gostermistir.

Miyakoshi et al. (1999) tarafindan yapilan ¢calismada, 60 Hz'de 5 mT ELF-MF'ye
uzun siireli maruz kalmanin mutant frekans tlizerindeki etkisi arastirilmistir. Cin hamsteri
yumurtalik K1 (CHO-K1) hiicreleri, 6 haftaya kadar X-1simnlamasi (3 Gy) ve hipoksantin-
guanin fosforibosil transferazin (HPRT) mutant frekansi ile 5 mT ELF-MF'ye maruz
birakilarak gen analizi yapilmistir. 5 mT ELF-MF'ye uzun siireli maruz kalma,
mutasyonlar1 artirmadi Bununla birlikte, X-151m1 ile muamelenin ardindan 5 mT ELF-
MF'ye uzun siireli maruziyetten sonra X-isin1 kaynakli mutasyon oraninda artig
gozlemlenmistir. Bu sonuglar, 5 mT'den fazla ELF-MF'ye maruz kalmanin X-1sini

kaynakli mutasyonlar1 destekleyebilecegini diislindiirmektedir.

Gray et al. (2000) tarafindan yapilan ¢alismadahem statik elektrik alan hem de
statik manyetik alanlarin, bir kemoterapotik ajan olan Adriamisin’in farelere nakledilen
meme tiimorlerine karsi in vivo etkisini arttirma yetenegi degerlendirilmistir. Calismada,
yapilan istatistiksel testler, statik alana maruz birakilan gruplarin tiimiiniin, yalnizca
adriamisin ile tedavi edilen gruptan daha biiyiik (P </=0,05) timor regresyonu elde

ettigini dolayisiyla, tek tip olmayan statik elektrik ve manyetik alanlarin, farelere
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nakledilen meme tiimorlerine karst adriamisinin in vivo etkisini 6nemli Olcilide

artirabildigi gosterilmistir.

Mezei et al. (2001) tarafindan yapilan ¢alismada, yetiskinlerde (1) iste, evde ve
baska yerlerdeki c¢esitli giinliik aktiviteler sirasinda ve wuyku sirasinda MF
maruziyetlerinin dagilimini; (2) belirli temel ev aletlerinden kaynaklanan MF
maruziyetlerinin dagilimi; ve (3) gesitli faaliyetlerin ve belirli ev aletlerinin toplam
giinliik EMF maruziyetine goreli katkisini agiklamak amaglanmistir. Yapilan ankette, 162
denek cihaz kullanim bigimleri hakkinda bilgi vermistir ve ortalama MF o&l¢timleri,
denekler uyku halindeyken en diisiik, isteyken ve mikrodalga firin, kahve makinesi, sa¢
kurutma makinesi ve elektrikli tiras makinesi kullanimi sirasinda en yiiksek olma egilimi
gostermistir. Ayrica, onemli MF maruziyeti evde, iste ve baska yerlerde birikir; bu
nedenle, calismada dogru maruziyet degerlendirmesinin yapilmasi i¢in konut, mesleki ve

diger kaynaklarin birlikte dikkate alinmasi gerektigi vurgulanmaistir.

Jajte et al. (2002) tarafindan yapilan ¢alismada, sican lenfositlerinin 7 mT SMF
ve Fe2+ iyonlarma ayni anda maruz birakilmasi sonucu DNA molekiillerinin
bozulmasinin apoptoz veya nekroz yoluyla hiicre Oliimiine sebep olabilecegi
gosterilmistir. Bu iki ajanin olas1 prooksidatif 6zellikleri, hiicrelerde serbest radikal
mekanizmasini isaretleyerek lipid peroksidasyon siirecini indiikledigi ve bu sekilde hiicre

oliimiine yol agabilecegini diislindiirmektedir.

Sabo et al. (2002) tarafindan yapilan ¢calismada, SMF'nin, yaygin olarak kullanilan
HL-60 insan l6semik hiicrelerinin metabolik aktivitesi lizerindeki etkisi incelenmistir.
SMF'nin, antineoplastik ilaglarin potensiyelini modiile edip edemeyeceginin
degerlendirildigi bu ¢alismada, 72 saat boyunca 1 T SMF'ye maruz birakilan insan

16semik hiicre hattt HL-60'ta metabolik aktivite geriligi gdzlemlenmistir.

Tofani et al. (2003) tarafindan yapilan ¢aligmada, 3 mT'nin {izerinde statik ve
ELF-MF’lere maruz kalmanin, immiin yetmezIligi olan farelerde asilanmis insan
tiimorlerinin biliylime kinetigini yavaslattigini, metastaz yapma giiclerini azalttigini ve
fare hayatta kalma siiresini uzattig1 gosterilmistir. Caligmada, karsinom tasiyan ve

bagisiklig yeterli fareler, MF'ye maruz birakilarak sirasiyla yaygin olarak kullanilan iki
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anti-kanser ilaciyla tedavi edilmistir. Sonug olarak, sisplatin ile tedavi edilen fareler diger
siklofosfamid ile tedavi edilen farelerden daha fazla hayatta kalmistir. Bu durum, sisplatin
ile tedavisi yapilan farelerde bulunan MF'nin, platin iyonunun radikal iiretimi uyarmasi
ve MF'nin aktif oksijen {iretimini arttirarak tiimor hiicre zar1 gegirgenliginde degisiklikler

meydana getirerek ilag alimini olumlu etkilemesiyle aciklanmaistir.

Zhang et al. (2003) tarafindan yapilan ¢alismada, SMF’lerin biyolojik sistemler
tizerindeki etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu ¢alismada SMF’nin mutajenik
etkilerini gorebilmek igin E.coli’nin gesitli mutantlar1 kullanilarak 9 T SMF’ye 24 saat
boyunca maruz birakilmistir. Sonug olarak DNA onarim enzimlerinde olumsuz faaliyet
gozlenmedi. Ote yandan oksidatif strese karsi savunma mekanizmalar1 yetersiz olan
mutantlarin, SMF maruziyeti ile mutasyon goriilme sikligi 6nemli miktarda artig

belirtilmistir.

Ding et al. (2004) tarafindan yapilan calismada, ELF-MF’ye (60 Hz, 5 mT) maruz
kalmanin insan 16semi HL-60 hiicreleri tizerinde, hidrojen peroksit (H202) kaynakl1 hiicre
6limiiniin rolii arastirilmistir. Bulgular, maruziyetin apoptotik ve nekrotik hiicre sayisini

onemli 6l¢iide arttirdigini ve canli hiicre sayisin1 6nemli 6l¢iide azalttigini gostermistir.

