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Darbeli Elektromanyetik Alan (PEMF), termal etkileri indiiklemeden doku
onarimini hizlandirmak i¢in biyolojik dokuda bir seri elektrik enerjisinin manyetik
darbesini kullanan elektromanyetik alanlarin iyonlastirici olmayan formlarindan biridir.
PEMF, Alzheimer ve Parkinson hastaliklar1 gibi bazi ndrodejeneratif bozukluklarin
semptomlarinin tedavisine ek olarak, ameliyat sonrasi agri, yumusak doku hasari ve
migren gibi ¢esitli tibbi problemler i¢in alternatif bir tedavi olarak kullanilmaktadir.

Noronal hiicreler, asir1 oksijen ihtiyact ve serbest radikallere karsi yetersiz
savunma mekanizmalari nedeniyle oksidatif strese olduk¢a duyarlidir. PEMF doz,
frekans, yogunluk ve siire gibi parametrelerine bagli olarak noronlarda oksidatif strese
kars1 olas1 sitoprotektif etkilere sahiptir. Glial hiicre tipi olan astrositler, merkezi sinir
sisteminde oksidatif stresin diizenlenmesinde ve noéronlara fizyolojik destek
saglanmasinda ¢ok onemli rollere sahiptir. Erigkinlerde en sik goriilen malign astrositik
beyin tiimorlerinden biri glioblastoma multiforme (GBM)'dir. Bugiine kadar, farkli
zaman araliklarinda hidrojen peroksit (H202) muamelesiyle oksidatif stresin indiiklendigi
insan glioblastoma hiicrelerinde belirli bir siire icinde belirli bir dozda PEMF
maruziyetinin maruziyet sonrasi etkilerini inceleyen calisma bulunmamaktadir. Bu
nedenle, mevcut ¢alismanin amaci, H>Oz ile muamele edilen insan glioblastoma U87-MG
hiicrelerinde kisa stireli (15 dakika) 75 Hz frekansli PEMF maruziyetinin olasi etkilerini
aragtirmaktir. U87-MG hiicreleri li¢ deneysel gruba ayrildi: (I) sham-kontrol; (II) ii¢ farkli
zaman araliginda (sirasiyla 30 dakika, 24 saat ve 48 saat) H2O. ile muamele edilen
hiicreler; (IIT) grup II ile ayn1 zaman araliklarinda H2O2 muamelesinin ardindan PEMF'ye
maruz birakilan hiicreler. Daha sonra hiicre canlilifi spektrofotometrik olarak
Olciilmiistiir. Daha sonra hiicre gruplarindaki reaktif oksijen tiirlerinin seviyeleri,
glutatyon peroksidaz aktivitesi ve glutatyon miktar1 sirasiyla spektroflorometrik,
spektrofotometrik ve HPLC teknikleri ile belirlendi. Istatistiksel analiz SPSS yazilim
paketi v23.0 kullanilarak yapildi. Farkli zaman araliklarinda H20> ile muamele edilen
U87-MG hiicrelerinde muamele sonrast PEMF maruziyetinin oksidatif stresin zararl
etkilerine kars1 sitoprotektif etkisinin, reaktif oksijen tiirleri seviyesindeki azalma, hiicre
canliligindaki artis, antioksidan molekiillerin aktivite ve miktarinda yiikselmeyle iligkili
oldugu bulunmustur. Ek olarak, sonuc¢lar, PEMF maruziyetinin sitoprotektif etkisinin



H202 muamelesinin farkli zaman araliklarina bagli olarak degistigini gostermektedir. Bu
bulgular 1s181nda, oksidatif strese bagli nérodejeneratif siireglere ek olarak antioksidan
savunma mekanizmalar1 ve onlarin tetikledigi redoks-bazli noronal yolaklarin
aydinlatilmast i¢gin PEMF’nin noérofizyolojik etkileri ve altinda yatan molekiiler
mekanizmalarin arastirilacagi daha fazla in vivo ve/veya in vitro ¢alismalara ihtiyag
vardir. Mevcut ¢alismanin, PEMF maruziyeti ile aktive edilen molekiiler, biyokimyasal
ve hiicresel siireglere odaklanan daha ileri ¢aligmalara 151k tutabilecegine ve biyomedikal
uygulama alanlarin1 genisleterek alternatif tedavi yontemleri bulmay1 saglayabilecegini
kanaatindeyiz.

ANAHTAR KELIMELER: Darbeli elektromanyetik alan, Glutatyon peroksidaz,
Glutatyon, Hiicre canliligi, Oksidatif stres, Reaktif oksijen tiirleri, U87-MG hiicreleri
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ABSTRACT

EFFECT OF PULSED ELECTROMAGNETIC FIELD APPLICATION (PEMF)
ON HYDROGEN PEROXIDE (H202)-INDUCED OXIDATIVE STRESS IN
BRAIN CELLS

Tugce SIMSEK
MSc Thesis in Biomedical Engineering
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Cigdem SARAC
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Serdar KARAKURT
December 2021; 60 pages

The Pulsed Electromagnetic Field (PEMF) is one of the non-ionizing forms of
electromagnetic fields that uses series of magnetic pulses of electrical energy into exposed
biological tissue to accelerate tissue repair without induced thermal effects. PEMF has
been used as an alternative therapy for various medical problems, including post-
operative pain, soft tissue damage, and migraine, in addition to treating symptoms of
some neurodegenerative disorders such as Alzheimer's and Parkinson's diseases.

Neuronal cells are particularly susceptible to oxidative stress due to their
excessive oxygen demand and inadequate defense mechanisms against free radicals.
PEMF has possible cytoprotective effects in neurons against oxidative stress depending
on its parameters such as dose, frequency, intensity, and duration. Astrocytes, type of
glial cells, have crucial roles in regulating oxidative stress in central nervous system as
well as providing physiological support to neurons. One of the most common types of
malignant astrocytic brain tumors in adults is glioblastoma multiforme (GBM). Till date,
there is no report on the post-exposed effects of a certain dose of PEMF exposure within
a certain period in human glioblastoma astrocyte-like cells in which oxidative stress was
induced by hydrogen peroxide (H20z) treatment at different time intervals. Therefore, the
present work’s goal is to explore the possible effects of short-term (15 min) exposure to
75 Hz frequency of PEMF on H20- treated human glioblastoma U87-MG cells. U87-MG
cells were divided into three experimental groups: (1) sham-control; (I1) cells challenged
by H20; at three different time intervals (30 min, 24 h, and 48 h, respectively); (111) cells
post-exposed to PEMF following H20- challenge at same time intervals as group Il. Then,
the cell viability was measured by spectrophotometrically. Next, levels of reactive oxygen
species, activity of glutathione peroxidase, and amount of glutathione in cell groups were
determined by spectrofluorometric, spectrophotometric, and HPLC techniques,
respectively. Statistical analysis was performed using SPSS software package 23.0. It has
been found that the cytoprotective effect of post-PEMF exposure against deleterious
effects of oxidative stress triggered by the different time interval of H2O, treatment in
U87-MG cells is mediated by the increase in the cell viability, the elevation in the
antioxidant molecules’ activity and amount, in addition to the decrease in the reactive
oxygen species level. In addition, results suggest that the cytoprotective effect of post-



PEMF exposure varies depending on different time intervals of H2O treatment. In the
light of these findings, further in vivo and/or in vitro studies on neurophysiological effects
of PEMFs and their underlying molecular mechanisms are needed to elucidate neurotoxic
or neuroprotective role against antioxidant defense mechanisms and their triggered redox-
based neuronal pathways in addition to oxidative stress-induced neurodegenerative
processes. We firmly believe the present work may shed light on further works focusing
on the molecular, biochemical and cellular processes activated by PEMF exposure and
may enable to find alternative treatment methods by expanding the fields of biomedical
applications.

KEYWORDS: Cell viability, Glutathione peroxidase, Glutathione, Oxidative stress,
Pulsed electromagnetic field, Reactive oxygen species, U87-MG cells
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Sevgili damigsmanim Saym Dr. Ogr. Uyesi Cigdem (GOKCEK) SARAC’in
calisma boyunca beni sahsi olarak cesaretlendirmesi, sabri, elestirisi, rehberligi,
tavsiyeleri ve denetimleri ¢alismanin neticelenmesinin temelini olusturmustur. Sinir
bilimi alanindaki essiz basarilari, bilgi ve deneyimleri ile bu alani bana sevdirmesi ve
tezimi bagarili olarak tamamlamama katkilarindan dolay1 kendisine tesekkiirii bir borg
bilir ve sonsuz tesekkiir ederim. Ayrica, sadece bilimsel alanla sinirli kalmayan, giinliik
yasantimda da gerek sicak-sevimli durusu ile gerekse alanindaki bilgi ve tecriibeleri ile
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essiz bilgi ve tecriibeleri ile katkida bulunan ikinci danismanim Sayin Dog. Dr. Serdar
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Biyomedikal Miihendisligi Anabilim Dal1 6gretim {iyelerinden basta Sayin Prof.
Dr. Ahmet BOZKURT olmak iizere tiim bolim 6gretim iiyesi hocalarima bilgi ve
tecriibeleriyle mesleki kariyerime katkilarindan dolay1 ¢ok tesekkiir ederim.

Deney stiresi boyunca verdikleri essiz bilgi, motivasyon ve yardimlarindan dolay1
Selguk Univeristesi Biyokimya Béliimii Laboratuvari'ndan Doktora Ogrenci Irem
Mukaddes DURMUS’a ve Kemal BAS’a, , Siimeyye CINAR’a, Halime Seyma
AKALIN’a, ve Hatice Giil BATUR’a ¢ok tesekkiir etmek isterim.

Bana ailem gibi desteklerini ve enerjilerini esirgemeyen sevgi dolu Nilgiin Ozkurt
ile Zekiye Bayrak¢1’ya ve Sevgi Hande Kar’a, Nuran Kavakli’ya, Ayse Ungan’a, Tansu
Demir’e, Beyza Evcimen’e, Stimeyra Demir’e, Beyza Simsek’e, Sariye Emek’e ¢alisma
boyunca bana verdikleri destek, zor giinlerimde her zaman yanimda olduklar1 ve uzun
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Sonsuz sabri, destegi ve sevgisi igin can kardesim Ayca SIMSEK’e en icten
tesekkiirlerimi sunarim.

Sevgisi, bilgeligi, sarsilmaz destegi, ¢cabasi ve cesaretlendirmesi ile yillar boyunca
benim her zaman yanimda olan, hayat amaglarimin en basinda yer alan sevgili annem ve
babama tesekkiirtimii hi¢bir kelime ifade edemez.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler:

Ca'*? : Kalsiyum

cm : santimetre

dB : Manyetik Alan
dl : Telin Kiiglik Pargast
dH20 : 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
W/kg : Watt/Kilogram
W/m? : Watt/Metrekare
A : Dalga Boyu

uT : Mikro Tesla

po : [letkenligin Gegirgenligi
ug : Mikrogram

uL : Mikrolitre



uM

v-Glu

7

°C
Kisaltmalar:
A

Al

A2

AH

ATCC
ATP

B

BIO IND
BT

CAT
CoH1202
CO2

COs™
Cu/zn
Cu-Zn SOD (SOD1/ SOD 3)
Cys

CWwW

D

DCF
DCFH-DA

DMSO

: Mikromolar
: Gama Glutamat
: Birim Vektoru

: Santigrat Derece

: Amper

: 570 nm’deki hiicre absorbansi

: 600 nm’deki hiicre absorbansi

: Alzheimer Hastalig1

: Amerikan Tipi Kiiltiir Kolleksiyonu

: Adenozin Trifosfat

: Manyetik Alan

: Biological Industries (Biyolojik Endiistrisi)
: Bilgisayarli Tomografi

. Katalaz

: Kiimen Hidroperoksit

: Karbondioksit

: Karbonat Radikali

: Bakir/Cinko

: Bakir-Cinko Bagl Siiperoksidaz Dismutaz
: Sistein

: Stirekli Dalga (Continuous Wave)

: Ornek Seyreltme Faktorii

: 2°,7’-Dikloroflorosein

: 2°,7’-Dikloroflorosein Diasetat

: Dimetil Sulfoksit



DNA
DTNB
E
ELF-EMF
EMA
EMEM
ETC
FBS
GC-2
GCS
g-GCS
GHz
Gly
GPx
GR
GSSG
GSH
GST
Hela
H>DCF
HIF1
HOBs
HOCI
H202
KH2PO4

H3PO4

: Deoksiriboniikleik asit
: 5,5'-Dithiobis (2-nitrobenzoik acit)
: Elektriksel Alan
: Asir1 Diistik Frekansli Elektromanyetik Alan
: Elektromanyetik Alan

: Eagle Minimum Besi Ortami1

: Elektron Tasima Zinciri

: Fetal S1g1ir Serumu

: Fare Spermatosit Tiirevli Hiicre
: Glutamat-Sistein Sentetaz

: g-Glutamil-Sistein Sentetaz

: Giga Hertz

: Glisin

: Glutatyon Peroksidaz

: Glutatyon Rediiktaz

: Azaltilmis Glutatyon

: Glutatyon

: Glutatyon S-Transferaz

: Rahim Agz1 Kanseri Hiicresi

: 2'-7"-Diklorodihidroflorosein

: Hipoksiyle indiiklenen Faktor-1
: Insan Osteoblast Hiicreleri

: Hipoklor6z Asit

: Hidrojen Peroksit

: Dipotasyum Fosfat

: Fosforik Asit

Xi



HPLC : Yiiksek Performansh Likit Kromatografisi
HuUR : Insan Antijen R
Hz : Hertz

I : Bobinden gegen akim miktari

ICNIRP : Uluslararasi Iyonlastirict Olmayan Radyasyondan
Komisyon

ICso : Toplam Hiicre Sayisinin Yarisini Inhibe Eden Ilag/Madde
Konsantrasyonu

IL-6 . Interldkin-6

JNK1/2 :Jun N- Terminal Kinaz1/2

MAPK : Mitojen Aktive Protein Kinaz

KCI : Potasyum Klortir

Kb : Enzim Aktivasyonu

Ki : Baglanma Affinitesi

KHz : Kilo Hertz

LC3-lI : Mikrotiibiil Iliskili Protein 1A/1B Hafif Zincir 3-1

LOOH : Lipit Peroksit

MDA : Malondialdehit

MHz : Mega Hertz

MRNA : Mesajc1 RNA

MRI : Manyetik Rezonans Goriintiileme

MnSOD : Manganez Bagh Siiperoksid Dismutaz

MS : Multipl Skleroz

mT : Mili Tesla

N1 : 570 nm’de negatif kontrol kuyucugunun absorbansi

N2 : 600 nm’deki negatif kontrol kuyucugunun absorbansi

NaCl : Sodyum Kloriir

xii



Na;HPO4.2H20 : Disodyum Hidrojen Fosfat Dihidrat

NADPH : Nikotinamid Adenin Diniikleotit Fosfat

NO - Nitrik Oksit

NOS - Nitrik Oksit Sentaz

01 : 570 nm’de oksitlenmis alamar mavisinin soniim
katsayis1

02 : 600 nm’de oksitlenmis alamar mavisinin soniim
katsayisi

102 : Singlet Oksijen

Oz~ : Stiperoksit Anyonu

OH - Hidroksil Radikali

PBS : Fosfat Tamponu

PEMF : Darbeli Elektromanyetik Alan

Pen-Strep : Penisilin-Streptomisin

PKC : Protein Kinaz C

P93 : Timor Protein 53

R : Bobin Yaricap1

R1 : 570 nm’de indirgenmis alamar mavisinin soniim
katsayisi

R2 : 600 nm’deki indirgenmis alamar mavisinin séniim
katsayisi

RF-EMA : Radyo Frekans-Elektromanyetik Alan

RFU - Reaktif Florans Unit

ROS : Reaktif Oksijen Tiirleri

RO/ROO . Alkoksit/Alkil Peroksit

RPM : Devir Sayis1

SAR : Ozgiil Sogurma Orani

SD : Sprague Dawley

SD : Standart Sapma

xiii



SMA
SOD

SOD2

T1

T2

TCA
TMS
TNF-alfa

Tris-HCL

WHO
Xo

Xg

: Statik Manyetik Alan

: Stiperoksit Dismutaz

: Stiperoksid Dismutaz 2

: Tesla

: Hiicrelerin O.D. 340 nm’deki birinci 1s1ma degerleri
: Hiicrelerin O.D. 340 nm’deki ikinci 1s1ma degerleri
: Triklorikasetik Asit

: Transkraniyal Manyetik Stimiilasyon

: Timor Nekroz Faktorti Alfa

: Tris Hidrokloriir Asit

- Volt

: Reaksiyon Kuyucugundaki Numune Hacmi (mL)

: Diinya Saglik Orgiitii

: Bobin yarigap ekseni

: Devir Sayis1
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1. GIRIS

Giinliik yagsantimizda sik¢a kullandigimiz Elektromanyetik Alan (EMA)’a sahip
cep telefonu, bilgisayar ve elektronik ev aletleri farkli frekansta, dalga boyunda, hiz ve
genlikte “Elektromanyetik Radyasyon” yaymaktadir (Teimori vd. 2016; Hao vd. 2018;
Hosseinabadi vd. 2018; Poljak ve Cvetkovic 2019). Yiiksek frekansli elektromanyetik
radyasyonlar molekiillerdeki kimyasal baglar1 koparabilecek enerjiye sahip olup bu
1sinlara “Iyonlastirict Radyasyon” denilmektedir (Vallero ve Letcher 2013; Poljak ve
Cvetkovic 2019). Elektromanyetik radyasyonun kimyasal baglar1 koparabilecek enerjiye
sahip olmamasi diigiik frekansta oldugunu ve elektromanyetik spektrumun iyonlastirict
olmayan kisminda bulundugunu gostermektedir (Vallero ve Letcher 2013; Teimori vd.
2016; Poljak ve Cvetkovic 2019). Iyonlastirici olan radyasyona, mamografi ve
bilgisayarli tomografi (BT) taramasi gibi tibbi ekipmanlardan yayilan X 1sinlar1 ve gama
1sinlar1 drnek olarak gosterilebilir (Teimori vd. 2016). Iyonlastirici olmayan radyasyon
ise tibbi teshis cihazlarindan biri olan Manyetik Rezonans Gorilintilleme (MRI),
ultraviyole 1ginlar ve kizilotesi radyasyon gibi dogal kaynaklardan gelen radyasyonu
icermektedir (Teimori vd. 2016). Yiiksek frekansli EMA’lar insan viicudunun sahip
oldugu dengeyi bozarak, siiperoksit anyonu (O2), hidroksil radikali (OH™) gibi serbest
radikallerin veya hidrojen peroksit (H202) gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artmasina
neden olmaktadir (Kim vd. 2019; Hasanuzzaman vd. 2020). Hiicrelerdeki ROS
seviyesinin dengesi viicut i¢in dnemli olup, bu dengenin saglanmasinda glutatyon (GSH)
ve melatonin gibi molekiiller ve siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx)
ve katalaz (CAT) gibi antioksidan savunma sistemi enzimleri goérev almaktadir (Ighodaro
ve Akinloye 2017). Ozellikle yiiksek frekansli (300 Hz-10 MHz) EMA maruziyetinin
hiicrelerde oksidan-antioksidan dengesini bozarak oksidatif strese neden oldugu
bilinmektedir (Wang ve Zhang 2017; Hasanuzzaman vd. 2020). Merkezi sinir sistemini
kontrol eden, insan viicudunun hemen hemen tiim islevlerini diizenleyen, viicudumuzun
oksijen tiiketiminin %20’sinin gerceklestigi yer olan beynimiz diger organlara gore daha
diisiik antioksidan kapasitesine sahip olmasi nedeniyle oksidatif strese karsi oldukca
duyarli bir organimizdir (Zhang vd. 2019; Chen vd. 2020). Boylece organik peroksit gibi
yeni radikaller olusmakta ve hiicrelerdeki oksidatif stres seviyesi artmaktadir
(Babusikova vd., 2013). Beynimizde, oksidatif strese karsi etkili oldugu bilinen
antioksidan molekiillerden glutatyon ve antioksidan enzimlerden glutatyon peroksidaz,
beyinde yiiksek miktarda H2O> seviyesini elimine etmekte ve hidroksil radikallerin
olusmasini engellemektedir (Babusikova vd. 2013; Cobley, 2018; Harris ve DeNicola
2020).

