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DENTAL PROTEZLERDE KULLANILAN MIKNATISLARIN OLUSTURDUGU STATIK
MANYETIK ALANIN iINSAN GINGiVAL DOKU FiBROBLASTLARINA OLAN
GENOTOKSIK ETKILERININ iN VITRO INCELENMESI

OZET

Bu calismanin amaci dental protezlerde kullanilan miknatislarin olusturdugu statik manyetik alanin
(SMA) insan gingival doku fibroblastlarina olan genotoksik etkilerinin mikroniikleus, mitotik
indeks analizleri ve agaroz jel elektroforezi ile DNA kiriginin degerlendirilmesi yontemleriyle in

vitro olarak arastirilmasidir.

Bu arastirmada 500 gr cekme kuvvetinde Dyna ve 173 gr cekme kuvvetinde Steco marka dental
miknatislar kullanildi. Miknatislar tek ve cift olmak iizere iki ayr1 diizende otopolimerizan akrilik
rezine gomiilerek 4 farkli konfigiirasyon elde edildi. Bilgilendirilmis onamlar1 alindiktan sonra 28
bireyden alinan diseti 6rnekleri kiiltiire edilerek 4 farkli miknatis diizeneginin olusturdugu ve siddeti
Olclilen SMA’ya maruz birakildi. Her bireyden alinan diseti 6rneginden deney ve kontrol olmak
iizere iki ayn kiiltiir olusturuldu. Toplamda 56 gingival fibroblast kiiltiirii yapildi. Kiiltiirler
sonlandirildiktan sonra mikroniikleus ve mitotik indeks analizleri yapildi. Veriler p=0,05 anlamlilik
diizeyinde ANOVA, Wilcoxon isaret testi ve eslestirilmis t testi ile analiz edildi. Agaroz jel

elektroforezi yontemi ile DNA kiriklar incelendi. .

Istatistiksel analiz sonuglarina gore, 4 deney grubu (Dyna-1ve 2; Steco-1 ve 2) arasinda mitotik
indeks degerleri acisindan fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,764). Miknatis
uygulanmast sonucu elde edilen mitotik indeks degerlerinin kendi kontrol degerleri ile
karsilagtirildig1 grup ici karsilagtirmalarda da, fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Miknatis
uygulanan 4 deney grubu arasinda mikroniikleus olusumu acisindan fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (p = 0,350). Miknatis uygulamasi sonucu elde edilen mikroniikleus degerlerinin kendi
kontrol degerleri ile karsilastirildigr grup ici karsilastirmalarda, sadece Steco-2 grubunda fark
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p = 0,016). Yani Steco-2 grubu kontrollere gore daha fazla
mikroniikleus oranina neden olmustur. Agaroz jel elektroforez yontemi ile elde edilen goriintiiye
gore DNA kiriklarinin rastgele biiyiikliikte olustugu soylenebilir ve genellikle miknatis uygulanan
ornegin, kontrolil ile goriintiisii benzerdir. Bu nedenle uygulanan SMA’nin DNA kiriklarint artirdigt

sOylenemez.

Anahtar kelimeler: Dental miknatis, gingival fibroblast, statik manyetik alan, genotoksisite.



IN VITRO INVESTIGATION OF GENOTOXIC EFFECTS OF STATIC MAGNETIC
FIELD PRODUCED BY MAGNETS USED IN DENTAL PROSTHESES ON HUMAN
GINGIVAL TISSUE FIBROBLASTS

ABSTRACT

The aim of this study is to investigate in vitro genotoxic effects of static magnetic field (SMF)
produced by magnets used in dental prostheses on human gingival tissue fibroblasts by micronuclei,

mitotic index analysis and evaluation of DNA strand breaks by agarose gel electrophoresis assay.

For this investigation Dyna dental magnetic attachment which has 500 gr brake-away force and
Steco dental magnetic attachment which has 173 gr brake-away force were used. Magnets
embedded into cold curing acrylic resin for 4 different configuration including single and double
magnets of each type. After informed consent had been obtained from all subjects, gingival biopsies
were taken from 28 individuals and cultured in SMF which is produced by 4 different magnet
configurations. Each gingival biopsy divided into two pieces and cultured as experiment and control
flasks. Thereby totally 56 gingival fibroblast cultures were conducted. After cultures had been
terminated, micronucleus and mitotic index analysis were performed. The data was analyzed at
p=0,05 significance level statistically by ANOVA, Wilcoxon signed rank test and paired t test. DNA
strand breaks were evaluated by agarose gel electrophoresis assay. As a result of our statistically
evaluations it was seen that, in terms of mitotic index rates, among the 4 experimental groups
(Dyna-1 and 2; Steco-1 and 2) the difference hadn’t been found statistically significant (p= 0,764).
Intra-group comparisons (between experiment and control groups) of mitotic index rates didn’t
reveal any statistically significant difference, too. In terms of micronucleus rates, among the 4
experimental groups (Dyna-1 ve 2; Steco-1 ve 2) the difference hadn’t been found statistically
significant (p = 0,350). Among intra-group comparisons (between experiment and control groups)
of micronucleus rates, only Steco-2 group revealed statistically significant difference (p = 0,016).
So, application of Steco-2 group caused more micronucleus rate according to controls. According to
image that was provided from agarose gel electrophoresis assay, it can be said that DNA strand
breaks’ dimensions were random and typically the subject’s view which was exposed to static
magnetic field and its control subject’s view were similar. Therefore it can’t be said that the SMF

that is applied with our magnetic attachments, increase DNA strand breaks in gingival fibroblasts.

Keywords: Dental magnet, gingival fibroblast, static magnetic field, genotoxicity.
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1. GIRIS VE AMAC

Miknatislar dis hekimliginde biiyiik ilgi uyandirmistir ve pek ¢ok kullamim alanina
sahiptir. Temel kullanim alanlar1 protetik ve ortodontik tedavilerdir. Protetik dis
tedavisinde, dis ve implant destekli overdenture’larda, hareketli boliimlii protezlerde,
obturatorlerde ve cene yiiz protezlerinde tutucu eleman olarak kullanilir. Ortodontide
dislerin intriizyonu, ark telleri boyunca dis hareketi, ekspansiyon, sabit tutuculuk, 6n
acik kapanisin  diizeltilmesinde, fonksiyonel apareylerde ve gomiili dislerin
stirdiirilmesinde kullanilir. Manyetik tutucular, belirli bir statik manyetik alana (SMA)
sahiptir ve oral kavitede kullanildiklarinda ¢evre dokular da bu manyetik alana maruz
kalir. SMA’larin, genotoksisite veya diger karsinojenik siire¢ iizerine olas1 etkileri
hakkinda arastirmalar vardir. Literatiirde dental manyetik tutucular tarafindan
olusturulan SMA’nin insan viicudundaki etkileri ile ilgili az sayida arastirma raporu
bulunmaktadir. Giiniimiize kadar yapilmis olan arastirmalar, dental manyetik tutucularin
olusturdugu  SMA’ya maruz kalan hiicrelerin  histolojisi, proliferasyonu,
differensiasyonu, hiicre iskeleti yapisi ve dental manyetik tutucularin hiicre tizerindeki
direk sitotoksik etkileri gibi konular {izerinde yogunlagsmistir. Yine literatiirde dental
manyetik tutucular disinda, diger SMA kaynaklarinin (manyetik rezonans goriintiileme,

elektrikli aletler, yiiksek gerilim hatlari, manyetik yiikselticili trenler vb.) canlilar
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tizerindeki etkileri, hiicre biiyiimesi, morfolojisi, oryantasyonu, hiicrede iyon transferi,
mutasyon ve mikroniikleus indiiksiyonu, proto-onkogen ekspresyonu ve hiicresel stres
cevap proteinleri gibi indikatorler yoluyla arastirilmistir. Dental manyetik tutucularin
olusturdugu manyetik alanin hiicrenin genetik yapisi ve hiicre boliinmesine etkisi
konusunda ise arastirma sayist olduk¢a azdir. Bu nedenle, bu caligmada dental
protezlerde kullanilan manyetik tutucularin olusturdugu SMA’nin insan gingival doku
fibroblastlarinda olusturdugu genotoksik etkinin mikroniikleus, mitotik indeks analizi ve
agaroz jel elektroforezi ile DNA kiriginin tespit edilmesi yontemleriyle in vitro olarak

arastirilmas1 amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.MANYETIZM
2.1.1.Manyetizm ve Tarihcesi

Manyetizme dair ilk sdylemler, manyetizme ismini veren eski Yunan’a dayanir. Bir
Yunan kenti ve Anadolu’da bir vilayet olan ‘Magnesia’dan tiirer. ‘Magnet’ kelimesinin
etimolojik kokeni ‘Magnesia tasi” anlamindadir. Bu tas manyetitden (Fe;O4)
olugsmaktaydi ve bir parca demirin buna siirtiildiigiinde manyetize olacagi bilinirdi.
Manyetik materyallerdeki sakli giicii kullanmak i¢in daha ciddi cabalar, ¢cok daha
sonralar1 sarf edildi. Ornegin, 18. yiizyillda kiiciik manyetik materyal pargalar
birlestirilerek, Onemli Olciide kaldirma kuvveti oldugu kesfedilen daha biiyiik
miknatislara doniistiiriildii. Pek cok {inlii bilim adaminin (Gauss, Maxwell ve Faraday)
manyetizm fenomenini teorik yonden ele almasina ragmen, 20. yy fizikc¢ileri manyetik
materyallere dogru tanimi vermek ve modern teknolojinin temellerini kurmak i¢in ¢aba
harcamalilardi. Curie ve Weiss, spontan manyetizasyon ve 1sitya baghilifin1 agiga
cikardi. Manyetik alamin varligt Weiss tarafindan bir materyalin nasil manyetize
olacagimi ve bununla birlikte nasil sifir manyetizasyona sahip olacagini agiklamak icgin
varsayildi. Bu manyetik alan duvarlarinin 6zellikleri Bloch, Landau ve Néel tarafindan

detaylariyla calisild1 (1).



2.1.2.Miknatislar ve Fiziksel Ozellikleri

Genel olarak kendisinden belirli bir uzaklikta bulunan demir, celik, nikel, kobalt gibi
iletkenler ile bu iletkenlerin alasimlarini kendine ¢ekme ozelligi gosteren cisimlere
miknatis ad1 verilir. Uygulamada miknatislar, tabii miknatislar ve yapay miknatislar
olarak iki sinifa ayrilirlar. Tabii miknatislar metalurji biliminde magnetite ad1 verilen ve
kimyasal bileseni Fe;O4 olan demir oksitten baska bir sey degildir. Bazi cisimlere
miknatis Ozellikleri tagimadiklart halde bir takim tekniklerle miknatishik ozelligi
kazandirilabilir. Iste sonradan miknatislik 6zelligi kazandirilan demir, nikel kobalt gibi

cisimlere yapay miknatislar denilir (2).
2.1.2.1.Manyetik Alan ve Manyetik Alan Siddeti

Basitce tanimlamak gerekirse bir miknatisin etrafinda meydana gelen bolgeye
"manyetik alan" denir. Manyetik alan icinde bulunan manyetik cisimler {izerine
manyetik kuvvet etki eder ve bu kuvvetin siddeti, manyetik alanin biiyiikliigii ile
orantilidir. Manyetik alan siddetine bazen sadece alan siddeti denir, H harfi ile

gosterilir ve birimi Henry’dir.

Vektorel bir biiyiikliik olan manyetik alan veya manyetik alan siddetine teget ve alanla
ayni yondeki hayali cizgilere "manyetik kuvvet ¢izgileri" ad1 verilir. Manyetik kuvvet
cizgilerinin yogunlugu miknatisin kutuplarina yaklastik¢a artar, uzaklastikca azalir. Bu
kuvvet ¢izgileri miknatisin i¢cinden de gecerek kapali bir devre olustururlar. Manyetik
kuvvet c¢izgilerinin yOniiniin miknatisin N kutbundan sonsuza ve sonsuzdan da S
kutbuna dogru oldugu varsayilir. Ancak miknatisin icerisinde manyetik kuvvet
cizgilerinin yonii S kutbundan N kutbuna dogrudur. Manyetik kuvvet cizgileri genelde

biitiin malzemelerden gecer, birbirlerini kesmezler ancak, birbirlerini iterler (2).
2.1.2.2.Manyetik Aki ve Manyetik Aki Yogunlugu

En basit tanimiyla bir miknatisin kuvvet cizgileri sayisina "manyetik aki" diyebiliriz.
Birimi Weber (Wb)’dir. Manyetik aki yogunlugu ise birim yiizeyden dik olarak gecen

manyetik kuvvet ¢izgilerinin sayisidir. Manyetik aki yogunlugu B harfi ile gosterilir (2).

Manyetik aki yogunlugu (B), Gauss (G), Tesla (T), weber/metre’ (Wb/m?) veya Vs/ m*

olarak ifade edilebilir.



1T=1Wb/m*=1Vs/m’=1x 10" G (3)

Herhangi iki miknatis arasindaki ¢ekme veya itme kuvveti, aralarindaki mesafenin

karesi ile ters orantilidir; aki yogunlugu ise miknatisin biiyiikliigii ile dogru orantilidir
(4).
2.1.2.3.Maddelerin Manyetik Ozellikleri

Tabii bir miknatis ya da bir elektromiknatis tarafindan oldukga zayif bir itme kuvveti ile
itilen bakir, bizmut, altin, giimiis, kursun, sodyum kloriir, quartz, kiikiirt, elmas, grafit,
su ve sivil azot gibi maddeler diamanyetik maddeler olarak bilinir. Ayrica inorganik
bilesiklerin cogu ve hemen hemen biitiin organik bilesikler yine diamanyetik

maddelerdir.

Manyetik alan igine yerlestirildikleri zaman manyetik kuvvet c¢izgilerinin icinden
gecmesine izin veren sodyum, potasyum, titanyum, aliiminyum, bakir kloriir, nikel

siilfat ve s1v1 oksijen gibi maddeler paramanyetik maddelerdir.

Manyetik alan i¢inde kalinca ¢ok iyi miknatislanma 6zelligi gosteren saf demir, nikel,

kobalt, celik ve manyetit gibi maddelere ferromanyetik maddeler denir (2).

Her atom bir miknatistir, ciinkii elektronlar ¢ekirdegin ¢evresinde yoriingede donerek
manyetik alan olusturur. Bununla birlikte, cogu elektron cifttir ve esit ve karsit alanlar
birbirini dengeler. Fe, Ni ve Co gibi baz1 atomlarda kiiciik bir manyetik alan yaratan
eslesmeyen elektronlar vardir. Manyetik bir materyalde bu atomlarin biiytik bir kismi
"etki alan1 (domain)" adi verilen kiigiik bolgelerde siralanir. Manyetize olmayan bir
durumda, bu bolgeler rastgele yerlesmistir. Manyetik alan (H) uygulandiginda, etki
alanlar1 siralanir ve Ornekte bir doygunluk noktasina (Ms) ulasacak manyetizasyon
olusturur. Ornekteki bu manyetizasyon, esit fakat zit yonde alan uygulanmasiyla sifir
olur. Bu noktadaki H degeri, "intrinsik koersivite" (iHc) dir. Daimi bir miknatis i¢in
maksimum enerji iiriinii (BH max), giiciiniin bir isaretidir. Bu deger ne kadar biiyiikse,
miknatis tarafindan iiretilen alan o kadar biiyiiktiir (5). Son ylizyilda, cesitli miknatis
materyallerinin ~ gelistirilmesi ve enerji Uriiniindeki ilerlemeler sekil 2.1°de

gosterilmistir.
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Sekil 2.1. Miknatislarin maksimum enerji iirtiniindeki (BH max) kronolojik siraya gore ilerleme (5)

Manyetik materyaller, yumusak veya sert olarak siniflandirilabilirler. Bir materyalin sert
veya yumusak olusu, uygulanan bir manyetik alanin kaldirilmasindan sonra manyetik
ozelliklerini siirdiiriip siirdiirmemesine baghdir. Manyetik olarak yumusak materyaller,
doygunluga ulasmak icin kiigiik alanlara gereksinim duyarken, manyetik olarak sert
materyaller daha biiylik alanlar gerektirir. Uygulanan manyetik alan kaldirildiginda
daimi miknatis veya sert miknatis, manyetizasyonun c¢ogunu korur (5). Manyetize
olabilen bir materyalin sertligi veya yumusaklig1 "intrinsik koersivite" olarak tanimlanir.
Yumusak materyaller diisiik intrinsik koersivite’ye sahiptir. Sert materyaller ise yiiksek
intrinsik koersivite’ye sahiptir ve manyetizasyona direnclidir, fakat demanyetizasyona

da direnclidir (6).
2.2.DENTAL MANYETIK TUTUCULAR

Manyetik tutuculuk, miknatislarda benzer kutuplarin birbirini itmesi, zit kutuplarin
birbirini ¢cekmesi prensibi kullanilarak olusur. Miknatislar ferromanyetik alagimlarin

kuvvetli manyetik alana maruz birakilarak manyetize edilmeleri sonucu olusur (7).

(Q{JD]‘\IJ '_-{'l‘.llii(Hg')
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Alnico (aluminyum, nikel, kobalt), platin-kobalt ve Ferrite miknatislart 1953’den beri
dis hekimliginde kullanilmiglardir. Ticari olarak bulunabilen miknatislar i¢inde en
yiiksek calisma sicaklifina sahip olanidir, korumak igin elektroliz ile kaplanabilir ve
kolaylikla manyetize edilebilir. Diger manyetik materyallerden fiziksel olarak daha
giicliidiirler. Fakat bu geleneksel miknatislarla ilgili demanyetizasyon riski ve daha az
cekim giicline sahip olmalar1 ve yiiksek maliyetleri gibi sorunlar mevcuttur. Bu
miknatislarin klinik kullanimi neredeyse santimetre diizeyindeki boyutlar1 nedeniyle
stnirlanmistir. 1965°de geleneksel miknatislarla karsilastirildiginda iistiin manyetik
ozellikleri olan samaryum-kobalt (Sm-Co) alasimi miknatis gelistirilmistir.
Demanyetizasyona neredeyse tamamen direncli olmasinin yaninda boyutlarda belirgin
kii¢iilme ve performans artisina izin vermislerdir. Bu ylizden daimi miknatislardir. Sm-
Co miknatislar izotropik formda ve iyi termal Ozelliklere sahip sinterlenmis materyal

olarak da bulunabilir (4).

1967°de Joseph Becker ve Gary Hoffer tarafindan kobalt veya demir gibi gecit elementi,
nadir toprak (rare earth) elementleri veya Lanthanum serileri olarak bilinen diger bir
sinif elementle alasim haline getirildiginde, daimi miknatislarin daha iistiin 6zelliklere

sahip oldugu bulunmustur. Bu yeni sinifa “nadir toprak miknatislar1” ad1 verilmistir (7).

Kullanilan esas manyetik materyal olan nadir toprak alasimi neodmiyum - demir - bor
(Nd-Fe-B), ticari olarak bulunabilen en gii¢lii miknatis materyalidir (8, 9). Nadir toprak
alasimi iceren diger materyal ise Sm-Co ’tir (10, 11). Nd-Fe-B, Sm-Co’dan daha az
kirilgan olmakla birlikte, daha diisiik ¢alisma 1si1s1 ve korozyon direncine sahip
oldugundan koruyucu kaplama gereklidir (4). Nd-Fe-B alasimi, Sm-Co’a gore 5 kat
daha giiclii olmakla birlikte, manyetik 6zellikleri 70 °C’nin iizerindeki sicakliklarda

azalmaktadir (7).

Nd-Fe-B gibi sert bir miknatis, yiiksek intrinsik koersiviteye sahiptir ve uygulanan
manyetik alan kaldirildiginda da manyetik 6zelliklerini korur. Pd-Co-Ni gibi yumusak
bir miknatis, Permendur veya AUM20 (manyetik bir paslanmaz celik) ise diisiik
intrinsik koersiviteye sahiptir ve sadece distan bir alan uygulandiginda manyetiktir.
Bugiin kullanilan sistemler, dokiim koping veya onceden sekillendirilmis ‘“keeper”
olarak kok veya dental implanta baglanan yumusak manyetik materyal ve protez

kaidesine gomiilen sert miknatistan olusur (12).
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Miknatislar az miktarda 1sitildiklarinda bile geri doniisiimsiiz manyetik kayba ugrarlar.
Pek ¢ok uygulamada miknatislar akrilik i¢ine gomiiliir ve metil metakrilatin ekzotermik
sertlesme reaksiyonu sirasinda meydana gelen 80 °C ve 90 °C arasindaki sicaklik,

manyetik alan yogunlugunda belirgin azalmaya neden olabilir (4)

Nadir toprak miknatislari, konvansiyonel miknatislardan 2-6 kat daha fazla manyetik
alan giicline sahiptir ve demanyetizasyona direnci konvansiyonel miknatislarin 20-50
katidir. Bu 6zellikler Sm-Co alagiminin belirgin bir manyetik gii¢ kayb1 olmadan 1 mm

kadar kiigiik miknatislara doniistiiriilmesine izin verir (13).

