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OZET

Kemik iligi Kaynakh Mezenkimal Kék Hiicrelerde Statik
Manyetik Alanmin Osteoblastik Farklilasmaya Etkisinin
Incelenmesi

Kaya MOLO

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi

Danisman: Dr. Ogretim Uyesi Emel ORDU

Doku miihendisligi, kok hiicre-tabanli terapi yontemleri, hedefe yonelik yeni ilag iletim
sistemlerinin gelistirilmesi son yillarin en 6nemli arastirma alanlarindandir. Manyetik
alan ya da manyetik nanopargacik uygulamalar1 bu alanlarda 6ne ¢ikan stratejilerden
biridir. Statik manyetik alan ayn1 zamanda halen yara iyilesmesinde, kemik
rejenerasyonunda ve manyetik rezonans tekniginin bir komponenti olarak
kullanilmaktadir. Bununla birlikte statik manyetik alanin koék hiicre popiilasyonlari
tizerindeki biyolojik etkisi heniliz tam olarak aydinlatilamamistir. Mezenkimal Kok
Hiicreler (MKH), hiicresel tedaviler icin onemli biyolojik araglardir. Cesitli hiicre
gruplarinda Statik Manyetik Alan (SMA), farkli hiicre hatlarinin fizyolojik siireclerini
diizenleyen bir uyarandir. In Vitro’da SMA siddeti/yogunlugu ve siiresine bagli olarak
hiicre membran polarizasyonunda ve yapisinda, hiicre iskeletinde, hiicre i¢i oksidasyon
kosullarinda, gen ifadelerinde ve proliferasyon siireglerinde degisimlere neden
olmaktadir. Bu ¢alismamizda, insan kemik iligi kdkenligi mezenkimal kok hiicreleri,
Neodimium Demir Boron (NdFeB) miknatis kaynakli 328 mT SMA tesirinde birakilarak,

bliyime ve c¢ogalma oranlarindaki, oryantasyonlarindaki, osteojenik farklilagsma

XV



stireclerindeki degisimler incelenmistir. 0,6 mg/mL 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide ¢ozeltisi kullanilarak gergeklestirilen MTT analizine gore 6
glin boyunca 24 saat 328 mT SMA tesirinde kalan kdk hiicrelerin biliylime ve ¢ogalma
oranlarinda, kontrol grubuna gore bir degisim gozlenmez iken, aym1 SMA tesiri
hiicrelerin, manyetik akiya paralel oryantasyon kazanmasina sebep olmustur. SMA ’nin
osteogenez siirecine olan etkisini arastirmak amaciyla yaptigimiz deneylerde 14 giin
boyunca 24 saat 328 mT SMA tesiri ve kimyasal osteojencz uyarimina maruz kalan
grupta, alkalin fosfataz aktivitesinin, sadece kimyasal osteojenez uyarimina maruz kalan
gruba gore azaldigi tespit edilmistir (p<<0,05). Alizarin Red S boyama ile gergeklestirilen
minerallesmeye olan etkinin incelenmesinde, 14 giin boyunca 24 saat 328 mT SMA tesiri
ve kimyasal uyarima maruz kalan grupta daha az minerallesme odaklarinin olustugu
tespit edilmigstir. Literatiir verileriyle degerlendirildiginde, SMA varliginda artan hiicre
ici demir konsantrasyonun, serbest radikallerin olusumunu tetiklemesi, sonucu hiicre
bliylime ve ¢ogalmasinda istatistiki olarak anlamli bir artisin olmamasina ragmen
osteojenez siirecinde alkalin fosfataz gen ifadesini ve biyominerallenmeyi 6nledigi

Oongoriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Statik manyetik alan, mezenkimal kok hiicre

YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Investigation Of The Effect Of Static Magnetic Field On
Osteoblastic Differentiation Of Mesenchymal Stem Cells
Orginated From Bone Marrow

Kaya MOLO

Department of Molecular Biology and Genetics

Master of Science

Advisor: Assist. Prof. Dr. Emel ORDU

Tissue engineering, stem cell-based therapies and developing new targeted drug systems
are the most important research fields. In this research field, the application of the
magnetic field or magnetic nanoparticles is one of the main strategies. The static magnetic
field has already been utilized in chronic wound therapies, nonunion bone fractures
treatments, and magnetic resonance imagining. However, the effects of static magnetic
field on mesenchymal stem cell has not been explained properly yet. Mesenchymal stem
cells (MSCs) are important biological tools for regenerative medicine or cell therapies.
Static Magnetic Field (SMF) is one of the physical stimulants to modulate physiological
processes in different cell lines. In vitro conditions, SMFs, according to their intensity
and duration, change cellular membrane polarization, oxidative product concentrations,
gene expression patterns, and cell propagation rates. In this study, human bone marrow-
derived MSCs were grown under 328 mT SMF by using Neodymium Iron Boron
(NdFeB) magnets to investigate SMF influence on their proliferation rates, morphologies,
osteogenic differentiation capacity. The proliferation rate was analyzed by MTT (3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, 0,6 mg/mL) 24 hours and 6 days

Xvii



after SMF induction. Although preliminary results showed that cells in the SMF treated
group gained a parallel orientation according to magnetic field direction, SMF influence
did not significantly change proliferation rates. It was analyzed and compared alkaline
phosphatase (ALP) activity in the cells grown for 14 days under both continual SMF and
chemically osteogenic induction. It was observed that ALP activity in this group
decreased compared to the control groups. Also, Alizarin Red S staining showed that
mineralization decreased in the cells grown under the same conditions compared to
control cells. When the results are evaluated with literature data, it is comprehended that
although increased intracellular iron concentration and changed production or half-life of
free radicals in SMF may not affect cell growth and proliferation, it can alter the ALP

gene expression and bio-mineralization.

Keywords: Static magnetic field, mesenchymal stem cell

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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Giris

1.1 Literatiir Ozeti

Manyetizma terimi, Tirk Dil Kurumu tarafindan “miknatis 6zelliklerinin biitiini” ve
“fizigin bu 6zellikleri inceleyen boliimii” olarak tanimlanmaktadir. Ancak manyetizma,
ginlik yasamda pusulanin; enerji iretim, gi¢lendirme ve dagitim sistemlerinin
(jeneratorler, transformatdrler ve indiiktorler); ses sistemlerinin (hoparlor, mikrofonlar);
bilgi islem sistemlerinin (bilgisayar, bilgisayar ekrani, CD); iletisim sistemlerinin
(mobil telefonlar); tibbi goriintiileme sistemlerinin (Manyetik Rezonans Goriintiileme-
MRI sistemleri) ve wulasim sistemlerinin (manyetik hizli trenler) temelidir.
Manyetizmanin iiretilmesinde, yine bu sistemlerin ve diger siradan giinliik evsel cihazlar
pay1 bulunmaktadir. Ote yandan insa edilen yiiksek ve celik konstriiksiyonlu binalar,
etkilesimde olunan cevresel manyetizmay1 zayiflatmakta veya giiclendirmektedir.
Manyetizma, en Onemlisi, insanin diger tiim canlilarla paylastigi Diinya’nin
jeolojik/astronomik faaliyetlerinin bir sonucudur. Tiim canlilik, Diinya’nin kusatan
ancak zayif manyetik alan1 igerisinde olusmus ve gelismistir. Bu nedenle de insan ve
diger canlilarin manyetik alanlara hassasiyeti s6z konusudur. Bu béliim igerisinde, dogal
ve insan faaliyetlerinden sekillenen manyetik alanlar sicaklik, basing, nem, aydinlik gibi
bir fiziksel ¢evre etmeni olarak ele alinarak agiklanacaktir. Biyolojik sistemlerle (insan
ve diger canlilarla makro ve hiicrelerle mikro diizeyde) kurdugu etkilesimlerin olasi
mekanizmalari; etkilesimlerin olumlu veya olumsuz sonucglari degerlendirilecektir.
Ayrica manyetizmanin hiicre biyolojisini hangi parametreler, hangi mekanizmalar ile

etkiledigi ve hangi fizyolojik sonuglara neden oldugu tartisilacaktir.

1.1.1 Jeomanyetizma ve Manyetizma Biyolojisi

Manyetizma i¢in entelektiiel ilgimiz uzak bir gegmise dayanmaktadir. Miknatis taginin
(dogal magnetit, FeO-Fe203) (Sekil 1.1), M.O. 600-800’lii yillarda Ege ve Akdeniz
havzasinda tanindig1 bilinmektedir. M.S. 1100’lerde Italyan, Arap veya Cin diisiiniirleri

tarafindan, deniz ve okyanus seyahatini kolaylastiracak “pusula” insanlik tarihine dahil



edilmistir [1]. Ayrica manyetizma fenomeni, gesitli simya ve sifacilik uygulamalarinda
kullanilmistir. Ancak modern bilim tarafindan da paylasilan dogal manyetik alanin
kaynagina ve davranmis bi¢imine yonelik fiziki goézlemler ve veriler Aydinlanma
Cagi’nda tretilmeye baslanmistir. Bu ¢agda manyetizma, diger fizik sorular1 gibi

mekanikgi felsefeye ele alinarak, gizemlerinden arindirilarak agiklanmaya calisilacaktir.

<

Sekil 1.1 Dogal magnetit [6]

Ik olarak W.Gilbert (1600), gezegenimizi iki kutuplu tek bicimli manyetik bir kiire
olarak tanimlamistir [2]. Dogal manyetizmanin ise gezegenin igsel faaliyetlerinden
kaynaklandigin1 savunmustur.  Lomonosov (1769), yerkiirenin farkli manyetize
cisimlere sahip oldugunu ve bu nedenle tek bi¢imli manyetizmaya sahip olmadigini idea
etmistir. Diinya’nin manyetik alanina yonelik ilk analitik veriler ise M. Simonov (1835)

ve K. Gauss (1838) tarafindan sunulmustur [3].

Gezegene ait manyetik alan, jeomanyetik alan (JMA) olarak adlandirilir. Yildizlar,
Diinya ve diger gezegenler degisen giiclerde JMA’a sahiptir. Ancak dogal uydumuz
Ay’da JMA gelismemektedir. Diinya yiizeyinde JMA’nin siddeti, Brezilya, Rio de
Janeiro yakinlarinda 0,24 Gauss (Gs) ancak kutup bolgelerinde 0,61-0,68 Gs’tur [4].
Gezegenimizin manyetik alan1 dipoldiir (¢ift kutupludur) [4]. Ancak cografik kutup
noktalari ile manyetik kutup noktalari arasinda 11.5° fark bulunmaktadir (Sekil 1.2) [4].
Ayrica gliniimiizde manyetik giiney kutup noktasi, kuzey yarim kiirede; manyetik kuzey

kutup bolgesi ise giiney yarim kiirede yerlesiktir. Bu nedenle de manyetik vektorler



manyetik kuzey kutup bolgesinden (cografik giiney kutbundan) manyetik giiney kutup
bolgesine (cografik kuzey kutba) dogru ilerlemektedir [4].
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Sekil 1.2 Cografik ve manyetik kutup; cografik ve manyetik ekvator [4]

Diinya iizerinde bulunan bir P noktasinda olusan jeomanyetik alanin siddet ve yonii bir
Kartezyen koordinat sistemi ile tanimlanir (Sekil 1.3) [4]. Bu dik acili koordinat
sisteminde P noktasi, koordinat merkezine yerlesir; pozitif eksenleri ise cografik
kuzeye, cografik doguya ve dogrudan yeryiiziiniin merkezine yonelir. Manyetik alan
vektort, klasik fizikte gdsterimi olan B yerine F veya T ile sembolize edilir. Boylece
manyetik alan vektorii, X (cografik kuzey), Y (cografik dogu) ve Z (asag1 yonlii vertikal-
dikey) isimli Kartezyen bilesenlerde ¢oziimlenir. Manyetik alan bilesenlerinden
Horizantal Intensity (H), pusula ignesinin isaret ettigi manyetik kutup noktasidir. H ile
gercek kuzey arasindaki agisal fark Magnetic Declination veya Variation (manyetik
kayma veya sapma) olarak isimlendirilir ve D ile sembolize edilir. Bu ag1, kuzeyin
dogusu yoniinde ise pozitif (+); kuzeyin batis1 yoniinde ise negatif (-) kabul edilir. F ile
H arasindaki ag1 farki Magnetic Inclination (manyetik meyil) veya dip olarak bilinir ve
I ile sembolize edilir. Eger F horizantal diizlemin altinda ise pozitif (+); horizantal
diizlemin tizerinde ise negatif (-) degerlendirilir. Bu manyetik elementlerin birbirleri ile

iliskisi (1.1) esitligi ile agiklanmaktadir [4]
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Sekil 1.3 Diinya iizerinde yer alan bir p noktasina etkiyen, toplam manyetik siddet ve
manyetik elementlerin (D, H, Z, X, F,F,I) cografik konumlamasi [4]

Dogal manyetik alan, cografik enlem ve boylamlara analog manyetik enlem ve
boylamlar icerir [4]. Manyetik enlem ve boylamlar, esit manyetik meyille (I) sahip
hatlardan (isoclinics olarak adlandirilirlar) ve de esit manyetik sapmalara (D) sahip
hatlardan (isogonics olarak adlandirilir) olusur [4]. Kuzey yarim kiirenin neredeyse
tlimii {izerinde, manyetik alanlar asag1 (I>0) yonelimlidir (Sekil 1.2) [4]. Giiney yarim
kiirenin neredeyse tiimii iizerinde ise, manyetik alan yukar1 (I<0) yonelimlidir (Sekil
1.2) [4]. Diinya’y1 1=0’da bdlen isoclinic hat, manyetik ekvatordur. [=+90° olan nokta
manyetik kuzey kutup; I=-90° olan nokta ise manyetik giiney kutuptur (Sekil 1.2) [4].
Yine diinyanin manyetik alaninda, manyetik sapmasi “0” olan (D=0) olan iki nokta ve
noktalardan uzaklastik¢a derecesi sapma dereceleri artan isogonic hatlari bulunmaktadir
[4]. Diinyanin manyetik enlem ve boylamlari, Main Field Inclination (I) (Harita 1.1) ve
Main Faild Declination (D) (Harita 1.2) haritalar ile gosterilir [4]. Bu haritalar, secular

variation olarak adlandirilan degigsmeler nedeniyle diizenli olarak giincellenmektedir

[4]



Kiiresel veya bolgesel jeomanyetik alan, Main Field Inclination (I) (Harita 1.1) ve Main
Faild Declination (D) (Harita 1.2) haritalariyla bizlere etkisinde kaldigimiz sicaklik,
basing ve nem gibi bir ¢evre etmeni olarak sunulmaktadir. Yine bu haritalar, JMA nin
neden deniz ve hava ulasiminda oryantasyon ve navigasyon i¢in neden degerli veri

oldugunu da agiklamaktadir.

Harita 1.2 US/UK world magnetic model - 2019.0 main field declination (D) [7]



Manyetizma Biyolojisi (MB), kaynagindan bagimsiz olarak (gezegen faaliyeti veya
manyetik rezonans goriintiileme sistemince {iretilebilir) manyetik alan1 bir biyolojik
sistem (Ornegin bir kus veya hiicre) i¢in bir ¢evre faktorii olarak ele almaktadir. MB
kapsaminda, A. T. Middendorff (1859) ve takipgileri tarafindan gergeklestirilen ilk
bilimsel c¢aligmalarla, JMA’nin giivercinlerin navigasyon davraniglarinda etkili
olabilecegini gdstermeye ve agiklamaya calisilmistir. F. Merkel (1958 ve 1965) ve W.
Wiltschko (1965 ve 1968) tarafindan yiiriitiilen 1srarli ¢alismalar neticesinde Avrupa
Kizilgerdan kusunun (Erithacus rubecula) yon tercihinin, bulundugu kafesin etrafinda
olusturulan yapay manyetik alan degisiminden etkilendigini gostermistir. Bu oncii
calismalarin bulgularin1 destekleyici ¢alismalarin yayinlanmasi ile manyetik etkilesim
(manyetizasyon) kavrami, cansiz madde evreninden biyolojik sistemlerin karmasik
fizyolojik ve davranis siireglerine dogru genislemistir [3]. Karmasik sosyal davranislara
doniisecek manyetik alan duyusunun gelisim basamaklarindan, manyetik duyu olusumu
aranmaksizin manyetik alan etkilesimi neticesinde gelisen fizyolojik ve patolojik tepki

basamaklarinin arastirilmasi konuya dahil edilmektedir.

Bu ¢ercevede manyetizma biyolojisi, bir elektromanyetik veya manyetik alan varliginda
(veya yoklugunda) biyolojik sistemlerin (canlinin biitiiniin, bir dokunun, bir hiicre
grubunun) yanitlarimi ve eylem mekanizmalarini incelemektedir [5]. Ancak, gesitli
biyolojik sistemlerin faaliyetleri neticesinde olusan biyolojik manyetizma
(biyomanyetizma) ile ilgilenmemektedir. MB arastirmalarinin giinliik yagsamlarimizdaki
yansimalarini elektromanyetik ve manyetik alanlara iliskin giivenlik diizenlemelerinde,
temel arastirmalari, teshis ve tedaviyi iceren biyomiihendislik, genetik ve tip

uygulamalarinda veya yontemlerinde siklikla karsilagmaktayiz.

1.1.2 Dogulan Cografyada Yuvalama Davramsi (Natal Homing)

Dogulan cografyada yuvalama davranisi (natal homing), balik, siirlingen, kus ve
memelilerde izlenen, bir yavrunun dogdugu nehir agzini1 veya kumsali terk ederek uzun
mesafeli go¢ gerceklestirmesi ancak ergin evrede, ters go¢ hareketi ile dogdugu nehir
agzina veya kumsala geri donerek yumurtlamasidir [8]. Somonlar ve deniz
kaplumbagalarinin, yalnizca koku molekiillerinin izlerini takip ederek dogduklart yere
geri dondiikleri diistiniiliiyordu. Ancak, bu canlilarin okyanuslarda bin kilometreden

daha uzak mesafelere ulasan ileri gog¢lerinden, koku molekiillerinin yetersiz kalacak



izlerini takip ederek geri donmelerinin miimkiin olmadig1 anlasilmigtir. JMA’nin bu

uzak mesafeli geriye go¢ hareketinde etkili olduguna giiglii veriler elde edilmektedir [8].