Son yillarda iyonlastirici veya termal etkiye sahip olmayan diisiik frekansh
elektromanyetik alanlarin saglik sektoriinde tedavi amagli uygulanmasi i¢in arastirmalar
yapilmaktadir (Glimiisay vd. 2016; Krath vd. 2017; Markov vd. 2020). Arastirmalar
icinde en dikkat c¢ekici olam1 belirli dalga formu ve genlige sahip, “Darbeli
Elektromanyetik Alan (Pulsed Electromagnetic Field) (PEMF)” uygulamasidir (Ronzio
2020; Qiu vd. 2020). Caligmalar, diisiik frekansli PEMF maruziyetinin, yara onarim
siirecini kolaylastirdigini (Strauch vd. 2009), yumusak doku hasarini iyilestirdigini
(Daish vd. 2018), 6demi (Markov 2015), ameliyat sonras1 agriy1 (Strauch vd. 2009; Gessi
vd. 2019), migreni tedavi ettigini (Mattsson ve Simko 2019), Alzheimer (Capelli vd.
2017), Parkinson (Sherrard vd. 2018) gibi ndrodejeneratif bozukluklarin tedavisinde
(Gessi vd. 2019) potansiyel bir uygulama oldugunu goéstermistir. Ayrica, farkli frekans
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ve dalga boyunda PEMF maruziyetinin hiicrede oksidan-antioksidan mekanizmasinin
dengesinde 6nemli oldugunu gosteren ¢alismalar da mevcuttur (Osera vd. 2015; Falone
vd. 2016; Ehnert vd. 2017; Vincenzi vd. 2017). insan osteoblast hiicrelerine (hOBs)
uygulanan 16 Hz frekansa ve 6-282 uT yogunluga sahip PEMF maruziyetinin GPx, SOD,
CAT enzimlerinin aktivasyonunu arttirdigi raporlanmistir (Ehnert vd. 2017). Diger bir
calismada ise, oksijen seviyesinin %?2’lere diistiigli hipoksik kosullarda 24 ve 48 saat
%?2’lik oksijenli ortamda inkiibe edilen N9 insan mikroglia hiicrelerine es zamanli olarak
75 Hz-1.5 mT PEMF maruziyeti uygulanmis ve PEMF nin hipoksinin indiikledigi ROS
seviyesinde azalmaya neden oldugu gosterilmistir (Vincenzi vd. 2017). Ayrica, 6nemli
bir diizenleyici ve tiimor baskilayici protein olan tiimor protein 53 (p53)'iin, gesitli
cevresel veya hiicresel stres faktorleri tarafindan fonksiyonunu kaybetmesinin,
noroblastoma gibi beyin hiicrelerinin antioksan aktivitesini etkiledigi bilinmektedir
(Osera vd. 2015; Falone vd. 2016). Ornegin, p53 fonksiyonuna sahip ve ilaca duyarli olan
SH-SYSY insan noroblastoma hiicrelerinde manganez baglhi SOD (MnSOD)
aktivasyonunun etkisini aragtiran Osera vd. (2015) ¢alismasinda, 75 Hz-2 mT PEMEF’ye
maruz birakilan SH-SYSY hiicrelerinde ROS seviyesi incelenmistir. Falone vd. (2016)
calismasinda ise, p53 fonksiyon kaybi barindiran ve ilaca direngli insan ndroblastoma
SK-N-BE(2) hiicreleri Osera vd. (2015) ¢alismasina benzer olarak 75 Hz-2 mT PEMF’ye
maruz birakilmis ve hiicrelerdeki MnSOD enzim aktivitesi incelenmistir. Her iki ¢calisma
karsilastirilarak, 75 Hz-2 mT PEMF nin p53 fonksiyonunu kaybetmis ilaca direncli SK-
N-BE(2) hiicrelerinde ilaca hassas SH-SYS5Y noéroblastoma hiicrelerine gore MnSOD
enzim aktivasyonunu daha fazla arttirdig1 raporlanmistir.

Literatiirde, PEMF maruziyetinin oksidatif stres iizerindeki etkileri arastirilmig
fakat H202 ile muamele edilerek oksidatif stresin indiiklendigi néronal hiicrelerde PEMF
maruziyetinin antioksidan savunma sistemindeki énemli molekiiller lizerindeki etkileri
hakkinda bilgiler siirlidir. Ozellikle, H.O> ile muamele edilen insan glioblastoma
hiicrelerinde PEMF maruziyetinin antioksidan savunma sistemindeki Onemli
molekiillerden glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon (GSH) aktivitesine ve/veya
miktara etkisini gosteren caligmalar yok denecek kadar azdir. Calisma, daha 6nceki
caligmalardan farkli olarak 0.1 mM H20. muamelesiyle oksidatif stresin indiiklendigi
U87-MG insan glioblastoma hiicresine 75 Hz-1+0.2 mT PEMF maruziyetinin hiicre
canliligina, antioksidan enzimlerden GPx ve GSH aktivitesine ve/veya miktarina ve ROS
diizeyine etkisini inceleyerek literatiire katki saglamay1 amaglamistir. Calismadan elde
edilen bilimsel verilerle, PEMF maruziyetinin insan beyin hiicrelerinde, oksidatif stresin
neden oldugu ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisinde biyomedikal uygulama alanlarinin
genisletilmesine olanak saglanilmasi hedeflenmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Elektromanyetik Alan

Elektromanyetik alan, tarih boyunca diinyanin gelisimi ve canlilarin yagami igin
onemli bir yere sahip olmustur (Markov 2015). 1820’li yillarda pusula ibresinin elektrik
akimi ile sapabildiginin fark edilmesinden ardindan, Michael Faraday’in miknatis
yardimi ile elektriksel akimin iiretilebildigini kesfetmesi “Elektromanyetik Alan
Teorisinin” ortaya ¢ikmasina zemin hazirlamistir (ICNIRP 2014; Giirdal 2017; Jiang
2018). Elektrik alan ve manyetik alan arasindaki iligkiyi kanitlamak i¢in Maxwell ve
Lorentz “Elektromanyetik Alan Teorisini” ortaya atmistir (Maxwell 1954; Zhang 2017,
Jiang 2018). Elektromanyetik alan teorisine gore, birbirlerine dik dogrultuda bulunan
elektrik ve manyetik alanin zamanla degigmesi “Elektromanyetik Alan1” olusturmaktadir
(Staebler 2017; Giirdal 2017). Maddelerdeki elektriksel yiik/yiiklerin birbirleri {izerinde
itme veya ¢cekme kuvvetine Elektriksel Alan denilmekte olup “E” harfi ile gosterilir ve
birimi Volt/metre (V/m)’dir (Fano vd. 1963; Staebler 2017). Manyetik alan ise zamana
gore degisim gosteren elektriksel alanin bir iirlinii olup akim gegen iletken telin etrafinda
olusan manyetik alan ¢izgilerinin yogunlugu ile ifade edilmektedir (Fano vd. 1963;
Staebler 2017). Manyetik alan “B” harfi ile gosterilir, ve birimi Tesla (T)’dir (Fano vd.
1963; Staebler 2017; Pawluk ve Layne 2017; Ronzio 2020; ICNIRP 2020). Manyetik
alanlar sabit miknatislar tarafindan ya da elektriksel yiiklerin yer degistirmesi sonucunda
“Statik Manyetik Alan (SMA)” veya “Zamanla Degisen (Dinamik) Manyetik Alan”
olarak iki gruba ayrilmaktadir (Wang ve Zhang 2017). Diinyanin yapisindan kaynakli
dogal SMA'nin disinda insan yapimi yapay SMA’lar da mevcuttur (Wang ve Zang 2017).
Yapay SMA’lar hareketsiz miknatislar ve zaman i¢inde yogunluk ve yonde degisiklik
gostermeyen (0 Hz frekans) dogrudan akim seklindeki EMA’lar tarafindan tiretilmektedir
(Wang ve Zhang 2017; Hao vd. 2018). Zaman i¢inde yogunlugu degisim gosteren
manyetik alanlar ise “Zayif Manyetik Alan (Weak Magnetic Field) (<ImT)”, “Orta
Manyetik Alan (Moderate Magnetic Field) (1 mT-1 T)”, “Giiglii Manyetik Alan (Strong
Magnetic Field) (1-20 T)” ve “Ultra Gii¢lii Manyetik Alan (Ultra Strong Magnetic Field)
(>20T)” olarak gruplandirilir (Wang ve Zhang 2017).

Elektrik alan ve manyetik alanin salinimi belirli enerjideki “Elektromanyetik
Dalgalar1” olusturmakta olup enerjinin uzay boslugunda yayilmasima “Elektromanyetik
Radyasyon” denilmektedir (Vallero 2013; Zhang 2017; Houck 2018). Elektromanyetik
dalgalari belirleyen 6zellikler: dalganin frekansi, dalga boyu, hizi ve genligidir (Teimori
vd. 2016; Staebler 2017; Houck 2018). Elektromanyetik dalganin bir saniyede
olusturdugu devir sayisina “Frekans” ad1 verilir ve birimi Hertz (Hz)’dir (Houck 2018).
Elektromanyetik alanlar ise sahip olduklar1 frekansa gore “Asirt Dislik Frekansh
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)’ndan olusmaktadir (Hao vd. 2018; Wang ve Zhang 2017).
Elektromanyetik dalgalarin bir diger 6zelligi olan “Dalga Boyu”, dalganin saniyede aldig1
yolu ifade etmekte ve A isareti ile gosterilmektedir (Staebler 2017; Houck 2018).
Elektromanyetik dalgalarin sahip olduklar1 dalga boylarina (0.0001 nm-100 m) gore
siralandig1  cetvele “Elektromanyetik Tayf” veya “Elektromanyetik Spektrum”
denilmektedir (Sekil 2.1) (Vallero 2013; Zhang 2017). Elektromanyetik spektrum, dalga
boyu 120 nm’den kii¢iik ve yiiksek enerjili elektromanyetik radyasyonu, ve dalga boyu
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120 nm’den biiyiik ve diisiik enerjili elektromanyetik radyasyonu gostermektedir (Vallero
2013; Staebler 2017; Zhang 2017). Yiiksek enerjili radyasyonlar, atomda bulunan
elektronu yoriinge disina ¢ikararak iyon olusturmakta ve molekiillerdeki kimyasal baglari
koparabilmektedir (Vallero 2013; Teimori vd. 2016). Yiiksek frekanshi X, gama ve
kozmik 1sinlari, canli dokulardaki atomlara ¢arparak yeni iyon lretebildiginden bu
1sinlara “Iyonlastiric1 Radyasyon” denilmistir (Markov 2015 Teimori vd. 2016; Staebler
2017). Iyonlastiric1 radyasyonlar 10%-10%! frekans araliginda olup X 1s1n1 ve gama 1s1n1
bantlar1 bu radyasyona kaynaklik etmektedir (Sekil 2.1) (Kim vd. 2019). Ozellikle
mamografi, bilgisayarli tomografi (CT) taramalar1 ve rontgen gibi medikal tan1 ve tedavi
cihazlarinda iyonlastirict radyasyon mevcuttur (Teimori vd. 2016).
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Sekil 2.1. Elektromanyetik Spektrum: a) 10% ile 10%! Hz frekans araligi; b) radyasyon
ozelliklerine gore bant isimleri; C) baz istasyonlar1 ve ev aletlerinden tibbi cihazlara kadar
giindelik yasantimizda elektromanyetik alana kaynaklik eden cihazlar (Kim vd. 2019)

Elektromanyetik spektrumdaki bir diger radyasyon, atomlardan elektron
koparamayacak enerjiye sahip ve dalga boylar1 120 nm’den biiyiik olan “Iyonlastirici
Olmayan Radyasyon”dur (Vallero 2013; Poljak ve Cvetkovic 2019). Iyonlastirict
olmayan radyasyonlar, genis frekans bandinda yer alip radyasyon kaynaklar1 giinliik
yasantimizin her alaninda bulunmaktadir. 3-3000 Hz frekans araligindaki dalgalara
evlerde, is yerlerinde kullanilan elektronik aletler kaynaklik ederken, 100 kHz-300 GHz
frekans araligindaki cep telefonlari, Wi-Fi sistemleri, radyo, TV istasyonlar1 gibi iletisim
araglart mikro dalgalara kaynaklik etmektedir (Sekil 2.1) (Kim vd. 2019). Ayrica Sekil
2.1°de ultraviyole 1sinlar, goriiniir 1sinlar, kizilotesi radyasyonlar, statik ve darbeli
elektromanyetik alan gibi diisiik frekansli elektromanyetik alanlar da yer almaktadir
(Mattsson ve Simko 2019).
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2.2. Darbeli Elektromanyetik Alan

Darbeli Elektromanyetik Alan (PEMF), iyonlastirici olmayan diisiik frekansl
elektromanyetik alanlar arasinda 6nemli yere sahiptir (Vadala vd. 2016; Gessi vd. 2019).
Temel olarak sinyal iiretecinden ve bobin devresinden olusan PEMF sistemi, farkli
frekans ve genlik degerine sahip dalga formlan iiretmektedir (Hug ve Roosli 2012;
Ahmed vd. 2013; Jiang 2018; Kohli vd. 2020). Uluslararas1 Iyonlastirict Olmayan
Radyasyondan Koruma Komisyonu (ICNIRP)'nun yayimnladig1 yonergeye gére PEMF
dalgasi iireten cihazlar, 10 uT ve 10 mT arasinda manyetik alan yaymalidir (ICNIRP
1998; Ganesan vd. 2009; Hug ve Ro6sli 2012).

Darbeli elektromanyetik alanlar (PEMF) bir tiir periyodik alternatif akim (AC)
manyetik alandir ve siradan statik ve AC manyetik alanlarin aksine darbeli manyetik
alanlar kesikli ve periyodiktir (Shupack vd. 1992; Jiang 2018). Elektromanyetik dalgalar,
sahip olduklar1 dalga formuna gore iki gruba ayrilmaktadir: Sinus dalga formuna sahip
“Siniisoidal Dalgalar” ve siniis dalga formuna sahip olmayan “Darbeli (Kare) Dalgalar”,
“Uggen Dalgalar”, ve “Testere Dalgalar” (Pawluk ve Layne 2017; Kohli vd. 2020) (Sekil
2.2).

Sinuz Dalga

boare Dalga

Sekil 2.2. Dalga formlari; a) Siniis dalga formu; b) Darbeli kare dalga formu; c) Ucgen
formu; d) Testere formu (https://www.analog.com/en/technical-articles/Itspice-
generating-triangular-sawtooth-waveforms.html)

PEMF, alternatif elektrik sinyalini indiikleyerek bobinlerde bir dizi manyetik
darbe olusturmaktadir (Hug ve Ro6sli 2012). Bobin seklinin ve boyutunun ayarlanmasi
dokularin manyetik alan maruziyetini etkilemekte olup alanin homojen yayilmamasi ve
uyarilan noktanin tespit edilememesi devre i¢in dezavantaj olusturmaktadir (Pawluk ve
Layne 2017; Ahmed vd. 2013; Ganesan vd. 2009). Helmholtz bobin sistemi, farkl: sekil
ve boyutta bobinler olmasina ragmen diizgiin manyetik alan saglayarak bu dezavantaj
ortadan kaldirmaktadir (Ahmed vd. 2013; Jiang 2018; Kohli vd. 2020) (Sekil 2.3)
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Sekil 2.3. PEMF devrelerinde kullanilan bobin ¢esitleri: a) Helmholtz Bobin; b) Ruben's
Bobin; c) Fransleau-Braunbeck (Ganesan vd. 2009)

Helmholtz bobin ¢iftinde olusan manyetik alan degeri “Biot-Savart kanunu” ile
hesaplanmaktadir (Ahmed vd. 2013; Staebler 2017) (Sekil 2.4; Denklem 2.1).

Sekil 2.4. Helmholtz Bobin Cifti. R/2: Bobin yarigap ekseni; I: Bobinden gegen akim
miktari; R: Bobin yaricap1
(https://www.scielo.br/j/rbef/a/nCZBbDJXDtydyjchjB8HDdz/?lang=en)

Biot-Savart kanunu:
d_B) _ u_OI.Ei x 7

4w 12

2.1)

dB, manyetik alan; dl, telin kiigiik pargasi; I iletken telde iiretilen akim; r referans
noktasindan bobinlerdeki manyetik alana olan uzaklig; # i birim vektorii; p0 iletkenligin
gecirgenligi. n0 =4nx10" T-m/A

Bobinler arasinda homojen manyetik alana olusturulabilmesi icin en ideal bobin
sistemi Hembholtz bobinler olarak kabul edilmektedir (Ahmed vd. 2013; Jiang 2018).
Yukaridaki formiilde (Denklem 2.1)’de hesaplanan manyetik alanlar biri birine paralel
olarak yerlestirilerek bobinlerle olusmaktadir (Ahmed vd. 2013; Jiang 2018). Ozellikle
Helmholtz bobinlerin her birinde indiiklenen manyetik alanlarin toplami ve toplam
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manyetik alanin bobin ekseni boyunca homojen olarak yayildigi Sekil 2.5°de
gosterilmistir.

Sekil 2.5. Helmholtz bobinlerinde indiiklenen manyetik alan semas: (http://www.emf-
portal.de) Bx : Birinci bobin manyetik alan; By : Ikinci bobin manyetik alan; Bxsum:
Toplam manyetik alan; a: Bobin yarigap ekseni; I: Bobinden gecen akim miktari; 2d:
Bobinler Arasindaki Mesafe

Helmbholtz bobinlerde olusan iki ayri manyetik alanin toplami (Bx) ve net
manyetik alanin hesaplanmasi denklem 2.2’ye goére yapilmaktadir. Bobinlerin
yarigaplarina ve aralarindaki mesafeye gore hesaplanan alan, bobinler arasindaki mesafe
ile bobinin merkeze olan uzakligi arasindaki farkin ve toplamim Kkaresi ile
hesaplanmaktadir. Ayn1 zamanda bobinlerde olusan manyetik alan bobinin sarim
sayisina, gercirgenlik katsayina, iletken telde iiretilen akima baglidir.

__ uoINa? 1 1

By 2 a? +(d+x)2 )3/2]

(2.2)

a? +(d-x)? )%

By: manyetik alan; N: sarim sayisi; | iletken telde iiretilen akim; a bobin yarigapi; 2d:
bobinler aras1 uzaklik; x: referans noktasindan bobinlerdeki manyetik alana olan uzakligi;
u0 iletkenligin gegirgenligi. u0 =4nx10¢" T-m/A
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2.3. Elektromanyetik Alanlarin Biyolojik-Norobiyolojik Etkileri ve Klinikte
Kullanimi

Gliniimiizde, yaklagik li¢ milyardan fazla insanin her giin telefon, televizyon,
bilgisayar, ev aletleri gibi elektronik cihazlari kullanimi nedeniyle farkl frekans ve dalga
boyuna sahip EMA’ya maruz kalinmasi, EMA maruziyetinin biyolojik sistemlerde
etkilerini inceleyen bilimsel arastirma sayisini arttirmistir (Kivrak vd. 2017). Calismalar,
biyolojik dokulardaki elektromanyetik alan etkisinin, dalganin enerjisine, yogunluguna,
dokuda sogurulan enerji miktarina ve maruziyet siiresine bagli oldugunu gostermistir
(Markov 2015; Hao vd. 2018; Niederhdusern vd. 2019). Elektromanyetik radyasyonun
viicutta termal ve termal olmayan etkiler gosterdigi bilinmekte olup emilen 1sinlarin viicut
sicakliginda artisa ve dokularin yapisinda bozulmalara neden oldugu goézlemlenmistir
(Hao vd. 2018; Kim vd. 2019; Poljak ve Cvetkovic 2019). Viicutta birim kiitle (1 kg veya
1 g) basina emilen elektromanyetik dalgalar sayisal olarak 6zgiil sogurma orani (SAR)
ile ifade edilmekte ve enerji W/kg ile birimlendirilmektedir (Kim vd. 2019). Cep
telefonlarindan yayilan (100 kHz ile 300 GHz) yiiksek frekansli EMA’lar, viicuda niifuz
ederek polar yiiklii molekiillerin titresimini arttirir, viicut 1sisin yiikseltir ve bu tiir 1s1
reaksiyonlari nicel olarak SAR'a gore belirlenir (Kim vd. 2019). Ayrica maruziyete bagh
olarak dokulardaki sicaklik artis1, sinir hiicrelerindeki voltaj kapili kalsiyum kanallarinin
acilmasina ve noronlardaki elektriksel aktivitenin degismesiyle hiicresel dliimlere neden
olmaktadir (Pall 2013; Kim vd. 2019). Viicuda ulasamayan diisiik frekansli EMA’larin,
dokularda sicaklik artigina neden olmadigi ve bu nedenle frekans1 100 kHz’den kiigiik
olan dalgalarin termal etkiye sahip olmadig: belirtilmistir (WHO 2002; Kim vd. 2016;
Poljak ve Cvetkovic 2019). Yiiksek frekansli EMA maruziyeti ise biyolojik sistemlerdeki
elektriksel akimi etkileyerek hiicre membranindaki iyon kanallarinin isleyisini ve
membranin  kimyasal yapisint bozmakta olup bircok rahatsizligin olusmasini
tetiklemektedir (Hug ve Ro6sli 2012; Staebler 2017; Kivrak vd. 2017). Ornegin, cilt
yaniklarina (Poljak ve Cvetkovic 2019), goz kataraktina (Poljak ve Cvetkovic 2019), kan
beyin bariyer gecirgenliginin degismesine (Kim vd. 2019), kan basincinin atmasina (Kim
vd. 2019), hipotermiye (Poljak ve Cvetkovic 2019) neden olup, Alzheimer gibi
noradejeneratif hastaliklar tetikledigi (Arendash vd. 2010; Hao vd. 2018) bilinmektedir.
Yiiksek frekansli 1.8 GHz EMA maruziyetinin kan beyin bariyer gecirgenligini
etkileyerek agir metallerin gecisini arttirdigi (Stefi vd. 2019), hipertansiyona (Zhang vd.
2019) ve hipoksiye (Zhang vd. 2019) neden oldugu raporlanmistir. Radyo Frekans
Elektromanyetik Alan (RF-EMA) maruziyetinin genotoksik etkilerinin olabilecegini
gbsteren birgok calisma vardir. Ornegin, yeni dogmus Sprague Dawley (SD) cinsi
sicanlardan alman ndron hiicrelerine uygulanan 1800 MHz (2 W/kg SAR) RF-EMA
maruziyeti, néronlarin deoksiriboniikleik asit (DNA) zincirinde harabiyetlere (Xu vd.
2010), kromozomal kararsizlifa, gen ekspresyonunun degismesine ve gen
mutasyonlarma (Kim vd. 2019) neden olmustur. Ayrica, deney hayvanlar1 iizerinde
yapilan ¢alismada (Megha vd. 2015), uzun siireli (30 giin/ giinde 2 saat) 900 MHz
frekanshi cep telefonuna maruz kalan Fischer cinsi siganlarda, kognitif bozukluklar,
anksiyete ve yorgunluk gozlemlenmistir. Son yillardaki caligmalar, elektromanyetik alan
maruziyetinin beyin kanserlerine (Teimor vd. 2016), oksidatif stres kaynakli ndronal
Oliimlere (Pall 2013; Kim vd. 2019), 6grenme ve bellek bozukluklarina (Megha vd. 2015;
Kivrak vd. 2017) ve Alzheimer ve Parkinson gibi ndrodejenaratif hastaliklara (Hao vd.
2018) neden oldugunu gostermistir. Ayrica, RF-EMA maruziyeti néronlarda impuls
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iletiminde 6nemli rolii olan miyelin kilifinin elektriksel yapisinin bozulmasina dolayisiyla
miyelin hasarina neden olmaktadir (Kim vd. 2019).