Chionna et al. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada, Hep G2 hiicreleri 6 mT statik
manyetik alana maruz birakildiginda hiicre seklinin, plazma zarinin ve hiicre iskeletinin
biitiinliiglinlinlin ve apoptoz oranmin etkilendigi bildirilmistir. Hep G2 hiicreleri
tizerindeki bu biyolojik etkilerin, maruz kalma siiresine bagli olarak meydana geldigi

belirtilmistir.

Moriyama and Yoshitomi (2005) tarafindan yapilan pilot ¢alismada, ELF-MF'ler,
bir Japon apartmaninin bir odasinda 696 noktada ol¢iilerek ELF-MF'ler yasam alaninin
%24'tinde 0,4 uT'yi asmis ve zemin seviyesinde maksimum deger olan 1,8 uT olarak
tespit edilmistir. MF dagiliminin analizi, zemin ve tavandaki oda lambalari i¢in 60 Hz
100 V elektrik kablolarinin 1 doniislii bobinlere esdeger biiylik dikdoértgenler halinde
yerlestirildigini ortaya ¢ikarmistir. Arastirmacilar, incelenen bu binanin ELF-MF'ler

acisindan tipik Japon binalar1 oldugunu ileri siirerek ev i¢indeki kablo baglantilarim
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degistirerek veya biikiimlii ¢ift kablolar kullanarak maruziyetin azaltilabilecegini ileri

stirmiislerdir.

Winker et al. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada, ELF-EMF'lere ¢evresel olarak
maruz kalmanmn insanda kanser gelisimi tizerindeki etkileri arastirilmistir. ELF
alanlarinin (50 Hz, 1 mT’de 2-24 saat aralifinda) kiiltiirlenmis insan fibroblastlarinda
mikroniikleus ve kromozomal anormalliklerin indiiksiyonu {iizerindeki etkileri
degerlendirilmistir. ELF-EMF radyasyonuna 1 mT'lik yogunlukta 10 saatlik aralikli
maruz birakilma sonucunda zamana bagli mikroniikleus artis1 ve kromozomal anormallik
durumlar standart seviyenin 10 katina kadar c¢iktigi goézlemlenmistir. Sonug olarak,
maruziyetin boliinen hiicrelerde 6nemli kromozomal hasara yol acabilme potansiyeli

giiclii bir sekilde gosterilmistir.

McNamee et al. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada, uzun siireli manyetik alana
maruz kalmanin yetiskin siganlardan, yetiskin farelerden ve olgunlasmamis farelerden
tim Dbeyin ve serebellar homojenatlardan aliman hiicrelerde DNA  hasari
degerlendirilmistir. 2 saat boyunca 60 Hz'lik bir manyetik alana (0, 0,1, 1 veya 2 mT)
maruziyetin ardindan yapilan analizler sonucunda, deney gruplarinin hi¢birinde herhangi
bir zamanda, beyin hiicresi homojenatlarinda DNA hasarinda 6nemli bir artis
goriilmemistir. Bu ¢aligmada test edilen ¢oklu hayvan gruplarindan alinan doz-tepki ve
zaman siireci verileri, manyetik alan kaynakli DNA hasarina dair hicbir kanit

saglamamaktadir.

Kim et al. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada, 16 haftalik farelerde, 14 veya 200
mMT ELF-MF maruziyetinin testis germ hiicre apoptozu iizerindeki etkisi karakterize
edilmistir. Calismada sonucunda, ELF-MF maruziyetinin viicut agirligini veya testis
agirhgint 6nemli Olglide etkilemedigi, ancak yapilan TUNEL boyamasinda (In situ
terminal deoksiniikleotidil transferaz aracili deoksi-UTP ¢entik ucu etiketlemesi), maruz
kalan farelerdeki germ hiicreleri, maruz kalmayan kontrollere gére onemli Olgiide
apoptotik oran gostermistir. Dolayisiyla bu sonuglar, 14 mT'lik 60 Hz ELF-MF'ye stirekli
maruziyetin farelerde spermatojenik hiicrelerde apoptozun indiiklenebilecegini

gostermektedir.
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Mi-Na et al. (2012) tarafindan yapilan g¢alismada, ELF-MF maruziyetinin
kiiltiirlenmis insan meme epitelyal MCF10A hiicrelerinde ROS seviyelerini ve
antioksidan enzim aktivitesini etkileyip etkilemedigini belirleyerek hiicrelerde oksidatif
strese yol agip agmayacagi arastirilmistir. ELF-MF'ye maruz birakilan hiicreler, control
gruplartyla karsilagtirildiginda, yukarida belirtilen biyolojik parametrelerde istatistiksel
olarak anlamli degisikliklerin olmadigi gosterilmis ve c¢aligmadaki maruz kalma
kosullarinda ELF-MF'nin hiicre i¢i ROS diizeyi, SOD aktivitesi ve GSH/GSSG orani1

tizerinde higbir etkisinin olmadig1 sonucuna varilmastir.

Jin et al. (2014) tarafindan yapilan ¢calismada, NIH3T3 fare fibroblast hiicreleri,
WI-38 insan akciger fibroblast hiicreleri, L132 insan akciger epitel hiicreleri ve MCF10A
insan meme bezi epitel hiicreleri, ¢esitli dis faktorlerle kombinasyon halinde [iyonlastirici
radyasyon (IR, 1 Gy), H202 (50 uM) veya c-Myc onkojenik aktivasyon varliginda] 4-16
saat boyunca 60 Hz (1 mT) homojen ELF-MF’ye maruz birakilarak normal hiicre hatti
sistemindeki DNA hasar1 degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar, tek basina ELF-MF'ye
maruz kalan hiicreler ile maruz kalmayan hiicreler arasinda o6nemli bir fark

gostermemistir.

Luukkonen et al. (2017) tarafindan yapilan c¢alismada, serbest radikalleri
indiikleyen bir ajan olan (mitokondriyal siiperoksit tiretimini artirarak) menadion
varliginda ELF-MF maruziyetinin, DNA’da meydana getirebilecegi hasar ve hiicre
dongiisii  dagiliminda yer alan proteinler {izerindeki olas1 degisiklikleri
degerlendirilmistir. ELF-MF'ye maruz kalan hiicrelerde, 1 saatlik menadion
muamelesinden sonra p2l protein seviyesinde azalma, ayrica 3 saatlik menadion
muamelesinden sonra G1 fazindaki hiicre oraninda artis ve S fazi hiicre oraninda azalma

seklinde bulgular gézlemlenmistir.