Jeomanyetizma yonlendirmeli dogulan cografyaya yuvalama davranisi hipotezi, deniz
kaplumbagasi ve somon yavrularinca dogulan cografyanin JMA 6zelliklerinin
(manyetik meyili (I) ve manyetik alan kuvvetinin (H)) kaydedildigi ve dogulan
cografyaya dogru gerceklesen geri goc hareketinin bu kayitlar yoluyla gerceklestirdigini
aciklamaktadir [8].

Oncorhynchus nerka, Oncorhynchus tshawytscha ve Oncorhynchus keta gibi
sayabilecegimiz ancak yalnizca bu tiirlerle sinirli olmayan somon balig1 gruplarinda,
tatll nehir sularinda dogan yavrular, nehir agizlarindan Pasifik okyanusunda binlerce
kilometre yol alarak dagilmakta ve yiiksek bir dogrulukla dogduklari alanlara
yumurtlamak i¢in geri donmektedir [8]. Caretta caretta deniz kaplumbagasi ise on yil
sonra uzun mesafe yol alarak dogdugu kumsala ulasmaktadir [8]. Tiirler ve
popiilasyonlar arasinda dogulan noktaya geri donmedeki kesinlik degiskenlik
gostermektedir. Ancak Lepidochelys kempii tiirii deniz kaplumbagalarinda bu kesinlik,

30 km’lik dar bir alana diismesi miimkiin olmaktadir [8].

Somon ve deniz kaplumbagalarinda, dogulan yere yuvalama davranisi iki basamakta
gerceklesmektedir [8]. Birinci basamak uzak mesafelerden yuvalama yoresine manyetik
navigasyon ve jeomanyetik 6zelliklerden faydalanilarak ulasilmaktir. Ikinci basamak
ise dogru yuvalama alaninin, muhtemelen koku ve feromonlar aracilif1 ile (6zellikle

somonlarda) belirlenmesidir.

Jeomanyetizma ve Manyetizma Biyolojisi 1.1.1 boliimiinde, isoclinics ve isogonics hat
haritalariin oryantasyon ve navigasyon i¢in 6nemli veri sagladig: tartigilmistir. Harita
1.3’te  Dogu ve Bat1 Kuzey Amerika haritasi tizerinde, siyah noktalar halinde kuzey —
giiney yoniinde uzanan deniz kaplumbagasi yuvalama kumsallari izlenmektedir [8].
Aynt harita tizerinde dogu-bat1 yoniinde degisen derece (Harita 1.3 A) ve manyetik alan
siddetlerinde (Harita 1.3 B) uzanan isoclinics hatlar bulunmaktadir. Sonug olarak kuzey
giiney yoniinde dogu veya bat1 sahillerinde bulunan yuvalarin her biri, 6zel bir isoclinics
hatta denk gelmektedir. Yavrularin, acik denize ulasmadan 6nce bu alanlara ait IMA
ozellikleri 6grendikleri, dogum yerine geri donmeyi bu verilere gore gerceklestirdikleri

diistiniilmektedir [8].
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Harita 1.3 Dogu ve bati amerika boyunca uzanan isoclinics hatlarin degisen meyil
dereceleri (a) ve manyetik alan siddetleri (b) [8]

Kaplumbagalarin manyetik navigasyonu kullanarak uzak mesafedeki noktalara
ulagabildiklerine yonelik kanit, Sekil 1.4 A’da goriilen yesil kaplumbaga (Chelonia
mydas), yavrulariyla gergeklestirilen bir deneyde izlenmektedir [8]. Bu yastaki yesil
deniz kaplumbagalari, beslenme alanlarina baglilik gosterirler ve mevsimsel goc¢lerden
sonra yine bu alanlara geri donmektedirler. Sekil 1.4 A’da goriilen kaplumbagalar
beslenme alanlarin yakin bir havuzda tutulmustur. Bu kaplumbagalara 340 km kuzey
ve gliney beslenme sahalarina ait JMA parametreler uygulandiginda, yonelimleri
sirtlarina yerlestirilen bir kayit sistemi ile izlenmistir. Deneyde kaplumbagalarin
beslenme noktalarina geri donmeyi hedefleyen yonelimde olduklari gézlenmistir (Sekil
1.4 B). Bu deney yesil kaplumbagalarin manyetik harita bilgisini, olgunluk 6ncesinde
kazandiklarimi gostermektedir [8]. Oncorhynchus tshawytscha somon yavrularinin da
geng yesil kaplumbagalar gibi davrandiklarina yonelik bulgular sunulmustur. Yine
somonlarin manyetik haritalarin, hem manyetik kuvvet (H) hem de manyetik meyil (I)

parametrelerinden yararlandiklar1 gosterilmistir [8].
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Sekil 1.4 Yesil deniz kaplumbagalarinda manyetik harita bilgisi oldugunu gdsteren bir
deney ve kaplumbagalarin manyetik uyariya gore oryantasyonlari [8]

Deniz kaplumbagalarinin natal homing davranisinda manyetik harita bilgisinin 6nemini,
JMA’nm secular variation’a (5-10 yilda bir gergeklesen isoclinics hatlarmin birbirine
yaklagsmasi veya uzaklasmasi) bagli yuvalama degisimlerinde izlenmektedir. Sekil
1.5’de isoclinics hatlarin birbirine yaklasmasi veya uzaklasmasi halinde, yesil
kaplumbagalarin yuvalama davranislarinin nasil bir degisim olacagina yonelik tahmin
gosterilmistir [8]. Buna gore, isoclinics hatlarin birbirinden uzaklastigi yillarda,
yuvalarin birim alan basma yogunlugu azalmali ancak isoclinics noktalarin birbirine
yaklastig1 yillarda, birim alan basina yuva yogunlugu artmalidir. 19 yili kapsayan
Caretta caretta’larin yuvalama davraniglarini incelendiginde, iscolinics hatlarin birbirine
yaklastig1 donemlerinde birim alanda yuva yogunlugun artigin1 ancak isoclinics hatlarin
birbirinden uzaklastigi donemlerde ise birim alanda yuva yogunlugunun azaldig
gosterilmistir. (Sekil 1.6) [8].

Time 1 Time 2

59.5 deg
58.0 deg

56.5 deg
55.0 deg

Sekil 1.5 Deniz kaplumbagalarinin manyetik haritalardan yararlanmasi halinde,
yuvalama alanlarinda 6n goriilen degisim, yesil noktalar yuva alanlari [8]
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Sekil 1.6 Yesil kaplumbaga yuvalarinin birim alanda yogunlugunda degisimler
(isoclinis hatlarin birbirine yaklagmasi (converging isolines) ve isoclinics hatlarin
birbirinden uzaklasmasi (dicerging isolines) halinde) [8]

Uzun mesafe gogmen canlilari igin, dogulan cografyada yuvalama iireme basarisi i¢in
onemlidir. Giincel ¢alismalar, bu davranista somon ve deniz kaplumbagalarin manyetik
navigasyon ve manyetik haritadan yararlanabildiklerini isaret etmektedir. Canlilar
evrimlestikleri ¢evrenin bir etmeni olan dogal manyetik alan parametrelerinden, iireme

potansiyellerini artirmak {izere yararlanmaktadirlar.

1.1.3 Manyetizma ve Insan Saghg

Manyetik alanlar, daimi miknatislar (manyetik dipoller) veya iletken bir telde akan
elektrik akiminca olusturulmaktadir. Elektrik akimi sirasinda olusan alan,
elektromanyetik alan (EMA) olarak adlandirilir. EMA, elektrik ve manyetik alan
kuvvetlerin birlesimidir (Sekil 1.7) [9]. EMA, doga olaylarinin yani sira insan

etkinlikleriyle (elektrikli cihazlarin kullanimi) de olusabilmektedir.

10
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Sekil 1.7 Elektrik akim1 (mor renkli ok) sirasinda olusan iki boyutlu ema
gosterilmektedir [13]

Insan kaynakli elektromanyetik alanlarin pek cogu yonlerini dzgiin bir frekans ve
zamanda degistirmektedir.  Elektromanyetik alanlar, frekanslarina gore i¢ grup
icerisinde tanimlanmaktadir: Radyo Frekanslar (RF), intermediate Frekanslar (IF) ve
Ekstrem (Asir1) Diisiik Frekanslar (ELF) [9]. Giinliik yasamda RF ile mobil telefonlar
(cep telefonlar); IF ile bilgisayar ekranlariyla ve ELF ile elektrik hatlarinin varlig ile
karsilasmaktay1z. Insan kaynakli elektromanyetik alanlarin bazilar1 zaman igerisinde
bir degisim gostermemektedir. Zaman igerisinde degisim gostermeyen manyetik
alanlar, Statik (Duragan) Manyetik Alan (SMA) olarak adlandirilir. SMA’nin frekansi
“0”dir. Giinlik yasamda SMA, siklikla tibbi teshis veya miidahalede asamasinda
kullanilan Manyetik Rezonans Goriintiileme Sistemi (MRI) tarafindan iiretilmektedir.
Sekil 1.8’da Giinliik kullanimi olan sistem veya cihazlarin frekans degisimleri

gosterilmektedir.

11



Frequency in Hz

Gamma rays
i - =
Medical X-rays ¥ ray
Ultrawiolet
Tanning bodth =
Wisible light
Heating lamp =
Infrared
Microvave oven = 300 GHz
Cell phones =
i = .
T+ &FM radia Radio Frequency
. . - .
Welding devices Intermediate 100 kHz
Frequency
Extremely 300 Hz
Power Lines = —
Frequency
Static OHz

Sekil 1.8 Elektromanyetik alanlarin frekans degisimlerini gostermektedir [9]

1900’li yillardan baslayan ancak giderek artan miktarlarda insan kendi yasam
cevresinde kendi liretimine dayali yapay kesintili veya siirekli manyetik alan odaklarinin
etkisinde bulunmaktadir. 1960’11 yillarda, ilk mikrodalga elektromanyetik radyasyon
ureticileri gelistirilmistir. Bu adimin hemen ardindan, mikrodalgalarin dikkate deger
biyolojik etkileri oldugu anlagilmistir. EMA’nin enerjisi, ¢ogu zaman dokularda
1sinmaya yol agmayacak kadar diisiik bulunmustur. Ayrica, EMA kaynakli enerjinin
kimyasal transformasyon enerjisi k7°den iki kat daha diisiik oldugu tespit edilmistir
[10]. EMA ancak belirli frekanslarda biyolojik dokularda islevsel oldugu anlasilmigtir
[10]. Sonug olarak 1980°1i yillara gelindiginde 10-100 Hz kadar diisiik frekanslarin
biyolojik etkinlikleri lizerine dikkate deger veri birikimi saglanmistir [10]. Bu olduk¢a
onemli bir gelismedir ¢iinkii ilgili frekans aralifi, ¢ogu endiistriyel ve evsel elektrik
aletlerinin faaliyetleri neticesinde iiretilmektedir [10]. Tablo 1.1°de giinlik yasamda

karsilagilan EMA kaynaklari, frekanslari ve manyetik aki yogunluklari 6rneklenmistir.
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Tablo 1.1 Ev ve kamusal alanlarda karsilasilan ema kaynaklari, ema frekanslar1 ve
manyetik aki1 yogunluklari [14]

Alan Kaynaklari Frekans (Hz) Manyetik Aki Yogunlugu (B)

Ev ve Biiro Alanlar1

Geri Planda 50/60 Hz 0,04 uT - 0,5 uT
Evsel Cihazlar 50/60 Hz 1 metre yakininda 0,01- uT —0,5
uT

0,3 metre yakininda 0,1 uT -30

uT
Sanayi Alanlarinda
Elektrolitik Proseslerde 0 veya 50/60 Hz 1-10 mT
Alimiinyum Uretiminde OHz 1-10mT/60 mT
Elektrik ve Indiiksiyon = 1-10.000 Hz 1-50 mT
Firinlarinda
Baski1 Makinalarinda 0 veya 50/60 Hz 0,2-10 mT
Giivenik Sistemlerinde 1-10.000 Hz 1 mT’ya kadar
Iscilerin Etkilenme Ortalamast 50/60 Hz 1uT elektrikse,
0,17uT Elektriksel olamyan
Ulagim
Metro 50/60 Hz 0,7-1mT
Saglik Merkezleri
MRI 0 Hz 0,5-2 mT Calisan
2T Hasta
Tedavi Cihazlar 12-75 Hz 1-10 mT
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Manyetizma Biyolojisi (MB), insan faaliyetlerine bagli EMA’lar1 oncelikle ekoloji
problemi olarak ele almaktadir. Bu yaklasimda, insan faaliyetleri sonucu olusan
EMA’lar ¢evresel kirletici bir etmen olarak da degerlendirilmektedir. Boylece insan
sagligit ve EMA arasinda iliskinin epidemiyolojik ve patofizyolojik agiklamalari

gerceklestirilmektedir.

Insan faaliyetlerine dayali EMA’larin insan sagligina olumsuz etkiye sahip bir cevresel
kirletici olabilecegine yonelik c¢esitli veriler bulunmaktadir. Endiistriyal iilkelerden
Almanya 6rneginde psikotropik ila¢ kullaniminin sosyal ekonomik sartlar ve tedavi
sartlar1 Olceginde aciklanamayan ancak telekominikasyonda yasanan teknolojik
ilerlemelere paralel yiikselise sahip oldugu bildirilmistir [11]. Ancak Uluslararasi
Iyonize Edici Olmayan Rasyasyondan Korunma Komitesi’nin (ICNIRP) 1998 yillinda
belirledigi limitlerde RF tesirinde kalmanin insan sagligini tehlike olusturmadigi kabul
edilmekle beraber, diisiik seviyeli RF’lerin uzun vadede insan saglig1 tizerindeki etkisi
arastirilmay1 beklemektedir. Ayrica diisiik frekansli ancak uzun siireli elektromanyetik
alanlarin, tek basina veya diger kimyasal ve fiziksel ¢evre kirleticilerin beraberliginde
(benzen, dioksinler, pasif maruz kalinan sigara dumani, formaldehit, kursun, giiriiltii vb)
kronik inflamasyon (yangi) ve norotransmiter islevleri {izerindeki olasi etkisinin
anlasilmasi, detaylandirilmis ¢aligmalari beklemektedir [11]. Bu noktada MB,
EMA’larin patolojiye yol agan hiicre ve hiicre alt1 yapilarla kurdugu etkilesimlerin
anlagilmasini ve de giivenli tesir altina kalma sinirlarini belirlemeyi ¢alisma konularina

dahil etmektedir.

MB’nin EMA’lar ile insan saglig1 arasindaki etkilesimi belirlemesine yonelik ilgisi, ilk
olarak epidemiyolojik arastirmalarla ortaya konmustur. Bu alanda epidemiyolojik
aragtirmalar, 1979°da N. Wertheimer ve E. Leeper tarafindan elektrik gii¢ hatlarina
yakinlikla ¢ocuk kanserleri (6zellikle 16semi ve beyin tiimorleri) arasindaki iliskinin
yayinlanmasiyla hizlanmistir. Ayn1 déonemde C.D. Robinette, Kore Savasi (1950’ler)
gazileri arasinda askeri radar egitimi alanlarin yasam siirelerinin daha kisa olduguna dair
bir arastirma yayinlamistir. Bu ilk ¢aligmalara miiteakip uzun siireli ve diisiik/cok diisiik
seviyeli elektromanyetik alanit bir risk etmeni olarak degerlendiren ¢ok sayida
destekleyici arastirma sonuglarimin yayimlanmasina ragmen c¢alismalar arasinda
tutarsizliklar giderilememistir. Ancak 2000 yillinda paralel yiiriitiilen ¢aligmalarla 0,3
uT ya da 0,4 pT’den daha yiiksek EMA siddeti ile artan ¢ocukluk 16semisi riski

14



arasindaki baglantiyr ¢ok az belirsizlik veya tutarsizlik degeriyle gostermistir. Bu
calismanin neticesinde Uluslararasi Kanser Arastirmalar1 Ajansi (IARC) diistik seviyeli
elektromanyetik alani, grup 2B igerisine dahil etmistir. Bu grupta, kursun, DDT
(Dichlorodiphenyltrichloroethane), kaynak dumanlar1 ve karbon tetraklor gibi kimyasal
etmenler yer almaktadir [11]. Mobil telefonlar ve diger EM A kaynaklarinin kisa ve uzun
stireli etkileri konusunda, tartigmalar siirmektedir. Bu tartismalar, EMA’nin olasi
etkileri hakkinda uyumsuz sonuglarinin bulunmasi, hayvan deneklerinde etkinin
tekrarlana bilirligin diistikliigli ve patofizyolojik mekanizmalariin tam anlasilmamasi
tizerinde toplanmaktadir. Ayrica konun ticari boyut tagimasi, kamu ve 6zel sektor

tarafindan olusturulan verilerde ¢atismaya neden olabilmektedir [12].

SMA’lar ile giinliik yasamda ¢ogunlukla MRI cihazlarinda karsilasmaktayiz. MRI
faaliyeti sirasinda hastalar 2 T — 8 T arast SMA tesirisinde kalirken, MRI
tekniker/teknisyenleri ise 0,2 - 0,5 mT SMA tesirinde kalmaktadir. ICNIRP, MRI cihaz
sistemlerinde teknikerler/teknisyenler i¢in giivenli kullanim veya giivenli tesir
limitlerini  tavsiye etmektedir. Hastalar igin ise giivenli tesir limitleri
belirlenemeyeceginden, islem Oncesinde hastalar i¢in fayda-zarar degerlendirilmesi

yapilmasini tavsiye etmektedir.