In vitro ve ve in vivo kosullarda EMA maruziyetinin reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) olusumunu tetikledigini gosteren birgok ¢alisma mevcuttur. Ornegin, Zmyslony
vd. (2004), erkek albino Wistar siganlar1 5 ve 15 dakika boyunca 930 MHz frekansh
siirekli dalga (CW) EMA ’ya (gii¢ yogunlugu 5 W/m?, 1.5 W/kg SAR) maruz birakmis ve
sicanlarin lenfositlerinde ROS seviyesinin arttigini raporlamigtir. Benzer olarak, Wu vd.
(2008) calismasinda (4 W/kg) 1800 MHz EMA’ya 24 saat boyunca maruz kalan insan
lens epitel hiicrelerinde hiicre ici ROS seviyesinin ve DNA hasarinin 6nemli 6l¢iide arttig1
gozlemlenmistir. Liu vd. (2014) calismasinda ise, EMA maruziyetinden sonra olusan
ROS’larin, viicudun hasarli hiicreleri elimine etme yolu olan otofaji aktivasyonuna
katkida bulundugu gosterilmistir. Calismada, 24 saat boyunca 1800 MHz RF-EMA’ya
maruz kalmig fare spermatosit tiirevli hiicrelerde (GC-2), otofaji siireglerinin belirteci
olan LC3-II'nin ekspresyonunun arttigi, ROS seviyesinin arttigi, ve apoptotik hiicre
Oliimiiniin arttig1 gézlemlenmistir.

ROS seviyesindeki artis ve oksidan-antioksidan dengesinin oksidanlar lehine
bozulmasi, doymamis yag asitleri igeren fosfolipid oksidasyonuna ve hiicre zarlarinin
harabiyetine, membran transportunun bozulmasina neden olmaktadir (Kivrak vd. 2017).
Omegin, Hoytd vd. (2008) c¢alismasinda EMA maruziyetinin insan SH-SY5Y
noroblastoma ve sigan L.929 fibroblast hiicrelerinde lipid peroksidasyonunu indiikledigi
raporlanmistir. Ayrica, oksidatif stres diger organlara kiyasla ROS’a ve oksidatif hasara
daha yatkin olan beynimizde nekroza, beyin dokusunda noronal hasarlara, Alzheimer,
Parkinson gibi nérodejeneratif hastaliklara, omurilik yaralanmasi, Multipl Skleroz (MS)
ve epilepsi hastalifi gibi norolojik bozukluklara yol agmaktadir (Kivrak vd. 2017).
Ornegin, Lai ve Singh (1997) calismasinda, 60 Hz-0.1 mT EMA’ya 24 saat boyunca
maruz kalan erkek SD cinsi siganlarin beyin hiicrelerinde serbest radikallerin arttigi
boylece DNA yapisinin bozuldugu gosterilmistir. Benzer olarak Kesari vd. (2016)
calismasinda, 24 saat boyunca 50 Hz (10 ve 30 mT) EMA’ya maruz birakilan SH-SY5Y
noroblastoma ve C6 glioma hiicre hatlarinda sitozolik ve mitokondriyal siiperoksit
seviyesinin arttigi, genotoksik etki ve oksidatif stresin indiiksiyonunun olustugu
raporlanmistir.

2.3.1. Oksidatif stres

Canlilarda hiicresel aktivasyonun gerceklesmesi i¢in oksijen temel faktor olup
oksijenin su molekiiliine indirgenmesi sirasinda metabolik yan iiriin olarak “Reaktif
Oksijen Tiirleri (ROS)” ortaya ¢ikmaktadir (Wang ve Zhang 2017; Zhang vd. 2019).
Hiicrelerdeki ROS seviyesinin artmasiyla oksidan-antioksidan dengesinin oksidanlar
lehine ilerlemesi “Oksidatif Stres” olarak tanimlanmaktadir (Serafini ve Del Rio 2004).

Reaktif Oksijen Tiirleri kimyasal yapilarina gore “serbest radikaller” ve “serbest
radikal olmayan molekiiller” olarak iki gruba ayrilir (Upadhyay vd. 2019; Zhang vd.
2019). Serbest radikaller, dis yoriingelerinde eslesmemis elektron bulunan molekiiller
olarak tanimlanmaktadir (Uttara vd. 2009) (Cizelge 2.1). Eslesmemis elektron iceren
stiperoksit anyonu (O2 "), hidroksil radikali (OH"), nitrik oksit (NO’), karbonat radikal
anyonu (COz™) ve alkolsit/alkil peroksil (RO/ROQ") gibi molekiiller serbest radikallere
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ornek gosterilmektedir. Radikal olmayan yapilari ise hidrojen peroksit (H202), lipit
peroksit (LOOH), singlet oksijen (102) ve hipoklor6z asit (HOCI) gibi iki elektronlu
oksidanlar olusturmaktadir (Hao vd. 2018; Zhang vd. 2019; Upadhyay vd. 2019) (Cizelge
2.1). Eslesmemis elektronlu olan serbest radikaller diger radikallere gére daha kararsiz ve
daha reaktiftir (Zhang vd. 2019).

Cizelge 2.1. Reaktif Oksijen Tiirleri
REAKTIF OKSIJEN TURLERI

Radikaller Radikal Olmayanlar
Siiperoksit anyonu (02 ™) Hidrojen peroksit (H205)
Hidroksil radikali (OH’) Lipit peroksit (LOOH)

Nitrik oksit (NO) Singlet oksijen (102)
Karbonat radikali (CO3 ™) Hipoklor6z asit (HOCI)

Alkolsit radikali (RO

Reaktif oksijenlerin iiretilmesi sirasiyla baslangic, yayillma ve sonlandirma
basamaklarindan olugmaktadir (Zhang vd. 2019). Kimyasallar, ilaglar, kirleticiler, sigara
dumani ve yapay yollarla iiretilen elektromanyetik radyasyon gibi ekzojen kaynaklar veya
cesitli hiicresel metabolizmalarin neden oldugu endojen kaynaklar organizmada serbest
radikallerin iiretilmesinden ve ROS seviyesindeki artistan sorumludur (Uttara vd. 2009;
Zhang vd. 2019; Upadhyay vd. 2019). Ornegin, 900 MHz EMA’ya maruz kalan insan
mononiikleer hiicrelerinde oksidatif stresin indiiklendigi, hiicre i¢i ROS seviyesinin arttig1
bdylece lipidlerde, proteinlerde ve niikleik asitlerde oksidatif stresin olustugu
raporlanmistir (Kazimi vd. 2015). Bu bahsi gecen kaynaklarin oksijenli solunum
mekanizmasint etkileyerek serbest radikalleri olusturdugu basamaga, “baslangi¢
basamagi” denilmektedir (Zhang vd. 2019). Hiicresel aktivasyon i¢in gerekli adenozin
trifosfat (ATP)’nin sentezi sirasinda mitokondrideki glikoz, lipit, aminoasit gibi
biyomolekiillerin oksitlenmesi yeni elektronlari olusturmaktadir (Wang ve Zhang 2017).
Elektronlarin, mitokondriyal membran {izerindeki elektron tagima zincirine (ETC)
aktarilmasiyla ATP, oksijen, biiyiik miktarlarda oksidan ve ROS firiinleri ortaya
cikmaktadir (Zhang vd. 2019). Bu nedenle oksijenli solunum, ROS iiretiminin ana
kaynag1 olarak bilinmektedir (Wang ve Zhang 2017; Hao vd. 2018; Zhang vd. 2019).
Mitokondrinin yan1 sira peroksizom, ndtrofil ve makrofaj hiicrelerinde de ROS iiretimi
mevcuttur (Rahman vd. 2012; Wang ve Zhang 2017). Peroksizomlarin matriksindeki yag
asidinin ve diger lipit molekiilerin bozulmasiyla yan {iriin olarak siiperoksit anyonu (O2 ~
) ve hidrojen peroksit (H202) olusmaktadir (Uttara vd. 2009; Rahman vd. 2012;
Babusikova vd. 2013).

Baslangi¢ radikalinin olusumunun ardindan, oksidatif solunum fiirtinleri giiclii
radikallere doniiserek veya cesitli biyomolekiillerle reaksiyona girerek yeni tiir radikalleri
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meydana getirmektedir (Kivrak vd. 2017; Zhang vd. 2019). Olusan serbest radikallerin
diger dokulara difiize olmasiyla ve komsu dokularin radikal seviyesini arttirmasiyla
“yayilma basamag1” aktiflesmektedir. Dokulara yayilan ROS un émrii 10 ile 1 saat
arasinda, kat ettigi difiizyon uzakligi 10™1? ile 10 m arasindadir (Zhang vd. 2019). Serbest
radikallerin baglatict molekiilii olan oksijenin, bir elektrona indirgenmesiyle ya da
nikotinamid adenin diniikleotit fosfat oksidaz (NADPH oksidaz) gibi farkli enzim
reaksiyonuyla émrii 50 ms olan “Siiperoksit Anyonu (O2)” olusmaktadir (Rahman vd.
2012; Zhang vd. 2019; Chen vd. 2020). Siiperoksit anyonun, bir elektron veya bag
yapisini tamamlamis oksijenin iki elektron almasi sonucunda “Hidrojen Peroksit (H202)”
molekiilii meydana gelmektedir (Rahman vd. 2012; Zhang vd. 2019). Hidrojen peroksit
ortaklagmamis elektron igermedigi i¢in radikal degildir ancak uzun bir 6mre (~1 ms) ve
difiizyon mesafesine (1.5 mm) sahiptir (Wang ve Zhang 2017; Zhang vd. 2019). Her ne
kadar radikal olmasa da hiicre i¢i H202 seviyesi olduk¢a onemli olup yiiksek seviyeli
H202 nin oksidatif strese yol agtigi bilinmektedir (Harris ve DeNicola 2020). Ornegin,
100 uM’dan 1mM’a kadar olan H202 konsantrasyonun noéron hiicrelerinde oksidatif stres
seviyesini arttirdig1 bilinmektedir (Oyama vd. 1996; Konyalioglu vd. 2013). Hidrojen
peroksit radikal 6zellik gostermese de siiperoksit anyonu (O2 ) ile reaksiyona girerek
“Hidroksil Radikalini (OH')” olusturmaktadir (Rahman vd. 2012; Kivrak vd. 2017; Zhang
vd. 2019). Hidroksil radikali (OH"), son derece reaktif radikal olup siiperoksit anyonun
hidrojen peoksit (H202) ile reaksiyonu sonucunda iiriin olarak ortaya c¢ikmaktadir
(Sefidbakht vd. 2014; Zhang vd. 2019). Lipid, protein, karbonhidrat ve DNA dahil birgok
biyomolekiil ile olduk¢a hizli reaksiyona girebilen OH', yaklasik 10 s kadar kisa bir
siirede 4.5 nm’den az mesafeyi kat edebilir (Sdnchez-Rodriguez ve Mendoza-Nuiez
2019; Zhang vd. 2019). Hidroksil radikali (OH") reaksiyonlar sonucunda karbon merkezli
organik radikal ve organik peroksit gibi yeni radikallerin olusmasina neden olmaktadir
(Kasap 2010; Tekeli 2012; Babusikova vd. 2013).

Hiicrelerdeki serbest radikalleri ve ROS’lar1 uzaklastirarak oksidatif stresin
etkilerini ortadan kaldirmak i¢in canlilarda 6zellesmis molekiiller ve enzimler mevcut
olup bu yapilar “Antioksidanlar” olarak adlandirilmaktadir (Rahman vd. 2012; Ighodaro
ve Akinloye 2017). Ozellikle antioksidanlar yardimiyla serbest radikal seviyesinin
azaldig1 evreye de “sonlanma basamagi” denilmektedir (Zhang vd. 2019). Serbest
radikallerin ve radikal olmayan ara iirlinlerin antioksidan savunma sistemi molekiilleri ile
noétralize edilememesi yukarida ifade edildigi gibi oksidatif stresin ve oksidatif strese
bagli rahatsizliklarin olusmasina yol agmaktadir (Wang ve Zhang 2017; Pérez- Torres vd.
2017; Rahman vd. 2012). ROS seviyesini dengeleyen ve oksidaif stresin bu etkilerini
azaltan antioksidan enzimler, serbest radikal mekanizmasinin sonlandirma basamagi
olarak bilinmektedir (Zhang vd. 2019). Hiicrelerdeki serbest radikal mekanizmasini
sonlandiran antioksidanlar, kaynagina gore dogal ve sentetik antioksidanlar olarak iki
gruba ayrilmaktadir (Uttara vd. 2009). Dogal antioksidanlar, radikal olusumunu 6nleyen
siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon
peroksidaz (GPx) gibi “Enzimatik Antioksidanlar”dan veya radikallerin dokudaki
etkilerini 6nleyen A, C, ve E vitamini, lipoik asit, polifenoller, karotenoidler ve glutatyon
(GSH) gibi “Enzimatik Olmayan Antioksidanlar’dan olusmaktadir (Wang ve Zhang
2017; Hasanuzzaman vd. 2020). Antioksidan savunma mekanizmasinin ilk basamagini
SOD, CAT ve GPx gibi enzimatik antioksidanlar olusturmaktadir (Ighodaro ve Akinloye
2017; Babusikova vd. 2013). Enzimatik antioksidanlar, serbest radikallerin ve reaktif
oksijen tiirlerinin olusumunu baskilamakta ya da onlemektedir (Ighodaro ve Akinloye
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2017). Ornegin, hiicrelerde ROS’un detoksifikasyonundan sorumlu SOD, aerobik
solunumun toksik tiriinii olan siiperoksit anyonunu (O2) oksijene ve hidrojen peroksit
(H202)’e katalizlemektedir (Pérez-Torres vd. 2017; Kivrak vd. 2017; Ighodaro ve
Akinloye 2017; Zhang vd. 2019). Bir metaloenzim olan SOD, kofaktdr iyonlarina gore
SOD1 (Cu-Zn SOD), SOD2 (Mn SOD) ve SOD3 (Cu-ZnSOD) olarak ii¢ sinifa
ayrilmaktadir (Babusikova vd. 2013; Ighodaro ve Akinloye 2017; Zhang vd. 2019). SOD
enziminin bu formlar1 hiicre canlilif1 i¢in vazgecilmez olup hiicrelerde yaslanmaya ve
programlanmis hiicre 6liimiine (apaptoz) karst koruyucudur (Sénchez-Rodriguez ve
Mendoza-Nufiez 2019). Ornegin, SOD3, nérolojik hastaliklara (Ighodaro ve Akinloye
2017), diyabete (Ighodaro ve Akinloye 2017), hipertansiyona (Ighodaro ve Akinloye
2017), inflamasyona (Ighodaro ve Akinloye 2017) ve iskemi hasarma (Ighodaro ve
Akinloye 2017) kars1 oldukca Onemliyken intraselliilar ortamdaki SOD2 eksikligi
norodejeneratif hastaliklara neden olmaktadir (Falone vd. 2016; Zhang vd. 2019). Bir
diger enzimatik antioksidan olan CAT, hidrojen peroksit molekiiliiniin suya ve oksijene
indirgendigi reaksiyonu Kkatalizleyerek hiicre i¢i ROS seviyesinde azalmalar
tetiklemektedir (Babusikova vd. 2013; Zhang vd. 2019). Karaciger ve eritrositlerde
yiiksek, hiicre sitozolinde diisiikk seviyede bulunan CAT, hiicre i¢i H202 seviyesinin
artmasi durumunda milyonlarca H2O2’nin pargalanmasini saglamaktadir (Ighodaro ve
Akinloye 2017; Zhang vd. 2019). CAT aktivitesindeki diisiis ise H2O2’nin birikmesine ve
hidroksil radikalinin olusumuna neden olmaktadir (Zhang vd. 2019). Ayrica memelilerin
mitokondrisinde katalaz enzimi mevcut degildir ve bu nedenle memeli hiicrelerinde
yiiksek seviyeye ulagsmis H202’nin eliminasyonu GPx yardimi ile gerceklesmektedir
(Ighodaro ve Akinloye 2017).

Glutatyon peroksidaz (GPx), sitozolik bir enzim olup glutatyon (GSH) yardimiyla
hem hidrojen peroksiti suya hem de hidroperoksidlerin su, alkol ve azaltilmis glutatyona
(GSSG) indirgenmesini saglamaktadir (Babusikova vd. 2013; Ighodaro ve Akinloye
2017). Bu durumda, hiicre i¢ci GPx aktivitesinin artmasiyla fagositik hiicrelerin zarar
gormesinin Oniine ge¢ilmis olunmaktadir (Kivrak vd. 2017). Selenyum kofaktori ile
aktiflesen enzim, lipit peroksidasyonunu engelleyerek hiicreleri oksidatif hasardan
korumaktadir (Ighodaro ve Akinloye 2017). Ayrica insanlarda sekiz farkli izoformu
(GPx1-8) bulunan GPx, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklarinin 6nlemesinde gorev
almakta (Ighodaro ve Akinloye 2017) ve gastrointestinal sistemde (Zhang vd. 2019),
bobrekte (Ighodaro ve Akinloye 2017), akcigerde (Zhang vd. 2019), embriyoda (Zhang
vd. 2019), adrenal bezde (Ighodaro ve Akinloye 2017) ve hiicre dis1 sivida (Ighodaro ve
Akinloye 2017) bulunmaktadir.

Enzimatik olmayan antioksidanlar, serbest radikallerin ve ROS’larin olusumunu
veya yayllimimi engellemekle gorevli olup bu antioksidanlara A, C ve E vitamini,
polifenoller, karotenoidler ve glutatyon (GSH) Ornek olarak gosterilebilir (Wang ve
Zhang 2017; Kivrak vd. 2017). Ayrica, radikallere elektron vererek nétralize eden bu
antioksidanlar “Siipiiriicli Antioksidanlar” olarak da adlandirilmaktadir (Ighodaro ve
Akinloye 2017). Enzimatik olmayan ve endojen kaynaklar tarafindan iiretilen GSH’nin,
hiicre ici antioksidanlar arasinda sayica fazla olmasi onu oksidatif hasar1 dnleyen etkili
savunma ajani yapmaktadir (Pérez-Torres vd. 2017; Kivrak vd. 2017; Zhang vd. 2019).
GSH, hiicre i¢inde iiretilen H202'yi1, su ve oksijen molekiillerine indirgeyerek H2O2’nin
hiicrelerden uzaklastirilmasini saglamaktadir (Wang ve Zhang 2017). Ayirca, O2 ~ ve
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OH' radikallerini etkisiz hale getirerek membranin lipit peroksidasyona karsi
korunmasina da yardimci olmaktadir (Babusikova vd. 2013; Pérez-Torres vd. 2017).

Glutamik asit (Glu), sistein (Cys) ve glisin (Gly) aminoasitlerinden olusan ve diisiik
molekiil agirlikli tripeptit olan Glutatyon’un %15’ini proteinler, geri kalanini serbest
formlu yapilar olusturmaktadir (Pérez-Torres vd. 2017; van Haaften vd. 2003; Zhang vd.
2019) (Sekil 2.5).

SH
4 |
N, | P
C——CH —CH,-CH ; —+.i| —HNH —CH —{l“i ~HNH —CH ;=C_
HO o) JL 0 OH
\ . S
Glutamik asit (Glua) Sistein (Cys) Glisin (Gly)

Sekil 2.6. Glutatyonun Tripeptit yapisi (van Haaften vd. 2003)

Tripeptit yapida bulunan GSH’ nin sentezi iki asamada gerceklesmektedir (Harris
ve DeNicola 2020). ilk basamakta, glutamat ve sistein glutamat-sistein sentetaz (GCS)
enzimi yardimiyla peptit bagi yaparak baglanir (Pérez-Torres vd. 2017; Harris ve
DeNicola 2020). Ikinci basamakta, glutamat-sistein ve glisin aminoasitleri glutatyon
sentetaz enzimiyle katalizlenerek glutatyonun tripeptit yapisin1 olusturmakta ve bu
reaksiyona “Glutatyon Sentez Reaksiyonu” denilmektedir (Harris ve DeNicola 2020).

Glutatyon sentez reaksiyonu ile liretilen GSH, GPx’in kofaktorii olup H202 nin
noétralizyonunda ve okside Glutatyon (GSSG)’un iiretilmesinde rol oynamaktadir (Wang
ve Zhang 2017; Kivrak vd. 2017). GPx ile H202’nin nétralizyonunda olusan okside
Glutatyon (GSSG), NADPH" dan bir elektron alarak tekrardan GSH’ye doniismektedir.
Ikinci kez GSH’nin iiretilmesi ise, glutatyon rediiktaz (GR) enzimi tarafindan
gerceklesmektedir (Harris ve DeNicola 2020). Glutatyon peroksidaz ve glutatyon
rediiktaz’in olusturdugu bu dongiiye “Glutatyon Redoks Dongiisii” denilmektedir (Wang
ve Zhang 2017; Kivrak vd. 2017). Kanser hiicrelerinin detoksifikasyonunu saglayan
GSH’nin, beyin hiicrelerindeki oksidatif strese ve 6zellikle de orta beyindeki substantia
nigra’da dopaminerjik noronlarin hasarina karst nemli bir molekiil oldugu bilinmektedir
(Pearce vd. 1997; Babusikova vd. 2013; Cobley, 2018; Harris ve DeNicola 2020).
Parkinson hastalarinda yapilan otopsi ¢calismasi, saglikli bireylere kiyasla hastalarda GSH
seviyesinin azaldigini ve bunun hastaligin siddetini etkiledigini gostermistir (Babusikova
vd. 2013). Bu nedenle, oksidatif hasarin belirlenmesi i¢in GSH diizeyi 6l¢giilmesi 6nem
kazanmis olup SOD, CAT, GPx aktiviteleri ve GSH miktar1 birer biyobelirte¢ olarak bu
hastaliklarin tedavilerinde kullanilmaktadir.