Synowiec-Wojtarowicz et al. (2017) tarafindan yapilan c¢alismada, 700 mT
biyiikligindeki SMF’lerin ve dihidrokalkonlarin fibroblastlarda antioksidan yanit
tizerindeki etkileri incelenmistir. Fibroblastlar orta seviyedeki manyetik alanlarda 72 saat
boyunca kiiltiirlenerek SOD, GPx, CAT, GST, MDA, ATP ve toplam antioksidan

seviyeleri Ol¢iilmiistiir. Calisma sonucunda, SOD, GPx, GST, MDA konsantrasyonlarinin
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SMF’de daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Dolayisiyla sonuglar, dihidrokalkonlarin
SMF'ye (0,7 T) maruz kalmasi fibroblastlarda oksidatif stresi indiikledigini gostermistir.

Zeng et al. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada, evsel ve endiistriyel elektrikli
aletlerinin yaydigi1 ELF-MF'lerin insan noronlarina olan etkilerini gézlemlenmistir. Bu
calismada kiiltiirlenmis noronlar kullanilarak farkli ELF-MF araligina maruz birakilan
ndronlarin biyolojik etkileri canlilik, apoptoz, genomik kararsizlik ve oksidatif stres
acisindan degerlendirilmistir. Sonuglar, kiiltiirde farkli zamanlardan sonra giinde 8 saat
boyunca 50 Hz 2 mT ELF-MF'ye tekrarli olarak maruz kalmanin canlilig1 azalttigini ve
hipokampal ndronlarda hiicre i¢i ROS iiretimini artirdig1 gézlemlenmesiyle birlikte ELF-
MF maruziyetinin kiiltiirlenmis hipokampal noéronlarda ciddi biyolojik sonuglar

olmadig1 da 6ne stiriilmiistiir.

Consales et al. (2018) tarafindan yapilan calismada, son zamanlarda ndronal
dejenerasyona sebep olan 6nemli olaylar arasinda yer alan epigenetik modiilasyonlardan
yola ¢ikilarak, miRNA (miR-34)'larin aracilik ettigi gen ekspresyonunun kontroliiniin, in
vitro ortamda 50 Hz (1 mT) manyetik alanin néronal hiicre tepkisini harekete gecirmede
herhangi bir roliiniin olup olmadigi degerlendirilmistir. Calisma sonucunda, ELF-MF
maruziyetinin, hem dogrudan miR-34’1 hedefleyerek hem de oksidatif stres yoluyla

noronal bir protein olan a-synucleinin ifadesini degistirdigi gosterilmistir.
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3.1. Materyal

Bu tez kapsaminda deneylerde kullanilan Insan SH-SYS5Y néroblastom hiicre
hatt1, kit/kimyasal maddeler, cihazlar ve diger materyaller Erzurum Teknik Universitesi
Yiiksek Teknoloji Arastrma Merkezi (YUTAM) tarafindan temin edilmis olup

caligmalar, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii Hiicre Kiiltiir Laboratuvari’nda

gergeklestirilmistir.

Kullanilan materyaller ile marka/model adlar1 Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2° de yer

almaktadir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan cihazlarin ve modellerin listesi

Cihaz Adx Marka/Model Adx
Class Il Laminer Kabin ESCO NordicSafe™
Flow Sitometri The CyFlow ® Cube 6

Gauss Metre

inkiibator (37 °C ve %5 CO2)

Invert Mikroskop
Mikroplaka Okuyucu
Saf Su Cihazi
Santrifiij
Spektrofotometre

Su banyosu

Vorteks

Eles, EE406 HP1 (Tiirkiye)
ESCO Cell Culture

Leica DFC450C

Biotek EPOCH

Millipore, Q-3W

Hettich Zentrifugen Universal

320R

Thermo Scientific Multiskan
Go

Caligkan Ultrasonic Cleaner

WisdWisemix VM-10
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan kit/kimyasal ve markalarin listesi

Kit/Kimyasal Adi MarkaAdi

Annexin V-FITC/PI Kit Sigma-Aldrich® (Almanya)

DMEM Gibco® (ABD)

DMSO Sigma-Aldrich® (Almanya)

Etanol Merck (Almanya)

FBS (Fetal Bovin Serum) Gibco® (ABD)

Hoechst-33258 Floresan Boya Sigma-Aldrich® (Almanya)

LDH -Assay Kit Thermo Fisher Scientific®
(ABD)

MTT- Assay Kit Sigma-Aldrich® (Almanya)

OxiSelect™ Oxidative DNA Damage Cell Biolabs, (ABD)

Quantitation Kit (AP Sites)

PBS Sigma-Aldrich® (Almanya)

Retinoik Asit Sigma-Aldrich® (Almanya)

Streptavidin-Cy3 GE Healthcare Bio- Sciensces
(Ingiltere)

TAS Kit Rel Assay Diagnostics®
(Tiirkiye)

TOS Kit Rel Assay Diagnostics®
(Tiirkiye)

Triton X-100 Sigma-Aldrich® (Almanya)

26



3. MATERYAL ve YONTEM

3.2. Metot

3.2.1 Propolisin elde edilmesi ve alkolde ¢oziinen ekstraktlarin hazirlanmasi

Propolis numuneleri Bursa ilindeki ar1 kovanlarindan elde edilmistir. 10 g
propolis, ayn1 orana denk gelen %70 etanolle ¢oziilmiistiir. Coziicli, 4 giin karanlik
ortamda bekletildikten sonra tekrardan toplanarak 24 saat boyunca calkalanmistir. Daha
fazla ekstraksiyon elde etmek amaciyla iizerlerine etanol eklenmistir. Bu islem sonraki
24 saat boyunca tekrarlanmistir. Ekstraktlara, 40-60 °C'de, 40 rpm’de ve 250'lik basing
altinda bir hafta buharlagtirma islemi yapilmistir. Yeniden etanolle ¢oziilen ekstraktlara
hiicre kiiltiirii i¢in kullanilmadan 6nce steril bir kabinde aseptik olarak siiziilme islemi
yapilmistir. Balmumu yapisindaki ekstrakt, daha iyi ¢6ziinen bilesenler elde etmek
amaciyla bir takim dispersiyon prosediirii i¢in kullanilmistir. Ardindan in vitro ¢alismalar
icin cesitli konsantrasyonlar hazirlanmistir. Ekstrakt orneklerinin tamam, kiiltiir
ortaminda yeniden diliic edildikten sonra ¢aligmaya almmustir. Hiicre kiiltiirlerinde

kullanilmak tizere %1 (V/V)’in altindaki etanol konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

3.2.2 ELF-MF iiretebilen cihaz

Sekil 3.1°de gosterilen cihaz tasarlanirken ELF-MF {iretmesi hedeflenmistir.
Cihaz, plate tutucu ve onun etrafini saran bakir bir tel olmak tizere iki temel kisimdan
olugsmaktadir. Ayrica, cihazin 1,5 m bakir telle 150 doniis yapabilen bobini, 30 militesla
(mT)’ya kadar 1sinmadan manyetik alan tretebilir. Manyetik alan yogunlugunun en
yiiksek degerde oldugu yerler kdse noktalariyken plate tutucunun merkezine gittik¢e bu
yogunluk degeri azalmaktadir. Daha saglikli sonu¢ elde edebilmek icin yapilan

calismada, hiicre kiiltiirleri yalnizca bu alanda tutulmustur.
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Giig kaynagi