1.14 Manyetizma Esash Yardimel Tedaviler

Manyetizma esasli tedavilerin (Magnetotherapy, MT), tarihsel olarak baslangicini
belirlemek miimkiin degildir. Ancak, Yunan, Japon, Cin ve Avrupali sifacilarin
manyetik 6zelligi olan madenleri tedavilerde kullandiklar1 bilinmektedir. Aydinlanma
Cag1 bilim insanlarindan ve bir hekim olan W.Gilbert’in magnetit kayaglari ile tedavi

uygulamstir [15].

Modern manyetizma esashi tedaviler, ikinci diinya savasi sonrast Japonya’da
baslamistir. Avrupa’da modern MT’ler, ilk olarak Romanya ve Rusya’da baglamistir.
Bu tarihten giinlimiize degin MT’ler, esas tedaviye yardimci tedaviler olarak
degerlendirilmistir. Bu tedavilerden o&zellikle kas-kemik  (muskuloskeletal)
hastaliklarinda yararlanilmigtir. 1970’lerde bifazik diisiik frekansh sinyaller, kemik
kiriklarinda kullanilmigtir. Gecikmis ve tek pargali olamayan kemik hasarlarinin
tedavisinde MT’lerden yararlanilmasina yonelik FDA (ABD, Besin ve ilag Dairesi)
onay1 gecerliligini korumaktadir. Ayrica FDA, 27.12 MHz atiml1 elektromanyetik
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alanlarin (PEMA)’1n yumusak doku agr1 ve ddemlerinin giderilmesinde kullanimina

onay vermistir [15].

Manyetizma esashi tedavi yontemi, statik veya dinamik elektromanyetik alanlarin
hissetmeye, gorintiillemeye ve tedaviye yonelik kullanilmasimni amaglayan biyo-
elektromanyetik teknolojilerin bir alt dalidir. Etkili MT’lerin ancak disiplinler arasi

(fizik, mithendislik, biyoloji ve tip) bir yaklasimla gelistirilmesi miimkiindiir [16].

Manyetizma esash tedavi cihazlari, genel olarak ii¢ tip halinde bulunmaktadir: (a)
selonid, (b) ikili burgu ve (c) diiz matlar. Selonid sistemlerde, uzuv veya tiim beden
EMA iireticisinin igerisine yerlestirilir. ikili burgu sistemlerinde, EMA iiretici burgular
uzvun her iki yanina yerlestirilir. Diiz matlar ise evde kullanima uygun, hastanin tizerine
uzandig1 sistemlerdir. MT uygulamasi, hasarli dokuyu hedefleyecek manyetik alan
parametrelerin belirlenmesi ile baglar. Sonrasinda bir dozimetre yardimiyla uyarim
gerceklestirilmektedir. Tedavi, manyetik alanin hasarli doku igerisinde uzamsal

dagiliminin sonucu gerg¢eklesmektedir [15, 16].

Hasarli dokularin manyetik uyarimi icin genellikle bes farkli yaklasim benimsenmistir

[15, 16]:

e Statik/Daimi Manyetik Alan: Cesitli daimi miknatislar veya selenoid iizerinden
gecen dogrusal akim kullanilarak olusturmaktadir.

e Diisiik Frekansli Siniis Dalgasi: Akim hatlarinda olusturulan 60 Hz (Amerika ve
Kanada) veya 50 Hz (Avrupa ve Asya) frekansindan yararlanmaktadir.

e Atml Elektromanyetik Alan (PEMA): Atimli elektromanyetik alan (PEMA),
disiik frekansli ancak 0zgiin dalga bicimi ve amplitiidii olan manyetik
uyarimlardir.

e Atimli Radyo Frekans (PRF): 13.56, 27.12 ve 40.68 MHz frekanslar devamli ve
atimli formlarda kullanilmaktadir.

e Transkraniyal Manyetik/Elektrik Uyarimi: Beyin dokusunun belirlenen bir

bolgesinin 8 T lik kisa manyetik atimla uyarilmasidir.

Manyetizma esasli tedavilerin basarisinda, hedef doku ve hiicre grubu ile etkilesime
gecebilecek doz araliginin tespit edilmesi oldukca dnemlidir. Basarili kabul edilen MT

klinik uygulamalar1 asagida listesi verilen parametreleri saglamaktadir [15, 16].
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e Alanin tipi,

e Uyarimin siddeti,

e Gradient (dB/dt),

e Vektor (dB/dx),

e Frekans,

e Bilesenler (elektrik veya manyetik),

e Lokasyon,

e Niifuz Derinligi

e Uygulama Siiresi

e SMA’dan yararlanildiginda ise zamana gore degisim olmadigindan, gradient

(dB/dt), frekans ve atim sekli gibi degisken parametreler kullanilmaz.

Sorrell ve arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, atimli elektromanyetik
alan (PEMA) iireten FDA onayli bir sistemi, postoperatif siiregen bel asagisi ve ayak
agrilarinin giderilmesinde ¢ift korlii, randomize, plesebo denetimli ve ¢ok merkezli bir
calismada degerlendirmistir [17]. PEMA iireticisi sistem, 27.12 MHz frekansa sahip
PEMA dalgalar iiretmektedir. Bu c¢alismada 42ps ve 38us atimlar gerceklestirilmistir.
Her bir atim, 1.000us’de bir tekrar edilmistir. Cihazda gérev dongiisii %4,2 ve %3,8dir.
5 cm mesafede cihazdan 591444 V/m enerji yayilimi gerceklesmektedir. Plasebo cihaz,
goriiniim olarak sistemle ayni ancak calistirildiginda PEMA {iretmemektedir. Calisma
60 giin ve glinde 30 dakika iki tekrar ile siirdiiriilmiistiir. ABD’de 13 ayr1 merkezde 45
hastanin katilimi ile gergeklestirilmistir. Denek grubu, bel lumbar bolge ameliyati
sonrasinda 3-36 ay arasinda agr1 hisseden, ameliyat sonrasinda 30 giin ve iizerinde agr1
kesici tedavisi goren ve ortalama agr1 yogunlugu degerlendirmesinde 11 {izerinden 3 -
9 puan alan hastalardan se¢ilmistir. Randomize ¢aligma, 42 ps veya 38 ps atim iireten
cihazlarin veya plasebo cihazin kullanilmasi ile gergeklestirilmistir. Caligma sonunda
hastalarin agr1 Olgiileri yeniden belirlenerek, calisma baslangicinda belirlenen agri
degerleriyle karsilastirilmistir. Sonug olarak, 42 us PEMA kullanildiginda hastalarin sirt
agrilarinda %40 ve bel agrilarinda %45 azalma tespit edilmistir [17].

17



1.1.5 Manyetizma ve Manyetik Malzemeler (Maddeler)

Manyetik alan, manyetizmanin bir temel kavramidir. Uzayin bir birim hacminde bir alan
olustugunda, o hacim kadar enerjide degisim ve de enerji gradienti nedeniyle iiretilen
kuvvet vardir [18]. Bu kuvvet, manyetik alan i¢erisinde hareket eden bir yiiklii pargacigi
hizlanmasi, bir manyetik dipolde (6rnegin ¢ubuk miknatista) meydana gelen tork
(donme hareketi), belli tip atomlarda elektronlarin doniisiindeki yeniden oryantasyon

veya JMA igerisindeki pusula ignesindeki bir yonelim olarak izlenir (Sekil 1.9).

) ‘\' ‘.
ALY
AN Ny BN \ A\ \\
N AN

N
AN

/ _r’//-‘/’ / / /“;'L . ; /s "f"‘."‘ | | {
- | I ‘-‘
‘\ \‘\‘\f { { ‘ \(I\ N

Sekil 1.9 JMA etkisinde pusula ignelerinin yonelimi, mavi ve kirmizi zit kutuplar [22]

Manyetizma, elektrostatikle tasidigi benzerlikler iizerinden belirli bir mesafede (r)
konumlu ve belirli giiclerdeki (p1 ve p2) iki kutup arasinda olusan etkilesim olarak
tanimlanir [19]. Bu elektrikge yiiklii pargaciklar arasindaki Coulomb pargaciklar
etkilesimin bir analojisidir ve (1.1) esitliginde gosteriligi gibi ifade edilir [19]. (1.2)
esitlifinde F manyetik kutup iizerine etkiyen kuvvet ve po vakum ortaminin
gecirgenligidir. Tamamlayici bir yaklasimda, elektrik akimi1 veya diger bir manyetik
kutup tarafindan iiretilen bir manyetik alan, p giictindeki ilk kutba F kuvveti uygular.
Bu (1.3) esitliginde oldugu gibi ifade edilir [19]. Ho, p giiciindeki kutba etkiyen
manyetik alan siddetidir.

_ bi1p2 (12)

4TTUET?
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Maxwell elektromanyetik teoremi, manyetik kutuplarin daima ¢iftler halinde
olustugunu tanimlar. Bu nedenle bir miknatis, kiiciik parcalara ayrildiginda, her bir
parca ¢ift kutba sahip olur. Her bir pargaya ait kuzey ve giiney manyetik kutuplar,
birbirini ¢ekerken, her bir kutup (1.3) esitliginde tanimlandig1 sekli ile bir digerine F
kuvveti uygulamaktadir. (1.3) esitliginde, bir manyetik materyalin bir miknatisin
yakinina getirilmesi halinde, manyetik alanin manyetik materyali manyetize edecegini
vurgulanmaktadir. Sonug¢ olarak, manyetik alan bir manyetizasyon giicii olarak
tanimlanir [19]. Manyetizasyon giicii ise sematik olarak kuvvet ¢izgileriyle gosterilir.
Sekil 1.10 (a)’da kuvvet hatlar1 sematize edilmektedir. Bu kuvvet gizgileri, ¢ubuk
miknatisin kuzey kutbundan ¢ikar ve tekrar giiney kutbundan miknatisa ulasacak sekilde
hareket etmektedir. Bu nedenle belirli bir mesafe igerisinde ferromanyetik malzemeler,

miknatisa dogru ¢ekilmektedir.
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Sekil 1.10 (a) Manyetik alan kuvvet ¢izgileri ve (b) harici manyetik alanda tork [19]

Belirli bir uzunluga (1) ve belirli giicte kutuplara (+p ve -p) sahip bir cubuk miknatis, bir
dis kaynakli homojen manyetik alan icerisine yerlestirilirse; manyetik gii¢ ¢ifti, bir tork
(donme momenti) (L) meydana getirmektedir (Sekil 1.10 b) [19]. L Dénme momenti,
(1.4)1.4) esitliginde oldugu gibi ifade edilir. 6 Acisi, uygulanan H manyetik alanin yonii
ile cubuk miknatisin M manyetizasyon yonii arasindaki agidir. Bu durumda pl {iriindi,
cubugun M manyetizasyonudur. Bu donme momenti, siirtiinmenin olmadigi kosullarda
potansiyel enerjiyi (U) yiikseltmektedir [19]. Bu (1.5) esitliginde agiklanmaktadir. Bir
manyetik malzemenin, manyetizasyon giicii dogrultusunda dizilmesi, potansiyel

enerjisini “0’”a esitlemesine yardim etmektedir.
L= —plﬁsin@ (1.4)
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U = —MHcos6 (1.5)

1 Uzunlugunda bir ¢cubuk miknatisin boyu, sifira yaklastirilir ve p manyetik kutup giicii
ayni anda sonsuz kilinirsa, sistem manyetik dipol olarak isimlendirilir. Manyetik
dipol’iin, m manyetik momenti (1.6) esitliginde oldugu gibi ifade edilmektedir [19]. Bu

durumda M manyetizasyon, dV birim hacim basina m Manyetik Dipol Momentidir.
m = MdV (1.6)

Manyetik Alan Kuvveti ve Manyetik Akt Yogunlugu, malzemenin manyetik
ozelliklerini tanimlamak i¢in kullanilan iki ayri niceliktir. Manyetik Alan Kuvveti,
Manyetik Alan Giicii veya Manyetizasyon Kuvveti olarak da adlandirilir ve H ile
sembolize edilmektedir. Cgs birim sitemi igerisinde, manyetik alan siddeti (H), oesterds
(Oe) ile ifade edilir ve 1 Oe, bir kutbun 1 cm birimin {rettigi alan giiciidiir. H,
biiytlikliikle beraber yone sahiptir. Bu nedenle H, manyetik alan kuvvet vektorleri ve

cizgileriyle sematize edilir [19].

Kuvvet ¢izgilerinin herhangi bir nokta da yogunlugu, manyetik aki (¢) ve alan birim

basina aki ise manyetik aki yogunlugu (densite) B veya vektor bicimi B olarak
tanimlanir. B cgs sisteminde Gauss (Gs) ve mks sisteminde tesla (T) olarak
birimlendirilir [19]. Gauss ve Tesla birimleri arasindaki iliski (1.8) esitliginde
gosterilmektedir. Manyetik Akt Yogunlugu, (1.7) esitliginde gosterildigi sekilde ifade
edilir. B— H = 4mM niceligi, manyetik doygunluk degerini saglar. 4w Faktorii, kiirenin
alanidir ve (1.7) esitliginde varhigi, kutbu g¢evrelen birim ¢apli bir kiirenin yiizeyi

tizerinde bir birim kutup tarafindan neden olunan bir birim manyetik alana atfedilir [19].

B =H + 47M (1.7)
1x103 miliTesla (mT) = 1 Tesla (T) = 1x10* Gauss (Gs) (1.8)

Manyetik Duyarlilik (Hassasiyet) (X), bir malzemenin manyetik yanitin1 tanimlar. Bu
(1.9) esitligindeki gibi ifade edilir. M manyetizasyonu ve Ho i¢inde bulunulan manyetik

alan kuvvetini tanimlar [19].

M = XH, (1.9)
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Bir B-H hysteresis (egri), koordinat sisteminde x ve y eksenlerine manyetik aki
yogunluguna (B) karsilik manyetik alan kuvveti (H) yerlestirildiginde elde edilmektedir
[19]. Aymi sckilde M-H egrisi de koordinat sisteminde x ve y ecksenlerine
manyetizasyon’a (M) karsilik manyetik alan kuvveti (H) yerlestirildiginde elde
edilmektedir. Her iki durumda da, H sifirdan en iist limite ¢ikarilir ve sonra en st
limitten sifira diigiiriildiigimde birbirleriyle ayni egri elde edilememektedir (Sekil 1.11).
Bunun anlami malzeme (madde), manyetik ak1 yogunlugunun B oldugu yerde manyetik
hafiza kazanmistir ve baslangi¢ egriyi bu nedenle takip etmemektedir. Eger hysteresis
egrisi orijin etrafinda simetrikse ve malzeme (madde) doygunluga kadar manyetize
edilmigse, B degerinin sifir olmasina karsilik Hc manyetik giicii, coercivity olarak
tanimlanmaktadir. Diger yonden Hc manyetik giiciliniin sifir oldugu noktaya karsilik aki
yogunlugu Br, retentivite olarak bilinmektedir. Her iki degerde, maddenin manyetik

ozelligini belirlemektedir [19].
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Sekil 1.11 Hysteresis egrisi [19]

B-H hysteresis’inden elde edebildigimiz diger bilgi, Manyetik Permeabilite (p)’dir.
Manyetik Permeabilite, B/H orani olarak da bilinir. Manyetik permeabilite, dig kaynakli
manyetik alanda malzemenin varlig1 ile manyetik aki’da goreceli artistir. Manyetik Aki
Yogunlugu (B), Manyetik Alan Kuvveti (H) ve Manyetizasyon (M) arasindaki iligkinin,
(1.10) esitligindeki gibide ifade edilmesi miimkiindiir [20].

B = po(H + M) (1.10)
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(1.10) Esitliginde M manyetizasyon ve H manyetik alan kuvveti arasinda (oda
sicakliginda) dogrusal bir iliski bulunmaktadir. Bu nedenle X degeri malzemenin
(maddenin) manyetik siniflarin1 belirler [20]. Dort farkli manyetik 6zellik siniflart:
diyamanyetik, paramanyetik, ferromanyetik ve antiferromanyetik olarak bilinir. En sik
kargilagilan ~ manyetik  Ozeliklerine gére materyaller, diyamanyetikler ve
paramanyetiklerdir. Dogada elementlerin oda sicakliginda sahip olduklart manyetik
ozellikleri, Sekil 1.12’de periyodik cetvel lizerinde gosterilmistir. Diyamanyetikler ve
paramanyetikler, manyetik olmayan malzemeler (maddeler) olarak siniflandirilirken;
ferromanyetikler esas manyetik malzemeler (maddeler) olarak degerlendirilmektedir.
Saf elementlerde gozlenen diger tip manyetizm, antiferromanyetizmdir. Son olarak
dogada saf halde bulunmayan ancak ferrit olarak bilinen oksit alagimlari, ferromanyetik

olarak kabul edilmektedir.
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Sekil 1.12 Periyodik tablo elementlerin manyetik 6zelliklerinin gosterimi [21]

Bir diyamanyetik malzemede, manyetik alan uygulanmadig: siirece atomlarin agik bir
manyetik momenti yoktur [21]. Belirli manyetik alan kuvveti (H) altinda donmekte olan
elektronlar yalpalar ve bir ¢esit elektrik akimi olan bu hareket, uygulanan manyetik
alana zit yonde manyetizasyon (M) meydana getirmektedir [21]. Tim malzemelerde
diyamanyetik 6zellik olmakla beraber, bu paramanyetik ve ferromanyetik 6zelliklerce
maskelenmesi miimkiindiir. Diyamenyetik malzemelerde manyetik duyarlilik X degeri,
sicakliga bagl degildir [21].
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Malzemelerin belirli tiplerinde gegerli paramanyetizma teorileri bulunmaktadir.
Ciftlesmemis elektronlara sahip malzemeler i¢in gecerli olan Langevin modelinde,
termal uyarim nedeniyle oryantasyonlari rastlantisal olan atomlarinin belirli manyetik
momentleri bulunmaktadir [21]. Bu malzemeler bir manyetik alan tesirine
birakildiginda, manyetik alan manyetik momentlere bir dizilim diizeni kazandirir ancak
manyetizasyon manyetik alan dogrultusunda ve diistiktiir. Sicaklik artirildiginda, termal
Uyarim artar ve manyetik momentleri bir dizilim diizeninde tutmak miimkiin olmaz.