Samaryum- Demir nitrit ise demanyetizasyona kars1 yiikksek direnci, yiiksek
manyetizasyonu ve 1siya ve korozyona Nd-Fe-B tip miknatislardan daha iyi direnci
nedeniyle daimi miknatis uygulamalari i¢in umut vadeden bir alasimdir (14). Bu
materyal hala gelisim asamasindadir fakat yakin gelecekte tip ve dis hekimligi

uygulamalarinda kullanilabilir olacagi umulmaktadir (5).
2.2.1.Miknatislarin Protetik Dis Tedavisinde Kullaniminin Tarihsel Gelisimi

Miknatislarin dis hekimliginde kayda gecen ilk kullanimi, benzer kutuplarin birbirini
itmesinden yararlanilmasiyla tam protezlerin oturmasinin ve yerinde kalmasinin
saglanmasidir (15). Kullanilan manyetik materyal, ¢ekim giicli icin genis hacim
gerektirdiginden dental uygulamalarda kullanimina devam edilmeyen Alnico tipiydi.
Miknatislar, benzer kutuplar birbirine bakacak sekilde tam protez tabaninda molar
bolgelere gomiiliirdii. Hasta agzim1 kapattiginda miknatisin benzer kutuplari, protezi
alveol kretlerine dogru yerlestirirdi (16). Bununla birlikte siirekli itme kuvveti alveoler

kemikte rezorbsiyona neden olmus ve yerlestirme etkisi azalmistir (5).

Iki miknatis arasindaki ¢ekim giiciiniin protez tutuculugu igin kullanimi 1960’larmn
baslarinda rapor edilmistir (17, 18). Bu ilk girisimler, dissiz hastanin mandibulasina
cerrahi olarak implante edilen Alnico V tipi ve hem dikdortgen hem de silindirik
PMMA kapli miknatislar ile gerceklestirilmistir. Bu denemede, protez tutuculugunu
artirmak icin iki miknatis arasindaki mesafe nedeniyle manyetik kuvvetin yeterli
olmadig1 goriilmiistiir. Daha kiigiik ve daha giiclii Co-Pt miknatislarin ¢ikmast klinik
denemelerin devam etmesini saglamistir (18). Ne yazik ki Co-Pt miknatislarin, yiiksek
maliyetleri, elde edilme sinirliliklart ve zor tiretimleri gibi dezavantajlar1 vardi. Ayrica

implante edilen miknatisin kemik ve dokulardan gecerek oral kaviteye ciktigi
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goriilmiistiir (19). Bu uygulama da yiiksek maliyeti ve zayif basart oranlari nedeniyle

terk edilmistir.

Giiclii miknatis materyali Sm-Co’nun tanitilmasi ile protez tutuculugunu arttirmak igin
miknatislarin  implantasyonu yeniden arastirllmistir (20). Bu miknatislar Co-Pt
miknatislarin yaklasik beste biri boyutlarinda {iretilebiliyor ve hala ayni kuvveti
sagliyordu. Miknatislarin korozyona hassasiyeti nedeniyle, bir proplast kaplama
(politetrafloroetilen [PTFE] ve pirolitik grafit) kullanilmistir. Proplast’in Sm-Co
miknatislar i¢in in vivo ¢evrede kullanilabilecek, etkili bir kaplama olup olmadigini
saptamak i¢in kopekler iizerinde deneyler yapilmistir. Calismada, cerrahi yerlestirme
siiresince bir cizik veya hasar olmadigi siirece kaplamanin korozyona karsi koruma
sagladig1r sonucuna varilmistir. Proplast kaplama materyali olarak kullanilmamaktadir,
fakat PTFE polimer bagli miknatislarda tutkal olarak kullanilmaktadir (14). Bununla
birlikte, nemin polimerden difiizyonu sonucu miknatis materyalinin korozyondan
yeterince korunmamas: nedeniyle bunlarin viicutta uzun dénem kullanimi uygun

degildir (5).

Miknatislarin overdenture’larin tutuculugu icin ilk rapor edilen kullanimi, yarik dudak-
damakli bir hastanin rehabilitasyonu ile 1960’larda olmustur (21). Manyetik Co-Pt
alasimi, dokiim Co-Pt protez ile kalan 3 dis icin kron yapiminda kullanildi. Daha sonra
bunu overdenture’larin tutuculugu icin miknatislar kalan kokler iizerine simante etme
teknigi izledi (22). Bir Sm-Co miknatis, kok yiizeyinde hazirlanan kaviteye simante
edildi ve benzer bir miknatis proteze yerlestirildi. Teknik, oral ¢evrede miknatislarin
korozyonunu 6nlemek i¢in, miknatisi saran, basarili olup olmadigi belirsiz olan dokiim

altin koping kullanimi ile modifiye edildi.

Materyal teknolojisi gelistikce, proteze yerlestirilen benzer iiniteleri olan, kalan koklerin
icine yerlestirilebilen daha kiiclik miknatislar iiretildi. Daha sonra protez yerindeyken
manyetize olan, protezin cikarilmasiyla demanyetize olan yumusak manyetik

materyalden iiretilen kok miknatis1 gelistirildi (5).

Son 20 yilda, manyetik tutucularin dizayni, protez yerindeyken disar1 sizan manyetik
alanlar azaltmaya yonelik olarak degisti. Manyetik materyallerdeki gelismeler Sm-Co

ve Nd-Fe-B’den daha kiiciik ve daha gii¢lii manyetik tutucularin iiretilmesine izin verdi

(5).
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2.2.2.Miknatislarin Protetik Dis Tedavisinde Kullanim

Dental protezlerin yeterli fonksiyonu icin tutuculuk esastir. Tutuculuk genellikle
siirtinmesel, mekanik kilitlenme, atmosferik basin¢ ve noromuskuler kontrol ile
saglanir (23). Tam ve hareketli boliimlii protezlerin tutuculugunu saglamak i¢in yaylar,
vakumlu tutucular, klipsler ve civiler gibi araclar kullanilmistir (24). Geleneksel
overdenture desteklerinin tutuculugu, hassas baglayicilar ile artirilabilir. Bunlar

teleskobik kronlar, topuzlar, barlar, kok i¢i ankorlar veya miknatislar olabilir (25).

Protezin igine yerlestirilmeleri kolay oldugundan ve klinik ve teknik prosediirleri

kolaylastirabildiginden miknatislar da bu amagcla kullanilmislardir.
Manyetik tutucularin kullanimu iki sekilde olmaktadir:

1. Ayn1 manyetik kutuplarin birbirini itmesine dayanan sistem,

2. Karsit manyetik kutuplarin birbirini ¢cekmesine dayanan sistem (26).

Karsilikh itme sistemi: Alt ve iist protezlere yerlestirilmis olan miknatislar birbirine
yaklastiginda veya temasa geldiginde kuvvetler her iki protezi de iterek yerinde

tutmaktadir. Bu sistemin iki biiyiik dezavantaji1 vardir:

a. Itme kuvvetleri ceneler acgildikca hizla azalmakta dolayisiyla tutuculuk
diismektedir.
b. Sabit itme kuvvetleri, kret rezorbsiyonunu hizlandirmaktadir. Bu sistem soz

edilen nedenlerden dolayi1 giiniimiizde kullanilmamaktadir (13,15, 26-28).

Karsihklhi cekme sistemi: Manyetik tutucular, prostodontide, parcali protezlerde,
obturatorlerde, cok parcali cene yiiz protezlerinde, overdenture’larda ve boliimli

protezlerde basariyla kullanilmislardir (7, 13, 26).

Ayrica, manyetik tutucular, hem mandibular hem de maksiller implant destekli, tam-ark
bar, sabit-¢ikarilabilir protezlerde de kullanilir. Implant destekli overdenture, implant
destekli “keeper” ve proteze yerlestirilen miknatistan olusur. Iki veya dort implant
kullanilabilir ve agzin 6n bolgesine yerlestirilir ve maksimum destek ve stabiliteyi
saglamak i¢in genis araliklarla yerlestirilir. Miknatislar, tek implantlar iizerine tutucu
olarak veya bir bar ile kombine kullanilabilir (29). Pek ¢ok klinik c¢alisma manyetik
tutucularin implant destekli overdenture sistemleri ile basarili sekilde kullanimini

gostermistir (30-34).
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2.2.2.1.Dental Protezlerde Kullanilan Miknatis Sistemleri
2.2.2.1.1.Cift ve Tek Miknatis Sistemleri

Manyetik tutucular en yaygin sekilde overdenture tutuculuguna yardimci olmak
amaciyla kok destekler iizerinde kullamlmaktadirlar. Ik uygulamalarda miknatislardan
biri kok yiizeyi ile ayni hizada kalacak sekilde overdenture destegine; zit kutuplu diger
miknatis ise protez kaidesine yerlestirilmis ve bu sistem “cift miknatis sistemi” olarak
isimlendirilmistir. Bu tip bir sistemde protezdeki her bir miknatis i¢in ortalama 150-400
gr degerinde tutuculuk elde edilmistir. Cift miknatis sisteminde bazi dezavantajlar

belirlenmistir:

1-Kok yiizeyi kiigiik olan destek dislerde miknatis boyutuna getirilen sinirlanma,

tutuculukta azalma ile sonuglanmistir.

2- Miknatis alagimi agizda korozyona ugramis ve kirilmalar goriilmiistiir. Bu problemin
giderilmesi amaci ile miknatis yiizeylerinin cesitli sekillerde kaplanmasina iligkin

yaklasimlar sonucu tutuculuk kaybi ortaya ¢cikmaistir.

3-Sistemdeki miknatislar etrafinda kacinilamayan ve siirekli olan bir manyetik alan

olusmustur.

Sonraki uygulamalarda miknatislardan biri yerine manyetize olabilen alasim kullanilmig
ve Onemli bir tutuculuk kaybi goriilmemistir. Tek bir miknatisin kullanildig: bu sistem
“tek miknatis sistemi” olarak bilinmektedir. Bu sistemde Pd, Co ve Ni’den olusan
ferromanyetik dokiim alasimindan elde edilen ve “keeper” ad1 verilen dokiim parcga, kok
icindeki miknatisin yerini almistir. Protez yerlestirildiginde diisiilk manyetik alan direnci
nedeniyle destek kok icindeki “keeper”, indiiklenmis bir miknatis haline gelmekte ve
diger sistemdeki kok ici miknatisi gibi protezin yerinde kalmasini saglamaktadir.
Protezi cikartilmasi durumunda ise “keeper” tekrar manyetize olmayan duruma
gecmektedir. Sistemin tutuculugu acisindan ideal “keeper” kalinliginin 1,2 mm oldugu
belirlenmistir (7). Bu sistem protez agizda olmadigi zaman, hastanin dokularinin
herhangi bir manyetik alana maruz kalmamasim1 saglar. Bununla birlikte protez

yerindeyken bir eksternal manyetik alan vardir (6).
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2.2.2.1.2.Kapah Alan ve Ac¢ik Alan Miknatis Sistemleri

Kapal alan sistemleri (Sekil 2.2): Kapali alan manyetik tutucu {iinitesi, protez tutucu
eleman ( miknatis ¢ifti ve ona baglanmis “keeper”) ve dis kok elemanindan olusur.
Cikarilabilir “keeper”, Pd-Co-Ni alasimi kok bashigina benzer fonksiyon gorecek
sekilde kok yiizeyine simante edilir. Saglanan tutuculuk, “keeper’in sekline, kalinligina,
aradaki hava boslugunun boyutuna ve miknatisin sekline, boyutuna ve kalinligina

baghdir (6).

Sekil 2.2. Kapali alan miknatis sistemi

Serbest manyetik akim alanlarinin giderilmesi icin miknatisin iki kutbu demir veya
paslanmaz celikten herhangi bir ferromanyetik plaka (“keeper”) ile birlestirildiginde
serbest manyetik alan celik plakaya gecer. Akimi bu sekilde kapali devreye sokan
sistemlerdir. Kapali alan miknatislarinda manyetik alan miknatisin tabaninda kuzeyden
giineye dogru aktigindan kisa manyetik alanlar olusur ve “keeper” ile temasa gectiginde
herhangi bir degisiklige ugramazlar. Kapali alan miknatislarinin protez tutuculugunda
kullanimi ile canli dokular i¢inde diinyanin manyetik alanindan dolayr mevcut olan 0,05
militesla (mT)’lik akim alanimin en fazla 0,1 mT’ ye ulasmasi bu sistemlerin avantaji
olarak degerlendirilebilir. Bu sisteme ornek olarak Gillings, Jackson, Magnedent,

Keystone verilebilir (7).

Acik alan sistemleri (Sekil 2.3): Tek miknatis sistemlerinde protez icindeki miknatista,
tutuculuk icin tek bir miknatisin sadece kuzey ve giiney kutbunun kullanildigi
sistemlerdir. Ornek olarak Dyna sistem ve Dyna direkt sistem verilebilir. A¢ik alan
miknatislarinda akim yine kuzeyden giineye ancak bu kez miknatisin disinda seyreder.

Bu sekilde uzun manyetik alanlar olusur. Tek bir miknatisin kullanimiyla manyetik
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alanlar ikiye bOliiniip ayr1 yonlerde hareket ettiginden acik alan miknatislarinin
tutuculuga katkis1 daha azdir. Miknatis “keeper” ile temasa gectiginde manyetik alanlar
egilir, azalir ve “keeper” boyunca hareket etmeye baslar. Protezin hareket etmesiyle
miknatis “keeper’dan uzaklastiginda manyetik alanlar yayilir ve protezi tekrar eski

konumuna getirmeye calisir (7).

o A
n
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Sekil 2.3. Ac¢ik alan miknatis sistemi

2.2.2.2.Klinik Prosediirler

Tiim miknatis iireticileri, iiriinleri ile ilgili detayli klinik ve laboratuar talimatlarini

saglar. Burada pek cok sisteme uygulanabilen asamalar ve tavsiyeler sunulmustur.

Degisik kapali alan miknatislarin1 tanitan Gillings, bu miknatislarla beraber kullanilan
farkl1 “keeper” sistemlerini de gelistirmis olup, manyetik tutucularin kok destekli

hareketli protezler icin uygulanmasinda,
a) Simante edilen “keeper”
b) Vidalanan “keeper”

c) Post ve baslik, (koping) seklindeki “keeper” olmak iizere iic sistem One

surmiistiir.

“Keeper” sistemlerinin se¢iminde kok yiizeyinin boyutu, sekil ve durumu, hastanin agiz

saghgi, ciirlige yatkinligi ve kanal tedavisinin prognozu goz oniinde tutulmaktadir (7).

Miknatish overdenture destegi olarak secilecek disler, ciiriiksiiz ve periodontal olarak
saglam olmalidir. Dis preparasyonu kron-kok oranini diisiireceginden ve siklikla var
olan mobiliteyi elimine edeceginden mobil disler gbz ardi edilmemelidir. Destek dis
saglikli bir kanal dolgusuna sahip olmalidir. Eger ciiriikler subgingival bdolgeye

uzaniyorsa, cerrahi olarak kron boyu uzatilmasi gerekli olabilir (35).

“Keeper”, miknatis, protez kaidesi ve protetik yapay dise yeterli dikey boyutun

saglanmas1 gereklidir. Eger yetersiz bosluk varsa, protez kaidesi zayiflar veya protez
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serbest konusma araligimi azaltabilir. Tedavi planlamas1 asamasinda dis pozisyonlarini
ve mesafe gereksinimini belirlemek i¢in diagnostik mumlama yapilmas: akillica

olacaktir (35).

Secilmis destek dislerin kronlari, disetinin iizerinde 2 mm kalacak sekilde uzaklastirilir.
Post kanal1 ve ferrule ile prepare edilir. Geleneksel 6l¢ii teknigi kullanilir. Gegmiste tim
koping yumusak manyetik alasimdan dokiilmekteydi, fakat modern sistemlerle, kiiciik
bir “keeper” dokiim altin posta yerlestirilmektedir. “Keeper”lara zarar vermemek igin
laboratuar islemleri dikkatli yapilmalidir (36, 37). Prefabrik post ve “keeper” sistemleri

de vardir (34). Fakat bunlar tiim olgular i¢in uygun degildir.

“Keeper” elemani veya dokiim koping yerlestirildikten ve simante edildikten sonra
keskin kenarlar yuvarlatilir ve diizeltilir. Bu keskin koseler, mine, dentin veya metal
olabilmektedir. Optimum tutuculugu saglamak i¢in, “keeper”’in miknatisla temas edecek

olan diiz yiizeyini korumaya 0zen gosterilmelidir (13).

Miknatislarin proteze tespitinin hekim tarafindan yapilmasi Onerilmekle beraber bu

islemin teknisyen tarafindan yapilmasi da miimkiindiir (7).

Akaltan ve Can bir calismalarinda, maksimum tutuculugun miknatis ve “keeper’in
temas halindeyken elde edildigini, aradaki bosluk arttiginda tutuculugun hizla azaldigim
ve kapali alan sistemlerinin aradaki bosluktan, acik alan sistemlerine gore daha cok
etkilendigini goOstermislerdir (38). Ayrica “keeper”, miknatis ile siki temasta

olmadiginda kokiin ortodontik olarak ekstriize olacagi one siiriilmiistiir (39).
2.2.2.3.Manyetik Tutucularin Avantaj ve Dezavantajlar

Hassas baglayicilar, esnek olduklarinda bile, fonksiyon sirasinda destek dise zarar veren
lateral kuvvetler olusturabilir (40). Miknatis ve “keeper’lar genellikle diizdiir ve
fonksiyon sirasinda kayar ve rotasyon yapar; bu 6zellik bir miktar protez hareketine izin
verir ve zararl lateral kuvvetlerin destek dise iletilmesini potansiyel olarak azaltir (39,
41). Miknatislar Ozellikle destek dislerin periodontal kemik kaybi oldugunda
kullanighdir (35).

Kiiciik boyutlarina karsin giiclii cekim kuvvetine sahip olmalar1 nedeniyle ¢ok yer
kaplamadan protezin icerisine yerlestirilir ve tutuculuk saglarlar. Temizleme kolayligi,
hasta ve hekim ag¢isindan yerlestirilme kolayligi, otomatik olarak oturma, tutuculugunun

sabit olmas1 (5), protez yerlestirildiginde veya cikartildiginda destek diste cok az stres
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olusturmasi, ¢ok fazla lateral kuvvet iletmemesi, kozmetik goriiniimiiniin iyi olmasi ve

hasta tarafindan kullaniminin kolay olmasi (42) gibi avantajlar1 vardir.

Miknatislar, giris yoluna diger hassas baglayicilardan daha az duyarhidir (39, 41),
bununla birlikte, miknatis oryantasyonu Onemlidir. Chopra ve arkadaslari, diiz ve
kubbemsi Magfit implant tutucularinin ayrilma kuvvetlerini karsilagtirmiglar ve
tutuculuk kuvvetinin aksiyal kuvvet uygulandiginda en fazla oldugunu bulmuslardir
(43). Aksiyal olmayan bir kuvvet uygulandiginda ayirma kuvveti, her iki yiizey icin
ayirma agisi ile belirgin olarak ters orantili bulunmustur (p<0,0001). Uygun bir tedavi
plani ile aksiyal tutuculuk elde etmek i¢in disleri prepare etmek ve dokiim ‘“keeper”

yapmak miimkiindiir (35).

Miknatislarin  tutucu olarak kullanilmasiyla ilgili esas problem, agiz sivilariyla
korozyona ugramalaridir (44-46). Korozyon bir maddenin, 6zellikle metalin cevre ile
olan tepkimesi sonucunda yikimina neden olan bir fenomendir. Oral c¢evre cesitli

yiyeceklere maruz kaldigindan korozivdir (42).

Drago manyetik tutucularin klinik kullanimu ile ilgili, korozyon, renginin bozulmasi ve
tutuculuk kuvvetinde demanyetizasyona baglh olarak 6nemli azalmay1 kapsayan onemli
problemler tanimlamistir ve hasta memnuniyetinin yiiksek olmadigini rapor etmistir

(45).

Naert ve arkadaslari, implantlarda kullanilan manyetik tutucularda abrazyon, korozyon
ve retantif kuvvetlerinde onemli azalma rapor etmislerdir (47). Kitsugi ve arkadaslari,
Nd-Fe-B ve Sm-Co alasimi miknatislardaki korozyona gore ¢ekim kuvveti ve korozyon
arasindaki 1iligskiyi inceleyip siirekli miknatislarin tiikiiriige karst diisilk direng
gosterdiklerini ve korozyon oldugunda demanyetizasyona bagli olarak manyetik

kuvvetin diistiiglinii rapor etmislerdir (46).

Hem Nd-Fe-B hem de Sm-Co miknatislar tiikiiriikte hizla korozyona ugrarlar ve Nd-Fe-
B miknatislarin bakteri varliginda korozyonunun arttigr gosterilmistir (48). Korozyon
problemini elimine etmek icin cesitli yontemler denenmistir; bunlar agiz icinde
kullanilacak miknatislarin kapsiille sarilmasi ya da kaplanmasidir. Dental tutucularin
kaplanmasinda en yaygin kullanilan materyaller titanyum ve paslanmaz celiktir, fakat
polimerik materyaller de hem prostodontik hem de ortodontik uygulamalarda kullanilir.
Bununla birlikte kaplama materyalinin devamli asinmast miknatisin agiga ¢ikmasina

neden olur. Bu durum klinik olarak gosterilmistir (34). Paslanmaz celikteki cukurcuk
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korozyonu koreziv oral cevre sebebiyle olur; benzer korozyon farkli sistemlerde de
goriiliir (12). Dental miknatislarin kullanimu ile ilgili bu problemlerin iistesinden
gelmek icin farkli kapsiil materyalleri veya ylizey kaplamalar1 gerekli goriinmektedir.
Endiistride, asinmay1 onlemek icin titanyum ve krom nitrit gibi farkli yiizey kaplamalar1
kullanilir. Titanyum nitridin bazi ortopedik uygulamalarda kullanilmasina ragmen bu

kaplamalarin kullanimdan 6nce arastirilmasi gerekir.

Mevcut bazi miknatislarin paslanmaz c¢elik veya titanyumla kaplanmasina ragmen,
bazilar1 klinik kullanimda yaklagik 18 ay sonra korozyon ve tutuculuk kaybi nedeniyle
basarisizlia ugramistir (34, 45, 46, 49, 50). Korozyon diiriinleri protez dislerinin

renginin bozulmasina neden olabilir (51).