Plate tutacagi

150 doniig bakir tel

Hiicre kiltlra

Sekil 3.1. ELF-MF iireten cihazin 6nden goriiniimii

Cihazdan saglanan manyetik alan biiyiikliigiiniin 6l¢iimii bir Gauss metre (Eles,
EE406 HP1, Tirkiye) ile yapilmistir. 1 mT, 2 mT ve 3 mT manyetik alan elde etmek igin
cihaza smrastyla 0,6 V/1,07 A, 1,2 V/2,12 A ve 1,7 V/3,13 A oranlarinda akim
uygulanmistir (1 mT=0,6 V/1,07 A, 2mT=1,2 /2,12 Ave 3mT=1,7 V/3,13 A manyetik

alan1 ifade eder).

3.2.3 SHSY-5Y noroblastom hiicre hatti kiiltiiriiniin hazirlanmasi ve noronal

farkhilasmanin saglanmasi

SH-SY5Y noroblastom hiicre hatti, i¢erisinde %15 Fetal Bovin Serum (FBS), %1
L-Glutamin ve %1 penisilin/streptomisin bulunan Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium:F12 (DMEM:F12) besiyeri igerisinde, T-25’lik flaska aktarilmistir. Daha sonra,
%5 CO2 ve 37 °C kosullarindaki inkiibator i¢erisinde inkiibe edilmistir. 2-3 giinde bir eski
besiyeri uzaklastirilarak flask yiizeyi PBS ile yikanmistir ve taze besiyeri ile inkiibasyon

siirecine devam edilmistir.

Flask yiizeyi %70-80 yogunluga (~10* hiicre/cm?) ulasinca taze besiyerine 10 pL
retinoik asit (RA) eklenerek inkiibasyona devam edilmistir. 11. giiniin sonunda flask

yiizeyi PBS ile yikanmistir. Ardindan, kiiltiire 50 ng/ml BDNF eklenerek hiicreler, RA
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varliginda 3 giin inkiibe edilmistir. Meydana gelen hiicre farklilagmasi morfolojik olarak

invert mikroskop altinda incelenmistir.

3.2.4 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) hiicre

canhihig testi

MTT testi, hiicre proliferasyonunu &lgmek ve antikanser ilaglarinin etkisini
belirlemek amaciyla sik¢a kullanilan bir yontemdir. Esas olarak, aktif olarak biiyiiyen
hiicrelerin redoks aktivitesi yardimiyla sar1 renkli tetrazolyum tuzu olan 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT)lin, mor renkli formazan
kristallerine biyolojik olarak indirgenmesi temeline dayanmaktadir (Sekil 3.2) (Grela et
al. 2018).

N mitokondrival H
" 8
Nﬁ-hﬂ—

| |
N .
M{ rediiktaz N P
5

MTT (Sar) Formazan (Mor)

Sekil 3.2. Sar1 renkteki MTT ve mor renkteki formazan kristalinin canli hiicredeki
kimyasal yapilari.

Propolis uygulamasinin hiicre canlilig1 lizerindeki etkisini belirlemek amaciyla

yapilan MTT testi, asagidaki prosediire gore gerceklestirilmistir:

1. 1,56 ila 200 pg/mL araliginda olan farkli konsantrasyon seviyelerindeki Propolis

ekstraktlari, platteki kuyucuklara eklenmistir.

2. Hiucre Kkiltiirleri, 96 saat boyunca 37 °C ve %5 CO: igeren inkiibatorde
bekletildikten sonra platede pozitif kontrol (+) olarak belirlenen kontrol grubuna
20 pL %1 oraninda hazirlanmig olan Triton X-100 eklenerek 20 dakika oda
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sicakliginda bekletilmistir. Bu isleme tabi tutulmamig farklilastirilmis hiicre

kiiltiirleri, bir negatif kontrol (-) olarak belirlenmistir.

3. Kiiltiir plateinde tiim kuyucuklara 10 uL. MTT soliisyonu eklenerek %5 CO»

igeren 37 °C sicaklhigindaki inkiibatérde 3 saat bekletilmistir.

4. 3 saatin sonunda metabolik olarak aktif hiicreler, inkiibasyondan 3 saat sonra

MTT yi formazan kristaline doniistiirmiistiir.

5. Daha sonra, platedeki sivi dokiilerek tizerine 100 uL DMSO eklendi. Formazan

kristallerinin DMSO ile reaksiyona girmesiyle renk degisimi meydana gelmisir.

6. Coziilme tamamlandiktan sonra, mikroplaka okuyucu ile 570 nm ve 670 nm dalga

boyundaki absorbansi 6lgiilmiistiir.

3.2.5. Laktat dehidrogenaz (LDH) testi

Hiicre canliliginin degerlendirilmesinde kullanilan bir diger yontem, hasar
gormiis hiicrelerden kiiltiirii silipernatantina veya hiicre dis1 ortama salinan laktat
dehidrojenaz (LDH) enziminin aktivitesinin belirlenmesi temeline dayanmaktadir. Tiim
hiicrelerde bulunan sitoplazmik bir enzim olan LDH enziminin hiicre kiiltiiriinde
gosterdigi aktivite, hasarli veya 6lmiis hiicrelerin varligini ifade etmektedir (Farhana et
al. 2021).

Propolis uygulamasinin ardindan sitotoksisiteyi O6lgmek ve MTT testini

dogrulamak amaciyla yapilan LDH testi, asagidaki prosediire gore gerceklestirilmistir:

1. Propolis uygulamasindan sonra, inkiibatorden alinan plaka deney gruplarindan
[(+) ve (-) kontrol gruplari da dahil] 100 pL alinarak yeni (bos) bir plaka igerisine

aktarilmistir.
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2. Daha sonra lizerine 100 uL. LDH kit ¢ozeltisi eklenerek ve %5 CO; igeren, 37 °C
sicakligindaki inkiibatorde 30 dakika bekletilmistir.

3. Daha sonra, mikroplaka okuyucu ile 450 nm dalga boyunda renk yogunluklarinin

absorbansi Ol¢iilmiistiir.