Boylece manyetizasyon tekrar azalir. Bu davranig, Curie yasasi olarak bilinir.

Diyamanyetik ve paramanyetik malzemelerde (maddelerde), manyetizasyon yalnizca
bir manyetik alan etkisinde olusur. Bu etki kaldirildiginda ise kaybolur. Bu
materyallerin manyetik aki yogunlugu (1.11) esitligiyle aciklanabilir [20, 21]. M
manyetizasyonu, manyetik alan disinda “0” oldugundan denkleme dahil

edilmemektedir.

B = uH (1.11)

Bu durumda materyalin manyetik permeabilitesi, u = p, (1 + X) haline gelmektedir
[20], [21]. Bu nedenle paramanyetik malzemelerin (maddelerin) permeabilitesi pu > p,
iken diyamanyetik malzemelerin (maddelerin) permeabilitesi p < p, haline
gelmektedir. Ancak diyamanyetik ve paramanyetik etki genelde zayif etkidir ve tipik
olarak |X| « 1 olup manyetizasyonun toplam alan iizerindeki etkisinin diisiikk oldugunu

vurgulamaktadir [20, 21].

Ferromanyetizma, yalnizca atomlar bir 6rgii igerisinde ve atomik manyetik momentler
birbirine paralel dizildiginde meydana gelmektedir [20]. Bu etki, ferromanyetik
materyal igerisinde bir molekiiler alan varligi ile agiklanmaktadir. Klasik fizikte Weiss
1907°de bu alanin, malzemeyi doyana kadar manyetize etmeye yeterli oldugu
belirtmistir. Kuantum mekaniginde Heisemberg modeli ferromanyetizmayi, paralel
dizilmis manyetik momentleri, komsu momentler arasinda bir degisim etkilesimi olarak
aciklamistir.  Ferromanyetik malzemeler isitilirken, atomik manyetik momentlerin
dizilisi bozulur ve bu nedenle doygun manyetizasyon kaybedilir. Is1 enerjisi nedeniyle

Oyle bir noktaya ulasilir ki materyal paramanyetik hale gelmektedir.

Periyodik tabloda oda sicakliginda antiferromanyetizma gosteren tek element kromdur.

Antiferromanyetik materyaller, ferromanyetik materyallere benzerler ancak komsu
23



atomlar arasi degisim etkilesimi atomik momentleri anti paralel dizilmesine neden
olmaktadir [21]. Bu nedenle manyetik alan kesildiginde bu materyaller paramanyetik

olarak davranmaktadir.

Ferrimanyetizma karmasik kristal yapilar1 olan birlesiklerde gozlenmektedir. Kristal
bolgelerin kiminde degisim etkilesimleri atomlart paralel dizerken baz1 kesimlerinde
anti paralel dizmektedir. Materyal manyetik domeinlere pargalandiginda, elde edilen

kisim saturasyonu diisiik olsa da ferromanyetik gibi davranir [21].

1.1.6 Manyetizmanin Biyolojik Sistemlerle Etkilesim Mekanizmasi

Manyetik alanlarin biyolojik sistemlerle kurdugu iliskinin mekanizmasi, insan
faaliyetleri neticesinde olusan manyetik alanlarin insan sagligina etkisi (1.1.3
Manyetizma ve insan Saglig1), manyetik alanlarmn gesitli hastaliklarda yardimci tedavi
olarak kullanilabilirligi (1.1.4 Manyetizma Esasli Yardimci1 Tedaviler), 1970’lerde
Manyetik Rezonans Goriintiileme Sistemlerinin (MRI) kullanima girmesi ve MRI cihaz
giiclerinin siirekli artmasi (0,4 T’dan 8 T) nedeniyle oldukea ilgi ¢ekici bir alandir.
Statik manyetik alan (SMA), homojen bir fiziksel alandir [23]. Elektromanyetik alan ak1
yogunlugunda olan, konuma, zamana ve manyetik alan kuvvet hatlarinin yoniine gore
bir degisim izlenmez. Ayrica SMA tesirinde, elektromanyetik alanlarin biyolojik
sistemlerin (bir kusun veya kdpekbaliginin) elektromanyetik alan igerisinde hareket

etmeleri halinde olugturdugu elektrik akimi gézlenmemektedir [23].

SMA tesirinin, biyolojik sistemlerde tetikledigi etkilerin daha kolay izlenebilmesi i¢in
simiflandirmistir [23]. Buna gore, zayif (<ImT), orta (1 mT- 1 T), giiglii (1 T-5 T) ve
cok giiclii (>5 T) SMA gruplar1 bulunmaktadir. Ornegin JMA, zayif bir SMA olarak
kabul edilir. Pek ¢ok canlida, JMA hassasiyeti uzamsal oryantasyonun ve navigasyonun
saglanabilmesi icin gerekliliktir. (1.1.2 Dogulan Cografyada Yuvalama Davranisi
(Natal Homing)) Canlilar, zayif JMA alani {i¢ temel mekanizma ile duyumsanarak bir

davranig haline doniismektedir:

e Magnetit Kristal Esasli Manyetizma Reseptorleri: Canlilarda JMA ile iliskisi ve
yapisi tespit edilen ilk manyetizma reseptor cesididir [24, 25, 26 ve 27]. Magnetit,
kimyasal olarak demir cekirdeginden olusur ve kimyasal formiili Fe2Ozs’tiir. Bu
reseptorler, genetik kontrolliin saglandigi organik matriks yoOnlendirmeli biyo-

minerallesmeyle iiretilmektedir. Magnetit, ferromanyetik bir malzemedir. Manyetik
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yonelim gosteren, Alpha, Delta, Gama proteobacteria ve Nitrospiare subesine ait
bakterilerde, bir magnetit kristali 35 — 120 nm c¢apinda olabilmektedir. Bu yapilar,
membranla ¢evrili magnetozomlar igerisinde yaklagik 20 adet kristal igerecek sekilde
hiicre boyunca diizenlenmektedir (Sekil 1.13). IMA, bu kristaller iizerinde tork meydana

getirmektedir. Bu da bakterilerin siiziilme yonlerine etkimektedir.

| —— ,.:_ -

Sekil 1.13 Magnetotaktik bakteride magnetit kristallerin hiicre boyunca dizilimi [25]

e Bir Radikal Cifti Esasli Avian Manyetizma Reseptorleri: Bu duyu sistemi,
kuslarin gozlerinde bulunmaktadir. Ayrica 1g1ik bagimlidir. Kuslar ancak belirli dalga
boylarinda 151k varliginda, jeomanyetik alam1 hissetmektedir. Yapilan arastirmalar,
kuslarda manyetik oryantasyonun ozellikle mavi 1sikta kazanildigini gostermistir.
Ayrica kuslara ait manyetizma reseptorii manyetik meyil (I) odaklidir. Diger ifadeyle
manyetik polarite degil ancak manyetik meyil ve gilic odaklidir. Bir radikal ¢ifti,
genellikle ¢iftlesmemis elektrona sahip bir ¢ift molekiildiir. Bir radikal ¢ifti olusmasi
halinde, sistemdeki iki ¢iftlesmemis elektronun spinleri karisir. Bu elektronlar singlet
veya triplet durumda bulunabilmektedir. Bu asamada harici manyetik alan elektronlarin
roletif oryantasyonlarina etkimektedir. Kuslarda, ratinal Cryptochrome’u (Cryp),
radikal ciftlerinin olustugu molekiil olarak oOnerilmektedir. Cryp.’lar flavin adenin
diniikleotid’lere (FAD) baglhdir. Isik varliginda, Cryp. fotorediiksiyona ugrayarak flavin
ile kendisinin yapisinda bulunan tirozin amino asit bakiyeleri arasinda radikal ciftin
olugmasina neden olur. Bu durum, Crp.’un igerisinde bulundugu goz fotoreseptdlerinin
uyarilmasina neden olarak duyuyu meydana getirmektedir [28].

e Elektromanyetik Indiiksiyon Esasli Manyetizma Reseptorii: Kopek baliklart ve
diger kikirdakli baliklar, Loranzini ampul’ii olarak adlandirilan bir organa sahiptir [27].
Bu yapilar, ¢evrede olusan dogrusal akimi algilamaktadir. Bu yapilar, kdpek baliklarmin
JMA varligini hissetmesine de neden olmaktadir. Bu duyu, bir iletkenin, manyetik alana
anti paralel hareket etmesi ve sonucunda yiiklerin ileten iizerinde manyetik alana zit
yonde hareket etmesini andiran bir mekanizmayla olugsmaktadir. Sonug olarak manyetik

alan varliginda iletken iizerinde voltaj olusmaktadir. Bu etki, Hall etkisi olarak bilinir.
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Statik manyetik alanin, diger yonden hiicre lizerindeki etkisi, membran molekiillerinin
yapisinin bir fiziksel ozelligi ile iligkilidir [23]. Bu ozellik “diyamanyetik
anizotropi”dir. Diyamanyetizm, materyalin manyetik moment tasimamasidir. (1.1.5
Manyetizma ve Manyetik Malzemeler (Maddeler)) Diyamanyetik materyaller, giiglii
manyetik alan tarafindan itilir. Diyamanyetik atomlarda toplam manyetik moment
“sifir” olmaktadir ancak gii¢lii bir manyetik alan bunu 6nleyerek manyetik momentlerin
manyetik alana ters diizende konumlanmasmna neden olmaktadir. Sekil 1.14’de
Diyamanyetik bir malzeme olan kiigiik bir kurbaganin ve su damlasinin, 16 T manyetik
alani tarafindan itilmesi ve yercekimince dengeye ulasincaya kadar yiikselerek

(levitasyon) askida kalmasi goriilmektedir.

Sekil 1.14 Diyamanyetik levitasyon (a) kiigiik kurbaga, 16 T sma ve (b) su damlasi
16 T sma [30]

Manyetik moment (m) ve manyetik alan kuvveti (H) arasindaki iliski manyetizasyon
hassasiyeti (X) kavrami ile agiklanmaktadir. X, diyamanyetik malzemeler i¢in negatif
bir degerdir. (1.1.5 Manyetizma ve Manyetik Malzemeler (Maddeler)). Diger bir
ifadeyle, diyamanyetik atomlarin olusturdugu bir molekiil veya malzemede, molekiiler
eksenlere karsilik gelen vektorler, X’1 belirlemektedir. Dis kaynakli homojen bir alan
varhiginda, kiiresel olmayan molekiil asimetrik vektorlere kazanmakta ve tork (donme)
hareketi ile en az negatif hassasiyet kazanacagi konumu se¢mektedir. Bu konum
manyetik alana paralel konumlanmadir. Bir silindirik molekiil i¢in diyamanyetik
anizotropi (Ag), eksene (Xa) ve capa (Xr) ait vektorlerden kaynaklanmaktadir.

(1.12) Esitligi diyamanyetik anizotropiyi agiklar [23].
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Ay =X, — X, (1.12)

Diyamanyetik molekiil, manyetik alan icerisinde donerek minimum serbest enerji
durumunda kararli oryantasyon kazanmaktadir. Bir V hacimde ve eksen simetrisi olan
silindirik diyamanyetik anizotropik bir molekiil, H siddetinde manyetik alana
birakildiginda kazandig1 “manyetik enerji (Em)”, (1.13) esitligiyle ifade edilir. @ agisi,

dis manyetik alan ile simetri eksini arasinda ki agidir [23].

Ey = —g H2V (X, + Aycos?0) (1.13)

Bir manyetik alan igerisindeki molekiiler oryantasyon, termal enerjnin rastlantisal
etkileri ile ¢atismaktadir. Bunun sonucunda, oryantasyon veya oryantasyon derecesi
(B), manyetik ve termal enerji arasindaki orana baghdir. Bu durum
(1.14) (1.14) esitligiyle ifade edilmektedir [23]. Bu esitlikte, Kg Boltzmann Sabiti ve T

ise sicakliktir.

B =% (1.14)

T KT

Bu nedenle zayif diyamanyetik malzeme veya molekiil dahi oryantasyon kazanma
egiliminde olacaktir [23]. Pepdit ve polipeptidler, o heliks yap1 kuran planar peptid
baglarindan dolay1 diyamanyetik anizotropi gosterirler (Sekil 1.15 (a), (b) ve (c)).
Biiyiik polipeptid kurulumlar1 olan mikrotiibiiller, dimer alt birimlerden olugsmaktadir.
Her bir dimer, zayif anizotropik dahi olsa o heliks seklinde mikrotiibiilli
olusturduklarinda diyamanyetik anizotropi birkag kat artmaktadir (Sekil 1.15 (d)) [23].
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Sekil 1.15 Mikrotiibiiliin diyamanyetik anizotropisi ((a) polipeptittin a helikslerinde
yar alan planar peptid baglar anizotropi olusturmasi, (b) ve (c) heliks yapilarinca
olusturulan manyetik vektorler izlenmesi, (d) peptid baglarin o heliks igerisinde

paralel olmas1 ve miikrotiibiiliin igerdigi halkasal yapinin anizotropiyi artirmast) [27]

Orta siddetli bir manyetik alan tesirinde oryantasyon, yiiksek anizotropi gosteren tek
molekiillerde dahi kii¢iik olmaktadir. Ancak molekiiller birbirine paralel dizildiginde ve
islev birlikteligi kurdugunda, diyamanyetik anizotropik etki, N sayida molekiil kadar
artmaktadir [23].

Manyetik alan i¢inde enerjitik oryantasyon, cok sayida paralel molekiilden kurulan
yapilar1 desteklemektedir. Lipidlerin diyamanyetik anizotropisi g¢ogunlukla agil
zincirlerden kaynaklanmaktadir. Yine yiiksek diizenlilikte ¢ift katmanli lipid
membranlar, dikkate deger anizotropik 6zellik gostermektedir. Manyetik alan tesirinde
¢ift katmanli fosfolipid membranlarda yeniden oryantasyon,  degeri ile hareketi
giiclestiren molekiiler arasi etkilesimlerin dengesi sonucu olugmaktadir (Sekil 1.16)
[23]. Sonug olarak SMA tesirinde ¢ift katman fosfolipid membranlarin oryantasyonu,
membranin akiskanlig1 tarafindan desteklenmektedir. Ayrica biyolojik membranlarin
icerdigi farkl tipte fosfolipidler ve yag asitleri, bu etkiyi desteklemektedir. Bu nedenle

de SMA tesirinde membranlarin, permeabilitesi artmaktadir [23].
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Sekil 1.16 SMAnin ¢ift tabaka membran fosfolipidleri tizerindeki etkisi [31]
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Manyetik alan icerisinde diyamanyetik yapilarin yeniden diizenlenmesi, oldukca yavas
bir siirectir [23]. Bu yeniden oryantasyon, diyamanyetik yapilarin geometrisi,
anizotropisi, manyetik alanin kuvveti ve siispansiyon ortaminin akiskanligi ile
iligkilidir. Dengeli bir sicaklikta, diyamanyetik yapilarin geometrisi, anizotropisi ve
ortamin akigskanligi sabit deger haline gelecektir. Bu durumda oryantasyon H manyetik
alan kuvveti ve t zaman degisken parametreleriyle dogrusal olacaktir. Ancak bu
dogrusallik hiicre membran ile iliskili hiicre iskeleti ile bozulmaktadir. Boylece, SMA
tesirinde yiiksek diyamanyetik anizotropi gosteren membran yavas bir siirede yeniden

oryantasyon kazanacaktir [23].

Birkag protein alt {initesinden kurulu iyon kanallari, SMA tesirinden en az seviyede
etkilenir. Ancak, diyamanyetik membran igerisinde gomiilii olmalart uzun bir siirede
onlarin da deforme olmalarina neden olur. Bu yaklasim, orta siddetli SMA tesirinde
izlenmekte olan Cat++’un veya Na+’un hiicre igerisinde naklindeki degisimi

aciklamaktadir [23].

Statik manyetik alanin biyolojik sistem iizerinde etkisine yonelik onerilen diger bir
Onerilen mekanizma, kisa omiirlii serbest radikal ara iirtinlerdir. Serbest radikallar,
eslenmemis elektronlar igerdiginden paramanyetik 6zellik gdstermektedirler. Serbest
radikaller, olduke¢a reaktif ancak kisa dmiirliidiir. SMA, serbest radikallerin olusturdugu
tirlinlere etkimez ancak firlinlerin olusum olasiligini artirmaktadir [23, 29]. Ayrica
SMA’nin serbest radikallerin olusumunu veya birikimini ¢esitli ¢calismalarda artirdigi

rapor edilmektedir. SMA tesirinde serbest radikallerin olusumu veya birikimin,
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SMA’nin antioksidan mekanizmalarina miidahalesi (6rnegin SOD aktivitesinin

baskilamasi) neticesinde gerceklestigine deneysel veriler mevcuttur.

1.1.7 Manyetik Alan Parametrelerine Bagh Degisken Biyolojik Etkiler

Manyetizma biyolojisi kapsaminda gerceklestirilen in vitro calismalar, farkl tip ve
parametrelere sahip manyetik alanlar icerisinde ger¢eklestirilmektedir. Temel olarak,
manyetik alanin hangi yontemle {iretildiginin 6nemi yoktur. Bu amagla daimi
miknatislarin, hava veya demir ¢ekirdekli elektrik burgularin veya selonoidlerin ve

stiperiletken burgularin kullanilmas1 miimkiindir [18].