Manyetik tutucularin korozyonu iki mekanizma ile olur (12): (i) kaplama materyalinin

bozulmasi, (ii) nem ve iyonlarin miknatisa epoksi katmandan sizmasi.

Polimerik materyaller ile Ortiilen tutucularla ilgili ilave bir problem de miknatisa zarar
verecek nem ve iyonlarin gecmesidir. Biiytik ol¢iide giivenilir bir sistem saglamak i¢in
lazerle birlestime (laser welding) gibi gecirgen olmayan bir Ortme sistemi
kullanilmalidir. Bu sistem Dyna ve Steco gibi ticari agik alan sistemlerinde

kullanilmaktadir (52).

Baz1 sistemlerde, kapsiil materyali bozulursa korozyon iiriinleri disariya sizar (12).
Miknatis materyali kaybolur, paslanmaz celik desteklenmez ve iceri dogru plastik
deformasyona ugrar. Bu durum klinik olarak miknatis yiizeyinin merkezinde ¢okiintii

seklinde gozlenir (34).

Sonu¢ olarak, hem Sm-Co hem de Nd-Fe-B olduk¢a kirilgandir ve ozellikle tiikiiriik
gibi klorid iceren sivilarda korozyona yatkindir. Nadir toprak miknatislarinin korozyon
tirtinlerinin sitotoksik etkilerinin oldugu in vitro calismalarda gosterilmistir (53, 54). Bu
yiizden manyetik materyaller dental uygulamalarda kullanilmadan ©nce agiz

stvilarindan giivenli sekilde ayrilmalidir.
2.3.MANYETIiK ALANLARIN BiYOLOJIiK ETKIiLERi

Bir elektrik akimi oldugu zaman, daima bir manyetik alan da vardir. Kural olarak
manyetik alan statik veya zamana bagl olarak degisken olabilir. Statik alan, dogru akim
varliginda olusur; zamana bagl olarak degisen akim ise alternatif akim kaynaklari

tarafindan iretilir. Statik ve zamana bagli degisen alanlar1 ayr1 ayri degerlendirmek
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yararli olacaktir. Zamana bagli degisen manyetik alanin siddetinde periyodik
degisiklikler vardir ve viicuttaki endiiksiyon akimimi uyarir (55). Dis hekimliginde
kullanilmayan zamana bagl olarak degisen alanlar, 6rnek olarak, elektrikli ev aletleri ve
elektrik iletim hatlarinin ¢evresinde olusur. Zamana bagli olarak degisen alanlara karsi

farkl1 biyolojik sistemlerde cok cesitli reaksiyonlar rapor edilmistir (56, 57).

Son yillarda SMA’lar, arastirmalarda, tipta ve endiistride yaygin olarak kullanilmaya
baslandi. Bu yilizden de giinlilk hayatta SMA’ya maruz kalma olasiligr artmistir.
SMA’larin insan saglig iizerinde olusturdugu riskleri degerlendirmek onemlidir, ¢iinkii
epidemiyolojik c¢alismalar SMA’larin 16semi, beyin tiimorleri vb. hastaliklara yol

acabilecegini 6ne slirmiistiir (55, 58).

Wertheimer ve Leeper 1979°da elektrik nakil hatlarinin yakininda oturan cocuklarda
kanser meydana gelme riskinin 2 ila 3 kat fazla oldugunu rapor etmislerdir (59). Onlarin
raporlari, kiiciik manyetik alanlarin ve kisa siireli maruziyetin bile potansiyel biyolojik

etkileri hakkinda kayda deger dikkat uyandirmistir (60).

Siirekli miknatislarin nitelikleri gelistirildiginden ve daha yiiksek manyetik kuvvetler
elde edildiginden bu yana manyetizm modern tipta daha yaygin olarak kullanilmaya
baslanmustir. Ornek olarak manyetizm dental protezlerde siklikla kullanilir. Manyetik
rezonans goriintiileme ve transkraniyal manyetik stimiilasyon gibi tibbi cihazlardaki son
gelismeler ile giicli manyetik alanlarin (tesla boyutunda) insan sagligimi etkileyip
etkilemedigi sorular1 ortaya ¢ikmistir. Zayif manyetik alanlarin (1-200 mT) agrinin
azaltilmast ve doku iyilesmesi amacglariyla kullamimlarinin da yillardir {izerinde
calisilmaktadir. Stirekli miknatislarin ve diger manyetik araclarin tedavi amagh
uygulamalari, agrimin ve romatoid artrit ile kanser gibi hastaliklarin tedavisi gibi

alanlara yayilmistir (61).

Elektromanyetik alanlarin olumsuz etkileri kadar yararh etkileri hakkinda da bircok
rapor ve iddia vardir (62-65). Manyetik B-alanlarin biyolojik etkileri hakkindaki
iddialarin ¢cogunun biyofizik olarak mantikli aciklanmasi zordur ve bu yiizden

tartismalara yol acmaktadir (60).

Manyetit veya miknatis tas1 gibi dogal olarak bulunan manyetik mineraller orta
caglardan beri terapotik amaclar icin kullanilmislardir (66). Bununla beraber, 19.yy’da

elektromiknatislarin ve 20. yy ortalarinda ise siiper iletken (superconducting)
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miknatislarin gelistirilmesi insanlarin yogun manyetik alanlara maruz kalmasini olasi

kilmastir (67).

Manyetik alanlarin hayati fonksiyonlar iizerindeki etkilerine olan artan ilgi, insan sagligi
tizerindeki olas1 zararli etkileri hakkindaki endiseden kaynaklanmaktadir. Literatiirde
rapor edilen verilerin manyetik alan yogunlugu (107°den 10 T’ye), alanmn tipi (veya
titresimli) ve manyetik alana maruz birakilan 6rnekler (in vitro hiicre kiiltiirlerinden,
insanlara) agisindan oldukca heterojen olmasina karsin manyetik alan ve tiimor olusumu

arasinda baglant1 one siiriilmiistiir (68).

SMA’larin biyolojik etkilerini ortaya koymak i¢in ¢ok sayida in vitro hiicre caligmalari,
in vivo hayvan ¢aligmalar1 ve epidemiyolojik calismalar yapilmustir. [n vitro ve in vivo
caligmalarda hiicrenin biiylimesi, c¢ogalmasi, apoptozis, metabolik aktivitesi,
morfolojisi, iyon transportu, genotoksik etkiler, gen ekspresyonu ve hiicrelerin manyetik

oryantasyonlar1 incelenmistir.

Statik ve zamana bagh olarak degisen alanlar, hareketli iyonik yiik tasiyicilarinin
tizerine kuvvet uygularlar ve boylece uyarilmis elektrik alanina ve akimlarina neden
olurlar. Bu etkilesim, hem statik hem de zamana bagli olarak degisen alanlar ile
calisilmis olan, manyetik olarak uyarilmis kan akimi potansiyellerinin temelidir (55).
Manyetik alan dokular ile etkilestiginde ii¢ parametre diisiiniilmelidir: alanin degisim

Olciisii, alanin siddeti ve biyolojik 6rnegin maruz kaldig: alan vektoriiniin yonii (69).

SMA'’larin biyolojik etkilerini aciklamak i¢in oncelikle bu alanlar1 zayif (<1 mT), orta
(1 mT-1T), giiclii (1-5 T) ve cok gii¢lii (>5 T) olarak siniflandirmak yararl olur (70).

Dogal manyetik alan, daimi bir miknatis gibi davranan yerkiire ve ozellikleri giinesin
aktivitesi ve atmosferik olaylarla iligkili olarak degisen bir takim kiiciik 6gelerden
olustugundan, diinyay1 cevreleyen zayif manyetik alan, bir ¢esit SMA’dir. Dogal
manyetik alanin siddeti diinya yiizeyinde 0,3 ve 0,7 G arasinda degisir (55).

Yer kiirenin ve viicudumuzun her bolgesinde elektromanyetik (EM) alan ozellikleri
saptanmis olup, viicut manyetik alaninin 10"-10" T arasinda degistigi bildirilmistir.
Jeomanyetik alan biiyiikliigi (5 x 10° T) ile karsilastirildiginda viicut manyetik
alanlarinin bu alanla uyumlu oldugu goriilmektedir (71). Teknolojinin sundugu,
yasamimizt kolaylastiran aletlerin EM alanlar1 ise yaklagik 0,1-500 T arasinda

degismekte olup, viicut ve dogal ¢cevrenin EM alanindan daha fazladir (72).
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Yasayan organizmalar, siirekli olarak diinyanin yiizeyinde var olan, yaklasik 20-70 uT
civarindaki dogal jeomanyetik alana maruz kalirlar (67). Bazi organizmalar tarafindan
diinyanin zayif manyetik alan1 uzayda yer yon bulmak amaciyla kullanilmaktadir. Bu
organizmalar, biyojenik manyetiti (Fe;O,) sensor olarak kullanacak sistemler gelistiren
magnetotaktik bakteriler ve daha karmasik organizmalarin ¢esitli dokularidir (73). Zayif
SMA’larin biyolojik etkilerini agiklayacak birka¢ mekanizma diisiiniilmiistiir. Bunlar,
manyetik alanlarin etkileri icin primer hedeflerden biri olan endojen radikalleri kapsar
(74). Diger bir teori, hiicre niikleusundaki yiiksek frekansh titresimlerin olasi

degisimidir (75).

Orta yogunluktaki SMA’larin, 6zellikle de fonksiyonu membran kanallarinin 6zellikleri
ile yakindan baglantili olan bir takim biyolojik sistemleri etkileyebilecegini belirten
giiclii kanitlar vardir (76). Bununla birlikte, baslangic raporlarin ¢ogu, olayin
mekanizmasinin kesinlesmedigi fenomenolojik tanimlamalardir. Ornegin Barnothy ve
arkadaslarinin calismasinda, 400 mT’lik alana maruz kalma, farelerde lokopeniyi
indiiklemistir (77). Bunu takiben Eiselein ve arkadaslarinin caligmasinda beyaz kan

hiicrelerinin sayisinda ve gelisiminde degisiklik goriillmemistir (78).

SMA’larin biyolojik sistemlerdeki etkisi, bu alanlardan etkilenme potansiyeline sahip
olan membran molekiiler yapisinin 6zelligi (diamanyetik anizotropi) ile baglantilidir.
Pek cok inorganik ve neredeyse tiim organik bilesikler bir derecede diamanyetizme
sahiptir. Orta yogunluktaki SMA’larin biyolojik sistemler iizerindeki etkisi i¢in genel
mekanizma, uyarilabilen membranlarin molekiiler yapisi {izerindeki iyon spesifik
kanallarin fonksiyonunu degistirmeye yeterli etkisi ile olabilecektir. Orta yogunluktaki
SMA’lar, membran fosfolipit molekiillerinin rotasyonunu, ortak diamanyetik 6zellikleri
ile etkileyebilir. Bu da SMA’lara atfedilen neredeyse tiim biyo-etkileri agiklar. Bu
hipotez birkag farkli nérofizyolojik teknik kullanilarak test edilebilir (76).

Statik ve 50 Hz manyetik alanlarin, hiicrelerde coklu tepkileri stimiile ettigi iddia

edilmistir:
(1) Memeli hiicrelerinde in vitro olarak proliferasyon yetenegini engeller (79).

(i1)  Cesitli mutajenik maddelere maruz kalan hiicrelerde mutasyon oranlarini artirir

(80, 81).
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(ii1))  Hiicreleri dldiiren tedavilerden sonra tiimor hiicrelerinin yasama oranlarini artirir

(82).
(iv)  Kanserden kolay etkilenen fare tiirlerinde tiimér oranini artirir (83).

(v) Kanserle iliskili genlerin ekspresyonunu degistirerek neoplastik gelisimi etkiler

(84).

Diger caligmalar manyetik alanlarin hiicre i¢i organellerin farkli fonksiyonlari

tizerindeki etkilerini ortaya koymuslardir:

(1) Lipit peroksidasyonu ve reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi (85).
(ii) DNA hasar1 (86).

(iii)  Intraseliiler Ca** sinyali (87).

Bunlarla birlikte manyetik alanlarin son c¢alismalarla ortaya konulan bazi siirpriz
ozellikleri, altta yatan mekanizmalar1 yorumlamay1 karmasik hale getirmistir. Birincisi,
goreceli olarak diisiik manyetik alan enerjilerinde farkli etkiler gozlenmistir. Ikincisi,
statik ve degisken manyetik alanlarin ayni anda varligi, biyolojik sistemlerle manyetik
alan etkilesimini optimale cevirmektedir. Ugiinciisii, biyolojik cevaplarin, tahmin
edilemeyecek sekilde diisiik amplitiitte (<1 Gauss) ve frekanstaki (8-60 Hz) manyetik

alanlarin belli pencereleri ile tespit edilmesidir (70).

0,6 T SMA’nin genotoksik aktivitesinin, 0,14 mJm-2s-1 yogunlugundaki UV 1511 ile
benzer oldugu tahmin edilmistir (88). Bununla birlikte bugiine kadar 2 T’nin altindaki
akim yogunlugundaki ¢evrede ¢alismanin veya 2 T’nin altindaki akima maruz kalmanin
acik bir sekilde olumsuz saglik etkileri bulunmamistir. Bu yiizden SMA’nin olumlu

veya olumsuz biyolojik etkileri hakkinda tam bilgiye ihtiya¢ vardir (70).

Manyetik alanlar goreceli olarak biyolojik dokularla etkilesmez. Bu alanlar, manyetik
olarak anisotropik (polarize) veya ferromanyetik materyaller ve hareketli yiikler ile
direk olarak etkilesir. SMA’lar, niikleer ve elektron enerji seviyelerini ve doniis
oryantasyonunu degistirebilir ve biyolojik molekiiller iizerine kuvvet uygulayabilir.
Bununla birlikte atom ¢ekirdegi ile manyetik alanin etkilesimleri, elektronlarinki ile
karsilastirildiginda cok zayiftir ve biyolojik sonuglarinin kii¢iik olmasi olasidir. Teorik
analizlere gore 10 T’ye kadar olan manyetik alanlarin, reaksiyonda ara asama olan

radikaller hari¢, kimyasal reaksiyonlar: etkilemesi olasi degildir (89).
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2.4.HUCRE KULTURU

Hiicrelerin, dokudan mekanik yollarla ve bunu takiben de proteolitik enzimlerle
muamele edilerek tek hiicre veya kiiciik kiimeler halinde ayristirilmasina ve bunlarin bir
besi yeri ile cam veya plastik siselerde doku ile baglantisi olmadan in vitro olarak

cogaltilmasina hiicre kiiltiirii ad1 verilmektedir (90).

Biyolojik 6zellikleri degerlendirmenin in vitro ve in vivo olmak iizere iki temel yontemi
bulunmaktadir. In vitro deneyler, in vivo deneylerin aksine, deney faktdrlerinin kontrol
edilebilir olmas1 avantajina sahiptirler. Ancak, materyal ve konak doku arasindaki
karmasik etkilesimler calisiimak istendiginde in vitro deneyler yeterli olamamaktadirlar.
Doku ve organ kiiltiirii tanimlari, doku ve organ parcalarinin genel 6zellik ve normal
fonksiyonlarini korumak sart1 ile in vitro olarak korunmalarin1 ve kiiltiire edilmelerini

ifade etmektedirler (90, 91).

Spontan boliinme hiz1 yiiksek olan hiicrelerden direk olarak sitogenetik calisma yapilir;
diisilk olan hiicreler ise Once Kkiiltiire edilerek yapay uyaricilarla mitoz boliinmeye

sokulur, ¢cogaltilir ve daha sonra sitogenetik ¢alismalar i¢in kullanilir (92)

Hiicre Kkiiltiirleri, canli dokularin viicut disinda yasatilmasini, siirekli {iretilmesini ve
gelisimini ifade etmektedir. Canli yapilardan elde edilen dokular, viicut 1s1sinda kiiltiire
edilmekte ve viicudun Ozgiin fizyolojik konumunu taklit eden besleyici sivilarda
beslenerek cogaltilmaktadir. Besleyici sivilar, hayvan embriyo ekstratlari, plazma ve

serum, aminoasit, mineraller, seker, tuz, vitamin ve antibiyotikleri icermektedir (93, 94).

In vitro hiicre kiiltiirii deneylerinde, hiicrelerin yasatilmasi icin acik ya da kapali sistem
inkiibatorler kullanilmaktadir. Acik sistemde; kiiltiir ortami ile inkiibator icerisindeki
hava iligkidedir. Bu tiir inkiibatorlerde ortama, sisteme bagli olan bir tiipten CO,
gelmekte, hiicre ve dokularin yasatilmasi i¢in, genellikle, 37 °C’de , % 5 CO;‘li ve % 95
nemli ortam saglanmaktadir. Uzun siireli kiiltiirlerde, mutlaka agik sistem kullanilmali
ve birka¢ giin ara ile kiiltiir vasati yenilenmelidir. Bu islem metabolizma artiklarinin
uzaklastirilip yeni, gelistirici ve besleyici faktorlerin saglanmasi i¢in yapilmaktadir (91,

95).
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Hiicre ve doku kiiltiirlerinin kullanilmasi ile son yillarda molekiiler biyoloji ve tip
alanlarinda biiylik agsamalar saglanmis, hastaliklarin epidemiyolojisi, patogenezi, teshis
ve tedavisinde Onemli ilerlemeler kaydedilmistir. Hiicre kiiltiirii calismalari, hiicre
metabolizmasinin organizmanin Oliimiinden sonra bir siire daha devam ettiginin

gbzlenmesi ile ortaya ¢cikmistir (95).
2.4.1.Hiicre Kiiltiirii Teknikleri

Farkli dokulardan iiretimi saglanan hiicre kiiltiirleri primer hiicre kiiltiirleri, devamli

hiicre kiiltiirleri ve diploid hiicre kiiltiirleri olmak {izere {i¢ grupta toplanmaktadir.
2.4.1.1.Primer Hiicre Kiiltiirleri

Orijinal dokudan yeni ayrilan ve ilk olarak kiiltiir sartlarinda bulunan hiicrelerden
olusmaktadir. Dokunun fizyolojik durumunu yansitan bu hiicrelerin genotipi ve fenotipi,
orijinal doku hiicresi ile aym o6zellikleri tasimaktadir. Primer hiicre kiiltiirleri ilk
pasajdan sonra bir kiiltiir ortamindan digerine tasinmaktadirlar. Bu isleme subkiiltiir adi
verilmektedir. Yeni iiretilen hiicre kiiltiirleri ayn1 fonksiyonel 6zelliklere sahip hiicre
hatlarin1 olusturmaktadirlar. Hiicre hatlari, hiicrelerin alindigi dokularin 6zelliklerine
gore degismek sarti ile farkli oranlarda subkiiltiire izin vermektedirler. Ancak bu
hiicrelerin deneysel ortamlarda ¢ogalmalari simrhidir (91, 96, 97). Primer hiicre
kiiltlirleri, iiretim asamalarinin zor olmasina, hassas hiicreler olmalarina, calisma
esnasinda ortaya cikabilecek sorunlara ve kontrollerinin son derece giic olmasina
ragmen orijinal fizyolojik durumu ifade etmeleri nedeniyle deger kazanmislardir (98,

99).
2.4.1.2.Devaml Hiicre Kiiltiirleri

Subkiiltiirleri sonsuz olarak yapilabilen ve karyotipleri alindiklar1 dokulardan farkli
olarak gelistirilmis kiiltiirlerdir. Herhangi bir kiiltiiriin, devamli doku Kkiiltiirii olabilmesi
icin en az 70 kere subkiiltiiriiniin olmas1 gerekmektedir. Transformasyonlar1 nedeniyle

fizyolojik ozelliklerini koruyamamaktadirlar (91).

Devamli hiicre hatlari, standart kiiltiir Ornekleri olarak embriyonik veya kanserli

dokulardan kodlanmis ve kullanima sunulmustur (97).
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2.4.1.3.Diploid Hiicre Kiiltiirleri

Primer Kkiiltiirlerin subkiiltiirlerinin yapilmasindan elde edilmektedirler. Ancak bu
kiiltiirlerdeki biitiin hiicreler, alindiklar1 dokunun karyotipini % 85 oraninda
korumaktadirlar.  Diploid  kiiltiirlerde  bazi  hiicrelerde =~ kromozom tipleri
kaybolabilmektedir (97). Sitotoksisitenin degerlendirilmesinde primer hiicrelerin
devaml hiicrelere oranla daha etkili olduklari bilinmektedir. Bununla birlikte, primer ve
devamli hiicre kiiltiirlerinin sitotoksik maddeye verdikleri metabolik cevaplar arasinda
bazi farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir. Devamli hiicre kiiltiirleri genetik ve metabolik

olarak stabil olduklarindan test sonuclarinin standardizasyonu daha kolaydir (100, 101).
2.4.2.Hiicre Kiiltiirlerinin Avantajlar

1. Hiicre kiiltiiri ortaminda fizikokimyasal ¢evre ve buna bagli olarak fizyolojik
kosullar daha iyi kontrol edilebilmektedir. Sicaklik, pH, ozmotik basing, oksijen ve
karbondioksit kismi basinglar1 gibi fizikokimyasal kosullar hiicre kiiltiiriinde daha kolay
saglanirken, canli viicudunda sabit bir ¢evre olusturarak birtakim testleri yapmak daha

zordur.

2. Ornek homojenitesinin kontrolii saglanabilmektedir. Doku o6rnekleri ¢ogunlukla
heterojendir. Ancak birka¢ pasaj sonra Kkiiltiire edilmis hiicreler homojen hale
gelmektedirler. Hiicrelerin homojenitesi, elde edilen iiriinlerin homojenitesi agisindan
son derece Onemlidir. Bunun saglanmasimin bir diger yolu da c¢alisan kisilerin

homojenitesi ve calismalarin ayn1 kosullarda yapilmasidir.