3.2.6. Toplam antioksidan durumu (TAS) analizi

TAS analizi, renkli yapidaki 2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)
radikal katyonunun (ABST+), konsantrasyonuna ve antioksidan kapasitesine gore
antioksidanlar tarafindan indirgenmesiyle renksiz hale donlismesi temeline
dayanmaktadir. indirgenme sonucu renkte meydana gelen bu degisikligin, absorbans
farkinin Olgiilmesiyle orneklerin toplam antioksidan seviyeleri
belirlenmektedir. Antioksidan diizeylerini hesaplamak i¢in Rel Assay Diagnostics

(Tirkiye) TAS Kitine gore, asagida belirtilen protokol uygulanmistir:

1. Hiicre Kkiiltiiri siipernatantindan 18 plL alinarak 300 uL Reaktif-1 ile

karigtirilmagtir.

2. Renk yogunlugu, bir mikroplaka okuyucu kullanilarak 660 nm'de dl¢tilmiistiir.

3. 30 saniye bekledikten sonra olusturulan karisim igerisine 45 pL Reaktif-2’den
eklenerek 37°C’lik inkiibatorde 5 dakika inkiibe edilmistir ve absorbans, 660

nm’de tekrar ol¢tilmiistiir.

4. Sonuglar, Trolox ile analiz edilerek, mM Trolox Equiv./L birimiyle ifade

edilmistir.

3.2.7. Toplam oksidan durumu (TOS) analizi

TOS analizi, o6rneklerdeki oksidanlarin, demir iyonu kompleksini ferrik iyona

oksitlemesi sonucu, ortamin asidik 6zelliginin etkisiyle renkli bir kompleksin meydana
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gelmesi temeline dayanmaktadir. Olusan renk yogunlugunun absorbansi oOlgiilerek,
ornekte bulunan toplam oksidan molekiil miktar1 belirlenmektedir (Altindag et al.
2008). Oksidan diizeylerini hesaplamak i¢in Rel Assay Diagnostics (Tiirkiye) TOS kitine

gore, asagida belirtilen protokol uygulanmastir:

1. Hiicre kiiltiirii siipernatantindan 45 pL alinarak 300 pL Kitin igerisinde yer alan
Reaktif-1 ile karistirtlmistir.

2. 30 saniye bekledikten sonra bir mikroplaka okuyucu kullanilarak 530 nm'de

absorbans Ol¢iilmiistiir.

3. Daha sonra 15 pL Rreaktif-2 eklenerek 37°C’lik inkiibatorde 5 dakika inkiibe
edilmistir ve absorbans, 530 nm'de tekrar 6l¢iilmiistir.

4. Sonuglar, H202’ye gore analiz edilerek uM H20> Equiv./L birimiyle ifade

edilmistir.

3.2.8. Hoechst 33258 floresan boyama ile kromozomal biitiinliik analizi

Hoechst 33258 boyama, apoptotik hiicre c¢ekirdegini belirleyerek kromozomal
diizeyde meydana gelen mutasyonlarin tespit edilmesinde kullanilan bir yontemdir. Cift
sarmalli DNA’nin kiigiik oluguna baglanma afinitesi gosteren Hoechst 33258, baglanma
gerceklestiginde mavi 151k yayan floresan bir boyadir (Flauzino et al. 2021).

Calisma, asagidaki prosediire gore gergeklestirilmistir:

1. Manyetik alan uygulamalari igin; farklilagtirtlmig SHSY-5Y hiicre kiiltiirleri, %5
COz igeren ve 37°C sicakligindaki inkiibatdrde 96 saat boyunca 1 mT, 2 mT ve 3

mT biiylikligiindeki manyetik alanlara maruz birakilmistir.

2. Inkiibasyonun ardindan platedeki besiyeri dokiilerek hiicreler PBS ile yikanmugtir.

32



3. MATERYAL ve YONTEM

3. Hiicrelerin ylizeyini kaplayacak sekilde %4’ liikk Glutaraldehit eklendi ve hiicreler,
4°C'de 30 dakika boyunca sabitlenmistir.

4, Hiicreler tekrar PBS ile yikandiktan sonra, 1 uM Hoechst 33258 floresan boya

eklenerek oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir.

5. Hicreler, karanlik ortamda floresan mikroskop altina incelenmistir.

3.2.9. Akis sitometrisi analizi

Akis sitometrisi, hiicre yiizeyi ve hiicre i¢i molekiilleri kullanarak hiicrelerde
meydana gelen apoptoz ve nekroz oranlarini belirlemek igin kullanilan bir yontemdir.
Apoptoz esnasinda, hiicre zarmin i¢ yiizeyinde bulunan fosfatidilserin proteini,
translokasyon ile dis yiizeye taginmaktadir. Annexin V, apoptoz sirasinda transloke olan
fosfatidilserine baglanan bir proteindir. Bu proteininin, Annexin V’in bir fliloresan
konjligati olan Annexin V-FITC ile baglanmasiyla apoptik hiicreler gézlemlenmektedir.
Annexin V-FITC tek basina apoptoz ve nekroz hiicrelerinin ayrimini yapmak igin yeterli
olmadigindan nekroz hiicrelerin yapisinin bozulmasindan dolay1 hiicre disina ¢ikan
DNA’nin propidyum iyodiir (PI) ile boyanmasiyla nekroz orani dlgiilmektedir. Boylece,
Annexin V-FITC veya PI ile boyanarak apaptoz ve nekroza ugrayan hiicreler ile
boyanmayan saglikli hiicrelerin ayrim1 flow sitometri kullanilarak gorsellestirilmektedir

(Akgapmar vd 2021).

Yapilan ¢alisma, Annexin V-FITC-PI Kiti kullanilarak, asagidaki protokol ile
gerceklestirilmistir:

1. Inkiibasyon sonunda platedeki kontrol grubu ve diger gruplardaki hiicreler ayri

ayr1 ependorflara aktarilarak plate yiizeyi PBS ile yikanmuistir.

2. PBS uzaklastirildiktan sonra her bir kuyucuga Tripsin eklenmistir. 37 °C’de 5

dakika inkiibe edilerek hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi saglanmistir.

3. Tripsinle muamele edilmis hiicreler ependorflara eklenerek santifiij edilmistir.
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4. Daha sonra her bir santrifiij tlipiiniin tizerine 500 pL baglanma tamponu eklenerek

coken hiicreler siispanse edilmistir.

5. Tiiplere 5 ul Annexin V-FITC ve 5 ul PI eklenerek karanlikta, oda sicakliginda
30 dakika bekletilmistir.

6. Son olarak, hiicreler flow sitometri cihazinda analiz edilmistir.

3.2.10. Apurinik/apirimidinik (AP) bolgeleri analizi

SH-SYS5Y hiicrelerinden alinan DNA ekstraktlarindaki apurinik/apirimidinik
(AP) bolgeleri olarak da bilinen abazik bolgeler, 450 nm absorbasta biotin etiketli bir
Aldehit Reaktif Prob (ARP) ile belirlenmistir. Calisma, OxiSelect™ Oxidative DNA
Damage Quantitation Kit (AP Sites) kullanilarak iireticinin protokoliine gore
gerceklestirilmistir. DNA 6rnegindeki AP bolgelerinin miktari, ARP standart egrisi ile

karsilastirilarak belirlenmistir.