2.3.2 Oksidatif stresin biyolojik-nérobiyolojik etkileri
Saglikli dokularda reaktif oksijen tiirlerinin seviyesi Onemli olup diisiik

seviyelerdeki ROS gen ekspresyonunu, hiicre proliferasyonunu aktive edebilirken,
yiiksek seviyelerdeki ROS DNA, protein ve lipid gibi biyomolekiilleri etkileyerek ve
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sinyal yolaklarin1 baskilayarak mitokondriyal fonksiyon gibi farkli fizyolojik siireglerin
bozulmasina neden olmaktadir (Wang ve Zhang 2017). Ayrica, ROS’larin
biyomolekiilleri etkilemesi hem hiicre i¢i hem de hiicreler aras1 homeostazide degisiklige
(Gandhi ve Abramov 2012), hiicre 6liimiine (Gandhi ve Abramov 2012), kardiyovaskiiler
hastaliklara (Wang ve Zhang 2017) ve inmeye (Gandhi ve Abramov 2012) sebep olarak
gosterilebilir. Ozellikle, viicut agirhiginin %2’sini olusturmasina ragmen kan dolasimina
giren oksijenin %20 kadarini kullanan beynimizde, ROS {iretiminin yiiksek olmasi ve
antioksidan molekiil veya enzimlerin diisiik seviyede bulunmasi beyni oksidatif strese
kars1 olduk¢a duyarli duruma getirmektedir (Gandhi ve Abramov 2012; Babusikova vd.
2013; Zhang vd. 2019; Cheng vd. 2020).

Insan viicudunun yapisal ve fonksiyonel olarak en karmasik organi olan beynimiz,
farkli islevsel 6zelliklere sahip hiicrelerden olusmaktadir (Bhandage 2016; Chiaradia ve
Lancaster 2020). Sinir sistemindeki bir néronun bagka bir ndrona veya kas, salgi bezi gibi
hedef hiicrelere elektriksel veya kimyasal sinyal iletmesine olanak saglayan baglanti
noktalarina “sinaps” denilmektedir (Uzbay 2004; Watson vd. 2010; Caire vd. 2020).
Kimyasal bir sinaps, morfolojik olarak presinaptik ug, sinaptik aralik ve postsinaptik ug
olmak iizere li¢ kistmdan olugsmaktadir (Watson vd. 2010; Glasgow vd. 2019). Presinaptik
ve postsinaptik uclar arasindaki iletisimi saglayan kimyasal aract maddeler
(norotransmitterler), hiicrelerin uyarilmasina, hiicre i¢i kaskadlara ve hiicreler arasi
norokimyasal iletime aracilik ederler (Uzbay 2004; Glasgow vd. 2019; Caire vd. 2020).
Hiicreler arasinda bir diger iletisim yolu olan elektriksel sinyaller ise, hiicrenin bir ugtan
bir uca uyarilmasini saglamakta ve membranin elektriksel geriliminin degismesine, sinir
boyunca Aksiyon Potansiyeli’nin olusmasina neden olmaktadir (Lovinger 2008;
McCormick 2014; Caire vd. 2020).

Merkezi sinir sistemi hiicrelerinin {i¢te birinden fazlasini olusturan glialar, néron
olmayan ve elektriksel sinyaller liretmeyen bir tiir néron benzeri hiicrelerdir (Blanco-
Suarez vd. 2017; Carlson 2019). Bu hiicreler néronlarla hemen hemen temas halinde
bulunmakta ve néronlarin islevsel partnerleri olarak metabolik stiregleri ve sinaptik
sinyalleri diizenlemektedirler (Blanco-Suarez vd. 2017). Ornegin, glial hiicrelerinden
astrositler, noronlara mekanik destek saglama, kan beyin bariyerinin biitlinliigiini
koruma, norotransmitter miktarini kontrol etme, besin metabolizmasim aktiflestirme,
elektrik sinyallerinin iletiminde gorevli miyelin maddesini sentezleme ve toksik
maddeleri ortamdan uzaklagtirarak sinirlerin saglikli kalmasini saglama gibi 6nemli
rollere sahiptirler (Brandao vd. 2018) (Sekil 2.6.). Astrositler bu gorevlerine ek olarak,
yiiksek metabolik aktiviteye sahip ndronlarda olusan reaktif oksijen tiirlerini
engellemekte ve noronlari oksidatif hasardan korumaktadirlar (Chen vd. 2020). Beyin
dokusundaki kronik inflamasyon, astrosit ve mikroglia gibi glial hiicrelerinde ROS
seviyesinin artmasina, oksidatif stresin olugmasina ve boylece DNA tamir
mekanizmalarinda harabiyete, immunsupresif ortama ve en dnemlisi de tedaviye direngli
beyin kanserlerinin olugsmasina neden olmaktadir (Salazar-Ramiro vd. 2016). Ornegin,
erigkinlerde en sik goriilen malign astrositik primer beyin timdrlerinden biri olan
glioblastoma multiforme (GBM) bunlardan biridir (Dukhande vd. 2013; Ahmadi-
Zeidabadi vd. 2019).
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Sekil 2.7. Tipik bir ndronun glial hiicreler ile baglantisi
(https://www.sciencenewsforstudents.org/article/scientists-say-glia)

Beynimiz, EMA maruziyeti gibi ¢esitli faktorler sonucu ortaya ¢ikan oksidatif
strese ve etkilerine karsi oldukca hassastir (Babasikova 2013). Normal beyin
fonksiyonlar1 sirasinda oksijen tiiketiminin yan iiriinii olarak %90-95 oraninda ortaya
c¢itkan ROS norodejeneratif hastaliklarin patogenezine neden olmaktadir (Babasikova
2013; Cobley, 2018). Orantisiz olusan ROS’lar oksidatif stresi tetiklemekte ve ndronal
apoptoza, protein, lipid, DNA hasarina, glukoz metabolizmasinin bozulmasina, glutamat
reseptOrlerinin asir1 aktivasyonuna neden olarak ndronal toksisiteyi tetiklemektedir
(Babasikova 2013). Ornegin, H-O> gibi endojen veya radyasyon gibi ekzojen kaynaklar,
noronlarda oksidatif stresi arttirmakta, nekroza (Kivrak vd. 2017), apoptoza (Kivrak vd.
2017), omurilik yaralanmasina (Kivrak vd. 2017), Multipl Skleroza (MS) (Kivrak vd.
2017), epilepsiye neden olmakta ve Alzheimer (Babusikova vd. 2013), Parkinson
(Babusikova vd. 2013) gibi norodejeneratif hastaliklarinin = goriilme  sikligimi
arttirmaktadir. ROS’larin norodejeneratif hastaliklara etkilerini inceleyen g¢aligmalar
mevcut olup norofibriler yumaklarin gelisimi sirasinda olusan ROS’larin amiloid plaklar
olusturdugu ve Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklari tetikledigi bilinmektedir
(Babasikova 2013). Ozellikle yaslanmaya bagh olarak beynin birkag farkli bdlgesinde
ROS seviyesi artmakta olup protein ve lipidlerde oksidatif hasarlar olugmaktadir ve
Alzheimer hastaliginin ana belirteglerinden olan amiloid beta (AP) peptit’in, oksidatif
stresin bir {irlinli olarak ortaya ¢iktig1 bilinmektedir (Pluta vd. 1996; Babasikova 2013).
Alzheimer hastalarinin merkezi ve periferik sinir sistemi hiicrelerinde SOD ve CAT gibi
antioksidan enzim aktivitesinin veya ekspresyonun azaldigini gosteren ¢alismalar mevcut
olup Alzhemier ile oksidatif stres arasindaki iligki oldugu raporlanmistir (Padurariu vd.
2010; Babasikova 2013). Ornegin, Marcus vd. (1998) calismasinda Alzheimer
hastalarinin (AD) farkli beyin bolgelerinden alinan (frontal, temporal ve serebellar
korteks) dokularda bakir/¢inko (Cu/Zn) siiperoksit dismutaz (SOD) aktivasyonu
incelenmis olup hastalarin frontal ve temporal korteksinde SOD aktivitesinin azaldigi
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gbzlemlenmistir. Diger bir ¢alismada ise (Padurariu vd. 2010), 15 Alzheimer hastas1 ve
15 saglikli kontrolden almman kan 6rnekleri incelenmis ve hastalarda SOD ve GPx
aktivasyonun azaldig1 raporlanmistir.

2.4. Darbeli Elektromanyetik Alanlarin Biyolojik-Norobiyolojik ve Oksidatif Stres
Uzerindeki Etkileri

Elektromanyetik alanlarin ¢esitli rahatsizliklara neden oldugu bilinse de
elektromanyetik radyasyonlar tibbi teshis ve tedavi amaciyla bir¢ok biyomedikal
uygulamada yer almaktadir (Teimor vd. 2016; Kim vd. 2019). Ornegin, bilgisayarl
tomografi (CT) taramalar1 veya X 1sinlar1 gibi yiiksek enerjili tibbi ekipmanlardan
akupunktur tedavilerine kadar c¢ok cesitli terapotik yontemlerde elektromanyetik alanlar
kullanilmaktadir (Oschman 2016; Teimori vd. 2016). Calismalar, sadece yliksek frekansli
EMA maruziyetinin biyolojik ve norobiyolojik etkilerinin olmadigini gostermistir
(Teimor vd 2016; Hosseinabadi vd. 2018). Ornegin, asir1 diisiik frekansh (5-300 Hz)
EMA maruziyetinin uyku, sirkadiyen ritmi etkileyen melatonin hormonunun salinmasin
engelledigi béylece meme kanserine (Hosseinabadi vd. 2018), beyin tiimdriine (Teimor
vd. 2016), uyku ritim bozukluguna (Teimor vd. 2016) neden oldugu bilinmektedir.
Ancak, yukarida bahsi gegen bilgilerin aksine (Hosseinabadi vd. 2018; Kim vd. 2019)
elektromanyetik radyasyonun hiicrelerde yikici hasarlara ve hiicresel 6liimlere neden
oldugunu bilinse de kemoterapi ve radyoterapi gibi kanser tedavilerinde elektromanyetik
radyasyon tedavi amaciyla da kullanilmaktadir (Teimor vd. 2016; Vadala vd. 2016). Bu
nedenle biyomedikal uygulamalarda kullanilan EMA ’lar ¢esitli rahatsizliklarda terapotik
etki saglamaktadir (Markov 2015; Poljak ve Cvetkovic 2019). Ozellikle kas-iskelet
sistemi hastaliklarinda adjuvan (gii¢clendirici) bir terapi olarak bilinen manyetoterapi
hiicresel ve doku fonksiyonlarin1 modiile etmektedir (Markov 2007). Benzer olarak, beyin
hiicrelerinde elektriksel alani indiikleyen “Transkraniyal Manyetik Stimiilasyon
(TMS)’un depresyon tedavisi i¢in kullanilan terapdtik bir yontem oldugu bilinmektedir
(Poljak ve Cvetkovic 2019). EMA maruziyeti sadece norodejeneratif hastaliklari tedavi
etmekle kalmaz ayn1 zamanda yumusak doku hasarinin onarimina (Markov vd. 2020),
kiriklarin iyilegsmesine (Daish vd. 2018; Qiu vd. 2020), ameliyat sonrasi agrilarin
azalmasina da (Stauch vd. 2009; Gessi vd. 2019) yardimc1 olmaktadir. Diisiik frekanslh
(50 Hz-1 mT, 50 Hz -2 mT ve 15 Hz-5 mT) EMA maruziyetinin kok hiicrelerde
farklilasmay1 ve migrasyonu sagladigi da ¢aligmalarda raporlanmistir (Markov 2015; Hao
vd. 2018). Ornegin, 15 Hz EMA maruziyetinin insan mezenkimal kék hiicrelerinde
kikirdak seviyesini arttirdigi (Mayer-Wagner vd. 2011), 50 Hz-1 mT ELF-EMA
maruziyetinin ise hiicrelerde farklilagsmay1 sagladigi gosterilmistir (Park vd. 2013).
Terapotik EMA uygulamalarindan en dikkat ¢ekeni, diisiik frekansli EMA olan “Darbeli
Elektromanyetik Alan (PEMF)” tedavisidir (Markov 2007; Ehnert vd. 2017; Krath vd.
2017). PEMF, invaziv olamayan giivenli bir terapi yontemidir (Qiu vd. 2020; Ronzio
2020). PEMF terapisi iki sekilde gerceklesmektedir: Cilt yiizeye dogrudan temas eden
“kapasitif yontem” veya dogrudan temas etmeyen “endiiktif kuplaj yontemi” (Zhai vd.
2016). PEMF tedavisinde kullanilan frekanslar, 1Hz-10 kHz araligindaki diisiik frekansl
manyetik alan bandini icermektedir (Hug ve R66sli 2012). Ancak tipik olarak termal ve
iyonlagtirict olmayan asir1 diigiik frekans (5-300 Hz) araliginin kullanilmasi tercih
edilmektedir (Ganesan vd. 2009; Hug ve Ro66sli 2012; Wade 2013). PEMF devresinde
olusan manyetik alan ve indiiklenmis elektriksel alan, yara iyilesme mekanizmasini
aktiflestirmekte ve boylece ameliyat sonrasi agriy1, 6demi azaltarak antienflamatuar ve
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prorejenaratif reaksiyonlar1 desteklemektedir (Ahmed vd. 2013; Mattsson ve Simko
2019; Gessi vd. 2019). Ayrica PEMF maruziyeti, kemik mineralizayonunu saglayarak
kiriklarin -~ kaynamasinda (Markov 2007; Zhai vd. 2016), eklem-kas-iskelet
bozukluklarinin tedavisinde (Markov 2007; Zhai vd. 2016) kullanilmaktadir. 5-300 Hz
frekanstaki PEMF maruziyeti, sinir ve kas membranindaki akimi indiikleyerek hiicrelerde
“Aksiyon Potansiyeli” denen elektriksel degisimlere neden olmaktadir. (Vadala vd. 2016;
Pawluk ve Layne 2017). Ek olarak noroendokrin, meme, karaciger, kemik kanser
hiicrelerine uygulanan PEMF maruziyeti, hiicrelerinin Ca*? iyon kanallarini,
elektrokimyasini ve fizyolojisini etkileyerek tiimdr bliylime oraninin azalmasina neden
olmaktadir (Urnukhsaikhan vd. 2016; Vadala vd. 2016).

Kemik kiriklarinin onarimi ve yara iyilesmesinin yani sira invaziv olmayan
PEMF’nin klinik uygulamalart Alzhemir, Parkinson ve Demans gibi norodejeneratif
hastaliklarin tedavisininde 6nem kazanmustir (Capelli vd. 2017; Li vd. 2019; Gessi vd.
2019). Ciinkii PEMF maruziyeti hem noéronal membranin elektriksek yiiklerini
dengelemekte hem de noronlar arasi kimyasal iletisimi saglayan noradernalin, dopamin
gibi norotransmitterlerin salinimini aktiflestirmektedir (Pawluk ve Layne 2017). Ayrica
PEMF maruziyeti, hem PC12 mikroglia néronal hiicre hasarinin onarimini saglamakta
hem de bu hasarlarin ilerlemesini durduran p38, JNK1/2 MAPK kinaz, Akt and kaspaz 3
gibi ajanlar1 uyarmaktadir (Varani vd. 2012; Gessi vd. 2019). PEMF, rejeneratif tipta
parkinson hastaliginin semptomlarinin hafifletilmesinde (Sherrard vd. 2018), depresyon
(Sherrard vd. 2018) ve hafiza kaybi gibi rahatsizliklarin (Sherrard vd. 2018) tedavisinde
kullanilmaktadir. Ornegin, Martiny vd. (2010) galismasinda 18 yasidan biiyiik 25 major
depresyon hastasi, 4 hafta boyunca 55 Hz PEMF ile tedavi edilmis, PEMF maruziyetinin
antidepresan tedavisine alternatif bir teknik olabilecegi raporlanmistir. PEMF
maruziyetinin terapotik etkilerine ek olarak, oksijenli solunum reaksiyonlarinda ortaya
cikarak DNA harabiyetine, membran yikimina, hiicre 6liimiine neden olan serbest
radikallere kars1 koruyucu etkisinin de oldugu bilinmektedir (Urnukhsaikhan vd. 2016;
Gessi vd. 2019). Ornegin, Falone vd. (2016) calismasinda, 75 Hz PEMF’ye maruz kalan
noron hiicrelerinde serbest radikallerin neden oldugu hiicre 6liim oranlarinin azaldig:
raporlanmistir. Diger bir ¢aligmada ise (Ehnert vd. 2017), yetiskin insan kemiklerinden
izole edilen osteoblast hiicrelerine (hOBs) uygulanan 75 Hz PEMF’nin, antioksidan
enzim aktivasyonunu arttirarak serbest radikallerin neden oldugu oksidatif stresi azalttig1
raporlanmistir. Cesitli alanlarda tedavi edici etkisi olan PEMF maruziyetinin serbest
radikalleri ve radikallerin neden oldugu oksidatif stresin etkilerinin ortadan
kaldirilmasinda da etkili oldugu goriilmektedir. Oksidan-antioksidan dengesinin
saglanmasinda rolii oldugu bilinen farkli hiicrelerdeki PEMF maruziyetin enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidanlar {izerine etkilerini arastiran calismalar mevcuttur
(Falone vd. 2016; Vincenzi vd. 2017). Calismalar, diisik frekans (0-100 Hz) ve
yogunluga (10 uT-10 mT) sahip PEMF nin, hiicrelerde oksidatif stres seviyesinin artmasi
sonucu olusan dengesizlikleri ortadan kaldirdigini, hiicrelerin ritmik dalgalarla periyodik
uyartlmasinin  dokularda nétralizasyon sagladigim1 ve antioksidan seviyesinde
degisikliklere neden oldugunu raporlamistir (Tamam vd. 2016). Ayrica, farkl: stirelerde
(24 ve 48 saat) 75 Hz PEMF’ye maruz birakilan insan osteoblast hiicrelerinde, SH-SY5Y
insan noroblastoma hiicresinde, sigan PC12 ve N9 mikroglia ve SK-N-BE(2) insan
noroblastoma hiicrelerinde hiicre i¢gi ROS seviyesinin diistligi ve antioksidan enzim
aktivasyonunu artt1g1 gézlemlenmistir (Osera vd. 2015; Falone vd. 2016; Ehnert vd. 2017;
Vincenzi vd. 2017). Fakat, H20> ile muamele edilerek oksidatif stresin indiiklendigi,

17



KAYNAK TARAMASI T. SIMSEK

yetiskinlerde en yaygin agresif astrositik (astrocyte-like) primer beyin timdori olan
glioblastoma multiforme (GBM) insan U87-MG hiicre hattinda PEMF maruziyetinin
oksidatif stres {lizerine etkilerinin hiicresel, biyokimyasal tekniklerle incelendigi
¢alismalar sinirhidir. Bu nedenle ¢alismada farkl: siirelerde H2O2 ile muamele edilen insan
U87-MG glioblastoma hiicresindel5 dakika 75 Hz frekansl+ 0.2 mT yogunlugundaki
PEMF maruziyetinin  hiicre canlihigina, ROS seviyesine ve antioksidan
mekanizmasindaki 6nemli enzimlerin (GPx ve GSH) aktivite/seviyelerine etkilerinin
incelenmesi hedeflenmistir.

18



MATERYAL VE METOT T. SIMSEK

3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kimyasallar

U87-MG insan glioblastoma hiicre hatti (HTB-14) Sigma Aldrich (Saint Louis,
Missouri, ABD) firmasindan satin alinmistir. Eagle Minimum Besi Ortami (EMEM; 01-
025-1A), L-Glutamin (03-020-1B), Fetal Sigir Serumu (FBS; 04-007-1A), Tripsin
Etilendiamin Tetraasetik Asit (Tripsin EDTA; 03-053-1B) ve Penisilin-Streptomisin
(Pen-Strep: 03-031-1B), Biological Industries (BIO IND, Cromwell, ABD) firmasindan;
Dimetil siilfoksit (>%99.9)(DMSO; 276855-1L), Hidrojen Peroksit (H202; 18304), Tuzlu
fosfat tampon tableti (PBS; P4417), 2',7'-Diklorofloresan diasetat (D6883-50MG),
Triklorikasetik asit (TCA; T6399), Tris hidrokloriir asit (Tris-HCL) (1185-53-1),
Potasyum Kkloriir (KCI: 7447-70-7), Metanol (34860), Dipotasyum Fosfat (K:HPOg;
543890100), Fosforik asit (H3POas; 664-38-2), 5,5'-Dithiobis (2-nitrobenzoic acid)
(DTNB; D218200) ve azaltilmis L-Glutatyon (G4251) Sigma Aldrich (Saint Louis,
Missouri, ABD) firmasindan temin edilmistir. Kloroform (12445), Sodyum kloriir (NaCl:
106400), Disodyum Hidrojen Fosfat Dihidrat (Na2HPO4.2H>0: 106580) ve Triton X-100
(108603) Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan; Alamar Mavi (Alamar Blue) reaktifi
(DAL1100) Invitrogen (Waltham, Massachusetss, ABD); Glutatyon Peroksidaz Test Kiti
(Kolorimetrik; ab102530) ise ABCAM (Cambridge, Birlesik Krallik) firmasindan satin
alinmustir.