Bir manyetik alanda bulunan biyolojik sistemde gozlenen degisim veya tepki, manyetik
alanin parametrelerine gore ortaya ¢ikmaktadir [18, 27]. En belirleyici parametreler,
manyetik alanin tipi (homojen veya dinamik olusu), manyetik alan kuvvetleri (H
manyetik alan kuvveti veya B manyetik aki yogunlugu), dinamik manyetik alanlarin
frekansi, manyetik alanlarin yonleri (JMA alan ile ayni1 veya zit yonlii) ve manyetik alan

tesirinde kalis stiresidir.

Statik (duragan) veya dinamik manyetik alan grubu mevcuttur [18, 27]. Statik manyetik
alanlar, homojen manyetik alanlar olarak da tanimlanmaktadir. Dinamik manyetik
alanlar, frekanslarina gore cesitlenme gostermektedir. Yine manyetik alanlar
kuvvetlerine gore ¢ok zayif, zayif, orta, giiclii ve ¢ok gii¢clii olarak gruplandirmak
miimkiindiir. Manyetik alanlar degisimlerine gore de inhomojen (konuma gore
manyetik aki yogunlugunun degismesi), rotaring (zamana bagli yon degisimi) ve
oscillating (zamana bagli olarak manyetik aki yogunlugunun degismesi) olarak

gruplandirilmaktadir.

Statik (duragan) manyetik alanin (SMA) kuvveti ve yonii zaman igerisinde degisim
gostermemektedir. Ancak dinamik manyetik alanin, zaman icerisinde kuvveti ve yonii
degisim gosterir. Atimli elektromanyetik alanlar (PEMA), 6rnegin 50 Hz veya 60 Hz
frekansh alternatif akim manyetik alanlar1 ve radyo frekans manyetik alanlar (RF) en

sik rastlanan dinamik manyetik alanlardir.

Giincel arastirmalar, hiicrelerin manyetik alanlarin farkli tiplerine ve siddetlerine
degisen tepkiler verdiklerini gostermektedir. Ornegin, bir 50 Hz, 1 mT PEMA sican
hipofiz GH3 hiicrelerinin ¢ogalmasini artirirken [32], bir 0,5 T statik manyetik alan agik

30



bir sekilde GH3 hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe etmektedir [33]. 72 saat siiresince 21,2
MHz PEMA ve 0,6 T SMA’da biiyiitiilen insan kondrositlerinde metabolik etkinlik
incelendiginde, SMA etkisi altinda canliligin belirgin 6l¢iide artmasina ragmen PEMA
etkisinde bir degisim gerceklesmemektedir [34]. Pargali kemik kiriklarinin tedavisinde
kullanilan bir cihazin irettigi PEMF ile ayn1 manyetik kuvvette bir SMA’nin insan
osteoklast farklilagmasi ve etkinligi tizerindeki etkisi karsilastirildiginda [35], 7-10 giin
siireyle SMA altinda birakilan primer osteoklast hiicrelerinin ayni siirelerde PEMA
altinda biiyiitiilen hiicrelere gore daha yliksek osteoklast fenotipi ve aktivitesine sahip

oldugu goriilmiistiir.

Statik manyetik alanlar, dinamik manyetik alanlara gore daha az degisken etmen
icermesi, biyolojik etkinliklerinin anlagilmasini kolaylastirmaktadir. En sik kullanilan
SMA iireticileri, siirekli miknatislardir [27]. Manyetik alan aki densitesine (B) gore,
statik manyetik alanlar zayif (<1 mT), tlimli (1 mT — 1 T), yiiksek (1-5 T) ve ¢ok yiiksek

(5 T ve tizeri) olarak smiflandirilmaktadir.

Statik manyetik alanlarin biyolojik sistemler iizerindeki etkilerinin incelenmesinde
temel parametrelerden biri manyetik aki yogunlugudur (B). 0,2 ve 9 T SMA igerisinde
biiytitiilen sican adrenal PC12 hiicrelerinde ATP seviyesi incelendiginde, 1 T alt1
giicteki manyetik alanlarin ATP seviyesini etkilemedigi ancak 1 T ve {izeri seviyelerin,
zamanla dogru orantili sekilde ATP tiretimini artirdig1 gézlenmektedir [29]. MC3T3-E1
hiicreleri 48 saat siiresince hipomanyetik (500 nT), orta siddetli (0,2 T) ve ¢ok yiiksek
siddetli (16 T) SMA’lar igerisinde biiyiitiildiigiinde [36], demir metabolizmalarinda ve
farklilasma kapasitelerinde degisim tespit edilmistir. Hipomanyetik alanda ¢ogaltilan
hiicrelerin demir icerigi azalirken, 1liml1 ve yliksek manyetik alan igerisinde ¢ogaltilan
hiicrelerin demir igerigi yiikselmektedir. Hiicrelerin farklilagma ve mineral tutma
yeterliliklerinin ise hipomanyetik ve orta siddetli SMA tesirinde bozulurken yiiksek
SMA tesirinde artmaktadir. Statik manyetik alanlarin neden olabilecegi hasar ve
mutasyonlart degerlendirmek i¢in Drosophila melanogester soylarinda somatik
mutasyon ve rekombinasyon test sistemleri kullanildiginda [37], 2 T, 5T veya 14 T
SMA’nin somatik rekombinasyon frekansini artirdig1 gozlenmistir. Ayrica bu artig 05 T
- 2 T arasinda lineerken, daha gii¢lii alanlarda bu iligki tespit edilememistir. Ancak

yiiksek manyetik aki yogunlugu (B) degerlerinin, biyolojik siirecleri engelleyebildigi de
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gozlenmektedir. Siganlarda, 10 veya 70 mT SMA’nin, lambda-carrageenan (CA) veya

histamin ile uyarilmis 6demi dagitirken, 400 mT benzer bir sonug saglamamaktadir [38].

Bir biyolojik sistemin statik manyetik kuvvetlere homojen veya inhomojen sekilde
maruz kalmasi, bu kuvvetlerin neden oldugu tepkiyi degistirmektedir. Yapisal olarak
agirlikli diyamanyetik materyallerden olusan belirli hacme sahip (V) bir biyolojik
sistem (Ornegin hiicre), inhomojen manyetik alanda artan kuvvetin etkisinde kalirken,
homojen statik manyetik alanda ise biyolojik sistemin tork kuvvetine maruz kaldig
bilinmektedir [18], [27]. 6 T inhomojen manyetik alan ve 10 T homojen statik manyetik
alanlarin HL-60 hiicrelerinde proonkogenlerin ifadesi tizerindeki etkileri izlendiginde,
c-Jun ifadesinin 6 T inhomojen manyetik alanda artig1 ancak 10 T homojen SMA’da

degismeden kaldig1 gozlenir [39].

Biyolojik sistemler {izerinde manyetik alanlarin degisken etkilerine dahil olan diger bir
etmen, etkisinde birakildiklari stiredir. Hep G2 hiicreleri 6mT SMA igerisinde 24 saat
birakildiklarinda mikrovillus degisimleri gozlenirken ancak daha uzun siirelerde
hiicrenin sekli tiimiiyle degismekte ve hatta hiicre kiiltiir kabinin yiizeyinden kalktiklar
gbzlenmektedir. Bu siirecte organel sekilleri ve hiicre cogalmasi etkilenmiyorken, hiicre
membran yapisityla beraber mikrotiibiillerin ve mirofilementlerin diizenlenisi
bozulmaktadir. Ayrica 24 saat sonunda, deney baslangicinda gézlenmeyen apoptoz %20
orani tespit edilmektedir [40]. GH3 hiicrelerinin 0,5 T SMA’da birakilma siireleriyle

dogru orantili ¢ogalmalarinin azaldigi ve hiicre boyutlarinin artig1 gézlenmektedir [33].

Degisen statik manyetik alan yonlerinin, biyolojik sistemler iizerinde degisen etkilere
sahip oldugunu gosteren calismalar bulunmaktadir. 128 mT yercekimi ile ayn1 ve zit
yonlii SMA’larda birakilan farelerin ¢esitli organlar1 ve kan numuneleri incelendiginde
[41], her iki yonde de maruz kalan farelerde HDL seviyeSinin arttig1, kan total 16kosit
ve lenfosit degerinin, dalakta graniilosit ve bobreklerde inflamasyonun azaldig1 ancak
yalnizca yercekimi ile ayni yonlii manyetik alanin dalak hiicrelerini artirdigini, yine
yalmizca yercekimi ile zit yonlii manyetik alanin kan 16kosit degerini azalttigi
gosterilmistir. Diger bir caligmada farkli yonlii manyetik alan oryantasyonlarinin, fare
beyninde bakir seviyesini farkli etkiledigi gosterilmistir [42]. 12 farkli hiicre hattina
(insan kat1 doku kanser hiicre hatt1, insan 16semi hiicre hatti, insan kanserlesmemis hiicre
hatlar1 ve Cin Hamsteri over (CHO) hattinda) farkli manyetik yonlendirmelerde (asagi
veya yukart dogrultularda) 0,2 T ve 1 T giiciinde SMA uygulandiginda, kat1 timor
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hiicrelerinin yukari yonlii manyetik alan etkisinden [43]; 16semik hiicrelerin her iki
yonlii manyetik alan etkisinden biiylimelerinin engellendigi ancak, kanserlesmemis
hiicrelerin ise her iki yonde de manyetik alan etkisinden biiyltimelerinin olumsuz yonde

etkilenmedigi gézlenmistir.

1.1.8 Manyetik Aki Yogunlugu (B) Parametresi ve Degisken Biyolojik Etkiler

Farkli manyetik aki yogunluguna (B) sahip statik manyetik alanlar, farkli hiicresel
tepkileri tetiklemektedir. Ornegin eritrositlerin disk diizlemleri, SMA tesirinde
manyetik alan dogrultusuna paralel dizilmektedir. Bu diizenlenmenin yogunlugu

SMA’nin B degeri ile dogru orantilidir [44, 27].

Fare kortikal néronlar1 1 saat 5 T e kadar SMA tesirinde birakildiklarinda, sinyalizasyon
akislarinda yeniden diizenlenme gozlenmektedir [45]. C-Jun N terminal kinaz (JNK)
esasli sinyalizasyon, manyetik aki yogunluguna gore dogrusal olarak artis
gostermektedir. Ancak, hiicre dis1 diizenlenmis kinaz (ERK, extra cellular regulated
kinase) esasli sinyalizasyon en yiiksek aktivitesini 0,75 T’da gdstermektedir. ERK,
hiicresel farklilasma diizenleyicisi olmasi, 0,75 T’da hiicresel farklilagmanin
tetiklendigini gostermektedir. Ancak daha yiiksek SMA aki yogunlugunda, stres
kosullarinin olustugu ve bu durumda stres yanmitin1 diizenleyen JNK’nin aktivite

kazandig1 goriilmektedir.

Cesitli insan hiicre hatlarinda 0,3-66 mT, aki yogunlugu ile orantili olarak
kemoterap6tik ajanlarin neden oldugu apoptozun 6nlendigi izlenmektedir. Gozlenen
anti-apoptotik etkinin, SMA tesirinde hiicre igerisine dogru artan Ca++ akisi ile ilgili
oldugu goriilmektedir [46]. NMR cihazinin irettigi >1 T SMA’nin, kemoterapotik
ilaclarin uygulandig: tiimor hiicre hatlari tizerindeki etkisi incelendiginde ise zit etkiye

neden olarak apoptozu tiimdr hatlarinda 1,8 ve 2,5 kat artirdig1 gozlenmektedir [47].

MC3T3-El hiicre kiiltiirleri 500 nT (Hipomanyetik), 0,2 T (orta siddette) ve 16 T
(yiiksek siddette) SMA’lara birakildiklarinda, mineral element (kalsiyum, bakir, demir,
magnezyum, mangan ve ¢inko) iceriklerinde ve de osteoblastik farklilagmalarinda
degismeler izlenmektedir. = Hipomanyetik alan, oteoblastik farklilagsma siirecini
engellemesine ragmen, hiicrelerin mineral element igeriklerinde jeomanyetik alan
etkisindeki kontrollere gore bir degisim olusturmamaktadir. Orta siddette manyetik alan,

osteoblastik farklilasmada azalma ve demir igeriginde artisa neden olmaktadir. Yiiksek
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siddetteki manyetik alan ise osteoblastik farklilasmay1 ve de bakir hari¢ tim mineral

elementlerinde artisa neden olmaktadir [48].

1.1.9 Hiicre Tipi Parametresi ve Degisken Biyolojik Etkiler

Farkli genetik diizenlemelere sahip hiicre gruplari, SMA tesirine degisen yanitlar
meydana getirmektedir [27]. Insan malign melanoma ve normal fibroblast hiicre
kiiltiirleri 4.7 T SMA alan tesirine birakildiginda [49], her iki hiicre kiiltiirlerinde
canlilik ve ¢ogalma potansiyelinin etkilenmedigi gozlenmemistir. Ancak, SMA
etkisinin malign melanoma hiicrelerinin plastik ylizey adezyonunu bozdugu
gbzlenmistir. Insan diiz kas A7r5, insan glioma GI-1 ve insan bdbrek hiicre HFK293
kiiltiirleri 60 saat 8 T SMA tesirine birakildiklarinda, A7r5 ve GI-1 hiicrelerine manyetik
alan dogrultusunda yonelim meydana geldigi bildirilmistir. Ancak benzer bir yonelim
HFK293 hiicrelerinde gozlenmemistir [50]. 35 — 120 mT SMA tesirinde 18 saat
stiresince birakilan fibroblastlarin plastik ylizeye adezyonlarinin azaldigi gozlenirken,
melanoma hiicrelerinin adezyonunda bozulma goézlenmistir. 7 giin sonrasinda

melanoma hiicrelerinin canlilik oranlarinda %20 oraninda diisiis gézlenmistir [51].

Bahsi gegen ¢aligmalarda ¢esitli hiicre tiplerinde SMA’nin degisken hiicresel yanitlara
neden olmasi, bu hiicrelerin farkli dokulardan kaynaklanmasi ile agiklanabilmektedir
[27]. Ancak ayni dokudan kaynaklanan farkli hiicre tiplerinde de SMA’nin degisen
hiicresel yanitlara neden oldugu goézlenmektedir. MC3T3-E1 osteoblast ve Raw264.7
osteoklast hiicre kiiltiirleri 500 nT, 0,2 T ve 16T SMA tesirinde birakildiginda [48], 500
nT ve 0,2T osteobastik farklilasmay1 inhibe ederken osteoklast farklilagsmasini
desteklemektedir. 16T SMA tesiri ise osteoblast farklilasmasini desteklerken, osteoklast
farklilasmasini 6nlemektedir. Uyarilmis normal veya PHA ile uyarilmig lenfositler ve
Jurkat hiicreler, 1 saat 4.75 T SMA ve atiml1 (puls) 0,7 T etkiye birakildiginda, normal
veya PHA ile uyarilmis lenfositlerde herhangi bir fizyolojik (proliferasyon, canlilik ve
sekresyon etkinliginde) bir degisim gozlenmezken jurkat hiicrelerinde uyarim
sonrasinda hiicre i¢i kalsiyum akisi, hiicre proliferasyonu ve IL-2 sekresyonunda azalma
tespit edildigi bildirilmistir [52]. HTB63 (melanoma), HTB 77 IP3 (over kanser
hiicreleri) ve CCL 86 (lenfoma hiicreleri), 64 saat siiresince 7 T SMA tesirinde
birakildiklarinda, yalnizca JMA etkisinde bulunan kontrol gruplarina gore

biiyiimelerinin yavasladigi tespit edilmistir [53]. Ancak Cin Hamster Over Hiicreleri
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(CHO-K1), 10 T manyetik alana tesirine kaldiginda hiicre biiyiimesi etkilenmedigi
goriilmiistiir. Yalnizca hiicre icerisinde mikrotiibiil formasyonun artig1 gozlenmistir

[54].

1.1.10 Hiicre Sayisal Yogunlugu ve Degisken Biyolojik Etkiler

Hiicre sayis1i, SMA tesirinin neden oldugu etkinin aragtirilmasinda 6énemli bir faktordiir.
12 insan ve 3 si¢an farkli hiicre hatlarindan olusan diisiik ve yliksek yogunluklu kiiltiirler
I T SMA tesirine birakildiklarinda, yiiksek yogunlukta 6 hiicre hattinda hiicre
proliferasyonu ve biiyiimesi engellendigi goriilmistir [55]. Bu durum, hiicre
yogunlugunun protein ifade ve sinyalizasyon yollarmin isleyisini etkilemesinden
kaynaklanmaktadir [27]. Epital Biiyiime Faktorii Reseptorii (EGFR) ve onunla iliskili
yolaklar, hiicre tipi ve hiicre yogunluguna bagli olarak SMA tesirinde zit hiicresel
yamitlar olusturmaktadir [55]. insan diiz kas A7r5 ve insan glioma GI-1 kiiltiirleri 60
saat 8 T SMA tesirine birakildiklarinda, A7r5 ve GI-1 hiicreleri manyetik alan
dogrultusundaki yonlenmelerini ancak kiiltiirler yiiksek hiicre yogunlugu ile

baslatildiginda kazanmustir [50].

1.1.11 Hiicresel Durum (Yaslanma, Parazitler) ve Degisken Biyolojik Etkiler

Hiicre tipi ve hiicre yogunlugunun yami sira, hiicresel durum (fizyolojik kosullar,
yaslanma vb.) statik manyetik alan tesirinin neden oldugu tesirde etkilidir [27]. Ornegin
eritrositlerde, hemogobinin durumu, tim eritrositin manyetik alan &zelligini
belirlemektedir. Normal eritrosit icerisinde, hemoglobin oksijenlenmis halde bulunur
ve eritrosit diyamanyetik 6zelik gosterir. Ancak eritrositler izotonik sodyum dithionit
ile muamele edilip hemoglobin, deoksihemoglobine veya sodyum nitrit ile muamele
edilip methemoglobine doniistiiriildiigiinde, paramanyetik 6zellik kazanmaktadir [27].
Bu durum, hemoglobinin protoporfirin halkasi ve iyonik olarak demir igermesi,
deoksihemoglobinin  eslesmemis  elektrona  sahip  demir  igermesinden
kaynaklanmaktadir. Deoksihemoglobin igeren eritrositler 1,75 T SMA tesirine
birakildiginda kandan izole edilmistir [56]. Bir siispansiyon igerisinde methemoglobin
iceren paramanyetik eritrositler, oksihemoglobin igeren diyamanyetik eritrosit ve
diyamanyetik l6kositlerden 3,3 T SMA tesirinde izole edilmistir [57]. Eritrositlerin
SMA tesiri altinda davranis bigimlerini, malarya ile enfekte olmalar1 da belirlemektedir.