3. Hiicre kiltiirleri ekonomiktir. /n vivo sistemlerde test icin canli organizmaya verilen
maddelerin bir kismi cesitli yollarla disariya atilacak, bir kismi da organizmanin
bagisiklik sistemi tarafindan ortadan kaldirilacaktir. Bu kosullarda canli  bir
organizmada verilen maddenin ancak % 10’una cevap alinabilirken, hiicre kiiltiirlerinde

bu oran % 90’lara ¢ikabilmektedir.

4. Hicre Kkiiltirleri {riin elde edilmesinde endiistriyel amagli  olarak
kullanilabilmektedir. Son yillarda gelistirilen teknikler ile bu daha kolay hale gelmistir
(90).
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2.4.3.Hiicre Kiiltiirlerinin Dezavantajlar

1. Primer kiiltiir ile baglandiginda, birbirini izleyen pasajlarda hiicreler farklilasmakta ve
her zaman bir miktar 6liim gerceklesmektedir. Yani hiicre kiiltiirlerinde zamana bagl

bir kararsizlik s6z konusudur.

2. Hiicre kiiltiirlerinde hijyen ¢ok onemli oldugundan primer kiiltiirlerin elde edildigi

doku ve bunlarin bulundugu kosullar hiicre kiiltiirlerini etkilemektedir.

3. Deneyim ¢ok onemli bir faktordiir. /n vitro calismalarda sterilizasyon, kiiltiirlerin

hazirlanmas1 ve mikroskobik inceleme uzmanlik gerektirmektedir.

4. Hiicre kiiltiirleri, in vivo yontemlere oranla daha ekonomik olmasina karsin kullanilan
hiicre tiretme vasatlar1 ve diger malzemeler son derece pahalidirlar. Buna ragmen elde
edilen iiriiniin saf olmasi onemli bir avantajdir. Ancak son yillarda bu teknolojinin
gelismesi, kullanilan malzemelerin gelistirilmesine ve giderek daha da ucuzlamasina

olanak tamimaktadir (90, 91, 102).
2.5.GENOTOKSISITE

Genetik toksikoloji, toksikolojinin alt dallarindan biri olarak, toksisitesi canl
sistemlerinin kalitimsal komponentine yonelen ajanlarin etkisini belirler ve analiz eder.
Subtoksik seviyelerde, modifiye kalitimsal karakteristikler veya DNA inaktivasyonu ile
sonuglanacak sekilde, niikleik asitlerde ve ilgili komponentlerde degisimlere neden olan
ajanlar genotoksik olarak siniflandirilir (103). Bir ajanin genotoksisitesi, bircok degisik
hastalikla sonuglanabilir ancak, kanser en sik rastlananidir. Bir¢ok insan karsinojeninin,

genotoksik oldugu saglam verilere dayanmaktadir (103, 104).

Karsinojenisite, DNA’daki degisikliklerin bir hiicrenin uygun olmayan sekildeki
biiylimesine ve boliinmesine yol agmasi anlamina gelir (105). Karsinojen ise, biyolojik
sistemlerde kanser olusturan herhangi bir etken icin kullanilmaktadir. Bu etkenler
kimyasal maddeler, fiziksel etkenler veya viriisler olabilir (106). Karsinojenisite
mutasyonlar sonucu olusur (105). Bir maddenin karsinojenik potansiyeli, mutajenik
kapasitesi ile yakindan ilgilidir (106). Biitiin mutajenik olaylarin karsinojeniteye

onciiliik etmeyeceginin anlasilmasi dnemlidir (105).
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Insan hiicrelerindeki genetik hasar hakkindaki ilgiden sorumlu ana faktorler iki alana
ayrilir.  Birincisi, insan gen havuzunu korunmasi, ikincisi ise onkogenezdir.
Kimyasallarin tiimér olusturucu ve genotoksik Ozellikleri arasindaki yakin korelatif
iliski ve kanseri baslatan spesifik niikleer genlerin (onkogen) belirlenmesi, genetik
testleri, kimyasallarin bilinmeyen karsinojenik potansiyelleri icin etkili ve Oncelikli
teknik haline getirmistir. Genetik etkilerin dnemini degerlendirirken, en 6nemli nokta
etkilenen hiicrenin lokasyonudur. E§er mutasyon iireme sisteminin parcasi olmayan
hiicrelerde (somatik hiicreler) gerceklesirse degisimden sadece genotoksik ajana maruz
kalan birey etkilenecektir. Eger degisim gametlerde veya gamete doniisen kok

hiicrelerde olursa hasarin gelecek nesilleri etkileme olasiligi vardir (103).

Bilinen tiim insan genetik toksisitesi, su 3 genotoksisiteden koken alir: gen

mutasyonlari, stabil kromozom aberasyonlar1 veya kromozom sayisinda degisim (103).

Hiicrelerde cevresel etkilerin neden oldugu lezyonlar, genetik materyalin kromozom,
gen veya DNA gibi herhangi bir seviyesinde olabilir. Tiim bu hasarlart 6lgmek ve
karakterize etmek icin testler vardir. Kromozom seviyesinde son yillardaki teknik
gelismelerle aberasyonlar ve mikroniikleus ol¢iimlerinin hizi ve hassasiyeti artmistir.
Somatik hiicrelerdeki genetik lezyonlar, DNA’nin ilgili bolgesinde hatali bilgi veya
bilgi kaybi ile sonuclanir. Genellikle bu lezyonlar ‘mutasyonlar’ olarak adlandirilir.
Kromozom seviyesindeki genetik hasar, eger hiicre icin dliimciil degilse, mutasyonla
sonuglanir ve bir geni bozar veya geni ya da kontrol eden elemanini siler. Benzer olarak
DNA lezyonlan kendileri mutasyon degilse de somatik genetik kod siralamasinda

degisiklige neden olabilir (107).

DNA hasart iki ana kategoriden olusur: kromozomlarin sitolojik analizi ile tespit
edilebilen goriiniir etkiler (makrolezyonlar) ve niikleotid seviyesinde olan goriilemeyen
degisiklikler (mikrolezyonlar). iki kategoriye ayrilan DNA hasarinin spesifik tipleri
sekil 2.4°de goriilmektedir.
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Mutasyon
Mikrolezyonlar Makrolezy onlar
Bazcifimm ver de@istudin  Bazaftininilavesiveya Eromozomlarda Kromozomlarda
nurtazyonlar stlinmesi geklindeka savisal deg@simler yapisal degisimler
mutasvonlar
_ _ ) ) *Silinmeler
(Birvevabirkag (Birvevabirkac *Ceniden smalanma
nikleotid aaftincle nukleotid ciftmde nicel Luiklar
nitel degsikliklen) degisikliklen)

Sekil 2.4. DNA’da mutasyon sonucu olusan molekiiler degisikliklerin siniflandirilmasi (103).

Mutasyonlar DNA’da rutin olarak olusur. Bu mutasyonlarin ¢ogu viicudun onarim
mekanizmalari ile tamir edilir, bazilar1t DNA’nin 6nemli olmayan boliimlerinde olusur,

bazilarinin ise fonksiyonel sonuglar1 yoktur (105).

DNA’nin hiicresel bilgiyi saklamak ve islemek gibi benzersiz bir pozisyonu
oldugundan, bu molekiiliin i¢sel kendini tamir etme kapasitesi, ¢cevresel adaptasyonu ile
beraber gelismistir. DNA canli organizmalardaki kendini onarabilen tek molekiildiir. Bu
tamir isleminin, pek c¢ok lezyonu daimi hasar olarak sabitlenmekten koruyarak,

mutasyon kinetigini etkiledigine inanilmaktadir (103).

Risk saptanmasinda genotoksisitenin énemi bilindigi icin, genotoksisiteyi saptamak ve
degerlendirmek amacli metotlar gelistirmek icin biiyiik cabalar harcanmistir. Su ana
kadar literatiirde iki yiize yakin metot bildirilmistir. Bunlardan yirmiye yakini yararli ve
pratik bulunmustur. Bu metotlarda degisik test sistemleri kullanilmistir. Bunlarin
arasinda mikroplar, mantarlar, bitkiler, bocekler, memeli hiicre kiiltiirleri ve hayvanlar

vardir (103, 104, 108, 109).
2.5.1.Mitotik Hiicre Siklusu

Okaryotik hiicrelerde, 6zellikle memeli hiicrelerinde belli agsamalar1 olan hiicre siklusu
vardir. Bu asamalarin spesifik aktivitelerinin ve siiresinin bilinmesi, programlanmamis
DNA sentezi, kardes kromatid degisimi ve cesitli in vitro ve in vivo kromozom
anomalileri gibi genetik toksikolojideki pek c¢ok testin yiiriitiilmesi ve degerlendirilmesi
acisindan gereklidir. Mitoz fazi, eslenen DNA’nin belirgin kromozomlara doniistiigii

(hiicre siklusunun diger asamalarinda kromozomlar sitolojik olarak goriinebilir degildir)
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ve iki yeni kardes hiicreye dagitildigi asamadir. Mitoz siireci bes ayr1 basamaga
boliinmiistiir (Sekil 2.5). Bu basamaklardan metafaz, sitolojik testlerde, kromozomlarin

kirik ve yeniden diizenlenmeleri agisindan incelenir (103).
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krom atinler & |

Profaz Kromatinlereslegmeye baglarve yogunlasarak N
gorinebilen krcmozomlara donigider. / )
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olarak gérinen '1\\\'_ '_'é:' 7
i§ k1oz 1 Yy
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F e U
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. (I
Anafaz Kromatidlerki kardeghiereye aynlir. [ & S\
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.\\ ‘-"‘\ - /
Telofaz 1ki dzdes kardeshitore gekillenis. Niklear

zar yeniden olugur ve krom ozomlar (/5:‘\\\ dﬁ
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gorinumune coner. = \ '/

Sekil 2.5. Mitoz. Somatik hiicre boliinmesinin asamalari (103).

2.5.2.0zellesmis Sitogenetik Tam Yontemleri

DNA iizerinde hasarlarin olugsmasina neden olan kimyasal maddelere karsi maruziyetin
biyo-gostergesi olarak cesitli sitogenetik yontemler kullanilmaktadir (110). Herhangi bir
kimyasal maddeye maruz kalinmasi halinde olusacak etkinin genotoksik olup
olmadiginin belirlenmesi amaci ile yapilan biyo-izleme caligmalarinda en yaygin
kullanilan testler kardes kromatid degisimi (SCE) ve mikroniikleus (MN) testleridir
(111).
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2.5.2.1.Kardes Kromatid Degisimi ‘Sister Chromatid Exchange’ (SCE)

Metafaz kromozomlarinda morfoloji degismeksizin, ©6zdes segmentlerin simetrik
degisimi sonucu kromatidlerin karsilikli farkli boyanmasidir. Mutajen veya
karsinojenlerin olusturdugu genetik harabiyetin gosterilmesinde ve kromozom kirigi

sendromlarin1 degerlendirmek amaciyla kullanilir (92, 112, 113).
2.5.2.2.Mikroniikleus (MN) Analizi

Mikroniikleus, anafazda kromozom veya kromozom parcalarinin geri kalmasindan
olusur (Sekil 2.6). Bir membran icinde kromatin parcalari iceren MN, hiicrelerin
sitoplazmasinda bulunur ve ana hiicre niikleusundan ayrilir. MN, kromozomun
tamamindan ya da kromozom parcalarindan olusur. MN kolaylikla taninir; ciinkii
morfolojisi ana niikleusa benzer ama ana niikleustan daha kii¢iiktiir (114). MN, hiicrenin
1/4 - 1/5’1 biyiikliigiinde olur. MN biiyiikliigli genotoksik ajana baglidir (115). Biiyiik
MN, kromozom hatasindan, kii¢iik olan ise kromatid parcalarindan kaynaklanir (116).
Dokulardaki MN sikliginin degismesi, karsinojenlere maruz kalinan siireye de baghdir.
Kronik maruziyette, MN’li hiicre sayis1 fazladir. Akut maruziyette ise, MN’li hiicre
sayist belirli bir siire i¢in artar, daha sonra tekrar eski diizeyine iner (115). MN
sayisindaki artis andploidiyi uyaran c¢esitli mutajen veya karsinojenlerin hiicrede yol
actig1 sayisal ve yapisal kromozom anomalilerinin dolayli olarak degerlendirilmesini
saglar. MN testi karsinojenlerin veya farmasotik ajanlarin yaptigi sitogenetik
harabiyetin  tesbitinde kolay uygulanabilmesi, c¢ok fazla sayida hiicrenin
degerlendirilebilmesi ve istatistiksel yonden anlamli sonuglar elde edilebilmesi avantaji
ile yaygin kullamlan bir tetkiktir (117, 118). MN sikliginin saptanmasi, sadece
genotoksik ajanlara maruziyeti yansitmaz, ayrica genotoksik hasari veya kanseri 6nleme
caligmalarinin etkinligini izleme amaciyla da kullanilabilir. Eger bir koruyucu ajanin
genotoksik hasara karsi etkisi varsa, bu kansere maruz kalan dokularda MN sikligindaki
azalma ile kendini gosterir (104). Antioksidan ajanlarin, dokuda olusan MN sikligini

ters yonde etkileyerek azalttiklar1 sonucuna varilmistir (115).
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Sekil 2.6. Mikroniikleuslu hiicrelerin olusumu

MN testi uygulanirken, MN’nin su 6zelliklere sahip olmas1 gerekmektedir:

MN, cekirdegin 1/3- 1/5 biiyiikliigiinde, cekirdekle ayni diizlemde, ¢ekirdekle esit ya da
daha ¢ok renk yogunlugunda, cekirdekten tamamen ayri, sekil olarak (oval-yuvarlak)
cekirdekle benzer olmali, hiicrelerin sitoplazmalar1 pargalanmis olmamali, ¢ekirdeksel
materyal icermeli, cekirdegin en kisa ekseninin 4 kat uzakligina kadar ve sitoplazmanin
sinirlar1  iginde bulunmalidir ve c¢ekirdek anomalileri iceren hiicreler dikkate

alinmamalidir (119).
2.5.2.3.Frajil Bolge Tespiti

Frajil bolgeler kromozomlar iizerinde yer alan, ©Ozel kiiltiir kosullar1 altinda bazi
faktorler tarafindan indiiklenince gozlenen boyanmayan araliklar (bosluklar), kiriklar,

yeniden diizenlenmeler veya triradiyal bolgelerdir (120).
2.5.3.Mitotik indeks

Mitotik indeks, bir hiicre popiilasyonunda metafazdaki hiicrelerin, gozlenen toplam
hiicre sayisina oranidir; o popiilasyonun proliferasyon derecesinin bir isaretidir.
Sitotoksik/sitostatik etkilerin bir dl¢iisiidiir ve uygulama sonrasi zamana baglidir. Hiicre
kiiltiiriinden preparat hazirlanmasi sirasinda kontrollerle karsilastirildiginda mitotik
indeks derecesindeki azalma (% 50’den daha fazla), sitotoksisitenin bir isareti olarak

diisiiniiliir (121).

Mitotik indeks= Metafazdaki hiicre sayisi / Sayilan toplam hiicre sayis1 x 100
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2.5.4.Agaroz Jel Elektroforezi
DNA’daki tek veya cift zincir kiriklari, mutajeniteyi tetikler (122, 123).

DNA molekiiliiniin analizlerinde cok ¢esitli yontemler kullanilmakla beraber bunlarin
arasinda en yaygmn ve sik kullanilani, agaroz jel elektroforezidir. DNA’nin
elektroforetik analizinin temeli, DNA molekiiliiniin elektriksel alanda jel igerisinde
hareketine dayanmaktadir. Jel elektroforezinde ayirict ortam agar veya agaroz olabilir.
Baz1 durumlarda agaroz-poliakrilamid karisik jel sistemleri kullanilsa da en yaygin
kullanilan agaroz jel sistemidir. Agaroz kirmizi bir alg tiirli olan Agar agar’dan elde
edilen lineer bir polisakkarittir. Sicak suda ¢oziinerek jel haline gecer. Polimerlesmede
polisakkaritler arasinda hidrojen baglarinin kurulmasiyla jel yapisi meydana gelir.
Ticari olarak {iretilen agarozlarin saflik dereceleri farkli olmaktadir. Kullanilan
agarozun saflik derecesine gore DNA molekiiliiniin jeldeki go¢ hizi etkilenmektedir.
Agaroz konsantrasyonu % 0,5 ile % 1,5 arasinda degistirilerek jelin por capi
ayarlanabilir. Bu sayede kiicik DNA fragmentleri i¢in yiiksek, biiyik DNA
fragmentleri icin diisiik agaroz konsantrasyonu kullanilarak DNA molekiiliiniin daha
rahat yiiriimesi saglanabilir. Bir DNA molekiiliiniin agaroz jelde goriiniir hale gelmesi,
ethidium bromiiriin DNA baglar1 arasina baglanarak 300 veya 360 nm’deki UV 151811
absorblamasi sonucu floresan etki gostermesi ile olur. Bu etki DNA konsantrasyonuna

bagli olarak az veya kuvvetli olabilir (124).

Bu yontem DNA merdiveni ya da oligoniikleozomal bantlarin olusumuna baglh olarak

apoptozu tespit eden klasik bir yontemdir (124).



3. GEREC VE YONTEM

Dental protezlerde kullanilan miknatislarin olusturdugu statik manyetik alanin insan
gingival doku fibroblastlarina olan genotoksik etkilerinin in vitro olarak incelendigi bu
calisma, Erciyes Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Protetik Dis Tedavisi Anabilim
Dal1 laboratuarlarinda ve Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim

Dal1 laboratuarlarinda yiiriitiildii.
3.1.GRUPLARIN OLUSTURULMASI

Calismada kullanilan manyetik tutucular, 6zellikleri ve iiretici firmalar1 tablo 3.1°de

gosterilmistir.

Deney grubunda 173 gr ¢ekme kuvvetinde Sm-Co yapisinda titanyum kapli dental
manyetik tutucu (Steco-system-technik, GmbH & Co, Hamburg, Almanya) ve 500 gr
cekme kuvvetinde cerrahi celik kapli Nd-Fe-B alasimi (Dyna Dental Engineering,

Bergen op Zoom, Hollanda) dental manyetik tutucular kullanildi (Resim 3.1).
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Tablo 3.1. Calismada kullanilan manyetik tutucular

Marka ismi ES:::; Boyutlar Kimyasal icerigi Uretici Firma
Nd- Fe-B Dyna Dental
Dyna Magnet 500 gr Cap 4,8 mm ;. | Engineering, Bergen
Yiikseklik 2,7 mm Kaplarpa M.alzemesn o5 Zoom Hé)llanda

Katalog no: 1106 Cerrahi Celik p ’

Steco Magnet Sm,Co;, Steco-system-

173 or Cap 4,5 mm | technik, GmbH &

Katalog no: g Yiikseklik 2,65 mm K.aplama Malzemesi: Co, Hamburg,
U.00.01.X265 Titanyum Almanya

)

a b

Resim 3.1. Dyna miknatis (a) ve Steco miknatis (b)

Manyetik tutucular, protezin i¢indeki konumlari taklit etmek ve yerlerini sabitlemek
amaciyla otopolimerizan akrilik rezin (Pan Acryl, self cure, Inci Dental, Istanbul) icine

tek ve cift miknatis olmak iizere iki ayr1 konfigiirasyonda gomiildii.

Otopolimerizan akrilik rezin hamuru, iireticinin 6nerilerine gére hazirlandi ve 38 mm
capinda ve 5 mm derinliginde plastik petri kabina dolduruldu. Bir siman cami yardimi
ile akriligin yiizeyi diizlestirildi. Miknatisin protez icindeyken agiza bakan yiizeyi siman

camina temas edecek sekilde miknatislar akrilik rezine gomiildii.

Birinci yerlesim: Bir adet Dyna miknatis petri kabinin merkezinde akrilik rezine
gomiildii.
Ikinci yerlesim: iki adet Dyna miknatis, merkezleri arasinda 25,5 mm mesafe olacak

sekilde akrilik rezine gomiildii.

Uciincii yerlesim: Bir adet Steco muknatis petri kabinin merkezinde akrilik rezine

gomiildii.
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Dérdiincii yerlesim: Iki adet Steco miknatis, merkezleri arasinda 25,5 mm mesafe

olacak sekilde akrilik rezine gomiildii.

Iki miknatis yerlestirilirken yetiskin kadin  ve erkek mandibular kaninler aras

mesafenin yaklasik ortalamasi esas alindi (125).

Bu sekilde 4 farkli miknatis yerlesimine sahip akrilik kaide elde edilmis oldu (Resim
3.2).

Resim 3.2. Kullanilan akrilik kaideler: a) 1 adet Dyna miknatisli akrilik kaide, b) 2 adet Dyna miknatishi
akrilik kaide c) 1 adet Steco miknatish akrilik kaide, d) 2 adet Steco miknatish akrilik kaide

Akrilik kaidelerin kiiltiir kaplarinin dis ylizeyine yerlestirilme sekline gore gruplar

olusturuldu.

1. Grup (Dyna-1): 1 adet Dyna muknatishi akrilik kaide, miknatis, kiiltiir kab:

tabaninin geometrik merkezinde olacak sekilde kiiltiir kabinin altina yerlestirildi.

2. Grup (Dyna-2): 2 adet Dyna miknatishh akrilik kaide, Kkiiltiir kabinin

kenarlarindan esit uzaklikta olacak sekilde kiiltiir kabinin altina yerlestirildi.

3. Grup (Steco-1): 1 adet Steco miknatish akrilik kaide, miknatis kiiltiir kab1

tabaninin geometrik merkezinde olacak sekilde kiiltiir kabinin altina yerlestirildi.