3.2. Darbeli Elektromanyetik Alan (PEMF) Devresinin Kurulumu

Darbeli elektromanyetik alan (PEMF) devresinin Helmholtz bobini (EM-6715),
manyetik alan sensorii (PS-2162), elektromanyetik alan tireteci (Pasco; UI-5000) ve
Pasco Capstone Yazilimi (UI-5400) Pasco (Kaliforniya, ABD)’den satin alinmustir.

Helmholtz bobinlerden ve diger ara parcalardan olusan PEMF devresi Sekil 3.1°de
gosterilmistir.

Helmholtz Bobini
Manyetik Alan VAR

Senséri /

U 87-MG Glioblastoma Hiicresi

Platform Ayag

Pasco 850 Sinyal Ureteci
Platform Ayag

Helmholtz Bobin Althg

Sekil 3.1. Manyetik alan saglayan helmholtz bobin ¢ifti, bobinlerin sabitlendigi helmholtz
bobin altlig1, platform ayaklari, bobinlere elektromanyetik alan saglayan Pasco 850 sinyal
iireteci, manyetik alan1 6lcen manyetik alan sensorii ve PEMF’ye maruz birakilan U87-
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MG insan glioblastoma hiicrelerini igeren petri kabindan olusan Darbeli Elektromanyetik
Alan (PEMF) Diizenegi

PEMF devresinin gii¢ kaynagi olarak Cizelge 3.1°deki ozelliklere sahip Pasco 850
Universal Interface model sinyal tireteci (Pasco- 012-12355B) kullanilmistir (Sekil 3.2).

Cizelge 3.1. Pasco 850 Universal Interface model sinyal iireteci 6zellikleri

PASCO 850 UNIVERSAL INTERFACE MODEL SINYAL URETECI
OZELLIKLERI

Dalga Sekilleri Sinus, Uggen, Kare Dalga, Pozitif-
Negatif Rampalar, Dc

Alternatif Akim Voltaj1 (Alternative Current | 250 V
Volgate) (AC) Besleme

Dogru Akim Voltaji (Direct Current 12V

Volgalte) (DC) Besleme

Gii¢ Harcanmasi 15W

Frekans Araligi 0.01 Hz-100 kHz

Maksimum Cikis Akimi 15V

Cikis Akim Olgiimii 10V

Acma/Kapama Tusu Sinval Uretecenin Gig/Amplifikator
Giris/Cias Pofru
= = =\

ﬂr_&/‘ {

AHALOG [HPUTS 200 A

~ HV@ A
- —BUTPUTS —

e 40‘*’\\\

T ~ T

- l =80
Baglant Gosterge Inigt Pasport Manyetik Alan Sensar Sinyal Ureteci Giris Portu
Giris Portu

Sekil 3.2. Pasco 850 Universal Interface model sinyal iireteci

Helmholtz bobinlerin genisligi 1.6 cm, i¢ yarigcapt 10.06 cm, dis yarigap1 11.37
cm olup, 500 sariml1 yalitilmis bakir tellerden meydana gelmektedir. Homojen manyetik
alan olusturulabilmesi i¢in bobinler Sekil 3.1°de gosterildigi gibi birbirine paralel olarak
helmholtz bobin altligina sabitlenerek yerlestirilmistir. Sekil 3.1°de gdsterilen PEMF
devresinin sinyal iireteci (Signal Generator) ve ii¢ farkli sinyal degerini (850 Output 1, 2,
3) kayit edebilen Pasco Capstone Yazilimi ile baglantis1 bilgisayar ortaminda
gergeklestirilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. PEMF devresinin sinyal lireteci (Signal Generator) ve Pasco Capstone Yazilimi
ile baglantist

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) acisi da 0° derece olarak belirlenmistir. Frekansi 75 Hz, dalga
genlik degeri (amplitude) 15 V ve elektromanyetik dalganin gérev 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).

Signal Generator

¥ 850 Output 1

» 850 Output 2

» 850 Output 3

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 (bakiniz Sekil 3.4.) helmholtz bobinlerin olusturdugu manyetik alan ayrica
15 dakika (Sekil 3.5.¢) siireyle dl¢iilmiis ve 1+£0.2 mT manyetik alan sinyalleri kay1t altina
alimmistir. Ayrica, PEMF maruziyetinin olas1 termal etkisinin engellenmesi icin
maruziyet ortaminin sicakligi diizenli olarak kontrol edilmis ve PEMF maruziyetinden
kaynakl1 herhangi bir sicaklik artis1 tespit edilmemistir (Sekil 3.3).
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(@)
verlestirilen manyetik
(b) 18 [Em J
Q 4
E 14
E 1.2
10
5 08 |
E\ (.13
000 001 0,02 003 004 005 006 0.07 0.08 0.0% 0.10 0.11 012 0,13 Q.14 0,15 {I.!SI
Zaman (daldka)
(C) . T

Manyetik Alan Giicii (mT)

] 1 2 3 4 5 L] 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Zaman (dakilca)

Sekil 3.5. a) Bobinlere es uzaklikta dikey (aksiyel) eksende yerlestirilen manyetik alan
sensori, b) ilk 0.16 dakikadaki ve c) 15 dakikaya sikistirilmis 1+£0.2 mT manyetik alan
sinyallerinin Pasco Capstone Yazilim ile elde edilen manyetik alan dalga sinyalleri
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3.3. Hiicre Kiiltiiria

Amerikan Tip Kiiltlir Koleksiyonu’ndan (ATCC, Missouri, ABD) temin edilerek
-80°C’de muhafaza edilen U87-MG insan glioblastoma hiicresi, deney oncesinde
37°C’deki su banyosunda (Niive) ¢ozdiiriilmiistiir. Cozlinen hiicreler, igerisinde besi
ortami1 (%10 EMEM, %10 fetal sigir serumu, %1 L-Glutamin, %1 penisilin-streptomisin
iceren) bulunan T75 hiicre kaplarina aktarilmistir. Hiicreler %5 CO2 igeren 37°C, %95
nem ortamindaki steril inkiibatérde (Binder, Camarillo, ABD) inkiibe edilmis ve kiiltiiriin
besi ortami1 2-3 giin i¢inde yenilenmistir.

Hacimce biiyiiyen hiicrelerin T75 kap yiizeyinin %80’ini kaplamasi hiicre canlilik
gostergesi i¢in sinir kabul edilip bu evreye ‘Pasajlama Evresi’ denilmekte ve bu evre
hiicrelerin zarar gérmeden Tripsin ile kaldirilmasi ve sivi i¢inde siispanse edilerek bagka
ortama aktarilmasi asamalarini igermektedir (Freudenrich ve Shafer, 2020). Hiicreleri kap
ylizeyinden ayiran Tripsin EDTA ile muamele etmeden once hiicreler besi ortaminin
uzaklagtirmasi amaciyla 10 mL, 10 mM tuzlu fosfat tamponu (PBS) ile yikanmis, daha
sonra PBS ortamdan uzaklastirilmistir. T75 hiicre kaplarma hiicreleri kap yiizeyinden
ayirmak i¢in 2 ml Tripsin-EDTA (%0.25 tripsin-%0.53 EDTA) eklenmis, 5 dakika
boyunca %5 CO2 igeren 37°C steril inkiibatorde inkiibe edilerek hiicreler kap yiizeyinden
ayrilmistir. T-75 kap ylizeyinden ayirilan hiicrelerin petri ylizeyine tutunmasi gerekli
oldugundan hiicrelerdeki tripsinin inaktive edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle, hiicrelere
8 mL EMEM besi ortami ilave edilmis ve bdylece hiicreler petrilere ekim islemi i¢in hazir
hale getirilmistir. Daha sonra, canli hiicre sayisini belirlemek icin hiicrelerin 10 pl’si,
canlt hiicrelerin sitoplazmasini1 berrak, cansiz hiicrelerin sitoplazmasint mavi renkte
gosteren %0.4 tripan mavisi ile slispanse edilerek canli hiicreler 151k mikroskobu (Nikon,
Melville, ABD) altinda incelenmistir (Sekil 3.6).

L

/ Tripan Mavi

./’\r . A | '@
A oy (T,
¥ YA —— — — 'i*
gy " : VY ovd - -
; . 1. . e

4,

U 87 MG Gioblastoma hilcresi

Sekil 3.6. Tripan mavisi ile siispanse edilen U87-MG hiicrelerinde canli ve 6lii hiicrelerin
151k mikroskobu altinda incelenmesi
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3.4. PEMF Maruziyeti
U87-MG insan glioblastoma hiicreleri asagidaki sekilde ti¢ gruba ayrilmstir:

Grup 1: Kontrol grubu (H202 muamelesiyle oksidatif stresin indiiklenmedigi ve
PEMF maruziyetinin uygulanmadig1 gruptur),

Grup 2: 30 dakika, 24 saat ve 48 saat boyunca 0.1 mM H>0. muamelesiyle
oksidatif stresin indiikledigi hiicre grubudur,

Grup 3: 30 dakika, 24 saat ve 48 saat boyunca 0.1 mM H>0. muamelesiyle
oksidatif stresin indiiklenmesinin ardindan 15 dakika boyunca 75 Hz-1+0.2 mT PEMF’ye
maruz birakilan gruptur.

Daha sonra Grup1, Grup 2 ve Grup 3 hiicreleri petri kaplarina (20x10* hiicre/petri)
ekilmigtir. Hiicrelerin kap yiizeyine tutunabilmesi i¢in gerekli 24 saat bekleme siiresinin
ardindan, Grup 2 ve Grup 3 hiicreleri belirlenen zaman araliklarinda (30 dk, 24 saat, 48
saat) 0.1mM H20; ile muamele edilerek oksidatif stres indiiklenmistir. Grup 3 hiicreleri
ise 30 dakika, 24 saat, 48 saat boyunca 0.1mM H20; muamelesinin ardindan 15 dakika
75 Hz-1£0.2 mT PEMF’ye maruz birakilmistir.

3.5. Hiicre Canlihg:

Grupl, Grup 2 ve Grup 3 hiicreleri 96 kuyucuklu (1x10*hiicre/kuyucuk) plakaya
aktarilmis, Karakurt (2016) calismasinda revize edilen Alamar Mavisi (Alamar Blue)
teknigi kullanilarak hiicre canlilifi spektrofotometrede (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, ABD) (uyarma:570 nm, yayilma: 610 nm) Ol¢iilmiistiir. Spektrofotometri
teknigi, 570 nm dalga boyundaki uyarma iginlariin hiicreleri uyararak 610 nm dalga
boyundaki yayilma isinlarini olusturmasma ve bu isinlarin dedektdrden algilanmasi
prensibine dayanmaktadir. Hiicre canliligi yiizdesi (%) Denklem 3.1 kullanilarak
hesaplanmuistir.

[(02 x A1) (01 x A2)]
[(R1x N2) — (R2 x N1)]

* 100 (31)

Hiicre canlilig1 (%)=

O1: 570 nm’de, O2: 600 nm’deki oksitlenmis alamar mavisinin soniim katsayisini, R1:
570 nm’de, R2: 600 nm’deki indirgenmis alamar mavisinin soniim katsayisini, Al: 570
nm’de, A2: 600 nm’deki hiicre absorbansini, N1: 570 nm’de, N2: 600 nm’deki negatif
kontrol kuyucugunun absorbans degerini ifade etmektedir.

Yiiksek sitotoksik etkiye sahip H202’nin Grup 2 ve Grup 3 hiicrelerinin %50’sini
Oldiiren konsantrasyon (IC50) degeri Cheng-Prusoff denklemi (Newton vd. 2008)
kullanilarak hesaplanmistir (Denklem 3.2).
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IC 50 degeri: ([KiJ/[Ko]*[L])+Ki (3.2)

Ki: baglanma affinitesini, Kp: enzim aktivasyonunun %350’sinin maksimum oldugu
konsantrasyon degerini, L: hiicre konsantrasyonunu ifade etmektedir.

3.6. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) Miktarinin Tayini

Hiicrelerde ROS seviyesinin olgiimde 2°,7’-Diklorodihidrofloresans diasetat
(DCFH-DA) yontemi (Keston ve Brandt, 1965) kullanilmistir. Sulu ¢6zeltilerdeki H20>
seviyesinin belirlenmesinde kullanilan bu yontem, DCFH-DA’nin hiicre i¢i esteraz
enzimleriyle 6nce 2'-7'-diklorodihidrofloresein (H2DCF)’e sonrasinda da floresan iiriin
olan 2’,7°-Diklorofloresein (DCF)'e doniismesi prensibine dayanmaktadir. Boylece
hiicrelerdeki Reaktif Florans Unit (R.F.U) degerleri belirlenmektedir.

Grup 2 ve Grup 3’in bulundugu petriler, H2O> muamelesinden (Grup 2), H2O>
muamelesinin ardindan uygulanan PEMF maruziyetinden (Grup 3) sonra 6lii hiicrelerin
ve besi ortaminin uzaklastirmasi amactyla 1 mL 10 mM PBS ile yikanmistir. Kontrol
grubu olan Grup 1 hiicreleri de Grup 2 ve Grup 3 hiicreleri ile es zamanli olarak 1 mL 10
mM PBS ile yikanmistir. 0.19 mg DCFH-DA, homojen karisim hazirlamak icin iyi bir
¢oziicli olarak kullanilan 40 mL Dimetil siilfoksit (DMSO) i¢inde ¢oziilerek 10 pM
DCFH-DA karisimi hazirlanmistir. Bu karisim hiicre gruplarinin bulundugu petrilere
eklenmis ve petriler 30 dakika boyunca %5 CO> igeren 37°C’deki steril inkiibatorde
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan, 6lii hiicreleri ortamdan armdirmak igin
hiicreler 1 mL 10 mM PBS ile yikanmis, yikama isleminin ardindan da pipetajlama
yapilarak 96 kuyucuklu siyah plakaya (1.25x10%kuyucuk) aktarilmistir. Plakadaki
hiicrelerin ROS seviyesi, 504 nm uyarma ve 529 nm yayilma 1simasi yapan 20°C’deki
Synergy H1 Mikroplate Okuyucuda (Bio-Tek, Vermont, ABD) belirlenmistir. Tiim bu
asamalar Sekil 3.7’de sematize edilmistir.

2§ 2 ¢
\ U 87 MG Huicresi \

) — 3 @s — -
PBS ug \ ﬁ
== DCFH-DA N
1mL10mMPBSileykama DMSQ'da ¢oziilmiis 10 pM 30 dakika boyunca %S5 CO,
DCFH-DAIN hiicrelere eklenmesi  igeren 37°Cde steril ortamda
inkibasyon
- V 4 \
/ o —_
/ = . -
v. . . V
% N\ | e % o?
\ ®e o
e

ROS seviyesini 20 °C'de
spektroflorometrede 506 nm ve 529
nm dalga boyu ile dlgiimesi

96 kuyucuklu siyah plakaya tasima

Sekil 3.7. U87-MG hiicrelerinde ROS seviyesinin belirlenme asamalari
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3.7. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivitesinin Belirlenmesi

Glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesinin tayini i¢in, yliksek verimlilik gdsteren
Kolorimetrik Glutatyon Peroksidaz Test Kiti (ab102530) kullanilmistir. Prensibi, 340
nm'deki oksitlenmis glutatyon (GSSG)’un Glutatyon (GSH)’a doniismesi sirasinda
NADPH seviyesindeki azalmalarin belirlenmesi, NADPH seviyesindeki azalmalar ile de
GPx aktivitesinin ortaya ¢ikmasinin saglanmasina dayanmaktadir (Paglia ve Valentine
1967).

Kit iceriginde yer alan malzemeler asagidaki sekilde seyreltilmistir:
1. 40 mM NADPH standart soliisyonu, 500 uL distile su (dH20) ile,

2. Glutatyon (GSH) ve Glutatyon peroksidaz (GPx) siseleri (vialleri) 220 pL
Glutatyon Peroksidaz Test Tamponu ile,

3. Rediikte glutatyonun (GSH) oksidasyonunu katalizlemekle gorevli kiimen
hidroperoksit (CoH1202) sisesi (vial), 1.25 mL Glutatyon Peroksidaz Test
Tamponu ile,

4. Glutatyon Peroksidaz (Pozitif Kontrol) sisesi (vial) 100 pL Glutatyon
Peroksidaz Test Tamponu ile seyreltilmistir.

Seyreltilen glutatyon, glutatyon peroksidaz, kiimen hidroperosit ve glutatyon
peroksidaz (pozitif kontrolleri) siseleri buz ig¢inde muhafaza edilmistir. Enzim
aktivasyonlarinda kullanilan ve reaksiyon sonucunda olusan renkli bilesiklerin
belirlenmesini saglayan kolorometrik reaksiyon karigimi (33 pL Glutatyon Peroksidaz
test tamponu, 3 uL. 40 mM NADPH standart soliisyonunu, 2 pL seyreltilmis Glutatyon
peroksidaz, 2 puL seyreltilmis Glutatyon), 5 mL ependorf tiip i¢cinde hazirlanarak (bakiniz
Sekil 3.8) daha sonra kullanilmak {izere buz tizerinde bekletilmistir.

=1
’ Glutatyon
220 p d -
‘ Glutatyon
220 pL @ Glutatyon Peroksidaz | sl
V]
/ @ Glutatyon
‘ Peroksidaz
i 2L Kolorometrik

S = " Kumen Hidroperokisit _ Reaksiyon
1\2'::11L karsimi
o —
Glutatyor | T V
?g;?ksrd 00pL W Gytatyon Peroksidaz 3L
Tamponu Pozitif Kontrol T — =TI
(S0 mL) . Glutatyon ?
Peroksidaz
Test 40 mM NADPH
Tamponu standart
(50 mL) solUsyonu

Sekil 3.8. Kolorometrik reaksiyon karisiminin hazirlanmasi agsamalari
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Daha sorna 1 mM NADPH standart soliisyonu hazirlanma asamasina gegilmistir.
Coziinen 40 mM NADPH standart soliisyonunun 25 pL’si, 975 uL dH20 ile seyreltilerek
1 mM NADPH standart soliisyonu hazirlanmistir. Hazirlanan 1 mM NADPH standart
sollisyonu, Glutatyon peroksidaz tampon ¢ozeltisi ile diliiye edilerek Cizelge 3.2°deki
gibi 6 farkli molaritedeki standart soliisyonlar1 (0 uM, 20 uM, 40 uM, 60 uM, 80 uM, 100
uM) hazirlanmistir. Farkli molaritelerdeki bu standartlar, 96 kuyucuklu plakaya her
kuyucukta 100 pL olacak sekilde eklenmis ve 340 nm’de spektrofotometrede (Thermo

.....

Cizelge 3.2. 1 mM NADPH standartlar1

FARKLI MOLARITEKiI NADPH STANDARTLARI

1 0 Ml 300 mL 100 pL 0 Mm

2 60 uL 240 ml 100 puL 20 uM

3 120 puL 180 pL 100 pL 40 uM

4 180 uL 120 uL 100 pL 60 uM

5 240 pL 60 Ml 100 pL 80 uM

6 300 uL 0 uL 100 pL 100 uM
2.000 =

y= 0,3128x - 0,221
= 0,9771

1 L] 1 1
0 20 40 60 80 100
NADPH standartlan (uM)

Sekil 3.9. 340 nm dalga boyunda kolorimetrik olarak Sl¢iilen farkli konsantrasyondaki
NADPH standartlarinin kalibrasyon egrisi

Grup 2 ve Grup 3’in bulundugu petriler, H.O> muamelesinden (Grup 2), H20:
muamelesinin ardindan uygulanan PEMF maruziyetinden (Grup 3) sonra 6lii hiicrelerin
ortamdan uzaklastirilmasi i¢in 1 mL 10 mM PBS ile yikanmistir. Kontrol grubu olan Grup
1 hiicreleri de Grup 2 ve Grup 3 hiicreleri ile es zamanl olarak 1 mL 10 mM PBS ile
yikanmistir. Petri yiizeyine tutunmus halde bulunan hiicrelere 100 ul Tripsin-EDTA
eklenmistir. Tripsin-EDTA ile petri yiizeyinden ayrilan hiicreler 15 mL falkon tiiplere
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aktarilmis ve 400 xg’de (1718 rpm) 5 dakika santrifiij edilmistir. Deney siiresi boyunca
enzimlerin denatiire olmamasi i¢in hiicreler +4 C°’de muhafaza edilmis ve diger islemler
bu sicaklikta gergeklestirilmistir. +4 C°’de muhafaza edilen 200 uL Glutatyon Peroksidaz
Test Tamponu santifiij sonrasi elde edilen siipernatantlara eklenmistir. Ardindan
stipernatantlar 10000 xg’de (8950 rpm) 4 °C'de 15 dakika santrifiij edilmis ve yeni elde
edilen silipernatantlar 1.5 puL’lik ependorf tliplere aktarilmistir.

Daha sonra, c¢izelge 3.2’ye gore 6 farkli konsantrasyonda hazirlanan NADPH
standartlariin 100 pL’si, hiicre slipernatantlarinin 50 uL’si, GPx pozitif kontrollerin ve
reaktif kontrollerin (Glutatyon Peroksidaz test tamponu) 50 uL’si 96 kuyucuklu plakaya
duplike sekilde aktarilmistir. Hiicre siipernatantlarina ve GPx pozitif kontrollerine énce
40 pL kolorometrik reaksiyon karigimi (bakiniz sekil 3.8) eklenmis ve 15 dakika boyunca
%5 CO2 igeren 37°C steril inkiibatorde inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan hiicre
slipernatantlarina ve GPx pozitif kontrollerine 10 puL kiimen hidroperoksit ¢ozeltisi
(bakiniz sekil 3.8) ilave edilmistir.