Malarya trofozoitleri eritrosit i¢i yasam sirasinda, hemoglobini tiiketerek paramanyetik
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hem grubunu agiga ¢ikarak hemozoin olusturur. Bu nedenle malarya ile enfekte
eritrositler, yliksek gradient manyetik ayrigtirma teknigi ile kandan toplanmasi

miimkiindiir [58].

Yine hiicrenin yasam dongiisii veya yas1 da SMA tesirine yanitin olusumunda etkindir.
Fotal insan fibroblastlar1 (WI-38), yasam siirelerinin farkli noktalarinda orta siddetteki
SMA tesirine farkli yanitlar olusturmaktadir. SMA tesiri gen¢ hiicre kiiltiirlerinde
hiicrelerin ylizeye tutunmasin1 %10 oraninda azaltirken, yash hiicre kiiltiirlerinde

hiicrelerin yiizeye tutunmasini %60 oraninda azaltmaktadir [51].

1.1.12 Biyomolekiiler ve Hiicresel Oryantasyon

SMA tesirinde biyomelekiillerin ve hiicrelerin oryantasyon degisimleri, bu alanda en
¢ok calisilan konudur. 1.1.6 Manyetizmanin Biyolojik Sistemlerle Etkilesim
Mekanizmasi bolimiinde ozetlendigi sekliyle diisik veya yiiksek diyamanyetik
anizotropik maddeler veya malzemeler, SMA tesirinde kaldiginda, manyetik alana gére

dik veya paralel dizilim gostermektedir.

Deoksijenize orak sekilli eritrositlerin, duragan siispansiyon icerisinde manyetik alana
dik olarak konumlandig: bildirilmistir [59]. Ancak, 8 T SMA tesirinin de oksijenizasyon
durumuna bagli olmaksizin normal eritrosit disk diizlemlerinin manyetik alan
dogrultusuna paralel oryantasyon kazandirdigi gozlenmistir [45]. Bu oryantasyon
kazanimlarinda hemoglobin paramanyetizmasinin etkili oldugu bilinmektedir [60]. Tiim
bu sonuglar, eritrositler Orneginde hiicrelerin manyetik alan dogrultusuna gore
oryantasyon veya diizenli dizilis kazandiklarin1 gostermektedir. Bu siirecte hiicrelerin

igerdikleri biyomolekiillerin etkili olabildigi gézlenmektedir.

Osteoblast hiicreleri, diiz kas hiicreleri ve Schwann hiicreleri ile yapilan ¢aligmalarda da
statik manyetik alan tesirinde oryantasyon veya diizen kazandiklar1 gozlenmektedir.
Fare osteoblastik hiicre hattinin (MC3T3-E1), 8 T SMA tesirine in vitro ve in vivo
kosullarda verdigi yanitlar incelendiginde in vitro sartarda 60 saatlik SMA tesiri
sonunda, MC3T3-E1 hiicrelerinin, ¢ubuk (rod) benzeri sekil kazandiklar1 ve manyetik
alana paralel oryantasyona gosterdikleri tespit edilmektedir [48]. Ayrica SMA tesirinin
subkutanoz olarak yerlestirilen Bone Morfolojik Protein 2 (BMP-2) iceren pelletlerde
ve bu pelletlerin etrafinda ektotopik kemik sekillenmesini destekledigi ve

kemiklesmenin manyetik alana paralel oldugu gozlenmistir [61]. 14 T SMA tesirinde
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diiz kas hiicrelerinin in vitro sartlarda oryantasyon kazanmalar1 takip edildiginde hiicre
kolonilerinin sekillerinde, uygulanan manyetik alanin dogrultusunda uzama
gozlenmistir. Etki 6zellikle 10 T SMA tesirinde, hiicre kolonilerinin elipsoid yap1
kazanmasi ile gozlenmistir [62]. Yalnizca Schwann hiicreleri ve Schwann hiicreleri ile
kollajen karigimi kiiltiirleri 8 T SMA tesirine birakildiginda 60 saatlik SMA tesiri
sonrasinda yalnizca Schwann hiicrelerinden olusan kiiltiirlerde, hiicrelerin manyetik
alan dogrultusuna paralel oryantasyon kazandigi tespit edilmistir. Ancak, Schwann ve
kollajen karisimlarinda, 2 saatlik tesir sonrasinda hiicreler manyetik alan dogrultusuna
dik oryantasyon gosterilmistir. Bu grupta, Schawnn hiicreleri manyetik alan tesirince
dizilimi diizenlenen kollajenler boyunca dizilmistir [63]. Glioblastoma hiicre hatti,
A172 kollajen varligi veya yoklugunda 10 T statik manyetik alan tesirinde
birakildiginda, A172 hiicrelerinin kollajen varligin da manyetik alan dogrultusuna dik
siralandig@i ancak kollajen yoklugunda benzer bir diizenlenmenin gergeklesmedigi
bildirilmigtir. Bu durum, manyetik alan tesirinde diizen kazanan kollajenle iligkili

mikrotiibiiller nedeniyle meydana geldigini diisiindiirmektedir [39].

Glutaralaldehit ile fikse edilen boga sperm hiicreleri, 1 T statik manyetik alan tesirinde
birakildiklarinda, bas ve govdeleri manyetik alan dogrultusuna dik dizilmektedir. Boga
sperm hiicresinde paramanyetik 6ge bulunmamasindan dolayr diyamanyetik hiicre
Ogelerinin  (hiicre membrani, bas kisminda bulunan DNA ve kuyruktaki
mikrotiibiillerin) bu oryantasyona neden oldugu diisiiniilmektedir [64]. Ratinal rod
hiicreleri, homojen manyetik alanda oryantasyon kazanmaktadir. Bu ydnelimin
kazanilmasinda, rod membraninda bulunan rodopsinin anizotropik etkisinin

yonlendirici oldugu gézlenmektedir [65].

Noronal SH-SY5Y ve PC12 hiicreleri, statik manyetik alan tesirinde biiyiitiilerek yeni
olusan aksonlarin dogrultular1 ve morfolojileri incelenmistir. SH-SY5Y hiicreleri, 50 Hz
veya 1ImT manyetik alan tesirine birakilarak Fourier Transform Infrared (FTIR)
Spectroscopy ile incelendiklerinde, 6 saat sonrasinda Amid 1 bandinin ve CH2 esneme
titresimlerinin yogunlugunda artis oldugu bildirilmistir. Bu bulgular, hiicre membrani
icerisinde gomiilii proteinlerin a heliks yapilarinin ve lipid igeriklerin tesir sonrasinda
manyetik alan dogrultusunda diizen kazanmalari, hiicresel membran kanallarindan iyon

akiglarimin artis1 ve degisen hiicresel islevlerle agiklanmaktadir [66].
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1.1.13 Hiicresel Biiyiime ve Cogalma

SMA, hiicre ¢ogalmasi ve bilyiimesini 6nledigine yonelik birgok veri bulunmaktadir. L-
929 ve WI-38 hiicre hatlar1, 4,2°K’de dondurulup 4-8 saat 0,5 T statik manyetik alan
tesirine birakilmasinin ardindan kiltiir sartlarinda ¢ogalmaya ve biliyiimeye
birakildiklarinda, kontrol gruplarima gore ¢ogalma ve biiylimelerinde gerileme
izlenmistir [67]. 2 T SMA tesirine birakilan meme kanseri hiicrelerinde (MCF-7)
proliferasyon ve biiylime azalirken, bu hiicreler {izerinde D vitaminin anti proliferatif
etkisi artmaktadir [68]. 1 saat 0,2 T SMA tesirine birakilan insan cilt fibroblastlarinda,
proliferasyon ve mitojenik sinyal iletimi azalmaktadir [69]. 3 T SMA veya 3 T SMA’la
beraber 125,3 MHz Radyo frekans tesirinde birakilan konrodistlerin in vitro bitylime ve
¢ogalmalarinin inhibe oldugu izlenmistir. Domuzlarla gergeklestirilen in vivo
gbzlemlerde ise tesir altinda kalan kondrositlerin kikirdak onariminda yetersiz kaldigi
gozlenmistir [70]. 48 saat 5 mT SMA tesirinde kalan vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
proliferasyon, migrasyon ve adezyon potansiyelleri azaldig1 gozlenmistir. G6zlenen bu
etki, artmis Integrin PB(1) kiimelenmesinin inhibisyonu, fokal adezyon kinaz
fosforilasyonun inhibisyonu ve azalan hiicre igi serbest kalsiyum miktariyla uyumludur
[71].

Kemik iligi kokenli kok hiicre ve endoteyal hiicre gruplarinda SMA tesirinin
proliferasyonu destekleyici olduguna dair yayinlarda bulunmaktadir. 60 puT ve 120 pT
SMA tesirinde birakilan edonteliyal hiicre gruplarinda ¢ogalmanin artig1 bildirilmistir
[72]. Insan adipoz doku k&kenli mezenkimal kok hiicreleri ile yapilan baska bir
calismada da 0,5 T SMA tesirine birakildiklarinda ¢ogalma oranlarin1 phosphoinositide
3-kinase/Akt (PI3K/Akt) yollaginin aktivasyonuna bagli olarak artigi gozlenmistir [73].

Bununla birlikte SMA etkisinin hiicre proliferasyonu ve biiylimesine etki etmedigine
yonelik verilerde bulunmaktadir. Miyojenik hiicre hatti1 L6, 80 mT SMA tesirine
birakildiginda, miyojenik hiicre farklilagsmasi ve hipertrofi gozlenmesine karsilik,
proliferasyon oranlarinda bir degisim ger¢eklesmedigi bildirilmistir [74]. 290 mT SMA
etkisinde birakilan dental pulp kok hiicrelerinde, proliferasyon oranlarinda artis tespit

edilmemistir [75].
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1.1.14 Hiicre Canlhih@

Bir¢ok calisma statik manyetik alan tesirinin hiicre canlilifi iizerindeki minimum
etkisini gostermektedir. 4,7 T SMA tesirinde birakilan insan melonoma ve insan
fibroblast hiicrelerinin canliliginda bir degisim meydana gelmemistir [49]. 0,2 T SMA
tesirinin insan cilt fibroblast hiicre canliligini etkilemedigi goriilmektedir [69]. U937
16semi hiicreleri, 12-O-tetradecanoyl-13-phorbol acetate (TPA) uyarimi sirasinda 72
saat 6 mT SMA tesirine birakildiginda, hiicre canliliginin etkilenmedigi bildirilmistir

[76].

SMA tesirinin bazi hiicre tiplerinde de apoptoza neden olduguna yonelik veriler de
mevcuttur. Hep G2 hiicre kiiltiirleri 24 saat 6 mT SMA tesirinde birakildiginda, ilk
saatlerde Onemsiz diizeyde goriilen apoptoz siire sonunda %?20 oraninda artig
gostermemistir [40]. 3 T SMA tesirinde birakilan insan kondrositlerinde p53, p21, p27
ve Bax proteinlerinde ve de apoptozda artis gézlenirken [70], 7 giin 0,5 T SMA tesirinde
tutulan adipoz doku kaynakli kok hiicrelerde de apoptoz gozlenmistir [77].

1.2 Tezin Amaci

Manyetik alanlarin ve/veya manyetik malzemelerin (maddelerin), doku mithendisligi ve
yenileyici tedavilerde kullanimi 6nem kazanmaktadir. Bunun temel sebebi, manyetik
alanlarin dokulara engelsiz ulagabilmesi; mikro ve nano yapilara yeniden oryantasyon
kazandirmasi ve fizyoloji lizerinde donistiriicii veya bozucu etki gostermesidir.
Gilintimiizde statik manyetik alanlar (SMA), tibbi uygulamada goriintiileme (MRI) ve
tedavi amaciyla (siire§en yaralarin tedavisi, agrilarin tedavisi, tek parcali olamayan
kiriklarin onarimi) kullanilmaktadir. Mezenkimal kok hiicre, farkli dokulara doniise
bilirligi ve yenilenmeyi destekleyici parakrin etkinlikleri olmasi sebebiyle doku
miihendisligi ve yenileyici tip i¢in 6nemli hiicresel araclardir. Bilimsel literatiir, ¢esitli
statik manyetik alanlarin ve MKH biyolojisine etkisi gosterilmistir. Ancak bu alanda
yiriitiilen c¢alismalar heniiz bir standardizasyona ulasilmamis ve ¢elisen sonuglar
mevcuttur. Ayrica, SMA ve MKH etkilesim mekanizmalart heniiz aydinlatilmay1
beklemektedir. Bu yiiksek lisans tezinin amaci, orta siddetli SMA tesirinin insan kemik
iligi kaynakli mezenkimal kok hiicre (KI-MKH) oryantasyonuna, biiyiime ve ¢ogalma
fonksiyonlarma ve osteogenez siirecine olan etkisini gozlemlemek ve olus

mekanizmalarini agiklamaktir.
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1.3 Hipotez

NdFeB siirekli miknatislarla olusturulan 328 mT (orta siddetli) homojen manyetik
alanda (SMA), Ki-MKH diyamanyetik anizotropik yapisi nedeniyle, yavasca manyetik
ak1 dogrultusuna parallel oryantasyon kazanir. Ki-MKH, biiyiime ve cogalma islevi ve
de osteojenik soya doniisme yeterliligi, 328 mT SMA tesirinde biriken veya yar1 omrii
uzayan serbest radikaller nedeniyle bozulur. SMA varliginda, hiicre i¢ine dogru
gerceklesebilecek Fe2+ akisi, Fentom tepkimelerine ve serbest radikal birikimine destek
olmaktadir. Hiicre i¢i antioksidasyon mekanizmalarinin 328 mT tesirinde bozulmasi,

goriilen etkilere neden olmaktadir.
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2

Materyal ve Yontem

2.1 Hiicre Kiiltiirii Malzemeleri

2.1.1 Insan Kemik iligi Kékenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Temini

Adherent insan kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicreler (Ki-MKH), Kocaeli
Universitesi K6k Hiicre ve Gen Tedavileri Arastirma ve Uygulama Merkezi’nden
liciincii pasajda ve kriyoprezerve halde satin alindi. KI-MKH’leri, YTU Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Bolimii Hiicre Kiiltiir Laboratuvari’na kuru buz akiileri igerisinde

ulastirildi ve hiicre kullanim anina kadar -80°C derin dondurucuda saklandi.

2.1.2 Hiicre Kiiltiirii Besi Ortamlari ve Besi Katkilar:

Calismalarimiz siiresince hiicre kiiltiirii ¢calismalarinin farkli asamalarinda asagida

belirtilen besi ortamlari, besi katkilari, enzimler ve tamponlar kullanildi.

KI-MKH hiicrelerinin biiyiitiilmesi ve ¢ogaltilmas igin ticari olarak temin edilen MSC
NutriStem XF Besi Ortam Kiti (Biological Industries) kullanildi. Bu kit, iki birlesen
igermektedir: MSC NutriStem XF Bazal Ortami (Cat. 05-200-1A, 500 mL) ve MSC
NutriStem XF Supplement Mix (Cat. 05-201-1U, 3 mL). Kullanima hazir MSC
NutriStem XF Zengin Besi Ortami, her iki birlesenin birbiri igerisinde karistirilmasi ile
elde edilmektedir. Hazirlanan besi ortami kiiciik porsiyonlara ayrilarak, isiktan

korunacak sekilde, +4°C ve +8°C araliginda bulunan sogutucuda saklamaya alindi.

KI-MKH’lerinin yiizey adezyonu artirmak igin hiicre Kkiiltiirii tabaklarinin
(flasklarmin), MSC Attachment Soliisyon (Cat. No. 05-7520-1, 100x-1 mL) ile
kaplanmas: gergeklestirildi. Bu islem i¢in 1x MSC Attachment Soliisyon, steril distile
su icerisinde hazirlanan 1x Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS) (Wisent 311-
415 CL D-PBS) igerisinde hazirlandi. Stok MSC Attachment Soliisyon, +4°C ve +8°C

aralifinda bulunan sogutucuda saklamaya alindi.

Ki-MKH’lerde osteogenez (kemige doniisiim) siireci, Stempro Osteogenesis

Differentiation Kit (Cat: A10072-01) kullanilarak uyarildi. Stempro Osteogenesis
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Differentiaition Kit, iki birlesen icermektedir. Bu birlesenleri, Stempro
Osteogenesis/Chondrogenesis Basal Medium (Cat:A10069-01) ve Stempro
Osteogenesis Supplement (Cat:A10066-01) olusturmaktadir. Kullanima hazir Stempro
Osteogenez Uyarict Besi Ortami, 10 mL Stempro Osteogenesis Supplement’in 90 mL
Stempro Osteogenesis/Chondrogenesis Basal Medium igerisine katilmasiyla elde edildi.
Hazirlanan besi ortami kiigiik porsiyonlara ayrilarak +4°C ve +8°C araliginda bulunan

sogutucuda saklamaya alindi.