4. Grup (Steco-2): 2 adet Steco muknatish akrilik kaide, Kkiiltiir kabinin

kenarlarindan esit uzaklikta olacak sekilde kiiltiir kabinin altina yerlestirildi.
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Her grup i¢cin miknatislarin ¢evresinde olusan manyetik alan bir Gaussmetre (manyetik
alan olcer) (Sypris 5170, F.W Bell, Florida, katalog no: 415170; A.B.D.) yardimu ile
Olciildii (Resim 3.3 ve 3.4). Gaussmetre, yerkiire ve diger manyetik kaynaklardan

dogan manyetik alani sifirlayarak 6l¢iim yapma 6zelligine sahipti.

Olgiimler tek miknatislar icin miknatisin merkezinden, miknatis kenarindan ve

merkezden 5, 10 ve 20 mm uzakliktan yapildi (Resim 3.5).

Cift miknatislarda ise miknatislarin arasindaki mesafenin orta noktasindan,
miknatislardan birinin merkezinden, merkezden ortaya dogru 5 ve 10 mm mesafelerden

yapildi (Resim 3.6).

Resim 3.3. Gaussmetrenin goriiniimii

Resim 3.4. Gaussmetre probu ile 6l¢timiin yapilist
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Resim 3.5. Tek miknatis i¢in manyetik alan 6l¢tim noktalari

Resim 3.6. Cift miknatis i¢in manyetik alan 6l¢iim noktalari

3.2.DIiSETi ORNEGININ ALINMASI

Calismaya baslamadan once Erciyes Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi etik
kurulundan onay raporu alindi. Diseti Orneklerinin alimi i¢in, sigara i¢gmeyen, agiz
hijyeni iyi, herhangi bir kronik hastaligi ve diizenli kullandig1 ila¢ olmayan, yakin
zamanda major radyolojik inceleme gecirmemis ve 25-50 yas arasinda, gomiilii veya
yar1 gomiilii 3. molar dis ¢cekimi operasyonu gerektiren hastalar secildi. Cekimi yapilan
diste veya c¢evre dokularda herhangi bir enfeksiyon veya enflamasyon olmamasina

dikkat edildi. Primer kapatmaya izin verecek sekilde, operasyon bolgesinden 3-4 mm
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capinda diseti ornegi alindi. Her grup icin 7 hiicre kiiltiirii olacak sekilde, toplam 28

bireyden 6rnek alindi. Hastalardan islem oncesinde bilgilendirilmis onamlar1 alindi.
3.3.GINGIVAL FIBROBLAST KULTURU

3.3.1.Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Medyumlarin Icerigi

3.3.1.1.Tasima Medyumu

- 500 ml HAM’s F-10 (Biological Industries, katalog numarast: 101-090-1B; Israil)

- 0,5 ml heparin (Nevparin, Mustafa Nevzat Ila¢c Sanayii A.S. Istanbul)

- 5 ml penisilin-streptomisin (Sigma Aldrich, katalog numarasi: 03-0031-1C; Almanya)
3.3.1.2.0n Hazirhk Medyumu

- 50 ml RPMI 1640 (Biological Industries, katalog numarasi: 01-106-1B; Israil)

- 50 ml HAM’s F-10 (Biological Industries, katalog numarasi: B101-090-1B; Israil)

- 1 ml penisilin-streptomisin (Sigma Aldrich, katalog numarasi: 03-0031-1C;

Almanya)
- 3 ml UltroSer G (L.K.B. Reactifs, IBF, Fransa)
3.3.1.3.Doku Kiiltiir Medyumu

- 90 ml BIO-AMF-1 Basal Medium (Biological Industries, katalog numarasi: 01-190-
1B; Israil)

- 10 ml BIO-AMF-1 Supplement (Biological Industries, katalog numarasi: 01-192-1D;
Israil) (Resim 3.7)

- 1 ml penisilin-streptomisin (Sigma Aldrich, katalog numarasi: 03-0031-1C; Almanya)
-2 ml L-Glutamine (Biological Industries, katalog numarasi: 03-020-1C; [srail)

- 1 ml Heparin (Nevparin, Mustafa Nevzat Ila¢ Sanayii A.S. Istanbul)
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Resim 3.7. Supplement ve basal medyum

3.3.2.Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi ve Takibi

Alinan dis eti ornekleri, 12 ml ‘lik steril kiiltiir tiipleri (Cellstar, Greiner Bio-One,
katalog numarasi:164160; Almanya) i¢cinde 6nceden hazirlanip 4 °C’de saklanan tasima
medyumu igerisine konularak, bekletilmeden Erciyes Universitesi Tibbi Genetik
Laboratuarina getirildi. Biyogiivenlik kabininde (Metisafe Class II Safety Cabinet,
Ankara, Tiirkiye) doku ve tasima medyumu, kan tiipiinden steril edilmis, kapakli cam
petri kabina transfer edildi ve steril bir bistiiri yardimiyla kii¢iik parcalara (yaklasik 0,5
mm capinda) ayrildi. Bu sekilde bir gece % 5 CO, igeren atmosferde, 37 °C’de
inkiibatorde (Heraeus, Hera Cell, Kandro Laboratory Products, Almanya) (Resim 3.8)
bekletildi.
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Resim 3.8. Inkiibator

Daha sonra petri kabindan steril pastor pipeti ile steril kiiltiir tiipline alinan materyal
1400 devir/dakikada 5 dakika santrifiije edildi (UNIVERSAL 320, Hettich, Andreas
Hettich GmbH Co. KG., katalog no:1401; Almanya) (Resim 3.9). Siipernatant atilip 2
ml tripsin-EDTA (Sigma Aldrich Inc. St. Louis, katalog numarasi: T4049; Missouri,
A.B.D.) ilave edildi. Bir saat boyunca 37 °C’de bekletildi. Yeniden 1400 devir/dakikada
5 dakika santrifiije edildi. Siire sonunda siipernatant atildi ve 1 ml kollajenaz ve 1 ml 6n
hazirlik medyumu ilave edildi. ki saat boyunca 37 °C’de bekletildi. Daha sonra 1400
devir/dakikada 5 dakika santrifiije edilerek siipernatant atildi ve 2 ml 6n hazirlik
medyumu ilave edildi. Tekrar 1400 devir/dakikada santrifiije edilerek siipernatant atildi.
Uzerine 9 ml 37 °C’de 1s1tilmig doku kiiltiir medyumu eklendi ve steril pastor pipeti ile
karistildiktan sonra miknatis uygulanan ve uygulanmayan 25 cm? lik iki kiiltiir kabina
(Cellstar, Greiner Bio-One, katalog numarasi:690160; Almanya) paylastirildi (Resim
3.10, 3.11). Kiiltiir kaplari, kapaklar1 aralik olarak % 5 CO, igeren atmosferde, 37
°C’deki inkiibatore konuldu. Miknatisli ve kontrol Kiiltiir kaplarinin birbirinden uzak

yerlestirilmesine dikkat edildi.
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Resim 3.10. Miknatis uygulanmus kiiltiir kab1
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Resim 3.11. Miknatis uygulanmamis kontrol kiiltiir kabi

Bir hafta sonra invert 151k mikroskobunda (Eclipse TS100, Nikon, Japonya) x200’1iik
biiyiitmede kiiltiir kaplarina hiicrelerin yapisip yapismadigi kontrol edildi ve dijital
fotograf makinesi (Panasonic DMC-FZ8, Matsushita Electric Industrial Co., Ltd, Osaka,
Japonya) ile resimlendi. (Resim 3.12). Yapisma yeterli degilse 37 °C’de 1sitilmig 1 ml
doku kiiltiir medyumu eklenip birka¢ giin daha hiicrelerin yapismasi i¢in beklendi.
Koloni sayisi 10-12’ye ulastiginda pasajlama yapildi. Yani ilk ekim Kkiiltiir kabinin
icindeki yapismayan hiicreleri de iceren doku kiiltiir medyumu steril pastor pipeti ile
cekildi ve ilk ekim kiiltiir kab1 ile ayn1 tip miknatishi veya miknatissiz olacak sekilde
diizenlenen ikinci bir kiiltiir kabina aktarildi (pasajlama). Ilk ekim kiiltiir kaplarinin her
birine 4,5 ml 37 °C’de 1sitilmis doku kiiltiir medyumu eklendi ve her iki kiiltiir kab1 da
inkiibatore konuldu. Sonraki 3. giinden itibaren ilk ekim kiiltiir kab1 invert mikroskopta
kontrol edildi. Hiicreler kiiltiir kab1 tabanin1 kapladiysa ¢ikarim yapildi. Kiiltiir siiresi

hiicrelerin yapigma ve lireme hizina bagl olarak 10-12 giin arasinda degisti.

Resim 3.12. Ekimden 1 hafta sonra kiiltiir kabina yapisan gingival fibroblastlarin x200’liik biiyiitmede

gOoriinimii
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3.3.3.Hiicre Kiiltiiriiniin Sonlandirilmasi (Cikarim)

Cikarim, ilk ekim yapilan ve pasajlama ile elde edilen kiiltiirlerin her ikisi i¢in de
yapildi. Ik ekim yapilan kiiltiiriin ¢ikarimi ile mitotik indeks ve mikroniikleus analizi
icin preparatlar hazirlandi. Pasajlama ile elde edilen kiiltiiriin ¢ikarimindan ise DNA

izole edilip DNA kiriklari incelendi.
Cikarimda kullanilan soliisyonlar

Hipotonik soliisyonu: % 0,625 sodyum sitrat (6,25 gr sodyum sitrat + 1000 ml distile

su), hiicrelerin siserek patlamalarini saglar.

Fiksatif: 3 hacim metanol (Merck, Katalog no: 502K05275408; A.B.D.) + 1 hacim
asetik asit (Merck, katalog no: 247K18855556; A.B.D.)

Colcemid: Mitoz boliinme esnasindaki hiicreleri metafaz asamasinda bloke eder

(Biological Industries, katalog no: 12-004-1; Israil).
Tripsin-EDTA: Kiiltiir kabinin tabanina yapisan hiicrelerin kaldirilmasini saglar.
3.3.3.1.Pasajlama ile Elde Edilen Kiiltiiriin Cikarmm

Cikarim yapilacak kiiltiir kabinin icerisindeki medyum steril pipetle cekilip atildi.
Yerine 4,5 ml doku kiiltiir medyumu ve 100 ul colcemid soliisyonu eklendi. Iki-ii¢ saat
37 °C’de inkiibatérde bekletildi. Siire sonunda kiiltiir kabi icerisindeki medyum 10
ml’lik enjektore cekildi. Kiiltiir kab1 icerisine 2 ml tripsin-EDTA ilave edildi ve aynm
enjektore cekildi. Kiiltiir kabina 2 ml daha tripsin-EDTA ilave edildi ve 4 dakika 37
°C’de etiivde bekletildi. Bu siire sonunda, invert mikroskopta hiicrelerin kiiltiir kabi
tabanindan kalkip kalkmadigina bakildi. Hiicreler kalktiysa, enjektoriin igindeki
medyum ve tripsin-EDTA karisimi kiiltiir kabina piiskiirtiilerek eklendi. Kiiltiir kab1
icindeki s1v1 kan tiipiine bosaltildi ve kiiltiir kabinin tizerindeki etiketle etiketlendi. Bin

devir/dk’da 10 dk santrifiije edildi. Uzeri atildi. DNA izolasyonuna gegildi.
3.3.3.2.DNA izolasyonu

Pasajlama ile elde edilen Kkiiltiriin ¢ikarimindan sonra beklenilmeden DNA
izolasyonuna gecildi. Bunun i¢in hazir bir kit kullanildi (DNeasy Blood-Tissue Kit (50),
QIAGEN, katalog no: 69504; Almanya). Ureticinin talimatlarina gore DNA izole edildi
ve -20 °C’de sakland1 (Resim 3.13).



Resim 3.13. izole edilmis DNA igeren tiipler

3.3.3.3.ilk Ekim Yapilan Kiiltiiriin Cikarim

Pasajlama ile elde edilen kiiltiiriin ¢ikarimindaki asamalar aynen uygulandiktan sonra,
pellet resiispanse edildi, 10 ml 37 °C’de 1sitilmis hipotonik soliisyon tiipe ilave edildi.
Hemen 1000 devir/dk’da santrifiij edildi. Yeniden iizeri atilip, pellet resiispanse edildi,
37 °C’de 1sit1lmis 10 ml hipotonik soliisyon tiipe ilave edildi. Ve oda sicakliginda 1,5 dk
bekletildi. Uzerine 1 ml soguk fiksatif ilave edildi ve 1000 devir/dk’da 10 dk santrifiije
edildi. Uzeri atildi, pellet resiispanse edildi ve 10 ml soguk fiksatif, damla damla

kanigtirilarak ilave edildi. Tiipler -20 °C’de preparat hazirlanmak iizere saklandi.
3.3.4.Preparatlarin Hazirlanmasi

Lamlar, % 70’lik metanol icerisinde buzdolabi buzlugunda bekletildi. Daha sonra
lamlar iyice kurulandi. Her kiiltiir tiipii icin mitotik indeks (M) ve mikroniikleus (MN)
analizi i¢in ayr1 ayr1 preparat hazirlandi ve her Kkiiltiir tiipli icin ayr1 pastor pipeti
kullanildi. Pastor pipeti ile fiksatifli hiicre i¢eren kiiltiir tiiplerine pipetaj yapilarak hiicre
siispansiyonundan lamlara 7-8 damla damlatildi; 2-3 sn bekleyip iizeri soguk fiksatif ile
yikand1 ve preparatlar kurumaya birakild. Mi ve MN analizi igin hazirlanan
preparatlarin farki, hiicre siispansiyonunun MI analizi icin 30-40 cm yiiksekten
damlatilirken, MN analizi i¢in yakin mesafeden (1-2 cm yukaridan) damlatilmasidir.
Yiiksekten damlatma ile metafazlar yayilir ve daha net gozlenir. MN analizinde ise

sitoplazma golgeli hiicreler elde etmek icin yakindan damlatmak gerekir.
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3.3.5.Preparatlarin Boyanmasi
Boyama icin gerekli olan soliisyonlar:

- 0,06 M KH,POy soliisyonu: 6,124 gr KH,PO, tartilip distile su ile 750 ml’ye

tamamlanarak hazirlandi.

- 0,06 M Na,HPO; soliisyonu: 8,010 gr Na,HPO, tartilip distile su ile 750 ml’ye

tamamlanarak hazirlandi.

49 ml KH,PO4 + 51 ml Na,HPO, (sorenson tamponu) balon jojede karistirilip, 100
ml’lik soliisyondan 5 cc disar atildi. Bes cc giemsa boyasi, bu tampona eklenerek tekrar
karistirildi. Yeni hazirlanan % 5°lik giemsa boyasinda kurumus olan preparatlar 6 dk
boyandiktan hemen sonra 2 kez distile su ile yikanarak kurumaya birakildi. Kuruyan
preparatlar 151k mikroskobunda incelendi, degerlendirmeye uygun olan preparatlar

ksilolden gecirildikten sonra kanada balsami (entellen) damlatilarak lamelle kapatildi.
3.4.MiKRONUKLEUS ANALIZi

MN’yi tamimlamak i¢in kriterler sunlardir:

1. Ana cekirdekten ayrilmalidir (126-128).

2. Ana cekirdegin maksimum capinin yarisimi agsmamali ve capi yaklasik ana

niikleusun 1/20’si ile 1/3’ii arasinda olmalidir (126-129).

3. Sadece sitoplazmasi iyi korunmus hiicrelerde analiz yapilmali (128).
4. Morfolojisi ve boyanma 6zelligi niiklear materyale benzer olmalidir (126).
5. Cekirdegin en kisa ekseninin 4 kat uzakligina kadar ve sitoplazmanin sinirlari

icinde bulunmalidir (119).
6. Sekil olarak (oval-yuvarlak) cekirdekle benzer olmali (119).
7. Cekirdek anomalileri iceren hiicreler dikkate alinmamalidir (119).

MN i¢in hazirlanan preparatlar mikroskopta (Olympus CX41, A.B.D.) x400’lik
biiylitmede bilgisayar programi (Analysis FIVE Image Analysis Software, Soft
Imaging System Corp. A.B.D.) (Resim 3.14) ile goriintii ekrana yansitilarak incelendi.
Yukaridaki kriterler dikkate alinarak, sitoplazmasi dagilmayip sinirlari belli olan 2000
cekirdek sayilip, bu hiicreler icinde bulunan MN sayisi kaydedildi (Resim 3.15).

Bilgisayar programi ile goriintii biiyiitiilerek mikroniikleuslar dogrulandi.
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Resim 3.14. Mikroskoptaki goriintiiniin bilgisayara aktariimasi

Mikroniikleus Mikroniikleus

J e .
L ?‘.
N L

/ -
0

Mikronikleus

A}

Resim 3.15. Mikroniikleus goriiniimii
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3.5.MITOTIiK iNDEKS ANALIiZi

MI igin hazirlanan preparatlar, mikroskopta (Olympus CX41, A.B.D.) x400’liikk
biiyiitmede bilgisayar programi (Analysis FIVE Image Analysis Software, Soft
Imaging System Corp. A.B.D.) ile goriintii ekrana yansitilarak incelendi. Her 1000
hiicreden mitoza giren hiicreler (metafaz plagi) sayilmak iizere mitotik indeks sikligi

belirlendi (Resim 3.16).

Metafaz plag: ‘

. - -
-
x
1\ ' > fdy - .

Niikleus 4

Resim3.16. Niikleuslar ve metafaz plaginin x400 biiyiitmede goriiniimii

3.6.AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI

3.6.1.Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

> TBE tamponu (10x)

- 108 gr Tris (Sigma Aldrich, katalog numarasi: T-1378; Almanya)
- 55 gr Borik asit

- 7,31 gr EDTA tartilarak 1 litreye tamanlanir. 1/10 distile su ile sulandirilarak

kullanilir.
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> Etidyum bromid (% 1’lik)

0,2 gr etidyum bromid (Sigma Aldrich, katalog numarasi: e-7637; Almanya) 20 ml’ye

tamamlanir.

> Yiikleme tamponu

- 3 gr Ficoll 400 (Sigma Aldrich, Almanya)

- 50 mg Xylene Cyanole FF (Sigma Aldrich, Almanya)
- 2 gr brom fenol mavisi (Sigma Aldrich, Almanya)

- 20 ml distile su

Ucg gr agaroz toz tartildi, iizeri 150 ml TBE tamponu ile tamamlanip, kaynatilarak
erimesi saglandi, jel kalibina dokiilmeden once yaklasik 65 °C’ye kadar sogutuldu.
Icerisine 5 ul % 1’lik etidyum bromid eklendi, karistirildi ve elektroforez tankinin
(EC340, Thermo Electron Corporation, A.B.D.) jel kalib1 i¢ine dokiildii. Kuyucuklarin

olugmasini saglayan tarak takildi ve jel donmaya birakildi.

Jel tamamen donduktan sonra tarak dikkatlice ayrildi. Her ornekten daha Once izole
edilmis olan DNA’dan Eppendorf tiipe 40 ul alinarak iizerine 5 pl yiikleme tamponu
eklendi. Karistirlldiktan sonra her bir o©rne8in DNA’si, jeldeki kuyucuklara,

mikropipetle sirastyla yiiklendi (Resim 3.17).

Jel agaroz aparatina yerlestirildi. Aparata jelin {izerini kaplayacak kadar yiiriitme
tamponu konuldu. 75V/ cm? voltaj uygulanarak 2 saat yiiriitme islemi gerceklestirildi.
Separasyon zamaninit sonlandirmak icin, yiikleme tamponunda bulunan brom fenol
mavisinin jelde katettigi mesafe bize yol gostermistir. Jel daha sonra U.V.

transilliminator iizerine konarak fotograflart ¢ekildi.
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Resim 3.17. Agaroz jel elektroforez sistemi

3.7.iSTATISTIKSEL YONTEM

Calisma sonuglarinin istatistiksel degerlendirmesi, SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago,
[linois 60606, A.B.D.) yazilimi kullanilarak yapildi.

Mikroniikleus analizinde kontrol gruplarinin karsilastirilmasinda veriler normal dagilim
gosterdiginden tek yonli varyans analizi (ANOVA) kullanmildi. Grup i¢i
karsilastirmalarda veriler normal dagilim gostermedigi icin Wilcoxon isaret testi
yapildi. Mikroniikleus analizi i¢in deney gruplarinin karsilastirilmasinda ise ANOVA
kullanildi.

Mitotik indeks analizinde kontrol gruplarinin karsilastirilmasinda veriler normal dagilim
gosterdiginden ANOVA kullanildi. Grup i¢i karsilastirmalarda veriler normal dagilim
gosterdigl icin eslestirilmis t testi uygulandi. Mitotik indeks analizi i¢in deney

gruplarinin karsilagtirilmasinda ise yine ANOV A kullanildi.



4. BULGULAR

Bu calismada dental protezlerde kullanilan iki farkli ticari marka manyetik tutucunun
olusturdugu SMA’nin insan gingival doku fibroblastlarina olan genotoksik etkileri
mikroniikleus, mitotik indeks analizi ve agaroz jel elektroforezi ile DNA kiriginin

incelenmesi yontemleriyle in vitro olarak arastirildi.