Tim hiicre gruplart O.D. 340 nm mikroplaka okuyucuda (Thermo Fisher
Scientific ABD) iki kez okunmus olup zamana bagli 1s1ma degerleri Denklem 3.3°e gore
hesaplanmistir. Hiicrelerin ve Glutatyon Test Tamponunun (Reaktif Kontrol) 340 nm
dalga boyundaki birinci okumalar1 (T1) yapilmis ve elde edilen NADPH dalga boyu
degerleri kayit altina alinmistir. Hiicreler 25°C'de 5 dakika inkiibe edilmis olup benzer
sekilde ikinci okumalar1 (T2) yapilmis hiicrelerin ve Glutatyon Test Tamponunun
NADPH dalga boyu degerleri kaydedilmistir (Denklem 3.3).

AA 340nm = ([Numune (T1) — Numune (T2)]-[Reaktif kontrol (T1) — Reaktif Kontrol
(T2)]) 3.3)

Numune (T1): hiicrelerin O.D. 340 nm’deki birinci 1s1ma degerleri, Numune (T2):
hiicrelerin O.D. 340 nm’deki ikinci 151ma degerlerini; Reaktif kontrol (T1): Glutatyon
Test Tamponunun O.D. 340 nm’deki birinci 1s1ma degerlerini, Reaktif kontrol (T2):
Glutatyon Test Tamponunun O.D. 340 nm’deki ikinci 151ma degerleri

Denklem 3.3’teki AA 340nm degeri, hiicrelerde ve glutatyon test tamponundaki
azalan NADPH seviyesinin dalga boyu farkin ifade etmektedir. Oncelikle AA 340nm
degeri kullanilarak NADPH (B) miktar1 hesaplanmis (Denklem 3.4) olup ardindan
belirlenen NADPH miktarina gére GPx enzim aktivitesi (Denklem 3.5) hesaplanmus,
bulunan enzim aktivitesi mililinite/mililitre (mU/ml) cinsinden ifade edilmistir.

A A340 nm—kesme noktasi (intercept
B = ( pt) (3.4)

egim (slope)

GPx aktivitiy = ( (3.5

(T2—T1)*V) *
B: Iki farkli zaman arasinda (T1 ve T2) dlgiilen NADPH miktar1 (uM cinsinden), AA
340nm numunelerin ve reaktif kontrollerin dalga boyu farki, NADPH standart egrisinin
kesme noktas1 ve egimi (bakiniz Sekil 3.9.), V: reaksiyon kuyucugundaki numune hacmi
(mL), D: 6rnek seyreltme faktorii
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3.8. Glutatyon (GSH) Miktar Tayini

Hiicrelerin sahip oldugu enzim, aminoasitler, proteinler, karbonhidratlar, lipitler,
hormonlar ve vitaminler gibi biyokimyasal molekiillerin tayininde kullanilan Yiiksek
Performanshi Likit Kromatografi (High Performance Liquid Chromatography-HPLC)
teknigi, sivilarda ¢oziinmiis halde bulunan farkli agirliklardaki bilesenlerin HPLC
kolonlarin1 farkli zamanlarda terk etmesi temeline dayanmaktadir. Bu teknik sabit ve
hareketli olmak iizere iki ayr1 fazdan olusmakta olup kimyasallarin fazlar arasinda kiitle
transferine ve bilesenlerin hiz faktoriine bagl olarak dedektorde belirlenmesi presibi ile
calismaktadir. Bu nedenle hiicrelerdeki GSH miktar1 tayini i¢in sabit faz olarak C18
kolonu, hareketli faz olarak 500 mL 25 mM Dipotasyum Fosfat (KoHPO4) ve 500 mL saf
(%100) Metanol kullanilmis ve HPLC cihazi ile baglantis1 yapilmuistir.

Daha sonra, Grup 2 ve Grup 3’iin bulundugu petriler H2O>, muamelesinden (Grup
2), H202 muamelesinin ardindan uygulanan PEMF maruziyetinden (Grup 3) sonra 6li
hiicrelerin ortamdan uzaklastirilmasi i¢gin 1 mL 10 mM PBS ile yikanmistir. Kontrol
grubu olan Grup 1 hiicreleri de Grup 2 ve Grup 3 hiicreleri ile es zamanli olarak 1 mL 10
mM PBS ile yikanmis ve ardindan tiim grup hiicreleri 15 mL falkon tiiplere alinarak 400
xg’de (1718 rpm) 5 dakika santrifiij edilmistir.

Siipernatantlara hareketli fazlardan diistiik polariteye sahip olan 300 pL kloroform
eklenmis ve siipernatantlar 10000 xg’de (8950 rpm) 15 dakika santrifiij edilmistir. Elde
edilen yeni slipernatantlarin 240 pL’sine serbest proteinlerin uzaklagmasini saglayan %15
trikloroasetikasit (TCA)’in 100 pL’si eklenmistir. TCA’nin siipernatant i¢inde homojen
dagilabilmesi icin karisim 10 dakika boyunca 22903 xg’de (13.000 rpm) santrifiijlenmis
ve yeni elde edilen siipernatanlarin 130 pL’sine 500 pL 0.5 mM Tris HCL (pH: 0.89)
ilave edilmistir. Ardindan, silipernatantlardaki glutatyon (GSH) miktarinin
belirlenmesinde kullanilan 0.5 M K2HPO4 (pH: 8 (10 mM DTNB igeren))’in 350 pL’si
siipernantlara eklenmis ve silipernantlar 5 dakika boyunca buz i¢inde inkiibe edilmistir.
Daha sonra siipernatantlara 100 uL. 7 M H3POgsilave edilip 3000 xg’de (4705 rpm’de) 10
dakika boyunca santrifiijlenmis ve GSH miktar tayinine kadar siipernantlar buz i¢inde
bekletilmistir.

GSH miktar tayininin yapilabilmesi igin GSH’in seyreltilerek 5 farkli
molaritelerdeki GSH standart soliisyonunun hazirlanmasi ve HPLC cihazinda (Shimadzu,
LC-2050 serisi, Kyoto, Japonya) analiz edilerek standart egrisinin ¢izilmesi
gerekmektedir. Bu nedenle saf halde bulunan indirgenmis (rediikte) glutatyon (GSH) un
15.3 mg’1, 2.5 mL homojenizasyon tamponunda (500 mL’lik hacim igerisinde 4.005 g
NaCl, 0.1 g KClI, 0.89 g Na2HPO4.2H>0, 0.135 g KoHPO4 ve 750 uL TritonX-100 i¢eren
tampon, pH: 7.4) ¢ozdiriilmiistiir. Boylece ilk olarak 20 mM GSH standart soliisyonu
hazirlanmis, ardindan Cizelge 3.3’teki gibi 5 farkli molaritelerdeki (0.5 mM, 1 mM, 1.5
mM, 2 mM, 3 mM) standart soliisyonlar1 hazirlanmistir.
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Cizelge 3.3. 20 mM GSH standartlari
FARKLI MOLARITEKI GLUTATYON (GSH) STANDARTLARI

1 25 uL 975 uL 0.5 mM
2 50 uL 950 uL 1 mM
3 75 uL 925 uL 1.5 mM
4 100 pL 900 uL 2mM
5 150 pL 850 uL 3mM

Yukaridaki santrifiijliime islemlerinin ardindan buzda bekletilen siipernatantlar ve
Cizelge 3.3’ e gore hazirlanan farkli molaritelerdeki standartlar 2 pum’lik membran
filtreden gecirilerek 330 nm’ye ayarlanmis HPLC (Shimadzu, LC-2050 serisi, Kyoto,
Japonya) cihazinda standart grafigi belirlenerek analiz edilmis ve 4.5 dakikada olusan pik
degerine goére GSH miktar tayini yapilmistir (Sekil 3.10). Prosediir agsamalar1 Sekil
3.11’de sematize edilmistir.
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Sekil 3.10. a) 330 nm dalga boyunda HPLC teknigi ile Olgiilen farkli
konsantrasyonlardaki GSH standartlarinin kalibrasyon egrisi; b) 330 nm dalga boyunda
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5-tiyo-2-nitrobenzoik asit (TNB), Glutatyon (GSH) ve Ellman reaktifi 5,5-ditiyo-bis-2-
nitrobenzoik asid (DTNB)’in temsili kromatogram gosterimi
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5 daklka boyunca 400 xg'de 300 pL kloroform ekleme 15 dakika10.000 xg'de

1 mL 10 mM PBS ile yilkama santrifiijleme santrifijjleme
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; ; 0.5 M K;HPO,
HPLC cihazi ile GSH supematantalan 22 10 dakika 3000 xg'de ve 10 mM DTNB igeren
miktarinin belirlenmesi pum'lik filtreden gegirme santrifujleme kanigimin 350 pLsinin
eklenmesi

Sekil 3.11. HPLC teknigi ile GSH miktar tayini

3.9. istatiksel Analiz

Veriler SPSS v.23 (Chicago, IL) istatistik paket programi yardimiyla
degerlendirilmistir. Verilerin degerlendirilmesinde Tek-Yonlii Varyans Analizi (One-
Way ANOVA), coklu karsilastirmada LSD Post-Hoc test kullanilmistir. 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 Capstone Yazilim ile Kayit Edilen Manyetik Alan Dalga
Grafiklerinin Analizi

PEMF maruziyeti boyunca bobinler arasindaki manyetik alan degeri iki farkl
pencerede sekildeki gibi kayit edilmistir (Sekil 4.1.ve Sekil 4.2.). Sekil 4.1’de manyetik
alan dalgalarmin 0.16 dakikalik kayd1 mevcut olup rastgele segilen 4 farkli zamandaki
(0.001 dakika, 0.040 dakika, 0.102 dakika, 0.158 dakika) manyetik alan degerleri sirastyla
1 mT, 0.82 mT, 1.20 mT ve 0.82 mT olarak 6l¢tilmiistiir. 0.16 dakikalik PEMF maruziyeti
boyunca manyetik alan degerinin 0.8 mT ile 1.2 mT arasinda oldugu gézlemlenmistir.
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16 ‘ 0,001 dakika (0,6 saniye), 1 mT 0,102 dakikz,1,20 mT

/
14
%

s

12 "|_:

10k

Manyetike Alan Giicii (mT)

0,8
\ s
0.6 : i

04 0.040 dakika, 0,82 mT 0,158 dakika, 0,82 mT

0,2

0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,03 0,06 0,07 0,08 0,09 0,10 0,11 0,12 0,13 0,14 0,13 0,16
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Sekil 4.1. Pasco Capstone Yazilim ile elde edilen 0.16 dakikalik 1+0.2 mT’ lik manyetik
alan sinyallerinin 4 farkli zamandaki (0.001 dakika, 0.040 dakika, 0.102 dakika, 0.158
dakika) degerleri

Sekil 4.2°’de manyetik alan dalgalarinin 15 dakikalik kaydi mevcut olup rastgele
secilen 4 farkli zamandaki (0.30 dakika, 6.30 dakika, 12.10 dakika ve 15.01 dakika)
manyetik alan degerleri sirasiyla 1.20 mT, 0.8 mT, 1.20 mT ve 0.8 mT olarak dl¢iilmiistiir.
15 dakikalik PEMF maruziyeti siiresince manyetik alan degerinin 0.8 mT ile 1.2 mT
arasinda oldugu gézlemlenmistir.
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Sekil 4.2. Pasco Capstone Yazilim ile elde edilen 15 dakikalik 1+0.2 mT manyetik alan
sinyallerinin 4 farkli zamandaki (0.30 dakika, 6.30 dakika, 12.10 dakika ve 15.01 dakika)
degerleri

Helmbholtz bobinlerdeki manyetik alan degeri Biot-Savart denklemine gore
(Denklem 4.1) hesaplanmustir.

__ uNIr?

= 2ty 4
B: Manyetik alan degeri (T), I: bobin akimi1 (A), r: bobin yarigap1 (m), x: noktanin bobin
mesafesi, N: tel halka sayis1 ve p: gegirgenlik sabiti = 1.257x 107°T.m/A

Pasco Capstone Yazilim programinda segilen 1.5 amper (A)’lik akim degeri,
bobinler arasindaki mesafe 0.035 m, hiicrelerin bobin tepesine uzaklig: 0.0201 m, U87-
MG glioblastoma hiicreleri i¢eren plakanin bobine uzakligi 0.0175 m olarak denklemde
(Denklem 4.2) yerlestirilmis ve manyetik alan degeri 0.94 mT olarak hesaplanmaistir.

1.257x 107 (T2)%500%1.5 (4)*0.0201 m?
p o 1o (rt) 42

2%(0.01752+0,02012m?2)3/2

Manyetik alan degeri (B)= 0.0009306 T (Tesla) olarak hesaplanmis olup birim
cevirmeleri yapildiginda manyetik alan degeri 0.94 mT (mili Tesla) olarak belirlenmistir.

Hesaplanan 0.94 mT manyetik alan degeri, Pasco Capsotone Yazilimmin 1+0.2
mT manyetik alan dalga sinyalleri ile es degerdir. Hesaplamalara (0.94 mT) ve manyetik
alan dalga sinyallerine (bakiniz Sekil 4.1.ve Sekil 4.2.) gore manyetik alan degeri 1+ 0.2
mT’ dir. Sonuglar toplu olarak degerlendirildiginde hiicrelerin 15 dakika boyunca 14 0.2
mT’ya maruz kaldig1 soylenebilir.
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4.2. PEMF Maruziyetinin U87-MG Hiicre Hattinda Oksidan-Antioksidan
Molekiilleri Uzerine Etkileri

4.2.1. PEMF maruziyetinin U87-MG hiicre hattinda hiicre canlihg iizerine etkileri

Yiiksek sitotoksik etkiye sahip H2O2’nin U87-MG insan glioblastoma
hiicrelerindeki hiicre canliligina etkilerini belirleyebilmek i¢in Grup 1 (kontrol)’in hiicre
canliligt %100 kabul edilip Grup 2 ve Grup 3 hiicrelerinin %50’sini 6ldiiren
konsantrasyon (IC50) degeri hesaplanmustir.

Farkli zaman araliklarinda (30 dakika, 24 saat ve 48 saat) 0.1 mM H202 muamelesi
ile oksidatif stresin indiiklendigi Grup 2’de hiicre canliliginin muamele zamanina bagl
olarak Grup 1’e kiyasla sirasiyla yaklasik %56, %32 ve %22 oldugu saptanmistir (Sekil
4.3.3). H2O2’nin en yiiksek sitotoksik etkisinin 48 saatlik muamele zamaninda oldugu
tespit edilmistir (Sekil 4.3.a). Farkli zaman araliklarinda (30 dakika, 24 saat ve 48 saat)
0.1 mM H202 muamelesi ile oksidatif stresin indiiklenmesinin ardindan 75 Hz-1+£0.2 mT
PEMF’ye 15 dk maruz kalan Grup 3’de ise, hiicre canliliginin muamele zamanina baglh
olarak Grup 1’e kiyasla sirasiyla yaklasik % 72, %51 ve %37 oldugu gozlemlenmistir
(Sekil 4.3.b). Benzer olarak Grup 3’de, H202’nin en yiiksek sitotoksik etkisinin 48 saatlik
muamele zamaninda oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.3.b).

150- Grup 2 150- Grup 3

B B

= = -+ 30 dakika
c c

S 3 =+ 24 saat
E g -+ 48 saat
5 8

I I

0 3 T T 1

00 05 10 15 20 25 00 05 10 15 20 25

Log kensantrasyon Lag konsantrasyon

(@) (b)

Sekil 4.3. U87-MG hiicrelerinde 0.1 mM H202 muamele zamanina bagli hiicre canliligi
yiizdelerinin (%) sirasiyla @) Grup 2; ve b) Grup 3’te gosterimi

Elde edilen sonuglara gore, farkli zaman araliklarinda (30 dakika, 24 saat, 48 saat)
0.1 mM H202 muamelesinin ardindan PEMF’ye maruz birakilan grupta (Grup 3), PEMF
etkisi ile hiicre canliliginin farkli zaman araliklarinda (30 dakika, 24 saat, 48 saat) 0.1
mM H20: ile muamele edilen gruba (Grup 2) gore yiizde olarak daha yiiksek oldugu
belirlenerek, PEMF’nin oksidatif stresin tetikledigi hiicre canliligindaki diisiisii inhibe
edici etkisinin oldugu sdylenebilmektedir.
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4.2.2. PEMF maruziyetinin U87-MG hiicre hattinda ROS diizeyine etkileri

Grup 1’in, farkli zaman araliklarinda (30 dakika, 24 saat ve 48 saat) 0.1 mM H2O>
muamelesi ile oksidatif stresin indiiklendigi Grup 2’nin, ve 0.1 mM H202 muamelesinin
ardindan PEMF’ye maruz kalan Grup 3’lin ROS seviyeleri spektroflorometri ile 6l¢iilerek
muamele zamanina bagli olarak hem gruplar aras1 hem de grup i¢i karsilastirmasi Sekil
4.4°de gosterilmistir.

Elde edilen sonuglara gére Grup 2’nin farkli zaman araliklarinda (30 dakika, 24
saat ve 48 saat) 0.1 mM H20, muamelesi sonrasindaki ROS seviyeleri Grup 1 (kontrol)
ve Grup 3’in ayn1 zaman araliklarindaki ROS seviyelerine gore (p<0.001, sirasiyla)
anlamli derecede daha yiiksektir (Sekil 4.4.a). Ayrica, Grup 2’nin 30 dakikalik ROS
seviyesi 24 saat (p=0.006) ve 48 saat (p=<0.001) muamele gruplarina gore, 24 saatlik ROS
seviyesi de 48 saatlige (p=<0.001) gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha
yiiksektir (Sekil 4.4.b). Grup 3’iin 24 saat ve 48 saatlik ROS seviyeleri Grup 1 (kontrol)’e
(p=0.009; p=0.001 sirasiyla) gore, 48 saatlik ROS seviyesi de hem 30 dakika (p<0.001)
hem de 24 saatlik (p=<0.001) ROS seviyelerine gore istatistiksel olarak anlamli derecede
daha yiiksektir (Sekil 4.4.a).
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Sekil 4.4. Reaktif Oksijen Tiir (ROS) (Relatif Floresan Unit (R.F.U) seviyelerinin
(ortalama + SD) a) gruplar arasi, ve b) grup i¢i, 0.1 mM H202 muamele zamanina goére
karsilastirilmasi. **p<0.01; ***p<0.001°deki istatiksel farki isaret etmektedir. Veriler
Tek-Yonli Varyans Analizi (One-Way ANOVA) ile degerlendirilmis, c¢oklu
karsilastirmada LSD Post-Hoc test kullanilmistir

Grup 2’de 30 dakika H20> muamelesinin ROS seviyesine etkisinin 24 ve 48
saatlik muamele zamanlarma gore daha yiiksek olmasi, hiicrelerdeki oksidatif stres
etkisinin zamana bagli olarak azalabildigini gostermektedir. Grup 3’te ise 48 saatlik ROS
seviyesinin 30 dakikalik ve 24 saatlik ROS seviyelerine gore daha yliksek olmasi
PEMF’nin oksidatif stres iizerindeki etkisinin H,O> muamele zamanina bagl olarak
degisebildigini gostermektedir. Sonuglar toplu olarak degerlendirildiginde, Grup 3’teki
ROS seviyelerinin PEMF etkisinin incelenmedigi, sadece farkli zaman araliklarinda (30
dakika, 24 saat, 48 saat) 0.1 mM H0O> ile muamelenin ardindan ROS seviyelerinin
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degerlendirildigi gruba gore (Grup 2) daha diisiik olmas1t PEMF’nin oksidatif stres etkisi
ile ortaya ¢ikan ROS diizeylerine diistiriicii etkisinin olabilecegini gostermektedir.