Pasajlama asamasinda tripsinizasyon i¢in ticari HBSS (Hunk’s Balanced Salt Solution)
igerisinde hazirlanmis %0,25 Tripsin 0,53 mM EDTA (Tripsin-EDTA) (Wisent 325-
045EL, 100 mL) ¢ozeltisi kullanildi. Tripsinizasyon dncesinde hiicre kiiltiir tabaklar: 1x
DPBS ile yikand1. Tripsinizasyon sonrasinda notralizasyon i¢in %10 Fetal Bovin Serum
(FBS) (Capricorn FBS-HI-11B, 100 mL) igeren MSC NutriStem XF Zengin Besi
Ortam1 veya Ix DPBS kullanildi. Tripsin-EDTA ve FBS, ilk ambalajinda
¢oziindiriildiikten sonra kiiclik porsiyonlara ayrilarak, -20°C dondurucuda saklamaya

alindi.

Kriyoprezervasyon ortami olarak %10 Dimetil Sulfoksit (DMSO) (Sigma) igceren FBS

kullanildi. Kriyoprezervayson soliisyonu, her gereklilik halinde taze hazirlandi.

Distile su, mevcut laboratuvar kaynagindan temin edildi. Distile suyun sterilizasyonu,
121°C ve yiiksek atmosfer basincinda gerceklestirilen otoklav sterilizasyonu ile

saglandi.

2.1.3 Hiicre Kiiltiir Sarflar

Calismalarimiz siiresince hiicre kiiltiirii ¢alismalarinin farkli asamalarinda asagida
belirtilen sarf malzemeler kullanildi. Sarf malzemelerin steril ve yalnizca tek defa

kullanilmis olmasina dikkat edildi.

Hiicre Kiiltiir Tabaklar1 (Flasklar1): Hiicre kiiltiir ¢alismasinin hiicre c¢ogaltma ve
biiyiitme asamasinda, 75 cm? ve 25 cm? vented kapakli, yiizeyi islemli T hiicre kiiltiir
tabaklar1 (flasklar1) kullanildi. Tiim deneysel calismalar ise 12 kuyulu hiicre kiiltiir
tabaklar1 kullanildi. Her bir kuyunun yiizey alam 3,8 cm? ve 22 mm ¢apindadir. Hiicre

kiiltiir pasaj islemi veya besi ortami1 degisiminde 25 cm? T cell culture flask’lar1 igin 5
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mL, 75 cm? T cell culture flasklar icin 15 mL ve her bir kuyu i¢in 1 mL besi ortami

titketimi gergeklestirildi.

Diger Sarflar: Calismanin ¢esitli asamalarinda 10 mL, 5 mL ve 1 mL serolojik pipet, 1
mL ve 200 pL pipet ucu, 50 mL ve 15 mL konik santrifiij tiipleri kullanildi.
Kriyoprezervasyinda, 1,5 mL kriyoviyallerden yararlanildi. Spektroskopik ¢aligmalar,
diiz tabanli ve 96 adet kuyu igeren tabaklarda gergeklestirildi.

2.2 Ki-MKH Biiyiitme, Cogaltma ve Kriyoprezervasyon

KIi-MKH’ler deneyler 6ncesinde bir defa, 2.1.2  Hiicre Kiiltiirii Besi Ortamlar1 ve
Besi Katkilar1 boliimiinde agiklanan NutriStem XF Zengin Besi Ortami igerisinde
biiytitillerek ¢ogaltildi. Deneylerde kullanilmayacak hiicreler, stok olusturmak igin
kriyoprezervasyon yontemi uygulanarak -80°C’de korunmaya alindi. Bu siire¢ Sekil

2.1°de agiklanmaktadir.

™ -~ ™
* 37°C Su banyosu | 3 * Besi ortarmini * %10 DMSO igeren Fetal

Killtdir kap yizeyini
inklibasyonu ' o:Li::izafyz:!uwmm uzaklastirma Bovin Serum
S > N
. .10 ml_. h:]utr.uStem XF + 5000-6000 hiicre/em(2] . DF?‘BS. ile yikama * Hiicre Sa.yuml
u::ilsg:d!esllk::aan;m ekim yopunlugy, . Tnpsm,ufED'_rA + Kademeli dondurma
f a ¥ & « 37°Cve %5 CO[2] muamelesi
+ 1 mL NutriStem® XF Inkdbasan sartian o LBSKIQSGIIGH E?Is
a 7 * 2-3 giinde bir medium g AL
2engin besi ortami degiimi nétralizasyon
igerisinde cozme
¢ f * %60-80 maksimurm * Tikama
conf. (Givenli cofalma ¢ Hicre Sayimi
limiti/kiiltir kabi)
A / A J / . A

Sekil 2.1 Ki-mkh ¢6ziindiirme, biiyiitme ve ¢ogaltma, pasajlama ve kriyoprezervasyon
uygulama akis1

2.2.1 Hiicre Kiiltiir Tabak (Flask) Yiizeylerinin Opimizasyonu

Ki-MKH’lerin hiicre kiiltiir tabaklarma ekiminden 30 dakika once, hiicre kiiltiir
tabaklar1 1x MSC Attachment Soliisyon ile kaplandi. Bu islem i¢in 25 T tabaklara 5 mL,
75 T tabaklara 15 mL ve 12 kuyulu tabaklarin her bir kuyusuna 1 mL 1x MSC
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Attachment Solusyon eklendi. Ardindan 30 dakika ve 37°C’de inkiibasyon
gerceklestirildi. Inkiibasyon, 37°C ‘de gergeklestirildi. Inkiibasyon sonrasinda 1x
DPBS ile kiiltiir kaplar1 yikandi.

2.2.2 Kriyoprezerve KI-MKH’lerin Coziindiiriilmesi

Kriyoprezerve olarak satin alman KI-MKH’ler, 37°C’de su banyosunda ¢éziilene kadar
inkiibe edildi. Coziinen hiicreler, 1 mL pipet yardimi ile 10 mL NutriStem XF Zengin
Besi Ortami’na alindi. 400 g’de 5 dakika santrifiij islemi ile yikama gergeklestirildi.
Santrifiij islemi sonunda siipernatant atildi. Pellet 1 mL NutriStem XF Zengin Besi
Ortami’nda ¢oziindiiriildi. Ik numunenin ¢oziindiiriilmesi sonrasinda 2.500.000 canli

hiicre/mL elde edildi.

2.2.3 Toplam Canh Hiicre Sayisinin Tespiti

Toplam canli hiicre sayisi, %0,4 Tripan blue (Sigma) boyasiyla 1:3 veya 1:5 boya/hiicre
oraninda hazirlanan siispansiyonda, canli hiicrelerin boyanmamasi prensibine gore
tespit edildi. Thoma lam1 kullanilarak 10x biiylitmede boyanmayan hiicrelerin sayimi
gerceklestirildi. Alan igerisinde sayilan toplam canli hiicre sayis1 ve (2.1) esitligi ile 1

mL igerisindeki total canli hiicre sayisina ulasildi.

Canli Hicre Sayist
mL

= Diliisyon Sayist X Sayilan Mavi Boyanmanmus Hiicre Miktar: x 10* (2.1)

2.2.4. Ki-MKH Biiyiitme ve Cogaltma

Cogaltma amaci ile KI-MKH’leri, yiizey optimizasyonu yapilmis 25 cm? ve 75 cm? T
tabaklarma 5000-6000 hiicre/cm? olacak sekilde ekildi. 3-4 giin 37°C ve %5 CO2
sartlarinda duragan inkiibasyon gerceklestirilerek, Ki-MKH’lerin hiicre kiiltiirii tabaklar
yiizeyini %60-80 kaplamalar1 saglandi. Daha sonrasinda NutriStem XF Zengin Besi
Ortamt bir serolojik pipet yardimi ile ¢ekildi. 1xDPBS ile hiicrelerin yiizeyi 1-2 defa
yikandi. Tripsinizasyon igin 1-3 mL Tripsin-EDTA soliisyonu eklendi. KI-MKH’lerin
hiicre kiiltiir tabak ylizeylerinden ayrilmasi ve yiizer hale gelmeleri beklendi. Elde
edilen hiicre siispansiyonu, 15 mL falkon santrifiij tiiplerine aktarildi. Tripsin
ndtralizasyonu igin siispansiyon iizerine 1:1 oraninda %10’luk FBS:DPBS c¢ozeltisi
eklendi. 300 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda, siipernetant atildi.
Calismada kullanilacak hiicre pelleti, MSC NutriStem XF Zengin Besi Ortami igerisinde
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tekrar ¢oziindiiriildii. Deneyler Oncesinde, besi ortami ve katkilarinin tiiketimi ve

hiicrelerin yaslanmasi1 gozetilerek tek bir defa hiicre cogaltma uyguland.

2.2.5 Ki-MKH Kriyoprezervasyonu

Deneylerde kullanilmayan hiicreler ise 1x10° canli hiicre/kriyoreservasyon viali
konsantrasyonunda, %10 DMSO-FBS kreyoprezervasyon ¢ozeltisi igerisinde kademeli
yontemle donduruldu. Kademeli dondurma, hiicrelerin 10 dakika +4°C, donma
gerceklesene kadar -20°C’de tutulmasi ve sonrasinda -80°C’ye kaldirilmasi olarak

uygulandi.
2.3 Statik Manyetik Alan Kaynagi ve Manyetik Aki Yogunlugu

SMA, toplamda 328 mT manyetik aki yogunlugu (B) olusturan iki adet 22 mm ¢aph
Neodimium-Demir-Boron (NdFeB) miknatislar (Miknatis Teknik) (Sekil 2.2 A:1)
araciligi ile saglandi. Neodyum miknatislar, 12 kuyulu hiicre kaplarinin alt yilizeylerine,
ikisi st liste gelecek sekilde yerlestirildi (Sekil 2.2 B ve Sekil 2.2 C). Manyetik ak1
yogunlugu (B), AC/DC Magnetic Meter PCE-MFM 3000 cihazi ile 6lgiildii (Sekil 2.3).
SMA uygulamast literatiir incelemeleri ve besi ortamu iireticileri tavsiyesi dogrultusunda
Ki-MKH biiyiitme ve ¢cogaltma deneylerinde 6 giin boyunca 24 saat olarak, osteogenez
deneylerinde ise 14 giin boyunca 24 saat olacak sekilde gerceklestirildi.
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Sekil 2.2 SMA kaynaginin yerlesimi (NdFeB miktanislar (al); 24 kuyulu hiicre
kiiltiir tabaginda (b1) bir kuyunun altina yerlestirilen (b2) NdFeB miknatislar; 24
kuyulu hiicre kiiltiir tabaginin bir kuyusunun altina yerlestirilen NdFeB
miknatislarin tisten goriiniimii (c1))

, MHFB T

% ¥ R

Sekil 2.3. Manyetik alan yogunlugunun 6l¢timii (NdFeB miktanislar ile hiicre
kiltir tabaginda olusturulan manyetik alan yogunlugu manyetik aki olger ile
Ol¢lilmiistir; olusturulan manyetik alanin B degerinin 328 mT oldugu
gorilmektedir)
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2.4 Deney Metodolojisi

Bu tez calismasinda, 328 mT SMA tesirinin KI-MKH’lerinin hiicre kiiltiir tabaklarinda
oryantasyonu (konumlanmasi), biliylime ve c¢ogalmasi, osteogenez siirecinde Alkalin
Fosfataz (ALP) ve biyo-minerallenme tizerindeki etkileri incelendi. Sekil 2.4’de gosterilen

calisma programu takip edildi.

[EVIGRE

KI-MKH Biiyiitme,
Cogaltma ve
Kriyoprezervasyon

SMA’nin Hiicre
Oryantasyonu ve SMA’nin Osteogeneze

Cogalmasi Uzerindeki Etkisinin Arastiriimasi
Etkisinin incelenmesi

MTT Analizi ile Hicre
Cogalmasinin
Degerlendirilmesi

ALP Aktivitesinin
Analizi

Mikroskobik
== incelemeyle Yonelim
Tespiti

Alizarin Red S ile
Mineralizasyon Analizi

Sekil 2.4 Deneysel metodoloji
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24.1 328 mT SMA Tesiri ve KI-MKH Oryantasyonu Gézlemi

328 mT SMA tesiri ve hiicre kiiltiir tabak yiizeyinde KI-MKH oryantasyon arasindaki
iliskinin incelenmesi amaciyla iki ayr1 12 kuyulu hiicre kiiltiir tabaginda, 3 adet kuyudan
olusan Kontrol Grubu ve 3 adet kuyudan olusan Deney Grubu olusturuldu. Her kuyuda
baslangigta hiicre yogunlugunun 10.780 canli hiicre/mL olmasi saglandi. Deneye 6 giin siire
ile devam edildi. Deney siirecince Ki-MKH gruplar1 37°C, %5’lik CO, ve %100 nemli
ortamda duragan olarak inkiibe edildi. Besi ortami olarak yalnizca, MSC NutriStem XF
Zengin Besi Ortami kullanildi. Deney siiresince, besi ortami 2-3 gilinde bir degistirildi.
Deney siiresi sonunda kontrol ve deney gruplarinin 5x, 10x ve 20x biiyiitmede invert
mikroskop goriintiileri alindi. SMA etkisi olusturmak i¢in kullanilan disk NdFeB
miknatislarin - olusturdugu manyetik vektorler, demir tozlar1 ile goriintilendi ve

fotograflandi. Bu gozlem siireci, Sekil 2.5’de 6zetlenmistir.

328 mT SMA Tesiri ve KI-MKH Oryantasyonu
(Konumlanmasi) Arasindaki iligkinin incelenmesi

4

y Deney ve Kontrol Grubuna Alt 5x, 10x ve 20x
*  10.780 hicre/kuyu Buyltmell  Mikroskobik  Garlntllerinde

*  NutriStem XF zengin Oryantasyon Karsilastinlmasi
besi ortaminda & giin

Kontrol Grubu inkiibasyon
*

* 2-3giinde bir besi
ortami degisimi . )

Deney Grubuna At 5x, 10x ve 20x
BlyUtmeli  Mikroskobik — Gorlntilerin,
Manyetik Vektdr Yanleriyle Kargilastinlmasi

Deney Grubu, SMA
etkisinde, 328 mT

@ Hicrelerin Bulundugu Kuyu

() BosKuyu

Sekil 2.5 328 mT sma tesirinin ki-mkh’lerin oryantasyonu iizerindeki etkinin incelenmesi
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2.4.2 328 mT SMA Tesirinde Ki-MKH Biiyiime ve Cogalmasinin Analizi

328 mT SMA tesirinin Ki-MKH’lerin biiyiime ve ¢ogalmasi iizerindeki etkisinin
incelenmesi amaciyla iki ayr1 12 kuyulu hiicre kiiltiir tabaginda, 3 adet kuyudan olusan
Kontrol Grubu ve 3 adet kuyudan olusan Deney Grubu olusturuldu. Her kuyuda baslangigta
hiicre yogunlugunun 10.780 canli hiicre/mL olmasi saglandi. Deneye 6 giin siire ile devam
edildi. Deney siirecince KI-MKH gruplar1 37°C, %5’lik CO2 ve %100 nemli ortamda
duragan olarak inkiibe edildi. Besi ortami olarak yalnizca, MSC NutriStem XF Zengin Besi
Ortami kullanildi. Deneyin 6. giiniinde Deney ve Kontrol Gruplarinin biiylime ve ¢ogalma
miktarlart MTT (3- (4,5 - dimethylthiazol - 2 - yl) - 2,5 - diphenyltetrazolium bromide, a

tetrazole) (Sigma) analizi ile degerlendirildi. Deney siireci Sekil 2.6’de agiklanmaktadir.

MTT soliisyonu, 1x Fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) icerisinde 0,6 mg/mL olacak sekilde
hazirlandi. Hiicre kiiltiirlerinde bulunan besi ortami tiimiiyle ¢ekildi. 1xDPBS ile hiicre
kiiltiirleri bir defa yikandi. MTT soliisyonu her kuyuya 400 puL olacak sekilde dagitildu.
Hiicre kiiltiirleri 3 saat inkiibe edilerek mavi/mor formazan kristallerinin olugmasi saglandi.
Bir adet Kontrol Grubu ve bir adet Deney Grubu kuyusundan 5x, 10x ve 20x biiyiitmeli
mikroskop goriintiisii alind1. Inkiibasyon sonrasinda MTT soliisyonu kuyulardan toplandi.
Her kuyuya 300 uL. DMSO eklendi. 15 dakika ¢alkalama ile inkiibasyon gergeklestirildi.
Inkiibasyon sonunda Kontrol ve Deney Grubuna ait her kuyudan 100 pL alinarak 96

kuyucuklu “plate” lere aktarildi. Okuma 570 nm ve 650 nm’de otomatik “plate”

okuyucuda gergeklestirildi. Net absorbans 570 nm ile elde edilen degerden 650 nm’de elde

edilen degerin ¢ikarilmas ile ulasildi.

Hiicre sayisinin tespiti amaci ile, MTT testinden 24 saat Once artan hiicre dizisine sahip bir
cetvel olusturuldu. 1 mL zengin besi ortami igeren 6n kaplama yapilmis 12 kuyulu hiicre
kabinin kuyularina, 0, 1.620, 16.200, 32.400, 64.800, 97.200, 129.600, 162.000 sayida hiicre
ekimi gerceklestirildi. MTT testi, bu artan hiicre dizisinden olusan cetvel kiiltiire de yukarda

bahsedildigi gibi uygulandi.
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“Populasyon doubling time “(PDT), (2.2) esitligine gore hesaplandi.

Toplam Sure (Saat)xLog(2)

PDT = (2.2)

Log(Son Ulasilan Hiicre Sayist)—Log(ilk Ulastlan Hiicre Sayist)

Elde edilen sayisal verilerin istatistiki degerlendirmesi unpaired Student t test ile Graphpad-

Quickcalcs istatistiki analiz web sayfasindan yararlanilarak gergeklestirildi.