3.2.11. istatistiksel analizler

Yapilan calismalardan elde edilen veriler i¢in istatistiksel analizler, GraphPad
Prism 7,0 istatistik programi kullanilarak yapilmistir. ANOVA ve Dunnett testleri
yapilarak p<0,05 olan veri degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Tiim veri
analizi ve farkli olarak ifade edilen genlerin gorsellestirilmesi, R-3.1.2 yazilimiyla

istatistiksel olarak gergeklestirilmistir.
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Statik manyetik alanlarin (SMF) olumsuz etkileri, radyofrekans ve gii¢-frekans
alanlar1 gibi diger maruz kalma tiirlerine gore ¢ok daha az dikkat ¢ekmektedir. Manyetik
alan maruziyetlerine en ¢ok kloralkali/alliminyum isleme fabrikalari, tan1 ve demiryolu
sistemlerinde Manyetik rezonans goriintilleme (MRI) gibi cesitli endiistriyel ve tibbi
alanlarda rastlanmaktadir (Feychting et al. 2005). SMF uygulamas: insan fibroblast
hiicresi tizerinde arastirilmis ve hiicre kiiltiirlinde redoks homeostazini giiclii bir sekilde
etkilemekte ve hiicresel oksidatif stresi arttirmaktadir (Synowiec-Wojtarowicz et al.
2017). Ayrica, ELF-MF'lerin giinde 8 saat uygulanmasi, hiicre canliligini 6nemli dlctide
azalttig1 ve hipokampal noronlarda hiicre igi reaktif oksidatif tiirlerinin tiretimini arttirdigi
gosterilmistir (Zeng et al. 2017). Uzun siireli manyetik alanlara maruz kalma ile ilgili
saglik sorunlari, cogunlukla farkli kanser tiirlerine odaklanilmistir (Ahlbom et al. 2001).
Ote yandan, manyetik alanin en endise verici sonuglarindan biri, yiikksek veya orta
elektromanyetik alanlar ve sporadik Alzheimer hastaligini iligskilendiren dncii bir ¢alisma
ile ortaya ¢ikmustir (Sobel et al. 1995). ELF-MF'lere maruz kalmanin epigenetik faktorleri
etkiledigi ve insan ndroblastom hiicre kiiltiiriinde noronal dejenerasyona yol acan farkl
gen ifadelerini degistirdigi gosterilmistir (Consales et al. 2018). Bu ¢alismada, manyetik
alanin molekiiler mekanizmalara ve Alzheimer hastaligi ile iliskisini incelemek igin
farklilagtirllmis SH-SY5Y noroblastom hiicre hatti1 kullanilarak statik manyetik alanin
insan beyni lizerindeki etkisine odaklanilmistir ve propolis uygulamasinin manyetik

alanin neden oldugu toksisiteye karsi koruyucu etkileri arastirrilmstir.

SH-SYS5Y noroblastom hiicre hatti, all-trans retinoik asit ve BDNF'in hiicre
kiiltiirline entegre edilmesiyle olgun néron benzeri hiicre kiiltiiriine doniistiirilmistiir.
Hiicre hatti farklilagmasi, beyin ve noéron faktorleriyle ilgili ¢esitli hastaliklar1 ve
toksikolojik vakalar1 incelemek igin standart bir prosediir haline gelmistir (Cells et al.
2000; Presgraves et al. 2003; Kovalevich and Langford 2013). 11 giinliik inkiibasyondan
sonra hiicre morfolojisi invert floresan mikroskop altinda incelenmistir. Kiibik yapilardan
daha yass1 hiicresel formasyonlara donilisen hiicreler arasindaki etkilesimler ve
baglantilarin arttig1 gézlenmistir. Ayrica, dendritlere ve akson benzeri hiicresel yapilarin
olustugu belirlenmistir (Sekil 4.1). Bunun yaninda, akis sitometrisi analizi kullanilarak

hiicresel farklilasmay1 dogrulamak i¢in hiicre dongiisii analizi yapilmistir. Farklilasmamais
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hiicre kiiltiirlerine gore farklilagmig SH-SYS5Y hiicrelerinde hiicre dongiisii evrelerine
gore S fazinda bulunan toplam hiicre sayisi azalmis ve G1 evresindeki hiicreler nemli

Olciide artis gostermistir (Cizelge 4.1).

Sekil 4.1. Farklilagmamis ve farklilagmig SH-SYSY hiicrelerinin morfolojik hiicre
yapilar1. a- Farklilasmamis SH-SYSY hiicre kiiltiirlintin 60x ¢oziintirliigi, b-
Farklilastirilmis hiicre kiiltiirliiniin 60x ¢ozlniirligi (11 giin boyunca hiicre
kiiltiiriine 10 uM all-trans RA uygulamas).

Cizelge 4.1. Akis sitometrisi ile belirlendigi iizere 11 giin boyunca all-trans retinoik ile
tedavi edilen SH-SYSY hiicrelerinin hiicre dongiisii dagilimi.

Hiicre Populasyonu (%)

Gruplar G1 faz1 G2 fan S fan G2/G1

(-) Kontrol 48,18+2,24  12,65+0,65 36,74+2,34  2,43+0,08
RA uygulanmis  74.39+4,32° 3454012 2043+211°  2,86+0,13

Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edilir. Sembol (*), kontrol
ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark1 (P<0,01) temsil eder.

Manyetik alanlara maruz kalmanin etkilerini aragtirmak i¢in, ELF-MF jenerator
cihazi, 1,5 mm bakir tellerle ¢evrili 150 dontislii bir kiiltiir plakasi tutucusu olarak
tasarlanmistir. Tellerin kalinligi, bobini hiicre kiiltlirii i¢in 6ldiiriici olan sicakliklara
isitmadan 1-10 mT manyetik alan olusturmaya uygun olacak sekilde se¢ilmistir. 96
saatlik manyetik alan uygulamasindan sonra hiicre ¢ekirdek biitiinliikleri Hoechst 33258
floresan boyama teknigi ile analiz edilmistir. ELF-MF oranlar1 hiicre Kkiiltiirline
uygulandiginda, hiicre ¢ekirdek yapilarinda anomalilerin meydana geldigi gozlenmistir.
Esas olarak, mikroniikleus yapilar1 gibi daha biiyiik kromozomal aberasyonlar yogun

olarak goriilmektedir. Ayrica, nekrotik hiicre gruplari ve anormal ¢ekirdek yapilari
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saglikli hiicrelerden kolaylikla ayirt edilebilmektedir (Sekil 4.2). Cekirdek anomali
sayilari, floresan mikroskop kullanilarak degerlendirilmistir. incelemelere gére, ELF-MF
uygulamalarinin tamami niikleer mutasyonlar1 (MN, Lobbed ve Centikli) negatif kontrole
gore Onemli Olgiide arttirdig1 belirlenmistir. Negatif kontrole (1.000 hiicrede
0,020+0,0022) kiyasla en yiiksek mutasyon sayilar1 4 giin boyunca 3 mT manyetik alan
uygulamasinda (1.000 hiicrede 0,054+0,0048) gozlenmistir (Cizelge 4.2). Diger
arastirmalara gore 400 mT ELF-MF'ler kromozomal aberasyonlarla sonuglanmistir,
ancak manyetik alan 1 mT'ye diistiiglinde bu alan oraninin herhangi bir mutasyona neden

olup olmadig belirsiz hale geldigini belirtmislerdir (Miyakoshi et al. 2002).