4.2.3. PEMF maruziyetinin U87-MG hiicre hattinda glutatyon peroksidaz (GPx)
aktivitesi tizerine etkileri

Grup 1’in, farkli zaman araliklarinda (30 dakika, 24 saat ve 48 saat) 0.1 mM H:0>
muamelesi ile oksidatif stresin indiiklendigi Grup 2’nin, ve 0.1 mM H20O2 muamelesinin
ardindan PEMF’ye maruz kalan Grup 3’iin GPx aktivitesi spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. Elde edilen sonucglara gére Grup 1 (kontrol)’in 30 dakika, 24 saat, 48
saatlik GPx aktiviteleri Grup 2’nin aym1 muamele zamanlar1 sonrasindaki GPx
aktivitelerine gore (p<0.001, sirasiyla) anlamli derecede daha yiiksektir (Sekil 4.5.a).
Grup 1’in 24 saatlik GPx aktivitesi 30 dakika (p<0.001) ve 48 saatlige (p<0.001) gore, 30
dakikalik GPx aktivitesi de 48 saatlige (p<0.001) gore istatistiksel olarak anlaml
derecede daha yiiksektir. Grup 2’nin 24 saatlik GPx aktivitesi ise, 30 dakika (p<0.001) ve
48 saatlige (p<0.001) gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha ytiksektir (Sekil
4.5.b). Grup 3’iin ise, 30 dakika, 24 saat, 48 saatlik GPx aktiviteleri Grup 1 (kontrol) ve
Grup 2’nin 30 dakika, 24 saat, 48 saatlik GPx aktivitelerine gore (p<0.001, sirasiyla)
anlamli derecede daha yiiksektir. (Sekil 4.5.a). Ayrica, Grup 3’iin 30 dakikalik GPx
aktivitesi 24 saat (p<0.001) ve 48 saatlige (p<0.001) gore, 24 saatlik GPx aktivitesi de 48
saatlige (p<0.001) gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksektir (Sekil 4.5.b).
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Sekil 4.5. Glutatyon Peroksidaz (GPx) aktivitesinin (ortalama &+ SD) a) gruplar arasi ve
b) grup i¢i, 0.1 mM H202 muamele zamanina gore karsilastiriimasi. ***p<0.001’deki
istatiksel istatiksel farki isaret etmektedir. Veriler Tek-Y6nlii Varyans Analizi (One- Way
ANOVA) ile degerlendirilmis, ¢coklu karsilastirmada LSD Post-Hoc test kullanilmistir

Sonuglar toplu olarak degerlendirildiginde, farkli zaman araliklarinda (30 dakika,
24 saat, 48 saat) 0.1 mM H202 muamelesi ile oksidatif stresin indiiklenmesinin ardindan
PEMF’ye maruz birakilan grupta (Grup 3), PEMF etkisi ile GPx aktivitelerinin farkli
zaman araliklarinda (30 dakika, 24 saat, 48 saat) 0.1 mM H20: ile muamele edilen gruba
(Grup 2) gore daha yiiksek olmasi, PEMF’nin U87-MG hiicrelerinde antioksidan enzim
aktivasyonunu arttirarak oksidatif stresin olas1 yikict etkilerini azaltict etkisinin
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olabilecegini gostermektedir. Ayrica, Grup 3’in 30 dakikalik H>O> muamelesinin
ardindan olgiilen GPx aktivitesinin 24 saat ve 48 saatlige gore daha yiiksek olmasi,
PEMF nin oksidatif stresin indiiklenme zamanina bagli olarak GPx aktivitesinde azaltici
etkisinin olabilecegini gostermektedir.

4.2.4. PEMF maruziyetinin U87-MG hiicre hattinda glutatyon (GSH) miktarina
etkileri

Grup 1’in, farkli zaman araliklarinda (30 dakika, 24 saat ve 48 saat) 0.1 mM H:0>
muamelesi ile oksidatif stresin indiiklendigi Grup 2’nin ve 0.1 mM H202 muamelesinin
ardindan PEMF’ye maruz kalan Grup 3’iin GSH miktar tayini HPLC teknigi kullanilarak
belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gére Grup 3’iin 30 dakika, 24 saat, 48 saatlik GSH
miktart Grup 2’nin ayn1 muamele zamanlari sonrasindaki GSH miktarina gore (p<0.001,
sirastyla) anlamli derecede daha yiiksektir (Sekil 4.6.a). Ancak Grup 3’iin 30 dakika, 24
saatlik GSH miktar1 Grup 1’in ayni muamele zamanlar1 sonrasindaki GSH miktarina gore
(p<0.001, sirasiyla) anlaml1 derecede daha yiiksek iken, Grup 3’iin 48 saatlik GSH miktari
Grup 1’in ayn1i muamele zamanlar1 sonrasindaki GSH miktaria gore (p<0.001, sirasiyla)
anlamli derecede daha diistiktiir (Sekil 4.6.a). Grup 2’nin 48 saatlik GSH miktar ise, 30
dakika (p<0.001) ve 24 saatlige (p<0.001), 24 saatlik GSH miktar1 da 30 dakika’ya
(p=0.001) gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha diistiktiir (Sekil 4.6.b). Ayrica,
Grup 3’tin 30 dakikalik GSH miktar1 24 saat (p<0.001) ve 48 saatlige (p<0.001) gore,
24 saatlik GSH miktar1 da 48 saatlige (p<0.001) gore istatistiksel olarak anlamli derecede
daha yiiksektir (Sekil 4.6.b).
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Sekil 4.6. Glutatyon (GSH) miktarinin (ortalama = SD) a) gruplar arasi, ve b) grup ici
0.1 mM H202 muamele zamanina gore karsilagtirilmasi. ***p<0.001’deki istatiksel
istatiksel farki isaret etmektedir. Veriler Tek-Yonlii Varyans Analizi (One-Way
ANOVA) ile degerlendirilmis, ¢oklu karsilagtirmada LSD Post-Hoc test kullanilmigtir

Sonuglar toplu olarak degerlendirildiginde, farkli zaman araliklarinda (30 dakika,
24 saat, 48 saat) 0.1 mM H202 muamelesi ile oksidatif stresin indiiklenmesinin ardindan
PEMEF’ye maruz birakilan grupta (Grup 3), PEMF etkisi ile GSH miktarinin farkli zaman
araliklarinda (30 dakika, 24 saat, 48 saat) 0.1 mM H>O> ile muamele edilen gruba (Grup
2) gore daha yiiksek olmasi, PEMF’nin U87-MG hiicrelerinde antioksidan molekiil
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miktarini arttirarak oksidatif stresin olas1 yikici etkilerini azaltict etkisinin olabilecegini
gostermektedir. Ayrica, Grup 3’lin 30 dakikalik H2O2 muamelesinin ardindan 6l¢iilen
GSH miktarinin 24 saat ve 48 saate gore daha yiiksek olmasi, PEMF nin oksidatif stresin
indiiklenme zamanina bagli olarak GSH miktarinda diisiiriicii etkisinin olabilecegini
gostermektedir.
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5. TARTISMA

Elektronik cihazlardan ve tibbi ekipmanlardan yayilan farkli frekans araligindaki
elektromanyetik alanlarin (EMA), insan sagligin1 olumsuz yonde etkiledigi, kan, beyin,
akciger gibi bazi kanser tiirlerinin, Alzheimer ve Parkinson gibi ndrodejeneratif
hastaliklarin goriilme sikligini arttirdigr bilinmektedir (Kim vd. 2019; Hao vd. 2018;
Teimori vd. 2016). Ozellikle, yiiksek frekansli EMA’lar, insan viicudunun sahip oldugu
hiicre i¢i iyon dengesi gibi homeostatik dengeleri bozarak hiicre i¢cinde hidrojen peroksit
(H202) gibi reaktif oksijen tiirleri (ROS) seviyesinin artmasina neden olmaktadir (Kivrak
vd. 2017; Wang ve Zhan 2017). Hiicrelerde diisiik seviyelerdeki ROS ikinci haberciler
olarak davranabilir ve gen ekspresyonu, hiicre proliferasyonu, apoptozis (programlanmis
hiicre 6liimii) ve diger hiicre i¢i yolaklara yanit olarak sinyal yolaklarini aktive edebilir,
O0te yandan yiiksek seviyelerdeki ROS membran fosfolipitlerine saldirabilir,
mitokondriyal fonksiyonu bozabilir ve normal hiicresel siire¢leri proteinler, lipitler, DNA,
RNA gibi temel hiicresel bilesenlere hasar vererek bozabilir (Wang ve Zhang, 2017). Bu
nedenle hiicre i¢i ROS seviyesinin dengesi énemli olup, bu dengenin korunmasinda
glutatyon (GSH), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz
(CAT) gibi antioksidan savunma sistemi elemanlari rol almaktadir (Ighodaro ve Akinloye
2017; Kim vd. 2015). Beynimizde noronlarin mekanik destegini saglayan, sinyallerini
modiile eden ve besin metabolizmasini aktiflestiren noroglia (glia veya glial hiicreler)
hiicrelerinin yiiksek seviyelerde SOD, CAT, GPx, GSH, glutatyon disiilfit (GSSG),
glutatyon S-transferaz (GST) gibi antioksidan savunma sistemi elemanlarina sahip
oldugu ve oksidatif stres altinda noronlara gore daha iyi proteksiyon sagladigi
bilinmektedir (Carlson, 2019; Khanna ve Nehru, 2007). No6ronal gelisimin ve serebral
metabolizmanin diizenlenmesinde rol oynayan glial hiicre tipi olan astrositler, néronlari
oksidatif strese ve sitotoksisiteye karsi korumaktadir (Hayakawa vd. 2016). Ayrica,
noronlarin antioksidan kapasitesinin sinirli oldugu (Khanna ve Nehru, 2007; Cobley,
2018), oksidatif stresle miicadele sirasinda astrositlerin sitoplazmasinda SOD, CAT, GPx,
glutatyon rediiktaz (GR)’1n aktivitesinin arttig1 (Li ve Stary 2016), glial hiicrelerinin
oksidatif stres ve inme gibi farkli sebeplerin tetikledigi noéronal Oliimleri azaltarak
noroproteksiyonu sagladig: bilinmektedir (Xu vd. 2020; Utarra vd. 2009).

Son yillarda, yumusak dokularda yara iyilesmesi, cilt {ilseri, Alzheimer ve
Parkinson gibi noérodejeneratif hastaliklarin tedavisinde diisiik frekanslhi darbeli
elektromanyetik alan (PEMF) kullanimi dikkat cekici olup farkli siire (60 dk/giin; 10
dk/giin; 30 dk/giin gibi) ve frekanslardaki (100 Hz-10 mT; 75 Hz-1 mT, 75 Hz-1.5 mT,16
Hz-282 puTgibi) PEMF maruziyetinin kemik, karaciger, bobrek gibi ¢esitli dokularda
hiicre canliligini, siiperoksit anyonu (O2)’nun eliminasyonunu saglayan SOD ve
H202’nin eliminasyonunu saglayan GPx ve/veya CAT gibi antioksidan savunma
mekanizmasindaki enzimlerin aktivitesini/seviyesini etkiledigi in vivo (Gozen vd.
2017;Tasbih-Forosh 2017) ve in vitro (Ehnert vd. 2017; Vincenzi vd. 2017; Falone vd.
2016; Osera vd. 2015) ¢alismalarca raporlanmistir. Fakat, beyin hiicrelerini 6nce belirli
bir doz ve siirede H20: ile muamele ederek oksidatif stresi indiikleyip, daha sonra sabit
sire ve frekansta uygulanan PEMF maruziyeti ile antioksidan savunma sistemi
mekanizmasinda rol alan enzimler arasindaki hiicresel etkilerin arastirildig1 ¢aligmalar
siirhdir (Wang ve Zhang; Falone vd. 2016; Osera vd. 2015). Bu nedenle ¢alismada,
farkli stirelerde (30 dakika, 24 saat, 48 saat) yiiksek doz H202 muamelesi ile oksidatif
stresin indiiklendigi U87-MG insan glioblastoma hiicre hattinda 75 Hz-1£0.2 mT
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PEMF’ye 15 dakika maruziyetin hiicre canliligina, ROS seviyesine, antioksidan
enzimlerden GPx ve GSH’in aktivitesi ve/veya miktarina hiicresel ve biyokimyasal
etkilerinin arastirtlmast amaglanmaistir.

Farkli konsantrasyondaki H.O; ile muamele edilen beyin hiicresi dahil ¢ogu
memeli hiicre hattinda, H202 muamelesinin DNA, protein, lipid gibi biyomolekiillerin
yapilarin1 bozdugu, apoptozisi tetikledigi ve hiicre ici ROS seviyesini arttirarak oksidan-
antioksidan dengesinin bozulmasina neden oldugu bilinmektedir (Wang ve Zhang, 2017,
Giilden vd. 2010). 0.001 mM’1n {izerindeki H20> konsantrasyonunun hiicre biiyiimesini
durdurdugu, apoptozise, oksidatif strese neden oldugu, ¢ok diisiik seviyeli (3-15 uM)
H20> konsantrasyonun hiicre biiyiimesini stimule ettigi, ara konsantrasyonun (250-400
uM) hiicre biiytimesini durdurdugu, yiiksek konstrasyonun (100 pM-1 mM arasi ve iistii)
ise nekrotik hiicre 6liimlerine neden oldugu raporlanmistir (Giilden vd. 2010; Oyama vd.
1996). Ornegin, 0.4 mM H,0ile 4 saat muamele edilen HepG-2 karaciger hiicresinde ve
0.5 mM H20: ile 8 saat muamele edilen Raw 264.7 kemik hiicresinde ROS seviyesinin
arttigi, indiiklenen oksidatif stres nedeniyle SOD, CAT ve GPx gibi antioksidanlarin
aktivitesinin azaldig1 raporlanmustir (Zhang vd. 2020; Lin vd. 2019). Beyin hiicrelerinde
yiiksek konsantrasyondaki H2O2 muamelesinin ROS seviyesini arttirdig1 (Daverey ve
Agrawal 2018), antioksidan enzim aktivitesini azalttigi (Konyalioglu vd. 2013) ve
oksidatif strese neden oldugu (Oyama vd. 1996) raporlanmistir. Ornegin, siganlarin
serebral ve kortikal néron hiicrelerinde, embriyonik néral kok hiicrelerinde yapilan
caligmalar, 100 pM’dan 1mM’a kadar olan H20O> konsantrasyonuna 60 dk maruziyetin
oksidatif stres seviyesini arttirdig1 (Oyama vd. 1996), 100 uM H20> konsantrasyonuna 30
dk maruziyetin hiicre ici ATP diizeyini azalttigi, kortikal néron hiicrelerinin SOD
yogunlugunda artisa neden oldugu (Tsai vd. 2018), hiicrelerin %45 inin ise 100 uM H202
konsantrasyonunda 06ldiigii (Konyalioglu vd. 2013) bildirilmistir. Yukarida 6zetlenen
calismalarda yiiksek doz olarak belirtilen100 uM ve iizeri H.O2 konsantrasyonu ile
muamelenin ROS seviyesini arttirdig1 ve hiicre canliligin1 yiiksek oranda azalttig
raporlandigindan caligmada U87-MG insan glioblastoma hiicrelerinde oksidatif stres
etkisini net olarak gézlemleyebilmek icin yiiksek doz (0.1 mM) H20: ile hiicre muamelesi
tercih edilmistir.

Agir metaller, gegis metalleri, endiistriyel ¢oziiciiler, pestisitler gibi kimyasallar,
anti-kanser ilaglari, sigara dumani ve mitokondride oksijen seviyesinin azalmasiyla
olusan hipoksi hiicre i¢i serbest radikal seviyesini ve oksidatif stresi arttirmaktadir
(Zhang vd. 2019; Fong, 2018; Phaniendra vd.2015; Uttarra vd. 2009). Mitokondride
oksijen seviyesinin azalmasiyla olusan hipoksinin, hipoksiyle indiikklenen faktor-1-alfa
(HIF1-o) geninin aktivasyonunu attirdigi, artan HIF1-a gen aktivasyonunun siiperoksid
dismutaz 2 (SOD2) ekspresyonunu baskiladigi, ROS iiretimini diizenledigi (Thomas ve
Ashroft 2019), mikroglia, astrositler ve noronlarda tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-a),
interlokin-6 (1L-6) gibi apoptotik etkiye sahip proteinlerin artan seviyesiyle hiicre i¢ci ROS
tiretiminin artarak oksidatif stresin tetiklendigi (Cobley, 2018; Vincenzi vd. 2017; Tanabe
vd. 2010) bilinmektedir. 24 ve 48 saat siire ile oksijen seviyesinin %2 oldugu hipoksi
kosulunda inkiibe edilen SH-SYS5Y insan noroblastoma ve N9 insan mikroglia
hiicrelerinde es zamanli olarak uygulanan 75 Hz-1.5 mT PEMF maruziyetinin SH-SY5Y
hiicrelerinde HIF 1-a geninin aktivasyonunu ve N9 hiicrelerinde TNF-a ve IL-6 protein
seviyesini azaltarak apoptotik oliimleri azalttigi raporlanmistir (Vincenzi vd. 2017).
Calismada, Vincenzi vd. (2017) ¢alismasinin sonuglari ile uyumlu olarak farkli stirelerde
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(30 dakika, 24 saat, 48 saat) 0.1 mM H>O> muamelesiyle oksidatif stresin
indiiklenmesinin ardindan 75 Hz-1+0.2 mT PEMF’ye 15 dakika maruz birakilan U87-
MG insan glioblastoma hiicrelerinde (Grup 3), PEMF maruziyetinin muhtemel
sitoprotektif etkisi ile hiicre canliliginda artisa neden oldugu gozlemlenmistir. PEMF
maruziyetinin olmadig1 Grup 2 ve PEMF maruziyetinin oldugu Grup 3’de 30 dakikalik
hiicre canliligi 24 ve 48 saatlikten, 24 saatlik hiicre canliligr da 48 saatlikten daha
yiiksektir. Bu durum, PEMF nin olas1 sitoprotektif etkisinin H2O2 muamele siiresine bagl
olarak degisebilecegini diisiindiirse de kesin degildir. Ciinkii, bizim sonucumuza uyumlu
olarak PEMF maruziyetinin olmadig1 sadece H2O> ile muamele edilen glial hiicreleri ve
embriyonik noral kok hiicrelerinde hiicre canliliginin H2O2 muamele siiresine bagli olarak
azaldigin raporlayan caligmalar meveuttur (Kang vd. 2014; Konyagiloglu vd. 2013).
Ornegin, Kang vd. (2014) ¢alismasinda U87-MG glioblastoma hiicreleri 12 ve 24 saat
siirelerde 0.1 mM H>0> ile muamele edilmis ve 12 saatlik muamele sonundaki hiicre
canliliginin 24 saatlikten fazla oldugu gosterilmistir. Ayn1 sekilde, Konyagiloglu vd.
(2013) calismasinda 0.1 mM H»Oq ile farkli stirelerde (5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 dk)
muamele edilen embriyonik noral kok hiicrelerinde hiicre canliliginin muamele siiresine
bagh olarak azaldigi raporlanmistir. Bu sonuglar, Grup 3 hiicrelerinde gdzlemlenen
zamanla azalan hiicre canliliginin H,O2 muamele siiresine bagli olabilecegini, PEMF’nin
hiicre canlilig1 iizerindeki etkisinin tiim H2O, muamele siirelerine bagli olarak Grup 3’te
Grup 2’ye gore daha yiiksek olmasi da PEMF nin oksidatif stresten kaynakli hiicre
oliimlerini azaltici olast sitoprotektif etkisinin olabilecegini gostermektedir.

PEMF nin, oksidatif stresin indiiklemesinin ardindan kemik ve beyin gibi farkl
tip hiicrelerde ROS seviyesini azalttigini, antioksidan enzim aktivitesini arttirdigini
gbsteren calismalar mevcuttur. Ornegin, Pi vd. (2019) ¢alismasinda yiiksek doz (1 mM)
H202 muamelesinin ardindan 75 Hz-1 mT PEMF’ye maruz birakilan RAW 264.7 kemik
hiicrelerinde, H20> ile muamele edilmeyen ve PEMF’ye maruz birakilmayan hiicrelere
gore ROS seviyesinin diisiik, SOD ekspresyonunun yiiksek oldugu gosterilmistir. Benzer
olarak, Vincenzi vd. (2017) calismasinda 75 Hz-1.5 mT PEMF’ye maruz birakilan
hipoksinin indiiklendigi SH-SYS5Y insan néroblastoma ve N9 insan mikroglia
hiicrelerinde ROS seviyesinin PEMF’ye maruz birakilmayan hiicrelere gore daha az
oldugu raporlanmistir. Bu sonuglara benzer sekilde, ¢alismada PEMF’ye maruz birakilan
Grup 3’ln ROS seviyesi Grup 2’ye gore daha diistliktiir. Ayrica, Grup 3°de hiicre canliligi,
antioksidan elemanlardan GPx aktivitesi, ve GSH miktari Grup 2’ye gére daha yiiksektir.
Sonuglar, PEMF’ nin globlastoma hiicrelerinde olasi sitoprotektif etkisi ile farkli siirelerde
H202 muamelesi ile indiiklenen oksidatif stresin tetikledigi sitotoksik etkileri hiicre
canliligmmi, GPx aktivitesini, GSH miktarin1 arttirarak, ROS seviyesini ise azaltarak
Onleyebilecegini gostermektedir. Calisma sonuclari, c¢ok diisiik frekansa sahip
elektromanyetik alana (ELF-EMA) maruziyetin néron hiicrelerinde hiicre sagkalim
oranin1 ve antioksidan enzim ekspresyonunu arttirdigini gdsteren caligmalarca da
uyumludur. Ornegin, Falone vd. (2007) SH-SY5Y insan noroblastoma hiicresini 50 Hz-
ImT ELF-EMA’ya 96 saat maruz birakarak hiicre canliliginin arttigini, GPx ve glutatyon
S-transferazin (GST) ise pozitif olarak modiile oldugunu gostermislerdir. Benzer sekilde,
bes giin, giinde 7 dk olacak sekilde tekrarli olarak uygulanan 16 Hz ELF-PEMF
maruziyetinin hOBs osteoblast hiicrelerinde GPx, SOD2, CAT’in mRNA, protein
seviyelerine ve enzim aktivitesine arttirici, ROS seviyesini ise azaltici etkisinin oldugunu
gosteren calisma da mevcuttur. (Ehnert vd. 2017). S6z konusu c¢alismada PEMF
maruziyetinin ROS diizeyindeki azaltici etkisi, %0.001 H2O2 ile muamele edilen pozitif
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kontrol hOBs osteoblast hiicreleri ile karsilastirilarak gosterilmistir. Yine benzer sekilde,
75 Hz-2 mT PEMF ye kisa ve tekrarli (15 dk, 3 tekrarl1 5 giin ya da haftada 4 kez 10 dk)
on-maruziyetin ardindan farkli siirelerde (10 dk, 30 dk) yiiksek doz (1 mM) H20: ile
muamele edilen ilaca duyarli SH-SYS5Y ve ilaca direngli SK-N-BE(2) insan
ndroblastoma hiicrelerinde hiicre canliligi, Mn-bagimli superoksid dismutaz (MnSOD)
aktivitesi, ROS seviyesi, apoptotik belirte¢lerden p53 geninin aktivitesi, protein kinaz C
(PKC) sinyal yolagi ve onun downstream hedeflerinden insan antijeni R (HUR)
proteininin ekspresyonlar1 arastirilmis ve ROS seviyesinin PEMF’ye 6n-maruziyet
sonras1 H20z ile muamele edilen grupta PEMF 6n-maruziyetinin olmadig1 sadece H20>
ile muamele edilen gruba gore diisilk, MnSOD aktivitesinin ise yiiksek oldugu
raporlanmistir (Falone vd. 2016; Osera vd. 2015). Bu calismalardan farkli olarak
calismada PEMF’nin oksidatif stres lizerine olas1 sitoprotektif etkisini inceleyebilmek
icin glioblastoma hiicreleri 6nce yiiksek doz H20 ile muamele edilerek oksidatif stres
indiiklenmesi saglanmis, ardindan PEMF maruziyeti uygulanmistir.