Gingival fibroblast kiiltiirleri, Dyna ve Steco marka tek ve ¢ift miknatistan olusan 4
farkli miknatis diizeneginin olusturdugu statik manyetik alana maruz birakildi. Dort
grubun her biri icin 7 adet deney ve 7 adet kontrol olmak iizere toplam 56 gingival
fibroblast kiiltiirii yapildi. Her bireyden alinan diseti 6rneginden iki ayr1 kiiltiir
olusturuldu. Bir tanesine miknatis diizenegi yerlestirildi, digeri kontrol olarak birakildi.
Boylece aym bireye ait dokularin kullanilmasi ile bireysel farkliliklar elimine edilerek
sadece kullanilan miknatisin etkisinin degerlendirilmesi amaclandi. Her grubun kontrol
gruplar1 ayn1 zamanda baglangic degerlerini de yansittiklarindan, gruplarin denkliginin
tespit edilmesinde kontrol gruplarinin karsilagtirilmasi yapildi. Karsilagtirmada ilk

olarak verilerin dagilimi incelendi.
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4.1.MIKNATISLARIN MANYETIK AKI OLCUMLERI

Olgiimler tek miknatislar icin miknatisin merkezinden, miknatis kenarindan ve

merkezden 5, 10, 15 ve 20 mm uzakliktan yapildi.

Cift miknatislarda ise miknatislarin arasindaki mesafenin orta noktasindan,
miknatislardan birinin merkezinden, miknatisin merkezinden ortaya dogru 5 ve 10 mm

mesafelerden yapildi. Degerler miliTesla (mT) cinsinden verildi.

Bir adet Dyna miknatisin manyetik aki yogunlugunun mesafeye bagh degisimi sekil

4.1°de goriilmektedir.

140
130
—~ 120
=
= 100
\E.Iu
= 30
=
1-|:|_'I|
-. 60
%
-—j 40
T
%' 20 6_4
= 0 - 1.6 0.5 0.2
0 5 10 15 20

Mesafe (mn1)

Sekil 4.1. Dyna-1’in mesafeye bagli manyetik aki yogunlugu

Iki adet Dyna miknatisin manyetik aki yogunlugunun mesafeye bagli degisimi sekil
4.2’de goriilmektedir. 1ki Dyna miknatis kullanilmas1 durumunda miknatis ¢evresinde

manyetik alanin arttig1 goriilmektedir.



50

160
140
120
100
a0
60
40
20

0 537 424

0 5 10 15 20

nimTy

unlug

0
-

Manvetik akivo

hlesafe (mm}
Sekil 4.2. Dyna-2’nin mesafeye bagli manyetik aki yogunlugu

Bir adet Steco miknatisin manyetik aki yogunlugunun mesafeye bagli degisimi sekil

4.3’de goriilmektedir.
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Sekil 4.3. Steco-1’in mesafeye bagl manyetik aki yogunlugu

Iki adet Steco miknatisin manyetik aki yogunlugunun mesafeye bagl degisimi sekil
4.4’te goriilmektedir. iki Steco miknatis kullanmilmas1 durumunda miknatis ¢evresinde

manyetik alanin arttig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.4. Steco-2’nin mesafeye baglh manyetik aki yogunlugu

4.2.MiKRONUKLEUS BULGULARI

Mikroniikleus analizi i¢in hazirlanan preparatlarda her deney grubu ve kontrolii i¢in
rastgele 2000 hiicre sayilarak kacinda mikroniikleus oldugu belirlendi. Veriler tablo
4.1°de goriilmektedir.

Tablo 4.1 Farkli marka ve sayida miknatis uygulanan ve uygulanmayan gruplardaki mikroniikleuslu
hiicre sayilar1 (MN’li hiicre/2000 hiicre)

Dyna-1 Dyna-2 Steco-1 Steco-2
Gruplar
Kontrol | Deney Kontrol | Deney Kontrol | Deney Kontrol | Deney
1 3 7 5 5 3 3 2 4
2 2 4 4 4 1 1 0 2
3 5 8 4 8 5 7 2 9
4 3 8 2 6 6 6 4 5
5 6 1 8 14 3 7 6 11
6 2 5 5 6 0 0 3 5
7 1 2 3 7 2 6 4 5




52

4.2.1.Kontrol Gruplar1 Arasindaki Farklihgin Incelenmesi

Kontrol grubundaki mikroniikleus oranlari bindeye ¢evrilerek istatistiksel analiz yapildi.
Veriler, normal dagilima uydugundan tek yonlii varyans analizi (ANOVA) yapildi. Bu
analiz sonucunda 4 grup arasinda istatistiksel olarak fark anlamsiz bulundu (p = 0,417).

(Tablo 4.2, sekil 4.5).

Tablo 4.2. Kontrol gruplar1 arasindaki farkliligin incelenmesi

ANOVA Ort. SS Min. Mak.
Dyna_1 Kontrol 1,571 0,886 0,5 3
Dyna_2 Kontrol 2,214 0,951 1 4
Steco_1 Kontrol 1,429 1,058 0 3
Steco_2 Kontrol 1,500 0,957 0 3
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Dyna_1 Dyna_2 Steco 1 Steco 2
Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol
Gruplar

Sekil 4.5. Kontrol gruplar1 arasindaki farkliligin grafik iizerinde goriinimii
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4.2.2.Bir Adet Dyna Miknatis Uygulanan Grubun (Dyna-1) Deney ve Kontrol

Degerleri Arasindaki Farkhligin incelenmesi

Bu karsilastirma isleminde ilk olarak verilerin dagilimi incelendi. Veriler normal
dagilim gostermediginden deney ve kontrol gruplarinin karsilastirilmasinda Wilcoxon
isaret testi kullanildi. Bu analiz sonucunda Dyna-1 grubu i¢in kontrol ve deney degerleri

arasinda istatistiksel olarak fark anlamsiz bulundu (p=0,219). (Tablo 4.3, Sekil 4.6).

Tablo 4.3. Dyna-1 grubunun deney ve kontrol degerleri arasindaki farkliligin incelenmesi

Wilcoxon isaret testi Median % 25 % 75 P
Dyna_1 Kontrol 1,500 1,000 2,250
p=0,219

Dyna_1 Deney 2,500 1,250 3,870
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Dyna_1 Kontrol Dyna_1 Deney
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Sekil 4.6. Dyna-1 grubunun deney ve kontrol degerleri arasindaki farklili§in grafik iizerinde goriiniimi
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4.2.3.1ki Adet Dyna Miknatis Uygulanan Grubun (Dyna-2) Deney ve Kontrol

Degerleri Arasindaki Farkhligin incelenmesi

Bu karsilastirma isleminde ilk olarak verilerin dagilimi incelendi. Veriler normal
dagilim gostermediginden deney ve kontrol gruplarinin karsilastirilmasinda Wilcoxon
isaret testi kullanildi. Bu analiz sonucunda Dyna-2 grubu i¢in kontrol ve deney degerleri

arasinda istatistiksel olarak fark anlamsiz bulundu (p = 0,063). (Tablo 4.4, Sekil 4.7).

Tablo 4.4. Dyna-2 grubunun deney ve kontrol degerleri arasindaki farkliligin incelenmesi

Wilcoxon isaret testi Median % 25 % 15 P
Dyna-2 Kontrol 2,000 1,625 2,500

p = 0,063
Dyna-2 Deney 3,000 2,625 3,875

Mikronikeus Sayisi (Binde)
S

Dyna_2 Kontrol Dyna_2 Deney
Gruplar

Sekil 4.7. Dyna-2 grubunun deney ve kontrol degerleri arasindaki farkliligin grafik tizerinde goriiniimii
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4.2.4.Bir Adet Steco Miknatis Uygulanan Grubun (Steco-1) Deney ve Kontrol

Degerleri Arasindaki Farkhligin incelenmesi

Bu karsilastirma isleminde ilk olarak verilerin dagilimi incelendi. Veriler normal
dagilim gostermediginden deney ve kontrol gruplarinin karsilastirilmasinda Wilcoxon
isaret testi kullanildi. Bu analiz sonucunda Steco-1 grubu i¢in kontrol ve deney degerleri

arasinda istatistiksel olarak fark anlamsiz bulundu (p = 0,250). (Tablo 4.5, sekil 4.8).

Tablo 4.5. Steco-1 grubunun deney ve kontrol degerleri arasindaki farkliligin incelenmesi

Wilcoxon isaret testi Median % 25 % 15 P
Steco-1 Kontrol 1,500 0,625 2,250
p =0,250
Steco-1 Deney 3,000 0,750 3,375
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Sekil 4.8. Steco-1 grubunun deney ve kontrol degerleri arasindaki farkliligin grafik tizerinde gortinimii



56

4.2.5.iki Adet Steco Miknatis Uygulanan Grubun (Steco-2) Deney ve Kontrol

Degerleri Arasindaki Farkhligin incelenmesi

Bu karsilastirma igleminde ilk olarak verilerin dagilimi incelendi. Verilerin normal dis1
dagilim gosterdiginden deney ve kontrol gruplarinin karsilastirilmasinda Wilcoxon
isaret testi kullanildi. Bu analiz sonucunda Steco-2 grubu i¢in kontrol ve deney degerleri
arasinda istatistiksel olarak fark anlamli bulundu (p = 0,016). (Tablo 4.6, sekil 4.9). Bu
sonuca gore iki adet Steco miknatisin olusturdugu manyetik alanin, kontrol grubuna

gore daha fazla mikroniikleus olusmasina sebep oldugu soylenebilir.

Tablo 4.6. Steco-2 grubunun deney ve kontrol degerleri arasindaki farklili§in incelenmesi

Wilcoxon isaret testi Median % 25 % 15 p
Steco-2 Kontrol 1,500 1,000 2,000
p=0016*

Steco-2 Deney 2,500 2,125 4,000

5 ° -

=

£

& .

@

=

w <]

S

T

: [

=

£ 2

S

=2

=

1 4

] T T

Steco_2 Kontrol Steco_2 Deney
Gruplar

Sekil 4.9. Steco-2 grubunun deney ve kontrol degerleri arasindaki farkliligin grafik tizerinde gortinimii



4.2.6.Farkh Miknatis Uygulanan Gruplar Arasindaki Farklihgin Incelenmesi

Hiicre kiiltiirlerinde farkli miknatislarin kullanilmasi ile farkli etkiler olup olmadigi
arastiritldi. Bu amagla, her grubun deney gruplart birbirleri ile karsilastirildi.
Kargilastirmada ilk olarak verilerin dagilimi incelendi. Veriler normal dagilim
gosterdiginden tek yoOnlii varyans analizi (ANOVA) yapildi. Bu analiz sonucunda 4
grup arasinda istatistiksel olarak fark anlamsiz bulundu (p = 0,350). (Tablo 4.7, Sekil

4.10).

Tablo 4.7. Miknatis uygulanan gruplardaki farkliligin incelenmesi

57

Sekil 4.10. Miknatis uygulanan gruplardaki farkliligin grafik iizerinde goriiniimii

Deney Deney
Gruplar

ANOVA Ort. SS Min. Mak.
Dyna-1 Deney 2,500 1,414 0,5 4
Dyna-2 Deney 3,571 1,644 2 7
Steco-1 Deney 2,143 1,464 0 3,5
Steco-2 Deney 2,929 1,539 1 5,5
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4.3.MITOTIiK iNDEKS BULGULARI

Mitotik indeks i¢in hazirlanan preparatlarda, her deney grubu ve kontrolii i¢in 1000
hiicre sayilarak, ka¢ hiicrenin metafaz asamasinda oldugu belirlendi. Veriler Tablo

4.8’de goriilmektedir.

Tablo 4.8. Farkli marka ve sayida miknatis uygulanan ve uygulanmayan gruplardaki mitoz sayilar1 (mitoz
say1s1/1000 hiicre)

Dyna-1 Dyna-2 Steco-1 Steco-2

Gruplar

Kontrol | Deney Kontrol | Deney Kontrol | Deney Kontrol | Deney
1 66 77 7 11 59 64 11 9
2 51 111 0 0 39 42 22 18
3 81 69 16 8 67 66 203 154
4 34 46 160 130 4 4 43 8
5 23 12 1 1 13 10 115 195
6 23 21 141 126 26 18 114 86
7 73 52 84 86 40 52 6 2

4.3.1.Kontrol Gruplan Arasindaki Farkhligin Incelenmesi

Veriler, normal dagilima uydugundan tek yonlii varyans analizi (ANOVA) yapildi. Bu
analiz sonucunda 4 grup arasinda istatistiksel olarak fark anlamsiz bulundu (p = 0,606).
(Tablo 4.9, sekil 4.11). Bu sonug ile gruplarin baslangi¢ degerlerinin denk oldugu

gosterildi.

Tablo 4.9. Kontrol gruplar1 arasindaki farkliligin incelenmesi

ANOVA Ort. SS Min. Mak.
Dyna_1 Kontrol 50,143 24,017 23 81
Dyna_2 Kontrol 58,429 69,457 0 160
Steco_1 Kontrol 35,429 22,970 4 67
Steco_2 Kontrol 73,429 73,232 6 203
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Sekil 4.11. Kontrol gruplar1 arasindaki farkliligin grafik iizerinde goriinimii

4.3.2.Bir Adet Dyna Miknatis Uygulanan Grubun (Dyna-1) Deney ve Kontrol

Degerleri Arasindaki Farkhligin incelenmesi

Bu karsilastirma isleminde ilk olarak verilerin dagilimi incelendi. Veriler normal
dagilim gosterdiginden deney ve kontrol gruplarinin karsilastirilmasinda eslestirilmis t
testi kullanildi. Bu analiz sonucunda kontrol ve deney gruplar1 arasinda istatistiksel

olarak fark anlamsiz bulundu (p = 0,623). (Tablo 4.10, Sekil 4.12).

Tablo 4.10. Dyna-1 grubunun deney ve kontrol degerleri arasindaki farkliligin incelenmesi

Eslestirilmis ¢ Ort. SS Min. Mak. p
testi
Dyna_1 Kontrol 50,143 24,017 23 81
p=0,623
Dyna_1 Deney 55,429 33,936 12 111
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Sekil 4.12. Dyna-1 grubunun deney ve kontrol degerleri arasindaki farkliligin grafik tizerinde goriinimii

4.3.3.iki Adet Dyna Miknatis Uygulanan Grubun (Dyna-2) Deney ve Kontrol

Degerleri Arasindaki Farkhligin incelenmesi

Bu karsilastirma isleminde ilk olarak verilerin dagilimi incelendi. Veriler normal
dagilim gosterdiginden deney ve kontrol gruplarinin karsilastirilmasinda eslestirilmis t
testi kullanildi. Bu analiz sonucunda kontrol ve deney gruplari arasinda istatistiksel

olarak fark anlamsiz bulundu (p = 0,196) (Tablo 4.11, Sekil 4.13).

Tablo 4.11. Dyna-2 grubunun deney ve kontrol degerleri arasindaki farkliligin incelenmesi

Eslestirilmis ¢ ort. ss Min. Mak. P
testi
Dyna_2 Kontrol 58,429 69,457 0 160
p =0,196
Dyna_2 Deney 51,714 60,052 0 130
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Sekil 4.13. Dyna-2 grubunun deney ve kontrol degerleri arasindaki farkliligin grafik tizerinde goriinimii

4.3.4.Bir Adet Steco Miknatis Uygulanan Grubun (Steco-1) Deney ve Kontrol

Degerleri Arasindaki Farkhligin incelenmesi

Bu karsilastirma isleminde ilk olarak verilerin dagilimi incelendi. Veriler normal
dagilim gosterdiginden deney ve kontrol gruplarinin karsilastirilmasinda eslestirilmis t
testi kullanildi. Bu analiz sonucunda kontrol ve deney gruplar1 arasinda istatistiksel

olarak fark anlamsiz bulundu (p = 0,651). (Tablo 4.12, Sekil 4.14).

Tablo 4.12. Steco-1 grubunun deney ve kontrol degerleri arasindaki farkliligin incelenmesi

Eslestirilmis ¢ Ort. SS Min. Mak. »
testi
Steco_1 Kontrol | 35429 | 22,970 4 67
p = 0,651
Steco_1 Deney 36,571 | 25.813 4 66
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Sekil 4.14. Steco-1 grubunun deney ve kontrol degerleri arasindaki farkliligin grafik iizerinde goriiniimi

4.3.5.ki Adet Steco Miknatis Uygulanan Grubun (Steco-2) Deney ve Kontrol

Degerleri Arasindaki Farkhiligin incelenmesi

Bu kargilastirma isleminde ilk olarak verilerin dagilimi incelendi. Veriler karekok
cevrimi yapildiktan sonra normal dagilim gosterdi. Deney ve kontrol gruplarinin
karsilastirilmasinda eslestirilmis t testi kullanildi. Bu analiz sonucunda kontrol ve deney
gruplar arasinda istatistiksel olarak fark anlamsiz bulundu (p = 0,361). (Tablo 4.13,
Sekil 4.15).

Tablo 4.13. Steco-2 grubunun deney ve kontrol degerleri arasindaki farkliligin incelenmesi

Eslestirilmis t | ¢y sS Min. Mak. »
testi
Steco_2 Kontrol 7,523 4,431 6 203
p=0,361
Steco_2 Deney 6,733 5,077 2 195
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Sekil 4.15. Steco-2 grubunun deney ve kontrol degerleri arasindaki farkliligin grafik iizerinde goriiniimi

4.3.6.Farkli Miknatis Uygulanan Gruplarin Arasindaki Farkhligin incelenmesi

Gruplarda farkli miknatislarin kullanilmas ile farkli etkiler olup olmadigr arastirildi. Bu
amagla, her grubun deney gruplar birbirleri ile karsilastirildi. Karsilastirmada ilk olarak
verilerin dagilimi incelendi. Veriler normal dagilim gosterdiginden tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) yapildi. Bu analiz sonucunda 4 grup arasinda istatistiksel olarak fark
anlamsiz bulundu (p = 0,764). (Tablo 4.14, Sekil 4.16).

Tablo 4.14. Miknatis uygulanan gruplardaki farkliligin incelenmesi

ANOVA Ort. SS Min. Mak.
Dyna_1 Deney 55,429 33,936 12 111
Dyna_2 Deney 51,714 60,052 0 130
Steco_1 Deney 36,571 25,813 4 66
Steco_2 Deney 67,429 79,355 2 195
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Sekil 4.16. Miknatis uygulanan gruplardaki farkliligin grafik iizerinde goriiniimii

4.4.DNA KIRIGININ ANALIiZi

Etidyum bromiir ile boyanan DNA’lar agaroz jelde yiiriitiildii. Uzerinde gruplar ve

ornek numaralar: belirtilen jel goriintiisii Resim 4.1°de verilmistir.

Seritlerde asagiya dogru uzanan smear goriintiisii, kismen kirilarak binlerce kiigiik
parcaya ayrilmig biiyiilk parcalardaki genomik DNA’ya isaret eder. Goze carpan bant

goriiniimii ise benzer uzunluktaki bir grup DNA parcacigini gosterir.

Daha kiicik DNA fragmanlan jelde daha hizli ilerlediginden smear goriintiisii
olusmaktadir. Fazla miktarda DNA iceren Ornekler kuyucukta daha parlak
goriinmektedir ve smear da buna bagh olarak belirgin olmustur. 17 numarali miknatis
uygulanmis Ornekte, belirgin goriinen smear, DNA’nmin kuyucuktaki baslangi¢

miktarinin fazla olmasina bagl olabilir.

Steco-1 grubunda, 8, 9, 10, 11, 12, 14 numarali 6rneklerde kuyucuktaki baslangic DNA
miktar1 yogun olmasina ragmen smear miktar1 diger gruplardan daha az goriinmektedir.

Bu durum Steco-1 miknatisin manyetik alan1 en diisiik grup olmasina baglanabilir.

Bu calismada jel goriintiisiine gore, miknatis uygulanan ve uygulanmayan ornekler

arasinda DNA zinciri kiriklar agisindan belirgin fark goriilmemistir.
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Resim 4.1. Tiim gruplardan izole edilen DNA’larin agaroz jel elektroforezi goriintiisii (‘M+ miknatis

uygulanan, ‘M-’ miknatis uygulanmayan ornekler)



5. TARTISMA VE SONUC

5.1.CALISMANIN AMACI

Manyetik alanlarin biyolojik sonuglart hakkindaki calismalar, memelilere ait cesitli
dokular ve hiicreler iizerinde genellikle zararli olan, sasirtict sekilde genis spektrumda
sonuglar gostermistir (130). Ortaya konan sonuglar ile manyetik alanlarin biyolojik

cevaplara neden olabilecegi deneysel olarak gosterilmistir (131-133).

Klinik kullanim i¢in tahsis edilmis yeni bir materyalin, lokal veya sistemik seviyede
herhangi bir yan etki olusturmamasinin temin edilmesi ©nemlidir. Miknatislarin
biyolojik giivenlik testleri, hem statik manyetik alan etkilerini hem de materyalin veya
korozyon {iriinlerinin olas1 toksik etkilerini degerlendirir. Baglica ilgi alan1 olmasina
ragmen, miknatislarin insan iizerindeki biyolojik etkileri iizerine bilgiler halen oldukca
stnirhidir. Bununla birlikte cesitli hayvan orneklerinde ve hiicre kiiltiirlerinde bir takim

calismalar yapilmistir (4).

Dental manyetik tutucular ile ilgili literatiirde yer alan ¢alismalarin biiyiik ¢ogunlugu,
miknatislarin ve yiizey kaplamalarinin korozyonu ile sitotoksisitesi hakkindadir (42,

134-137). Dental manyetik tutucularin sahip oldugu SMA’nin canli dokularda neden
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olabilecegi etkiler ile ilgili calismalar ise sinirlidir. Bu ¢alismalar icinde ise direkt olarak

genotoksik etkilerin arastirildigi bir ¢calismaya rastlanmamustir.