Sekil 4.2. Hoechst 33258 kromozom biitiinliigii analizi i¢in floresan boyama sonuglari.
a- Manyetik alan uygulamasi olmayan farklilagtirilmis SHSY-5Y hiicre
kiiltiirii, b- 4 giin boyunca 3 mT manyetik alana maruz kalan SHSY-5Y hiicre
kiiltiri  (Kirmizi  oklar mutasyona ugramis veya bozulmus hiicre
cekirdeklerini gosterir).

Cizelge 4.2. Cesitli yogunluklarda manyetik alan uygulamalarina kars1t SH-SY5Y hiicre
hattinda ¢ekirdek anormallikler (NA) (Degerler, her 1.000 hiicre i¢in 3
numuneden elde edilen ortalama anomali sayisidir. Ayni siitundaki farkli
harfler birbirinden istatistiksel farkliliklar gostermektedir).

Uygulama Cekirdek Anomalileri (NA)

MN Loblu Centikli Ortalama NA/1000 cells + SD

(-) Kontrol 7 7 6 0,020+0,00222
imT 15 11 8 0,034+0,0051"
2mT 20 12 11 0,043+0,0032°
3mT 20 16 18 0,054-0,0048¢

Propolis+3 mT 11 9 8 0,027+0,0086°
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Sitotoksisite ve hiicre 6liimii mekanizmalari, akis sitometresi (Kanallar: FL1-
green: Annexin V-FITC ve FL2-red: Propodium iodide) analizi kullanilarak
incelenmistir. Hiicre kiiltiirleri 37°C'de %5 CO: ile 96 saat siireyle inkiibe edildi ve bu
zaman araliginda hiicre ortamlari manyetik alan-hiicre etkilesimini kesintiye
ugratmayacak sekilde taze ortam tarafindan degistirilmeden bekletilmistir. Bu nedenle
negatif kontrol grubu i¢in %15,8 sitotoksisite gozlendi. Bu sitotoksisite orani, hiicre
canlilik yiizdesini normallestirmek i¢in deney gruplarindan ¢ikarildi. 1 mT, 2 mT ve 3
mT manyetik alanlar i¢in ¢ikarma islemi uygulandiktan sonra sitotoksisite sirasiyla
%37,6, %44,2 ve %48,2 olarak bulunmustur (Sekil 4.3). Ayrica, propolis uygulamasinin
potansiyel sitotoksik etkilerini belirleme amaciyla, farklilastirilmis SHSY-5Y hiicre
hattina genis doz araliginda (1,56-200 pg/ml) propolis uygulanmistir. Sonuglar
gorstermektedir ki, 100 pg/ml konsantrasyon seviyesine kadar propolisin hiicre kiiltiirii
tizerinde 6nemli diizeyde sitotoksisiteye neden olmamaktadir (Sekil 4.4). Bu sonuglar
dogrultusunda 3 mT manyetik alan uygulamasi ile beraber 100 pg/ml ve 50 pg/ml
dozlarda propolis hiicre Kkiiltiiriine uygulanarak propolisin manyetik alana kars
norokoruyucu etkisi akis sitometrisi yontemiyle incelenmistir. Analizler gostermektedir
ki, 50 pg/ml ve 100 pg/ml konsantrasyonlarda porpolis uygulamalarinin hiicre canligini
yakalagik olarak sirastyla %24 ve %34 oraninda korumaktadir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.3. Manyetik alan uygulamasina kars1 farklilagtirilmis SHSY-5Y hiicre hattinin
akis sitometrisi analizi. a- (-) Kontrol (sadece shsy-5y hiicreleri), b- 1 mT
manyetik alan uygulamasi, c- 2 mT manyetik alan uygulamasi ve d- 3 giin
stireyle hiicre kiiltiiriine 3 mT manyetik alan uygulamasi (Kanallar: FL1-green:
Annexin V-FITC ve FL2-red: Propodium iodide), e-Flow sitometri sonuglari.
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Sekil 4.4. Farkli konsantrasyonlarda (1,56-200 pg/ml) propolis uygulamasina kars
farklilastirilmis SHSY-5Y hiicre kiiltlirlerinin hiicre canliligi analizi (*,
negatif kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml fark: temsil
etmektedir).
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Sekil 4.5. Manyetik alan uygulamasina kargt propolisin farklilagtirilmis SHSY-5Y hiicre
hattin1 uzerinde ki akis sitometrisi analizi. a- (-) Kontrol (sadece farklilagsmis
shsy-5y hiicreleri), b- 4 giin boyunca 3 mT manyetik alan uygulamasi, c- 3 mT
manyetik alan + 50 pg/ml propolis uygulamasi ve d- 3 mT manyetik alan + 100
ug/ml propolis uygulamasi (Kanallar: FL1-green: Annexin V-FITC ve FL2-
red: Propodium iodide).

Kademeli araliklarla manyetik maruziyetten sonra DNA hasarini belirlemek i¢in,
ekstrakte edilmis genomik DNA {izerinde ARP testi kullanilarak AP boélgelerinin sayisi
Ol¢iilmiistiir. AP bolgesi, oksidatif DNA baz lezyonlarinin bir gostergesi olarak kullanildi.
Cizelge 4.2'de goriildigii gibi manyetik alanlarin yogunluguna bagl lezyon olusumlari
meydana gelmistir. Hiicre kiiltiirleri 1 mT, 2 mT ve 3 mT manyetik alana maruz
birakildiginda, 96 saatlik zaman noktalarinda sirasiyla 20, 26 ve 42 AP alami birikimi
ortaya ¢ikmistir. Bunun yaninda, TAS ve TOS analizi, uzun siireli ELF-MF
uygulamasinin, negatif kontrole kiyasla hiicre kiiltiirlerinde antioksidan seviyelerini
onemli dl¢lide azalttigini ve oksidatif stresi artirdigini gostermistir. Sonuglara gore, TAS
ve TOS diizey degisikliklerinin ELF-MF’nin indiiksiyon oranlarina paralel olarak
degistigi bulunmustur. Ayrica, 3 mT manyetik alan uygulamasina karst 100 pg/ml