Calismada PEMF maruziyetinin oldugu Grup 3’tin farkli zaman araliklarindaki
ROS seviyesine bakildiginda H202 muamele siiresine bagli olarak ROS seviyesinin arttig1
gozlemlenmistir (bakiniz Sekil 4.4.b). Bu sonug, 75 Hz-2 mT PEMF’ye 6n maruziyetin
ardindan 10 ve 30 dk 1 mM H20: ile muamele edilen SK-N-BE(2) ve SH-SY5Y insan
noroblastoma hiicrelerinde 30 dakikalik ROS seviyesinin 10 dakikaliktan diisiik oldugunu
gosteren Falone vd. (2016) ve Osera vd. (2015) calismalar ile 6rtlismemektedir. Fakat,
yukarida da bahsedildigi gibi Falone vd. (2016) ve Osera vd. (2015) ¢aligmalarindan
farkli olarak calismada yiiksek doz H2O2 muamelesinin ardindan PEMF uygulanarak
PEMF’nin U87-MG insan glioblastoma hiicrelerinde indiiklenen oksidatif stres tizerine
olas1 noroprotektif etkilerinin incelenmesi hedeflenmistir. Ayrica, Falone vd. (2016) ve
Osera vd. (2015) g¢aligmalarinda H,O» muamele siiresi olarak 10 ve 30 dk gibi kisa stireler
tercih edilerek kisa siireli hiicresel etkiler incelenmis ancak ¢alismada 24 ve 48 saat gibi
uzun siirelerde yiiksek doz H20, muamelesi ile hiicrelerde daha fazla oksidatif stres
indiiklenmesi hedeflenmis ve bu durum 48 saat muamele siiresi sonrasinda 6l¢iilen ROS
seviyesinin diger muamele siirelerine gére daha yiiksek olmasina neden olmus olabilir.
Benzer olarak Grup 3’lin farkli zaman araliklarindaki GPx aktivitesi incelendiginde H.O>
muamele siiresine bagli olarak GPx aktivitesinin azaldig1 gézlemlenmistir (bakiniz Sekil
4.5.b). Calisma sonucuna uyumlu olarak, 75 Hz-2 mT PEMF’ye 6n-maruziyetin ardindan
10 dakika H2O2 muamelesi sonrasinda oOlgiilen antioksidan enzimlerden MnSOD
aktivitesinin 30 dakikalik muameleden daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Osera vd.
2015). Osera vd. (2015) ¢alismasinda, PEMF 6n maruziyetinin ardindan ilaca duyarli SH-
SY5Y insan noroblastoma hiicreleri oksidatif strese maruz birakilmis olsa da ¢alisma
sonuglarina uyumlu olarak H20, muamele siiresine bagl olarak oksidatif stres etkisinin
daha fazla goriilmesi beklenen nodronal hiicrelerde muamele siiresine bagli ROS
seviyesindeki artisa paralel olarak gozlemlenen azalmis antioksidan aktivitesi beklenen
bir sonugtur. Bu durum PEMF’nin antioksidan enzim aktivitesinde azaltici etkisi oldugu
anlamina gelmemekte tam tersi c¢aligmamiza biitlin olarak baktigimizda diger
calismalardan farkli olarak oksidatif stresin indiiklenmesinin ardindan uygulanan PEMF
ile antioksidan enzim aktivitesinde artig, ROS seviyesinde ise azalis gozlemlenmistir.

Calismada ayrica gruplardaki GSH miktar1 da tayin edilmistir. Endojen bir
antioksidan ve onemli bir hiicresel savunma ajani olan GSH, antioksidan enzimlerin
substrat1 olarak gorev alarak radikal siipliriicli olarak davranmakta olup hiicresel seviyesi
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radikal hasar1 belirlemek i¢in kullanilan bir belirtectir (Kivrak vd. 2017). Oksidatif stres
stirecinde GSH seviyeleri diiserken glutatyon disiilfid artar, H2O> birikimi rediiktaz ve
GPx etkileri ile siiptiriiliir (Kivrak vd. 2017). GPx aktivitesinde azalma H2O> birikimine
ve dolayisiyla hiicresel hasara neden olur (Kivrak vd. 2017). Calismada, Grup 3’iin GSH
miktarinin Grup 2’ye gore daha fazla oldugu goézlemlenmistir. Elde edilen sonuglari toplu
olarak degerlendirdigimizde PEMF maruziyeti ile artan GPx aktivasyonu ile beraber
hiicre i¢i GSH miktarinin da arttigini sdyleyebiliriz. Bu beklenen bir sonugtur, ¢linkii
GSH, GPx aktivitesi i¢in de oldukca 6nemli olup GPx’in kofaktorii olarak rol oyanayarak
H202’nin noétralizyonunda GPx ile beraber ¢aligmaktadir (Wang ve Zhang 2017; Kivrak
vd. 2017). Farkli siirelerde 0.1 mM H>O2 muamelesinin ardindan uygulanan PEMF, GPx
aktivitesi ve GSH miktarini arttirmakta bu da PEMF’nin glutatyon redoks dongiisiinde
etkisi olabilecegini diisiindiirmektedir. Literatiirde, PEMF maruziyetinin ndronal
hiicrelerde GSH miktarina etkilerini inceleyen ¢alismalara denk gelinmemis fakat farkl
frekanstaki EMA’lara maruziyetin  beyin hiicrelerinde antioksidan enzim
aktivitesine/miktarina etkilerini inceleyen ¢alismalar degerlendirilmistir (Meral vd. 2007;
Reale vd. 2014; Berkdz 2018; Peker vd. 2019; Sharma vd. 2021). Ornegin, Meral vd.
(2007) caligmasinda 30 giin, giinde 12 saat 890-915 MHz RF-EMA’ya maruz kalan
Guinea pigs kobaylarinin beyin dokusunda GSH miktarinin ve CAT aktivitesinin azaldig:
raporlanmustir. Benzer sekilde, 24 saat boyunca es zamanli olarak 0.1 mM H202 muamele
edilen ve 50 Hz ELF-EMA’ya maruz kalan insan SH-SYS5Y noéroblastoma hiicrelerinde
CAT aktivitesinin azaldigi Reale vd. (2014) calismasinda gosterilmistir. Yine benzer
olarak, 8 hafta boyunca giinde 2 kez 1800 MHz RF-EMA'ya maruz birakilan sicanlarin
karaciger, bobrek ve beyin dokularindaki malondialdehit (MDA), nitrik oksit (NO) ve
indirgenmis GSH seviyeleri ile SOD ve CAT aktiviteleri Berkéz vd. (2018) calismasinda
incelenmis, RF-EMA'ya maruziyetin siganlarin karaciger, bobrek ve beyin dokularinda
oksidatif stresi tetikleyerek GSH diizeyini, SOD, ve CAT aktivitelerini diisiiriicii etkisinin
oldugu bildirilmistir. Siganlarin beyin ve karaciger dokularindaki bazi antioksidanlarin
(GR, GPx, GST, SOD, CAT, GSH) seviyelerinin degerlendirildigi Sharma vd. (2021)
caligmasinda ise, 1 ay boyunca 1 saat/giin, 5 giin/hafta olacak sekilde 0.434 (W/Kg),
0.433 (W/Kg) ve 0.453 (W/Kg) spesifik absorpsiyon orani (SAR) degerine sahip 900,
1800 ve 2100 MHz RF-EMA’ya maruz birakilan siganlarin beyin ve karaciger
dokularinda GSH miktarinin énemli Olglide azaldig1 6zellikle 2100 MHz RF-EMA’ya
maruz kalan siganlarin beyin ve karaciger dokularinda GSH miktarinin diger gruplara
gore daha az oldugu belirlenmistir. Ayrica 900, 1800 ve 2100 MHz RF-EMA’ya maruz
kalan siganlarin tiim maruziyet gruplarinda beyin dokularindaki GSH miktarinin
karaciger dokusuna gore diisiik oldugu raporlanmis olup bu ¢alismanin sonucu da beynin
oksidatif strese kars1 daha duyarli oldugunu bir kez daha gdstermis olmustur.

Yukarida Ozetlenen beyin dokularinda RF-EMA maruziyetinin uygulanan
frekansa, doza, siireye bagl olarak antioksidan enzim seviyelerinde/miktarinda azaltici
etkisinin oldugunu gosteren calismalarin aksine PEMF gibi dislik frekansh
elektromanyetik alan olan ELF-EMA’ya maruziyetin antioksidan enzim
seviyelerinde/miktarinda artis1 tetikledigini gdsteren ¢alismalarda vardir. Ornegin, Di
Loreto vd. (2009) calismasinda Sprague-Dawley (SD) cinsi si¢anlarin embriyolarinin
kortikal néron hiicreleri 7 giin boyunca 50 Hz frekansta 0.1-1.0 mT manyetik alandaki
ELF-EMA’ya maruz birakilmis ve ELF-EMA maruziyetin néron hiicrelerinin hiicre
canliligin1 arttirdig1, sican ndronal primer kiiltiirlerinde apoptotik 6liim seviyelerini
azalttigi, 1 mT ELF-EMA maruziyetin néron hiicrelerinde GSH seviyesini arttirici
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etkisinin oldugu raporlanmistir. Benzer sekilde, yeni dogan sicanlart (dogumdan 10 giin
sonra) 30 giin boyunca giinde 24 saat siirekli olarak 50 Hz-0.5 mT ELF-EMA’ya maruz
birakmanin siganlarin beyin hiicrelerinde oksidatif stres parametrelerinden MDA ve SOD
seviyesini yiikseltici etkisinin oldugu, GSH seviyesinin ise degismedigi gosterilmistir
(Rageh vd. 2012). Peker vd. (2019) ¢alismasinda ise Guinea domuzlar1 7 giin boyunca
siirekli (giinde 4 saat) ve kesikli (2 saat agik/2 saat kapali/2 saat agik) olacak sekilde 1.5
Hz-50 mT ELF-EMA’ya maruz birakilmis ve beyin dokularinda kesikli ELF-EMA
maruziyetin siirekli maruziyet gruplarina kiyasla GSH seviyesini arttiric1 etkisi
olabilecegi bildirilmistir. Darbeli elektromanyetik alanlar (PEMF) bir tiir periyodik
alternatif akim (AC) manyetik alandir ve siradan statik ve AC manyetik alanlarin aksine
darbeli manyetik alanlar kesikli ve periyodiktir (Jiang 2018; Shupack vd. 1992).
Calismada gozlemlenen PEMF maruziyeti sonrasi beyin hiicresinde artan GSH miktari,
ELF-EMA maruziyetinin beyin hiicrelerinde/dokularinda  antioksidan  enzim
seviyelerinde arttirict etkisinin oldugunu gosteren c¢alismalarin sonuglariyla uyumludur.
Buna ilaveten, calismada U87-MG insan glioblastoma hiicre hatt1 darbe siiresinin 1.3 ms
(gorev dongiisii 1/10) oldugu 75 Hz frekansinda, 1+0.2 mT yogunlugunda PEMF’ye 15
dakika maruziyet birakilarak aslinda hiicreler kesikli ve periyodik olarak uyarilmistir. Bu
nedenle calismada uygulanan PEMF maruziyeti Peker vd. (2019) calismasindaki kesikli
olarak uygulanan ELF-EMA maruziyeti ile benzerlik gostermekte olup her iki
maruziyette de hiicrelerin siirekli degil kesikli ve periyodik olarak uyarilmasi hiicresel
antioksidan cevaplar1 daha fazla tetiklemis olabilir. Caligmada oldugu gibi PEMF gibi
pulse yani darbeli yayilan diisiik frekansli EMA’larin hiicreleri kesikli ve periyodik olarak
uyararak oksidatif stresin olasi sitotoksik etkilerini hiicre i¢i antioksidan enzim
aktivitesini/miktarini arttirarak azaltabilecegi diisliniilebilir. Calismada, Grup 3’iin farkh
zaman araliklarindaki GSH miktarina bakildiginda GSH miktarinin H,O> muamele
stiresine bagli olarak azaldigi goézlemlenmistir (bakiniz Sekil 4.6.b). Bu sonug,
elektromanyetik alan etkisinin incelenmedigi beyin hiicresi disindaki hiicrelerde H20:
muamele siiresine bagli olarak GSH seviyesinin/miktarinin azaldigin1 gosteren
caligmalarca uyumludur (Park vd. 2013; Park 2014; Coimbra-Costa vd. 2017; Liu vd.
2019). Ornegin, pulmoner fibroblast (HPFs) akciger hiicrelerinde 25, 60, 120, 180
dk farkl siirelerde 0.1 mM H20: ile muamelenin muamele siiresine bagl olarak GSH
miktarini azalttigi gosterilmistir (Park vd. 2013). Benzer olarak Park (2014) ¢alismasinda
rahim agzi1 kanser hiicresi (Hela) 1 ve 24 saat boyunca 0.1 mM H20: ile muamele edilerek
hiicre i¢i tiikenen GSH miktar1 incelenmis ve 24 saat 0.1 mM H202 muamele sonrast GSH
miktarinin diger gruplara kiyasla daha fazla azaldig: bildirilmistir. Yine, hiicre i¢i redoks
durumunu modiile eden ve tiyol igeren antioksidan olan N-asetilsistein (NAC) nin
embronik sigan kalp hiicresinden koken alan H9¢2 hiicrelerindeki etkisini inceleyen Liu
vd. (2019) c¢alismasinda pozitif kontrol olarak hiicreler 15 ve 30 dk siirelerde 0.01
mM H20: ile muamele edilmis ve 30 dk muamele sonundaki GSH seviyesinin 15 dk’ya
gore daha diisiik oldugu bildirilmistir. Coimbra-Costa vd. (2017) ¢alismasinda ise
yetigkin albino SD cinsi siganlar hipoksi ortamda (% 21 O) 24 ve 48 saat siirelerde
tutulmus, kontrol grubuna kiyasla 24 ve 48 saatlik hipoksi kosulunun GSH miktarini
azaltt1g1, en diisiik GSH miktarinin ise 48 saatte oldugu belirlenmistir. Literatiirde, H202
muamele siiresine bagl olarak beyin hiicrelerinde GSH miktarindaki degisimlerin PEMF
maruziyetiyle birlikte degerlendirildigi caligmalar yoktur. Fakat, ¢calismada gozlemlenen
H>0O> muamele siiresindeki artisa paralel olarak GSH miktarindaki azalis yukarida
Ozetlenen elektromanyetik alan etkisinin degerlendirilmedigi beyin hiicresi disindaki
hiicrelerde (akciger hiicresi, rahim agzi kanser hiicresi, kalp hiicresi) uzun siireli H2O>
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muamelesinde ve hipoksi kosulunda muamele siiresinin artmasiyla beraber oksidatif
stresin daha fazla tetiklenerek GSH gibi antioksidan savunma mekanizmasinda rol alan
enzimlerin aktivitesinde/seviyesinde/miktarinda azalisa neden olabilegini diisiindiiren
caligmalarin sonuglariyla uyumludur. Calismaya toplu olarak bakildiginda, H2O>
muamele siiresine bagli olarak oksidatif stresin daha fazla indiiklenmesi beklenen
glioblastoma hiicrelerinde muamele siiresine bagli olarak gozlemlenen azalan GPx
aktivisi ile beraber GSH miktarinin da azalmasi beklenen bir sonugtur. Bu durum
PEMF’nin antioksidan enzim aktivitesinde/miktarinda azaltic1 etkisi oldugu anlamina
gelmemekte tam tersi yliksek doz H202 muamelesi ile oksidatif stresin indiiklenmesinin
ardindan uygulanan PEMF ile hiicre canliliginda artis, GPx aktivitesinde artis, GSH
miktarinda artig, ROS seviyesinde ise azalis gdzlemlenmistir.
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6. SONUCLAR

Giliniimiizde cesitli hastaliklarin  tani, tedavi ve arastirilmasi amaciyla
elektromanyetik alana sahip ¢esitli cihazlarin kullanim sikliginin arttig1 bilinmektedir.
Ancak yiiksek frekansli (300 Hz-10 MHz) elektromanyetik alanlarin insan viicudunun
sahip oldugu oksidan-antioksidan dengesini bozarak siiperoksid anyonu, hidroksil
radikali, hidrojen peroksit gibi ROS’larin artmasina, dolayisiyla oksidatif strese neden
olmaktadir (Wang ve Zhang 2017). Merkezi sinir sisteminin temel organi ve
viicudumuzun oksijen tiiketiminin %?20’sinin gerceklestigi yer olan beynimiz diger
organlara gore daha diisiik antioksidan kapasitesine sahip olmasi nedeniyle oksidatif
strese karsi daha duyarlidir. Calismalar diisiik frekans ve yogunluga sahip darbeli
elektromanyetik alanin (PEMF) hiicre zarinin gegirgenligini artirdigini, yumusak
dokularda yara iyilesmesini sagladigim1 ve cilt llseri, ndrodejeneratif ve okiiler
hastaliklarin semptomlarinin tedavisinde dikkat cekici rolii oldugunu ayrica EMA
maruziyetinin neden oldugu hiicrelerdeki enerji mekanizmalarindaki dengesizlikleri
ortadan kaldirdigin1 gostermistir (Tamam vd., 2016; Wang ve Zhang, 2017). Mevcut
calisma literatiirden farkli olarak 30 dk, 24 saat, 48 saat siireyle yiiksek doz (0.1 mM)
H20> ile muamele edilerek oksidatif stresin indiiklendigi U-87 MG insan glioblastoma
hiicresinde 75 Hz, 1+0.2 mT PEMF maruziyetinin hiicre canliligina, ROS seviyesine,
antioksidan savunma sistemindeki 6dnemli molekiillerden GPx ve GSH’1n aktivitesine
ve/veya miktarina etkisini aragtirmistir.

Calisma sonuglar1 toplu olarak degerlendirildiginde, oksidatif stresin
indiiklenmesinin ardindan 75 Hz, 1£0.2 mT PEMF’ye maruz kalan U-87 MG insan
glioblastoma hiicrelerinde hiicre canliliginin arttigi, ROS seviyesinin azaldigi, GPx
aktivitesinin ve GSH miktarinin arttigi belirlenmistir. Calismadan elde edilen bilimsel
veriler, PEMF uygulamasinin oksidatif strese duyarli olan insan beyin hiicrelerinde olas1
noroprotektif etkisiyle oksidatif stresin norotoksik etkilerini azaltabilecegini gostermistir.
Ozellikle, yara onarim siirecini kolaylastiran, yumusak doku hasarmi iyilestiren, ddemi,
ameliyat sonrasi agriyl, migreni tedavi edici etkilerinin oldugu bilinen PEMF
uygulamasinin, ayrica merkezi sinir sistemi hiicrelerinin canliligl i¢cin 6énemli oldugu
bilinen, néronlara mekanik destek saglayan, kan beyin bariyerinin biitiinligiiniiniin
korunmasina, norotransmitter miktarinin kontrol edilmesinde, besin metabolizmasinin
aktiflestirilmesinde ve bdylece noronlarin saglikli kalmasina yardimci olan astrosit
hiicrelerinde oksidatif stresin yikici hasarlarina kars1 koruyucu etkisinin olabilecegi de
gosterilmis olmustur. Bunlara ilaveten, oksidatif stresin tetikledigi Alzheimer, Parkinson,
Demans gibi ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisinde PEMF uygulamasi tedavi siiresini
kisaltmaya, alternatif tedavi yollar1 bulmaya ve biyomedikal uygulama alanlarinin
genisletilmesine olanak saglayabilir. Bu anlamda da c¢alisma literatiire katki
saglamaktadir. Calisma, non-invazif, gilivenli ve kolay bir yontem olan PEMF
maruziyetinin beyin hiicrelerinde oksidatif stres iizerindeki etkilerini aragtirarak sadece
beyin hiicresi degil farkli doku ve hiicrelerde de PEMF maruziyetinin etkilerinin
incelenmesinin oniinii agmaktadir.

Bu bilgiler 15181nda, PEMF’lerin oksidatif stresin indiikledigi nérodejeneratif
siireclere ek olarak antioksidan savunma mekanizmalarina ve bu mekanizmalarin
tetikledigi redoks bazli ndronal yolaklara olasi norotoksik veya noroprotektif etkilerinin
arastirtlabilmesi i¢in daha fazla in vivo ve/veya in vitro ¢alismalara ihtiyag vardir. Farkli
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hiicreler, dokular veya hayvan modelleri iizerindeki farkli doz, frekans, yogunluk, genlik,
maruziyet siireleri gibi PEMF parametrelerinin degerlendirilecegi ¢alismalar PEMF’nin
fizyolojik etkileri hakkinda daha kesin bilimsel veriler elde edilmesini saglayacaktir. Bu
nedenle, mevcut ¢alismanin PEMF maruziyeti ile aktive edilen molekiiler, biyokimyasal
ve hiicresel siireclere odaklanan daha ileriki ¢alismalara 151k tutacagina inantyoruz.
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