Bu nedenlerle calismamizda dental protezlerde kullanilan iki farkli ticari marka
manyetik tutucunun olusturdugu SMA’nin insan gingival doku fibroblastlarina olan
genotoksik etkileri mikroniikleus, mitotik indeks analizleri ve agaroz jel elektroforezi ile

DNA kiriginin incelenmesi yontemleriyle in vitro olarak arastirildi.
5.2.GEREC VE YONTEMIN BELIRLENMESI

Mikroniikleuslu hiicre indeksi, genomik instabiliteyi yansitabilir (138, 139).
Mikroniikleuslarin varlig1 ya da yoklugu yapilan uygulamanin hiicresel DNA’y1 hasara
ugratip ugratmadigint dogrulayabilir (140). Bir popiilasyonda mikroniikleus sikliginin

artmast, kanser riskinin arttigina isaret eder (141).

Mikroniikleus yonteminin temel avantajlari, goreceli olarak hesaplama kolayligi, sinirlt
maliyeti, az zaman almasi ve c¢ok sayida hiicrenin degerlendirilebilmesi ve
hassasiyetidir (142). Bu nedenle SMA’nin insan gingival fibroblastlara olas1 genotoksik

etkisinin degerlendirilmesinde ¢alismamizda bu yontem tercih edilmistir.

Karsinogenezde son nokta, hiicre boliinmesinin kontroliiniin dikkat c¢ekici kaybidir
(143) ve bu nedenle manyetik alanin hiicre proliferasyonu ve bilyiimesi lizerindeki

etkilerinin arastiritlmas1 6nemlidir (144).

Yapilan in vivo calismalar, yumusak ve sert dokularla yakin temastaki nadir toprak

miknatislarinin mitotik aktiviteyi etkileyebilecegini gostermistir (145-148).

Hiicresel proliferasyon miktar1 farkli yontemler kullanarak belirlenebilir. Mitotik
sayimlar, mitozdaki hiicre sayisin1 tahmin eder ve tiimor derece semasinda oldugu gibi
yaygin olarak kullanilir. Elde edilen veriler, yorumlama, hesaplama sistemi, dokularin
fiksasyonu ve diger degiskenlerden etkilenebilir (149). Calismamizda mikroniikleus
analizi i¢in yapilan kiiltiirlerden ayn1 zamanda mitotik indeks preparatlar1 da
hazirlanabildiginden, hiicre proliferasyonunun belirlenmesinde bu yontem tercih

edilmistir.

Mitotik indeks hiicre boliinmesi frekansin1 yansitir ve sitotoksisite miktarinin

belirlenmesi icin onemli bir parametredir (150).
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DNA, endojen ve ekzojen faktorler ile siirekli olarak hasara ugrar ve DNA tamir
enzimleri ile onarilir. Hasar ve tamirdeki herhangi bir dengesizlik ve tamirdeki hatalar,
DNA hasarinin birikimine yol agar. Sonugta bu durum hiicre 6liimiine, yaslanmaya veya
kansere neden olacaktir. DNA lezyonlarinin cesitli tipleri vardir. Tespit edilebilen en

yaygin olanlar1t DNA kiriklar1 ve DNA capraz baglantilaridir (151).

Deneysel in vivo uygulamalar, cevre dokularda olusabilecek etkilerin manyetik alandan
mi1 yoksa manyetik materyallerin korozyon iiriinlerinden mi kaynaklandiginin ayrimina
izin vermez. Bu nedenle calismamizda insan gingival fibroblast kiiltiiriine manyetik alan

uygulanmasi tercih edilmistir.

Calismamizda, c¢ekim giicleri, dolayisiyla manyetik aki yogunluklan farkli Steco ve
Dyna marka protetik manyetik tutucular, tek ve c¢ift olarak iki ayr1 konfigiirasyonda
yerlestirilmistir. Kapali alan miknatislarinin daha az eksternal manyetik alan
olusturdugu bilindiginden (7) her iki manyetik tutucu da acik alan sisteminden
secilmistir. Miknatislar, tutucu yiizeyleri acikta kalacak sekilde akrilik rezine gomiilerek

protez i¢indeki konumlar taklit edilmistir.

Linder-Aronson ve Lindskog (152), Yamaguchi ve ark. (153) ile Yamamato ve ark.’nin
(154) yontemlerindeki gibi, miknatislar hiicre kiiltiir kaplarinin altina yerlestirilmek
suretiyle manyetik alan uygulanmistir. Boylece, protezin i¢inde kalan ve dokulara temas
etmeyen miknatisin klinik kullanim taklit edilmistir. Kiiltiir kaplarina yapisan hiicreler
ve miknatis arasinda, kiiltiir kabinin kalinhigr kadar (I mm) mesafe oldugu igin
gaussmetre ile yapilan tiim manyetik alan 6l¢iimleri miknatis yiizeyinden dikey yonde 1
mm uzaktan yapilmistir. Dyna-1’de miknatisin merkezinde 130 mT, Dyna-2’de
miknatislardan birinin merkezinde 148,1 mT, Steco-1’de miknatisin merkezinde 95,6
mT, Steco-2’de miknatislardan birinin merkezinde 107 mT manyetik aki yogunlugu

Olctilmiistiir.

Miknatis merkezlerinden dikey yonde 1 mm ve yatay yonde 5 mm uzaklikta ise sirayla
Dyna-1’de 5,9 mT, Dyna-2’de 7,7 mT, Steco-1’de 4,1 mT, Steco-2’de ise 4,4 mT
manyetik alan yogunlugu ol¢iilmiistiir. Bu degerler Gillings’in (6) diseti marjininde
Olciilebilecegini belirttigi 30 mT’lik manyetik aki degerlerinden oldukca diisiiktiir.
Ayrica protez agiza yerlestirildiginde miknatis “keeper” ile temasa gecerek kapali devre

olusturacak ve eksternal manyetik alan daha da az olacaktir.
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Gingival fibroblastlar, dis eti dokularinin en biiyiik kismin1 olusturmaktadir. Bu nedenle
calismamizda insan gingival fibroblastlarinin kullanilmasi tercih edilmistir. Gingival
fibroblastlar hasta secim kriterlerini saglayan bireylerden alinarak primer hiicre
kiiltiirleri elde edilmistir. Primer hiicre kiiltiir yontemi, iiretilmelerinin zor olmasinin
yaninda, devamli hiicre Kkiiltiirlerine gore orijinal fizyolojik durumu ifade etmeleri

nedeniyle tercih edilmistir (98, 99).

Veriler analiz edilirken her bireye ait kiiltiirden miknatis uygulamasi sonucu elde edilen
deger, kendi kontrolii ile Kkarsilagtirilarak bireylerin baslangic degerlerindeki

farkliliklarin sonuca etki etmemesi amaglanmaistir.
Diseti 6rnegi alinan bireylerin secim kriterleri

Bloching ve ark. bukkal mukoza epiteli hiicrelerinde mikroniikleus degerlendirmesi
sonucunda, alkol ve sigara kullanimi ile subgingival plak varliginin, genotoksik

olabilecegi sonucuna varmislardir (155).

Sigara dumaninin ¢esitli genotoksik kimyasallar igerdigi bilinmektedir ve sigara

icmenin oral kaviteyi de kapsayan kansere neden oldugu acikca gosterilmistir (156).

Argentin ve Cicchetti tarafindan yapilan calismada (2004), insan gingival fibroblastlar
1uM, 10uM ve 1mM nikotin eklenerek 24-72 saat siire ile kiiltiire edilmistir. DNA
hasari, sitokalasin B ile sitoplazma boliinmesi durdurularak mikroniikleus testi ile
degerlendirilmis; DNA fragmentasyonu ise agaroz jel elektroforez metodu ile analiz
edilmistir. Kontrollerle karsilastirildigina 1uM dozu MN frekansini belirgin sekilde
artirmis; 10uM hiicrelerin hayatta kalmasini da etkileyerek MN frekansimi kiigiik bir
etkinlikle artirmis; 1mM ise giiclii sitotoksisitesine bagl olarak hiicre sayisinda dnemli
bir azalmaya neden olarak belirgin bir DNA hasar1 gostermemistir. Agaroz jel
elektroforezinde apoptozisin  (programli  hiicre  Oliimii) karakteristigi  olan

interniikleozomal basamak goriiniimii ortaya ¢cikmistir (157).

Nikotine maruz kalan epitel hiicrelerinin insan gingival fibroblastlarinin, proliferasyon,
protein ve kollajen tiretimi gibi ¢esitli fonksiyonlarini engelleyebilecegi gosterilmistir
(158). Ayrica nikotinin insan gingival fibroblastlarinda belirli dozlarda proliferasyonu
engelledigi gosterilmistir (159). Trivedi ve ark., nikotinin az miktarda kromozom

sapmalar1 ve kardes kromatit degisimleri gosterdigini rapor etmistir (160).
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Nikotinin oral dokulardaki genotoksik ve sitotoksik etkilerinin gosterildigi bu

calismalara dayanarak sigara i¢en bireyler ¢calismamiza dahil edilmemistir.

Calismamizda dis eti 6rneklerinin alinmasi i¢in sigara icmeyen, alkol kullanmayan agiz
hijyeni iyi, herhangi bir kronik hastaligi ve diizenli kullandig1 ila¢ olmayan, yakin
zamanda major radyolojik inceleme gecirmemis ve 25-50 yas arasinda, gomiilii veya
yart gdomiilii 3. molar dis ¢cekimi operasyonu gerektiren bireyler secilmistir. Cekimi
yapilan diste veya cevre dokularda herhangi bir enfeksiyon veya enflamasyon

olmamasina dikkat edilmistir.

5.3.INSAN GINGIVAL DOKULARINDA SMA’NIN ETKIiLERi ILE iLGIiLi
YAPILAN ARASTIRMALAR

Behrman, 1960’da manyetizmin dokulara tamamen zararsiz oldugunu bildirmistir (17).
Bu tezini histolojik ¢alismalarla desteklemis ve miknatislar1 implante ettigi 450 6rnek
ile klinik basar1 iddia etmistir. Bununla birlikte, manyetik alanlarin doku etkileri
yaratabilecegini One siiren onemli miktarda literatiir vardir. Bu ¢alismalarin ¢ogunda -
bazi1 raporlarin 8 mT kadar alanlarda etkiler iddia etmesine ragmen- manyetik alan
yogunlugu 100-1000 mT olarak kullanilmistir. Miknatis - miknatis veya miknatis -
miknatislanabilen dokiim tutucu sistemlerinde eksternal manyetik alan dis eti

marjininde 30 mT kadar yiiksek olabilmektedir (6) .

Sato ve ark. (1992) HeLa S3 (insan epitelyal karsinoma) hiicrelerini ve normal insan
gingival fibroblastlar1 kiiltiire ederek, yiizeyinde 0,2 T manyetik alana sahip Sm-Co
miknatis bloklarinin (5 x 4,5 x 1,5 cm) iizerine yerlestirmislerdir. Altin kapli bir igneyi
de vertikal olarak Kkiiltiir yiizeyine yerlestirmisleridir. igne ucu merkezinden 10-0,3 mm
uzakliktaki, 1,1-0,3 T manyetik alana maruz kalan hiicrelerin biiylime orani
incelenmistir. DNA igerigi mikroflorometre ile belirlenmistir. DNA sentezi ve DNA
etiketleme indeksi i¢in 1,1-0,35 T’lik manyetik alandaki hiicreler kullanilmistir.
Manyetik alana maruz kalan hiicrelerde, kontrollere gore DNA sentezi, DNA icerigi,

hiicre sekli ve hiicre sayis1 a¢isindan anlamli bir farklilik bulamamigslardir (161).

Linder-Aronson ve Lindskog (1995), calismalarinda insan periodontal fibroblastlarini
paslanmaz celik kapli, 32 mm capinda ve 7 mm kalinliginda Nd-Fe-B miknatislarin
lizerine yerlestirilen petrilerde 5 hafta siire ile kiiltiire etmislerdir. Bu calismada
hiicrelerin yapistig1 tabakada manyetik alan 107 mT ile 230 mT arasinda degismekteydi.

Calisma sonucunda statik manyetik alana maruz kalan hiicrelerin yapismasi ve
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biiylimesinde belirgin zayiflama goriilmiistiir. Her iki gézlem de azalmis hiicre dongiisii
veya mitotik aktivite ile uyumludur (152). Bizim calisgmamizla karsilastirildiginda,
mitotik indeksin istatistiksel olarak anlamli de8isim gostermemesi kiiltiir siiresinin daha

az olusuna bagl olabilir.

Yamaguchi ve ark.’nin insan gingival fibroblastlarini, Sm-Co manyetik blok iizerinde 6-
8 ay silireyle 0,2 T manyetik alana maruz biraktiklar1 calismalarinda, hiicre
proliferasyonu orani, niikleer DNA igerigi (mikroflorometre ile belirlenmis), laktat
tiretimi ve glikoz tiiketimi ile ATP igerigi belirlenmis ve hiicre morfolojisi 151k ve
elektron mikroskoplari ile arastirilmistir. Sonuglar kontrol grubuna goére manyetik alana

maruz kalan grupta istatistiksel olarak belirgin farklilik gdstermemistir (153).

Xu ve ark.’nmin 2008’de yaptiklar1 calismalarinda, ortodontik nedenlerle ¢ekilen saglikli
ciiriiksiiz bir disten aldiklar1 periodontal ligament hiicrelerini kiiltiire etmislerdir. Hiicre
kiiltiirlerini, Nd-Fe-B miknatislar kullanarak kendi gelistirdikleri bir sistem ile manyetik
alana maruz birakmislardir. Kiiltiir kaplart ve miknatislar arasindaki mesafe
degistirilerek, kapali alan ve agik alan miknatislarini taklit etmek icin manyetik aki
sirastyla 10 mT ve 120 mT ye ayarlanmis; 12, 36 ve 60 saatlik uygulamalar yapilmstir.
Hastanin giin boyunca manyetik tutuculu protezi kullanma siiresini taklit etmek icin 12
saat secilmistir. Kontrol kiiltiirleri sistemin diginda tutulmustur. On iki saat boyunca 10
mT manyetik aki uygulanan hiicrelerde boyut ve sekil olarak kontrollerle fark
goriilmemistir. Sirasiyla 36 ve 60 saatlik uygulama sonucunda ise hiicrelerde biiziilme
ve sitoskeleton F-aktinlerde diizensizlik goriilmiistir. 120 mT uygulamasinda
hiicrelerde biiziilme, sitoskeleton F-aktinlerde kisalma ve diizensizlik agikca
goriilmiistiir. 120 mT’nin 60 saat uygulanmasinda ise biiziilmiis hiicrelerdeki F-aktinleri
artik ayirt edilememistir. Hiicrelerdeki biiziilme, hiicrelerin kiiltiir kabina yapisma

yeteneklerinin de azalmasini belirtmektedir (60).

Bondemark ve ark., 1995°de yaptiklari calismalarinda 7 bireyin ortodontik amacla
cekilmesi planlanan premolar disine, kutup yiizeyi bukkal gingival marjinden yaklagik 1
mm mesafede olacak sekilde bir Sm-Co miknatis, kontralateral dise ise demanyetize
miknatis yapistirmiglardir. Test tarafinda, pulpada manyetik aki maruziyeti 10-15 mT,
gingival marjinlerde ise 20-90 mT olarak Olciilmiistiir. Sekiz haftalik test siiresi sonunda
disler cekilmis, EDTA ile dekalsifiye edilmis, gingival biyopsiler alinmis, parafine

gomiilerek kesitleri 151k mikroskobu ile incelenmistir. Pulpada hiicre morfolojisinde ve
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diizeninde degisim goriilmemistir. Gingival dokularda ise deney ve kontrol alanlarinda

fark goriilmemistir (162).

54.CESITLI HUCRE VE HAYVANLAR UZERINDE MANYETIK
ALANLARIN ETKILERI iLE ILGILI YAPILAN ARASTIRMALAR

Victoria ve ark. (1976), 3-5 aylik siire sonunda 180-200 Gauss manyetik alanin kemik
iligi hematopoetik kok hiicrelerinin proliferasyonunda etkisi olmadigini bildirmistir

(163).

Malinin ve ark. 1976’da, L-929 ve WI-38 hiicrelerinin 5000 mT manyetik alana 4- 8
saat maruz kaldiklarinda biiylimelerinin kontrollere gore belirgin sekilde engellendigini
ve uygulamadan 7 giin sonra morfolojik olarak farkli hiicrelerin ortaya c¢iktigini ve
nesilden nesile yayildigini; 3 hafta sonra ise kontak sinirlamasinin ortadan kalktigini
sOylemislerdir. Buna gore belli deneysel kosullarda giiclii manyetik alanlarin hedef
hiicrelerde morfolojik ve fizyolojik degisikliklere yol agtigi sonucuna varmuslardir

(164).

Frazier ve ark. 1979°da Malinin ve ark.’nin deneyini tekrarlamis ve zararl hiicresel
degisiklilerden manyetik alanin degil hiicre kiiltiir tekniginin sorumlu oldugunu

bulmuglardir (165).

Tsutsui ve ark. (1979) FL hiicreleri ile yaptiklar cahismalarinda 2 x 2 x 3 mm’
boyutlarinda bir Sm-Co miknatis1 ve kontrol olarak aynmi boyutlarda demanyetize
edilmis bir Sm-Co miknatis1 steril ederek hiicre kiiltiiriiniin i¢ine yerlestirmisler ve 96
saate kadar hiicre biiyiimesini gézlemlemislerdir. Hiicre niikleuslar1 sayilmis ve sonucta
ikisi arasinda belirgin fark goriilmemistir. Kiiciik bir miknatisin manyetik alaninin
dagilimimin miknatisin etrafinda yaklasik 1 cm i¢inde sinirlandigindan manyetik alanin

pratikte dokularda etkisinin olmayabilecegini diisiinmiislerdir (166).

Esformes ve ark. tarafindan yapilan calismada, N insan lenfositlerinin, WI-18 insan
embriyonik fibroblastlarinin ve LM fare embriyo fibroblastlarinin, Sm-Co miknatislar
tarafindan iretilen 50 mT yogunlugundaki manyetik alana kisa siireli maruziyetinin

biiylime hiz1 veya hiicre tipi cevabinda belirgin bir etki gostermedigi bulunmustur (167).

Mc Donald, Neodimiyum miknatisin olusturdugu SMA’nin (0,61 T) varhiginda 1, 3, 5, 7

ve 10 giin siirelerince kiiltire edilen yeni dogan rat kalvaryum osteoblast ve
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fibroblastlarin1 incelemis ve fibroblastlarda artmis cogalma ve sistemik aktivite

gozlemlemistir. Osteoblastlarda ise stimiilasyon olmamistir (168).

Nakahara ve ark.’min Chinese hamster yumurtalik hiicrelerini 4 giine kadar 10 T
SMA’ya maruz biraktiklar1 caligmalarinda, hiicre biiylime orani ve hiicre dongiisii
etkilenmemis ve statik manyetik alan tek basina mikroniikleus olusumunu
etkilememistir. X 1sinlarina maruz kalan hiicrelerde 1 T SMA uygulamast da
mikroniikleus olusumunu etkilememistir, fakat 4 Gy X-1s1m1 uygulandiktan sonra 10 T
statik manyetik alana maruz kalan hiicrelerde MN olusumunda belirgin farklilik

olmustur (p<0,05) (169).

Zmyslony ve ark.’nin calismalarinda lenfositlerin 7 mT statik manyetik alana maruz
kalmalar1 sonucunda comet testi ile belirlenen DNA hasarli hiicre sayisinda degisim

olmamustir (170).

Yamamato ve ark., 2003’de Nd-Fe-B miknatis disklerini, rat kalvarya hiicre kiiltiirii
yapilan kabin altina yerlestirerek hiicreleri SMA’ya maruz biraktiklari caligmalarinda,
osteoblastik diferansiyasyon, proliferasyon, kemik nodiilii olusumunu incelemislerdir.
Yirmi giinliik kiiltiir stiresince SMA varliginda toplam alan, say1 ve kemik nodiillerinin
ortalama boyutu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Matriksteki kalsiyum igerigi
ve osteoblastik fenotipin iki isareti belirgin artis gostermistir. Bu bulgulara dayanarak
SMA’nin osteoblastik diferansiyasyon ve/veya aktivasyonu tesvik ederek kemik

olusumunu uyardigi iddia edilmistir (154).

Kim ve ark. (2005), manyetik alanin titanyum yiizeyine fibronektin tutunmasi, hiicre
yapismast ve ¢ogalmasina etkisini arastirmiglardir. Bu amacgla Nd-Fe-B miknatistan
uzakligi kontrol ederek 1, 2, 3, 5, 7 ve 10 mT manyetik alanlarda fibronektin
tutunmasinmi ve insan osteosarkom TE-85 hiicrelerinin yapismasi ve c¢ogalmasini
incelemislerdir. Kontrol grubuna ise miknatis uygulamamislardir. Fibronektin
tutunmasinda belirgin bir fark bulunmamistir. Yapisma deneyinde kontrol grubuna gore,
1, 2, 5 ve 10 mT gruplarinda anlamli farkliik bulunmustur. Ozellikle 1 mT’da en
yiiksek hiicre yapigsmasi degeri goriilmiistiir. Cogalma deneyinde ise kontrol grubuna
gore farklilik goriilmemekle birlikte 1 mT grubu 2, 3 ve 7 mT’ye gore anlamli derecede
yiilksek cogalma degerleri gostermistir. Bu c¢alismada manyetik alanlarin  belli
yogunluklarinin biyolojik cevaplart artirdigr goriilmiistiir (171). Bu c¢alismaninin

sonuglart Masumoto ve ark.’nin tavsan femuruna dental implant yerlestirdikleri
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calismasinin sonuglariyla uyumludur. Onlar, 0,2 ve 0,3 mT titresimli manyetik alanda,
0,8 mT nin altindaki manyetik alana gore daha fazla kemik olusumu gézlemlemislerdir
ve minimal gerekli manyetik yogunlugun, yiiksek manyetik yogunluga gore daha etkili

sekilde kemik olusumunu uyardigi sonucuna varmislardir (172).