konsantrasyonda propolis ile kiiltlire edilen hiicrelerde, antioksidan seviyelerinde 6nemli
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ol¢iide artis ve oksidatif stres parametreleride ise 6nemli diizeyde azalma gozlenmistir
(Cizelge 4.3). Ayrica, genomdaki bu tiir daha biiyiik yeniden diizenleme mutasyonlarinin
dis etkenlerin tiiriinii bulmak 6nemlidir. Apurinik/apirimidinik (AP) bolgeleri genellikle
oksidatif DNA hasarlarinin etkileriyle olusabilmektedir. Genellikle abazik bolge olarak
adlandirilan bu tiir kii¢iik mutasyonlarin birikmesi, mikroniikleus veya translokasyon gibi
daha biiylik kromozomal anormalliklere neden olabilir. Cesitli hiicre kiiltiirii tiplerine
farkli manyetik alan maruziyetinin genomik DNA'da oksidatif strese ve oksidasyon
reaksiyonu stimiilasyonuna neden olabilecegi baska arastirmalarda kesfedilmistir (Scarfi
etal. 1991; Zhang et al. 2003). Sonuglarimiz, manyetik alan uygulanmasinin ve oksidatif
stres stimiilasyonlar1 iizerindeki olumsuz etkileri ile ilgili onceki ¢aligmalarla benzer
oldugu gozlenmektedir. AP bolgeleri tiim uygulamalarda (1 mT, 2 mT ve 3 mT manyetik
alanlara maruz kalma) artmis 3 mT'lik alanlar abazik alan olusumlarinda daha yiiksek bir
artisa neden olmustur. Fakat, 3 giin boyunca uygulanan 3 mT manyetik alanin yaninda
100 pg/ml konsantrasyonda propolis uygulamasinin manyetik alan nedeniyle olusan AP

bolge mutasyonlarini 6nemli diizeyde diisiirdiigii belirlenmistir (Sekil 4.6).

Cizelge 4.3. 72 saat boyunca ELF-MF'lerin in vitro uygulamasindan sonra TAS ve TOS
seviyeleri (*, negatif kontrole kiyasla TAS'ta istatistiksel olarak anlamli
azalmay1 ve TOS diizeyindeki artis1 temsil eder).

TAK (mmol Trolox TOD (umol H202

Uygulama Equiv./l) Equiv./l)

(-) Kontrol 1,63+0,018 7,55+0,62
1mT 1,13+0,028* 11,38+0,41*
2mT 1,02+0,036* 13,63+1,2*
3amT 0,82+0,025* 14,48+1,1*

100 pug/ml Propolis+3 mT 1,55+0,022 7,94+0,85
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45 96 saat

AP-sbélgesi/100,000 baz cifti

(-) Control 1mT 2mT 3mT Propolis+3 mT

Sekil 4.6. Manyetik alanla tedaviden sonra farklilasmis SHSY-5Y hiicrelerinde
olusturulan AP bolgeleri (n = 3; P degeri < 0,05).
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Statik manyetik alan uygulamasi 96 saat sonra hiicre Oliimiini arttirdigi
belirlenmistir. Farklilasmis SH-SYSY hiicre kiiltiirii modeli i¢in sitotoksisitedeki ana
mekanizma, apoptozdan ziyade nekroz oldugu tespit edilmistir. 1 mT manyetik alan i¢in
nekrotik hiicre 6limi artis1 yaklagik %37 oldugu ve manyetik alan uygulamasinin 3
mT'ye yiikseltildiginde, hiicrelerdeki nekroz orani %48'e yiikseldigi belirlenmistir. Bu
sonugclar, farklilasmis SH-SYS5Y hiicre kiiltiirlerinde nekrotik hiicre 6liimiinde birincil bir
islevi oldugu ve diisiik frekansl statik manyetik alan uygulamasinin, artan oksidatif stres
ve abazik bolge kromozomal aberasyonlari yoluyla Alzheimer hastaligi patolojisine
katkida bulunabilecegi literatiir verileriyle iliskilendirilmistir. Calismamiz sonuglarina
gore, farklilagsmis noroblastom hiicre hattina ELF-MF'lerin siirekli uygulamalari, esas
olarak nekrotik hiicre 6limii ile sonuglanan yliksek sitotoksisiteye neden oldugu
anlasilmaktadir. Ayrica manyetik alan uygulamasimin mikroniikleus ve abazik bolge
anormallikleri olarak niikleer ve kromozomal aberasyonlara neden oldugu tespit
edilmistir. Hiicre kiiltiirlerinde oksidatif durum arastirildiktan sonra, mutasyonlarin
biiyiik olasilikla oksidatif strese bagli reaktif oksijen tiirlerinden (ROS) kaynaklandigi
disiiniilmistiir. Elde edilen bulgular 1s181nda, uzun siireli ELF-MF'lere maruz kalmanin,
mutasyon birikimleri yoluyla nérodejenerasyonlara ve nekrotik hiicre 6liimlerine neden
olabilecegi sOylenebilir. Ayrica, manyetik alan ile birlikte propolis uygulamasinin hiicre
canlili1 lizerinde 6nemli bir seviyede ndrokoruyucu bir etki gdsterdigi belirlenmistir.
Sonuglar dogrultusunda, propolisin tek basina uygulamasinin farklilasmis SHSY-5Y
hiicre hattinda yiiksek konsantrasyonlarda toksik bir etki gostermemistir. 3 mT manyetik
alan uygulamasina karsin propolisin %34 seviyelerinde bir koruyuculuk gosterdigi ve
manyetik alan nedeniyle olusan nekrotik hiicre Oliimlerini azalttig1 sdylenebilir.
Antioksidan seviyeleri Tlizerine yapilan incelemeler gostermektedir ki, propolis
uygulamasi norokoruyucu etkiyi manyetik alan sebebiyle hiicre kiiltliriinde olusan
oksidatif stresi azaltma ile gerceklestirdigi belirlenmistir. Bu dogrultuda, propolis
uygulamas1 manyetik alan nedeniyle olusan mutasyonlar1 6nemli diizeyde azalttig1 ve
biiyiik cekirdek mutasyonlarini engelledigi diisiiniilmektedir. Ote yandan, nekroz, DNA
hasar1 ve oksidatif stres arasindaki dogrudan iliskiyi degerlendirmek icin daha fazla

arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Manyetik alan toksisitesinin arkasindaki ana
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mekanizma hakkinda daha iyi fikir edinmek i¢in gen ekspresyon degisimleri

incelenmelidir.
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