Manyetik alan biyolojik materyallerle etkilestiginde, maruziyetin siiresine,
yogunluguna, dokunun gecirgenligine ve hiicrenin tipine bagli olarak hiicresel ve

molekiiler modifikasyonlara sebep olur (173).

Manyetik alanin hiicreler iizerindeki etkilerini degerlendiren cok sayida c¢alisma
olmasina ragmen, su ana kadar standart bir deney protokolii belirlenmemistir. Hiicre
tipi, hiicre dongiisii ve stimiilasyon teknikleri degisken sonuglar gdstermistir ve bu doku

cevaplarinin spesifikligi, hiicre cevaplar1 ve doz iliskisi ile catigabilir (171).

Ivancsits ve ark. 2002’de yayinladiklar1 ¢calismalarinda, saglikli 28 yasinda kadin ve 6
yasinda erkek bireyden aldiklar1 deri biyopsilerinden elde edilen diploid fibroblastlari
kiiltiire etmislerdir. Cok diisiik frekansli (50 Hz) sinusoidal 1mT siddetinde aralikli
elektromanyetik alan uygulanmis ve comet testi ile DNA kiriklarinda artis bulunmustur.
Aymi zamanda ¢ok diisiik frekansli elektromanyetik alana cevapta bireysel farkliliklar
da gormiislerdir. Bu nedenle cinsiyet, yas gibi bireysel faktorlerin elektromanyetik alana

kars1 DNA hassasiyetinde 6nemli bir rol oynayabilecegini belirtmislerdir (174).

Bizim calismamizda da Steco-2 deney ve kontrol gruplari mikroniikleus degerleri
arasinda anlaml fark goriilmesi sadece manyetik alan siddeti ile agiklanamaz. Ciinkii
Dyna-2 grubunda hiicrelerin maruz kaldigi manyetik alan daha siddetlidir. Yukarida
bahsedildigi gibi, bu farklilhikta diseti Orneginin alindigi bireylerin ozellikleri de

muhtemelen etkilidir.

Ivancsits ve ark. 2005’de yayinlanan c¢alismalarinda insan diploid fibroblastlari, rat
graniilosa hiicreleri, insan melanositleri, iskelet kas1 hiicreleri, 16kositler ve lenfositleri
1-24 saat siire ile 50 Hz 1 mT siddetinde ¢ok diisiik frekansh elektromanyetik alanda
kiiltiire ederek comet testi ile DNA hasarimi inceledikleri caligmalarinda rat graniilosa
hiicreleri ve fibroblastlar1 en fazla DNA zincir kirigimi gostermistir. Melanositler diisiik
diizeyde tepki gosterirken iskelet kasi hiicreleri, lokositler ve lenfositler tepki
gostermemistir. Bu sonuclara dayanarak hiicre tipine spesifik reaksiyon ve farkli
dokularin cok diisiik frekansli elektromanyetik alana farkli hassasiyeti oldugunu

belirtmislerdir (175).
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Ivancsits ve ark., daha onceki bir ¢alismalarinda ¢ok diisiik frekansli elektromanyetik
alan maruziyetine cevabin dondoriin yasi ile iliskili oldugunu, daha yash bireylerin ¢ok
disik frekansli elektromanyetik alanin genotoksik etkilerinden daha kolay

etkilendiklerini gostermislerdir (176).

Raylman ve ark., CCL 86 (lenfoma, Raji) hiicrelerinde 7 T’lik gii¢lii uniform statik
manyetik alana 64 saat maruziyetten sonra, titresimli-alan elektroforezi testinde DNA
kiriklarinda bir artis gérmemislerdir. Inceledikleri 3 insan tiimor hiicre tipinde
(melanoma, yumurtalik kanseri, lenfoma) de hiicre biiylimesinin engellendigi ve canl

hiicre sayisinin kontrol grubuna gore azaldigi goriilmiistiir (177).

Li ve ark.’nin 2007’de insan gbbek kordonu endotel hiicrelerinin kiiltiire edildigi kaplar1
Nd-Fe-B muknatislar iizerine yerlestirerek 0,1 mT, 1 mT, 10 mT SMA’ya maruz
biraktiklar1 caligmalarinda hiicre canliligi 0,1 ve 1 mT siddetindeki manyetik alandan
etkilenmemis, 10 mT SMA ise sadece apoptoz degil nekroza da neden olan toksik etki
ortaya ¢ikarmusti. MTT ve °H-TdR testi sonucuna gore, kontrol grubuyla
karsilastinlldiginda 1 ve 10 mT SMA, hiicre proliferasyonunu belirgin sekilde
azaltmistir (178).

Hayvan calismalarina bakilacak olursa, Toto ve ark.’nin 1962’de Platin-Kobalt alagimi
miknatislart kopek mandibulasina 6 ay siiresince gomdiigii bir calismada, manyetize
implantlarin varliginda, kemik icinde ve cevresinde normal iyilesme siireci goriilmiistiir

(179).

Gross ve Smith (1964), 3000 mT siddetinde giicli manyetik alanin ratlarda
fibroblastlarin proliferasyonunu ve yara iyilesmesini belirgin sekilde geciktirdigini

bulmuslardir (180).

Barnothy 1964°de 5 haftalik farenin biiylimesine 5900 G SMA’nin etkisini arastirmis ve
5 giin sonunda kontrol faresine gore manyetik alana maruz kalan farenin gelisiminin

geri kaldigini gostermistir (181).

Barnothy ve Sumegi (1969), 4200 mT’lik giiclii manyetik alanin kesintisiz 4 giin
uygulanmasinin farelerde adrenal bezin, kemik iliginin, karaciger ve dalagin yikimina

neden olabilecegini bulmustur (182).
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Cerny tarafindan 1979’da yapilan ve ilk hayvan calismalarindan biri olan Sm-Co
miknatislarin doku icine gomiilerek etkilerinin arastirildigr calismada kan hiicrelerinde

herhangi bir yan etki goriilmemistir (183).

Yine Cerny’nin 1980’deki Sm-Co manyetik implantlarin 6 ay siiresince kdpek dental
dokularinda olusturdugu etkiyi arastirdigi ¢alismasinda 95 mT’ye kadar manyetik alan
varliginda dis pulpasinda, bukkal mukoza veya alveolar kemikte klinik ve mikroskobik

olarak doku hasar1 goriilmemistir (184).

Linder-Aronson ve ark.’nin 1992’de maymunlar iizerinde yaptiklar1 ¢calismada iki erkek
maymuna iist ¢cenede 17-27 nolu disleri, alt ¢cenede ise 32-42 nolu disleri kapsayan
splint yapilmis, 17 nolu disin bifurkasyonuna ve 14 nolu disin kokiine; 41 nolu disin
kokiine ve 42 nolu disin ¢ekiminden sonra alveoliine bukkal ve linguale ortodontik
miknatislar  (Cos-Sm)  yerlestirilmistir.  Simetrik  disler ise kontrol olarak
kullanilmislardir. Ondort hafta sonunda miknatislarin altindaki dokular ve kontrol
taraflan cikarilarak analiz edilmis, miknatis tarafinda epitelin ortalama iki tabaka daha
ince oldugu bulunmustur. Osteoblast aktivitesinin ise miknatis tarafinda azaldig
ve/veya osteoklast aktivitesinin arttig1 goriilmiistiir. Buna gore ortodontik miknatislarin
biyolojik etkileri oldugu fakat bu etkilerin miknatisin toksisitesinde mi, manyetik
alanindan m1, yoksa her ikisinin kombinasyonundan m1 kaynaklandig: belirlenememistir

(140).

Timidin’in, Amano ve ark. tarafindan DNA’ya katilan bir spesifik prekiirsor oldugu
gosterilmistir (185). Camilleri ve McDonald’in 1993’de yaptiklar1 calismada Wistar
albino ratlarin sagittal suturlarina Nd-Fe-B miknatis yerlestirmisler ve kontrol, kuzey,
giiney ve miidahale edilmeyen hayvanlarda 1, 3, 5 ve 10. giinlerdeki hiicresel aktivite
tritize timidin aliminin degerlendirilmesiyle incelenmistir. Kemik olusumu ise
tetrasiklin floresans metoduyla arastirllmistir. Sonugta timidin aliminin belirgin
derecede inhibe oldugu goriilmiis ve manyetik alan maruziyetinin bir yolla hiicre
boliinmesini engelleyebilecegi aciklanmistir. Kemik biiylimesinin ise belirgin bir

derecede etkilenmedigi gosterilmistir (147).

Feiendiegen and Muhlensiepen, SMA’nin, timidin kinaz iizerindeki etkisinin onun
aktivitesini baskilamak seklinde oldugu sonucuna varmislardir. Timidin kinaz, timidini

fosforile eder. Bu agsama prekiirsoriin DNA i¢ine girisini sinirlar (186).
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Manyetik alan etkisinin dogasi hala tahmin asamasindadir. Bununla beraber kanitlar
agirlikli  olarak hiicre membranimmin alandan etkilendigi yoniindedir. Biyolojik
membranlar, yeterli yogunluktaki manyetik alan tarafindan oryante edilir. Bu
oryantasyon, porlarin bi¢imini bozarak, aktif bolgeleri orterek veya acarak membranin
ozelliklerini degistirmek icin yeterli olabilir. Membrana bagli enzimlerin reaksiyon
miktar1 degisebilir. Tritize timidin i¢cin membrana bagli bir enzim olan timidin kinaz
reaksiyonundaki degisiklikler, molekiiliin DNA icine girisini sinirlayacak ve ‘S’ fazina
(DNA replikasyonu) giren hiicre sayisim etkileyecektir. Bu durum da azalmis

etiketleme indeksi ile ortaya ¢ikacaktir (147).

Altay ve ark., 5 saglikli kopek iizerinde yaptiklart calismada, 3’ti Sm-Co mini
miknatislar1 (Dyna) igeren, 2’si ise bos 5 adet titanyum kapsiilii kopeklerin
mandibulalarina implante etmisler ve 6 aylik siire sonunda kapsiil konulan taraftan
(miknatish veya miknatissiz) ve kontrol tarafindan kemik segmentlerini ¢ikarip fikse ve
dekalsifiye ederek incelemislerdir. Miknatish tarafta, mukoperiosteal flepte herhangi bir
anormal iyilesme goriilmemis ve kemik dokuda normal osteoblastik aktivite goriilmiis

ve hiicre boyutunda, seklinde veya iceriginde bir farklilik bulunmamistir (187).

Suzuki ve ark.’nin calismalarinda fareler bir siiper iletken miknatis ile 2, 3 ve 4,7 T
siddetinde SMA’ya maruz birakilmis ve kemik iligi hiicreleri toplanarak incelenmistir.

Mikroniikleus frekansinin zamana ve doza bagl olarak arttig1 bulunmustur (58).

Daha once belirtildigi gibi manyetik alanin biyolojik etkileri hakkinda literatiirde sinirh
saylida insan c¢alismasi vardir. Behrman’in protez tutuculuguna yardimci olmak icin
Platin-Kobalt alasimi miknatislar1 13 ay siireyle digsiz mandibulanin molar bolgesine
gomdiigi, 1960’da yayinlanan calismasinda, miknatislarin ¢evresinde kemigin

biiylidiigii goriilmiistiir (17).

Saygili ve ark., manyetik alanin maksiller bukkal mukozanin kan akisinda zarar verici

bir etki yapmadigin1 gostermislerdir (188).

Bondemark ve ark. 1998’de yaptiklari diger bir caligmada akrilik kapli Nd-Fe-B
miknatislart kutup kismi bukkal mukozaya bakacak sekilde bir premolar dise
yapistirmis, karsit taraf simetrik dise ise demanyetize miknatis yapistirmiglardir.
Biyopsilerin alinacagi bolgede manyetik akim degerleri tiim Orneklerde 80 ile 140 mT

arasinda degismistir. Miknatis ile temasta olan ve 9 ay boyunca SMA’ya maruz kalan
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bukkal mukozada histolojik olarak, her iki tarafta da goriilen siirtinmeye baglh epitel

kalinlagmasi disinda, 9 ay sonunda kontrol tarafi ile farklilik gormemislerdir (189).

Amara ve ark., 250 mT SMA’ya 1, 2 ve 3 saat siireyle maruz biraktiklart THP1
hiicrelerinde (monosit serisi), tek hiicre jel elektroforez (comet) testi ile DNA hasarini
arastirmislardir. Grup 1 ve 2’de DNA hasar1 goriilmemis fakat grup 3’de diisiik
seviyede DNA tek zincir kiriklart goriilmiistiir. Bu hafif DNA hasarinin SMA alan
uygulamasi sonrasi hiicrelerde olusabilecek ¢inko eksikligi ile iligskilendirilmistir (190).
Oztiirk ve ark., elektromanyetik alan maruziyetinin fare dokularinda cinko eksikligine
yol actigimi rapor etmislerdir (191). Cinko, metabolizmada pek ¢ok rol oynar ve cok

sayida metalloenzim ve transkripsiyon faktoriiniin bilesenidir (192).

Lai ve Singh’in farelerde yaptiklar1 ¢alismalarinda, beyin hiicrelerinde 24 saat siire ile
uygulanan 60 Hz 0,01 mT manyetik alanin mikrojel elektroforez testi ile tespit edilen
DNA tek ve cift zincir kiriklarinda artisa neden oldugu gosterilmistir. Beyin
hiicrelerinde demir araciligi ile yonetilen serbest radikal olusumunun DNA kiriklarina

ve hiicre 6liimiine neden oldugunu 6ne siirmiislerdir (193).

Calismamizda agaroz jel elektroforezi ile DNA kiriklar1 arastirllmistir. Rastgele
biiylikliikte DNA kiriklari nedeniyle smear goriintiisii olugsmustur. Fakat kuyucuktaki
baslangic DNA yogunluklarinin farkli olmasi nedeniyle karsilagtirmak zordur. Genel
olarak miknatisli ve miknatissiz Ornek ciftlerinin kendi icinde smear goriintiileri
benzerdir. Calismamizda elde edilen jel goriintiisiine gore kullanilan miknatislarin

olusturdugu SMA’1n DNA kirigina neden oldugu sdylenemez.

SMA’nm hiicre biiylimesi ve DNA hasar iizerindeki etkileri hala tartisma konusudur.
Bu uyusmazliklar, maruziyetin yogunluk ve siiresinin veya kullanilan hiicre tipinin

farklilig1 gibi deneysel faktorlere dayandirilmaktadir (190).

Uzun periyotlar boyunca tiim viicudun SMA maruziyetinin tavsiye edilen limiti 200
G’dur (194). Diinya saglik orgiitiiniin bir raporunda, gelismis organizmalarda statik
manyetik alanlarin herhangi bir major gelisimsel, davranigsal veya fizyolojik olarak
Olciilebilir bir etkisinin olmadigini belirtmistir. Hayvanlarin 2 T kadar SMA’ya maruz

birakildig1 orta siireli ¢calismalar (giinler) hi¢ zararh etki gostermemistir (55).
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Blechman’a gore, SMA’lar hem tip hem de dis hekimligi alaninda 30-40 yildir
kullanilmaktadir ve SMA nedeniyle olusan tek bir zararli klinik yan etki raporu yoktur

(195).

SMA’larin veya elektromanyetik alanlarin genotoksik etkileri iizerine pek c¢ok
yayinlanmis makale vardir. Ortaya c¢ikan kanitlar agirlikli olarak, ne SMA’larin ne de

elektromanyetik alanlarin genotoksik etki gostermedigini one siirer (68, 196).

Miyakoshi’ye gore, pek cok makale kapsamli olarak ele alindiginda, manyetik yogunluk
g6z Oniine alinmaksizin statik manyetik alanlara maruz kalmanin etkisi ya yoktur ya da
hiicre biiyiimesinde veya genetik toksisitede ¢ok kiiciik etkileri vardir. Bununla birlikte,
iyonize radyasyon ve bazi kimyasallar gibi diger digsal faktorler ile kombine oldugunda,

SMA’nin bunlarin etkilerini degistirecegini one siiren giiclii kanitlar vardir (140).

Ayrica hiicrelerin siirekli olarak sabit bir alana maruz birakilmasi muhtemelen genomu
koruyacak adaptasyon mekanizmalarin1 gelistirebilir, fakat c¢evresel kosullardaki
diizenli degisim, bu mekanizmalarla catisarak DNA’ya zarar verebilir. Hasarin

biiylikliigli maruziyetin siiresine ve tamir zamanina baglidir (174).

Manyetik alanlarin, direk DNA hasarindan bagka, hiicre metabolizmasi ve mitogenezisi
degistirerek ya da etkileyerek karsinogenezisin farkli yollarindan etkilemesi 6nemli bir

goriistiir (144) (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1. Manyetik alanin rol oynayabilecegi klasik karsinogenez basamaklari (144)

Burada kaynak gosterilen caligmalarda SMA’1n yogunluklari, saatlerden aylara kadar
degisen uygulama siireleri ve farkli hiicre tiplerinin kullanilmis ve farkli yontemlerin

uygulanmis olmasi direk olarak karsilastirmay1 zorlastirmaktadir.

In vitro testlerden elde edilen sonuglarin in vivo sartlar1 ve uzun siireli klinik kullanimin

olusturacagi yan etkileri yansitmayacagi genel olarak bilinmektedir.

Calismamizin sinirlamalarindan biri de kiiltiir siiresinin 10-12 giinle kisith olmasi ve
miknatis tutuculu hareketli protezlerin uzun yillar kullanimi ile c¢evre dokularda
olusabilecek etkileri tam olarak yansitamamasidir. Bunun i¢in daha uzun siireli in vivo

calismalara ihtiyac vardir.

Dental protezlerde kullanilan miknatislarin olusturdugu statik manyetik alanin insan
gingival doku fibroblastlarina olan genotoksik etkilerinin in vitro olarak mikroniikleus,
mitotik indeks analizi ve agaroz jel elektroforezi ile DNA kiriginin incelenmesi

yontemleriyle incelendigi bu tez ¢calismamizda su sonuglar elde edilmistir:
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1. Insan gingival doku fibroblast kiiltiirlerine Dyna ve Steco marka miknatislarin
tek ve c¢ift konfigiirasyonda uygulandigi kosullardaki SMA, 4 deney grubu (Dyna-1ve 2;
Steco-1 ve 2) arasinda mitotik indeks degerleri acisindan istatistiksel olarak anlamli fark

olusturmamuistir (p>0,05).

2. Miknatis uygulanmast sonucu elde edilen mitotik indeks degerlerinin kendi
kontrol degerleri ile karsilastirildig1 grup i¢i karsilastirmalarda, fark istatistiksel olarak

anlaml degildir (p>0,05).

3. Miknatis uygulanan 4 deney grubu arasinda mikroniikleus olusumu acisindan

fark istatistiksel olarak anlaml degildir (p>0,05).

4. Miknatis uygulamast sonucu elde edilen mikroniikleus degerlerinin kendi
kontrol degerleri ile karsilastirildigr grup i¢i karsilastirmalarda, Steco-2 grubunda fark
istatistiksel olarak anlamhidir (p<0,05). Diger gruplarda ise istatistiksel olarak anlaml

bir farklilik bulunmamustir (p>0,05).

5. Agaroz jel elektroforez yontemi ile elde edilen goriintiiye gore DNA kiriklar:
rastgele biiyiikliiktedir ve genellikle miknatis uygulanan 6rnegin kontrol ile goriintiisii

benzerdir. Bu nedenle uygulanan SMA’nin DNA kiriklarini artirdigi séylenemez.
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BILGILENDIRILMi$S GONULLU OLURU FORMU
Dis hekimliginde protezlerde kullanilan miknatislarin insan dokularina etkisi ile ilgili
yapacagumiz bilimsel ¢calisma icin insan digeti kiiltiiriine ihtiyacumiz vardir.

Baslangicta her grup icin 7 birey olmak iizere toplam 28 bireyden ornek alinacaktir. Sigara
icmeyen, agiz hijyeni iyi, herhangi bir kronik hastaligi olmayan, biiyiik radyolojik inceleme
gecirmemis ve 25-50 yas arasinda, gomiilii veya yart gomiilii 3. molar dis cekimi

operasyonu gerektiren bireyler ornek olarak secilecektir.

Bu amagla dis ¢cekiminiz esnasinda izninizle ¢cekim bolgesinden kiiciik bir parca alinacaktir.
Prosediiriin saglik acisindan hicbir sakincast yoktur. Calismada sizlerden elde edilen ozel
bilgilerin gizliligi calisma yoneticisi ve yardimcisinin sorumlulugu altindadir ve 3. sahislar
ile paylasilmayacaktir. Calisma bulgularinin tez ¢alismasinda kullanilmast ve uzun

donemde yayinlanmasi planlanmaktadr.

Yukaridaki metni okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu
kosullar altinda arastirmaya kendi rizamla, higbir baski olmaksizin katilmayr kabul

ediyorum.

Goniilliiniin
Adi1 Soyad:
Yast:
Adresi:
Telefonu:
Imzast:

Aciklamalar1 yapan arastiricinin

Adi1 Soyad:



OZGECMIS

Filiz YAGCI. 16.06.1980’de Ankara’da dogdu. {lkégrenimini Yal¢in Eskiyapan Ilkogretim
Okulu’nda, ortadgrenimini Namik Kemal Ortaokulu’nda, liseyi Incirli Siiper Lisesi’nde
tamamladi. 1998’de Gazi Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi’ni kazandi. 2003 yilinda
mezun oldu. 2005 yilinda Erciyes Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Protetik Dis Tedavisi
Anabilim Dali’nda arastirma gorevlisi olarak ¢alismaya basladi. 2006 yilinda ayni1 boliimde

doktora egitimine basladi. Halen ayn1 gorevi siirdiirmektedir.