328 mT SMA Tesiri ve Ki-MKH Cogalmasi
Arasindaki lliskinin Incelenmesi

+  10.780 hilcre/kuyu ‘
*  MutriStem XF zengin

Formazan kristallerinin
el il i 8 olusmasi sonrasina 5x, 10x ve
inkilbasyon 20x  biyitmede mikroskobik

Kontrol Grubu - * 23 giinde bir besi inceleme

ortami degisimi

+ 0,6 mg/mLMTT

Solisyonu ile inkilbasyon
5 i

Formazan kristallerl DMSO icerisnde
cozindiriimesi ve analizi

Deney Grubu, SMA
etkisinde, 328 mT

. Hucrelerin Bulundugu Kuyu

O Bos Kuyu

Sekil 2.6 328 mT sma tesirinde ki-mkh biiyiime ve ¢ogalmasi analiz siirecidir
2.4.3 328 mT SMA Tesirinde Osteogenez Siirecinin Incelenmesi

328 mT SMA tesirinde Ki-MKH’lerin osteogenez siireci, Alkalin Fosfataz (ALP) aktivitesi
ve biyo-minerallesmenin Alizarin Red S boyama ile tespiti esasina gore analiz edildi. Cift
Kontrol ve ¢ift Deney Grubu uygulandi. Kontrol-1, osteogenez uyarici olmayan MSC
NutriStem XF Zengin Besi Ortami’nda kiiltiire edilen Ki-MKH’ler; Kontrol-2, Stempro
Osteogenez Uyarici Besi Ortami’nda kiiltiire edilen Ki-MKH gruplaridir. Deney Grubu-1,
328 mT SMA etkisine birakilan MSC NutriStem XF Zengin Besi Ortami’nda kiiltiire edilen
MKH’ler; Deney Grubu-2, 328 mT SMA etkisine birakilacak Stempro Osteogenez Uyarici
Besi Ortami’nda kiiltiire edilen MKH’lardir. Her grupta 3 tekrar uygulandi. Toplam deney
stiresi, literatiir incelemesi ve besi ortamu lireticisi tavsiyesi dogrultusunda 14 giin olarak

belirlendi. Sekil 2.7°de deney siirecleri agiklanmaktadir.
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Deneyden 24 saat oncesinde 70.000-80.000 hiicre/kuyu olacak sekilde Ki-MKH’ler
NutriStem XF Zengin Besi Ortami igerisinde 12 kuyulu kaplara ekildiler. 24 sonrasinda
%100 konfliians yakalandiginda, Kontrol-2 ve Deney-2 gruplarinda NutriStem XF Zengin
Besi Ortami, Stempro Osteogenez Uyarict Besi Ortamu ile degistirildi. Kontrol-1 ve Deney-
1 gruplarinda, NutriStem XF Zengin Besi Ortami yenilendi. Besi ortamlarinin yenilenmesi
2-3 giinde bir tekrarlandi. 14. glinde Alkalen fosfataz aktivitesinin degerlendirilmesi i¢in
once hiicreler %1 (v/v) Triton x-100 iceren fosfat tamponunda (DPBS, pH 7.4) 2 defa
dondurma ve ¢dzme yontemi ile lizize ugratildi. Daha sonra 1 mg/mL alkalin fosfataz
substari1 (p-nitrophenol phosphate, p-npp) igeren 1 M diethanolamin, 0,5 M MgCI2 (pH 9.8)
cozeltisi ile muamale edildi. Hiicre lizatindan 75 pL ve p-npp ¢ozeltisinden 25 pL alinarak,
96 kuyucuklu plate igerisinde 20 dakika karanlikta inkiibasyon gergeklestirildi. Aktivite
Olgtimii 405 nm’de UV spektrofotometre ile gergeklestirildi. ALP aktivitesi (2.3) esitligi
kullanilarak belirlendi. Bu esitlikte O.D.ornEk Ol¢iilen 6rnege ait absorbans degerini; t dakika
cinsinden siireyi; € molar ansorption coeffient degerini; 1 kuvvet boyunu tanimlar. ¢ Molar

ansorption coeffient degeri, p-npp icin 18.75 m™t.cm™*dir. 1 kuvvet boyu ise 1 cm’dir.

(ODyrNEK)X1000xReaksiyon Hacmi
®)x(e)x(D)x(Ornek Hacmi)

ALP Aktivite (IU/,) =

(2.3)

Biyo-minerallesme analizi Alizarin Red S (pH:4,1-4,3) boya ¢ozeltisi ile gergeklestirildi.
Hiicreler 500 puL %4 tamponlanmis formalin ¢ozeltisi ile 30 dakika siiresince fikse edildi.
Cift distile su yikmasi sonrasi, her kuyuya 1 mL Alizarin Red S boya ¢ozeltisi eklendi ve 20
dakika inkiibasyon gergeklestirildi. Inkiibasyon sonrasinda 4 defa distile su ile yikama

gergeklestirildi. Boyamalar makro ve mikroskop diizeyinde fotograflandi.

Elde edilen sayisal verilerin istatistiki degerlendirmesi unpaired Student t test ile Graphpad-

Quickcalcs istatistiki analiz web sayfasindan yararlanilarak ger¢eklestirildi.
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328 mT SMA Tesirinde Osteogenez Surecinin

incelenmesi

[Deney Grubu,-1 SMA)x2

(Deney Grubu-2, SMA)x2

* 70.000-B0.000 hiicre/kuyu
*  NutriStem XF zengin besi
ortaminda & glin inkiibasyon,24
saat (Tum Kuyular)

(kentrol Grubu,-2 SMA}HZ‘ *  Deney ve kontrol
gruplannda besi ortami

degisimi, ilgili gruplarda SMA
uygulama
* 14 gin inkiibasyon

(Kontrol Grubu-1, SMA)x2

. Hicrelerin Bulundugu Kuyu

O Bos Kuyu

p/:é
Alizarin Red 5 Boyama
‘ ve mikroskobik
inceleme
‘ |I|I-

ALP aktivite analizi

Sekil 2.7 328 mT sma tesirinde kKi-mkh osteojenez siirecinin analiz siireci
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3

Sonuc ve Oneriler

3.1 328 mT Statik Manyetik Alan Tesirinin Ki-MKH Oryantasyonu
Uzerindeki Etkisi

KI-MKH’ler 6 giin kesintisiz (24 saat) 328 mT SMA tesirinde kiiltiire edildiklerinde belirli
bir dizilim kazanirken, SMA tesiri olmayan sartlarda kiiltiire edilen Ki-MKH’lerin
rastlantisal bir dizilimde olduklar1 mikroskobik incelemede goézlendi (Sekil 3.1, Sekil 3.2,
Sekil 3.3). KI-MKH biiyiime ve ¢ogalma siirecinin incelenmesinde kullanilan 3 saatlik MTT
¢ozeltisi muamelesi sonrasinda elde edilen goriintiilerde, deney grubuna ait kuyularda da
belirli bir dizilim izlenmektedir. Ancak kontrol grubuna ait kuyularin mikroskobik
goriintlislinde rastlantisal dizilim oldugu goriilmektedir (Sekil 3.4). Manyetik alan akasi,
demir tozlari ile goriiniir kilindiginda, 328 mT SMA tesirinde kiiltiire edilen KI-MKH’lerin

manyetik alan aki yoniine paralel oryantasyon kazandigi gézlendi (Sekil 3.5).
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10x Mikroskobik Biyitme  20x Mikroskobik Biiyiitme

5x Mikroskobik Biyiitme

Sekil 3.1 SMA tesirindeki KiI-MKH’lerin mikroskop altindaki gériintiisii (Kontrol (K1) ve
deney (D1) gruplar sirasiyla 5%, 10x ve 20X biiyiitmede goriintiileriyle karsilastirilmistir.
Deney grubu hiicrelerin kontrol grubu hiicrelere gore belirli bir diizen aldiklar
goriilmektedir)
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10x Mikroskobik Buyiitme  20x Mikroskobik Biyitme

5x Mikroskobik Biyiitme

Sekil 3.2 SMA tesirindeki Ki-MKH’lerin mikroskop altindaki goriintiisii (Kontrol (K2) ve
deney (D2) gruplar sirasiyla 5%, 10x ve 20X biiyiitmede goriintiileriyle karsilastiriimistir.
Deney grubu hiicrelerin kontrol grubu hiicrelere gore belirli bir diizen aldiklar
goriilmektedir)
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10x Mikroskobik Buyutme  20x Mikroskobik Biyiitme

5x Mikroskobik Biytitme

Sekil 3.3 SMA tesirindeki Ki-MKH’lerin mikroskop altindaki gériintiisii (Kontrol (K3) ve
deney (D3) gruplari sirasiyla 5x, 10x ve 20x biiyiitmede gorintiileriyle karsilastirilmistir.
Deney grubu hiicrelerin kontrol grubu hiicrelere gore belirli bir diizen aldiklar
goriilmektedir)
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10x Mikroskobik Buylitme  20x Mikroskobik Biyiitme

5x Mikroskobik Buyiitme

. Sekil 3.4 Kontrol grubu (A) ve deney grubu (B) kuyularinda MTT inkiibasyonu sonrasi
Ki-MKH’lerin mikroskop gériintiileri. (5X,10x ve 20x biiyiitmeli gériintiiler
karsilastirildiginda deney grubu hiicrelerin kontrol grubu hiicrelere gore belirli bir diizende
oldugu goriilmektedir)
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Sekil 3.5 Manyetik alan akismnin demir tozlari ile goriiniir kilmmasi. (Ki-MKH’lere
uygqlanan manyetik alan aki demir tozlari ile goriiniir hale getirldiginde, deney grubu (D1)
KI-MKH’lerin manyetik alan aki (M1) ile pararlel yonde oryantasyon gosterdigi tespit
edilmistir)
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3.2 328 mT Statik Manyetik Alan Tesirinin Ki-MKH Biiyiime ve
Cogalmasina Etkisi

6 giin kesintisiz 328 mT SMA tesirinde ve yalnizca dogal jeomanyetik alan biiyiitiilen Ki-
MKH gruplarinin biiyiime ve ¢ogalma oranlar1 MTT analizi ile tespit edildi. SMA tesirinde
kalan grupta altinci giin sonunda ortalama, 253.744 canli hiicre/well sayisina ulasilirken,
yalnizca dogal jeomanyetik alan etkisinde birakilan grupta ortalama 199.300 cani hiicre/well
sayisina ulasti (Tablo 3.1 ve Sekil 3.7). Hiicre sayilari, olusturulan MTT standart egrisine
gore belirlendi (Sekil 3.6). Deney ve kontrol gruplarinin populasyon “doubling time (PDT)”
stireleri hesaplandiginda, kontrol gruplarinda ortalama 34,21 saat hesaplanan PDT siiresinin
deney gruplarinda ise, ortalama 31.06 saatte diistiigii tespit edildi (Tablo 3.1). Deney grubu
(SMA tesirinde birakilan) ile kontrol grubu canli hiicre sayisi ortalamalarinda ve PDT
stireleri incelendiginde deney grubunda biiylime ve ¢ogalmanin desteklenmesi yoniinde
pozitif etki gbzlenmesine ragmen ortalamalar1 arasindaki fark “unpaired student t” testi ile
istatistiki olarak anlamli bulunmadi (p=0,2055). Calismamiz 328 mT SMA uygulamasinin
hiicre biiylimesi ve c¢ogalmasi iizerinde olumlu veya olumsuz etkisinin olmadigini

gostermektedir.

MTT Test Standart Egrisi

1,2
1
5 y = 6E-06x +0,1162
w 014’
3 R? = 0,9589

0,2

0 @
0 50000 100000 150000 200000

Hiicre Sayisi

Sekil 3.6 MTT testi standard egrisi
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6. Giin Sonunda Deney ve Kontrol Gruplarinda Hiicre Sayisi

Sekil 3.7 6. Giin sonunda deney ve kontrol gruplarinda hiicre sayilar1 (p=0,2025)

Tablo 3.1 MTT analizi (deney ve kontrol grubu herbir kuyucuktaki ki-mkh’lerin mtt
absorbans degerleri ve tespit edilen hiicre sayilar1 gosterilmektedir)

Kontrol Grubu Absorbans

Kontrol Grubu Hiicre Sayisi

Kontrol Grubu Populasyon Dubling Time (PDT)

0,922 134300

1,399 213800

1,615 249800

Ortalama 1312 199300
1,656 256633

1,51 232300

175 272300

Ortalama 1639 253744

34,21 Saat

31,06 Saat
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3.3 328 mT Statik Manyetik Alan Tesirinin Ki-MKH Osteogenezi
Uzerindeki Etkisi

Yalnizca Stempro Osteogenez Uyarict Besi Ortami (Kontrol-2) ve Stempro Osteogenez
Uyarici Besi Ortamiyla beraber 14 giin kesintisiz 328 mT SMA tesirinde kalan (Deney-2)
gruplarin Alkalen fosfataz (ALP) aktivite ortalamalar1 karsilagtirildiginda, Stempro
Osteogenez Uyarict Besi Ortamiyla beraber 14 giin kesintisiz 328 mT SMA tesirinde kalan
gruplarin (Deney Grubu-2) ALP aktivitesinde azalim oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.2 ve
Sekil 3.8). Kontrol ve deney gruplarmin ALP aktivite degerleri arasindaki fark “unpaired
student t” testiyle istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p degeri 0,0336; kontrol ve deney
grubu ortalamalar sirayla 31,367 IU/L ve 25,966 IU/L). Alizarin Red S boyama, hiicre
kiiltiiriinde kalsiyum birikiminin (biyo-minerallesme) gosterilmesi amaciyla kullanildi. Sekil
3.10’de Kontrol 2 ve Deney 2 Gruplarinin Alizarin Red S ile boyanma bigimleri
gosterilmektedir. Kontrol 2’de (Sekil 3.10 D) daha yogun kirmiz renk ile daha yogun biyo-
minerallesmenin ve Deney-2’de (Sekil 3.10 B) ise daha az yogunlukta kirmizi renk ile daha
az biyo-minerallesmenin gergeklestigi gézlendi. Bu gozlem, Deney 2 Gruplarinda azalan

ALP aktivitesi ile uyumludur.

NutriStem XF Zengin Besi Ortam1 (Kontrol-1) ve NutriStem XF Zengin Besi Ortamiyla
beraber 328 mT SMA tesirinde biyiitiillen (Deney-1) gruplarinin ALP aktivite degerleri
arasindaki fark, “unpaired student t” test ile degerlendirildiginde istatistiki olarak anlamli
bulunmamustir (p degeri 0,1015) (Tablo 3.2 ve Sekil 3.8). Osteogenez i¢in kimyasal uyarim
olmaksizin dogal jeomanyetik alan veya 328 mT SMA tesirinin KI-MKH’lerin osteoblastik
farklilagmasi tlizerindeki etkisi incelendiginde, dogal jeomanyetik alan veya 328 mT SMA
tesirinin tek bagina ALP aktivitesinde degisime neden olmadig1 anlasildi. Bu gozlem, Sekil
3.9’de izlenen A (Deney-1 grubu) ve C (Kontrol-1 grubu) siralarinda biyo-minerallesme

olmamasiyla (Alizarin Red S ile boyanmama) da desteklenmektedir.

NutriStem XF Zengin Besi Ortami (Kontrol-1) ve Stempro Osteogenez Uyarici Besi
Ortaminda biiyiitiilen (Kontrol-2) gruplarin ALP aktivite degerleri arasindaki fark, “unpaired
student t” test ile istatistiki olarak degerlendirildiginde iki grup arasindaki fark yiiksek
anlamlilikta bulunmustur. (p degeri 0,001; NutriStem ve Stempro gruplarinin ALP aktivite
ortalamalar1 11,844 IU/L ve 31,367 IU/L) (Tablo 3.2 ve Sekil 3.8). Bu durum, Sekil 3.9 ve
Sekil 3.10° de izlenen C (Kontrol-1 grubu) ve D (Kontrol-2 grubu) siralarinda izlenen biyo-
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minerallesme bicimleriyle desteklenmektedir. Stempro Osteogenz Uyarict Besi ortamiyla
Ki-MKH grubunda, Alizarin Red S boyamasi izlenmektedir.

Stempro Osteogenez Uyarict Besiyeri ortami ile kimyasal osteojenik indiiklenmenin Ki-
MKH’lerin osteoblastik doniisiimii tetikledigi, ALP aktivitesindeki ve minerallesmedeki

artig ile gosterildi.

NutriStem XF Zengin besi ortamiyla beraber 328 mT SMA (Deney-1) ve Stempro
Osteogenez Uyarict Besi Ortamiyla beraber 328 mT SMA uygulanan (Deney-2) gruplarinin
ALP aktivitesi degerleri arasindaki fark, “unpaired student t “testi ile degerlendirildiginde
istatistiki olarak yiiksek anlamlilikta oldugu belirlenmistir. (p degeri 0,001; NutriStem ve
Stempro gruplarinin ortalamalart 13,575 IU/L ve 25,966 IU/L) (Tablo 3.2 ve Sekil 3.8). Bu
durum, Sekil 3.9 ve Sekil 3.10 de izlenen A (Deney-1 grubu) ve B (Deney-2 grubu)
siralarinda izlenen biyo-minerallesme bigimleriyle desteklenmektedir. Stempro Osteogenz

Uyarici Besi ortamiyla Ki-MKH grubunda, Alizarin Red S boyamasi izlenmektedir.

ALP aktivitesi ve Alirazid Red S boyamasi ile degerlendirilen biyo-minerallesme
analizlerinden elde edilen sonuglara gore kesintisiz olarak 328 mT SMA tesirinde kalan Ki-

MKH hiicrelerin osteojenik farklilasmalarinda zayiflama oldugu belirlendi.

ALP Aktivitesi (IU/L)

35,000 W NutriStem XF Besi Grubu
(Kontrol-1)
30,000 (IU/L ALP Aktivite Degeri)
B NutriStem XF Besi + 328 mT
25,000 SMA Tesiri Grubu
(Deney-1)
20,000 (IU/L ALP Aktivite Degeri)
§ StemPro Osteojenik Besi
- Grubu (Kontrol-2)
15,000 . -
(IU/L ALP Aktivite Degeri)
10,000 StemPro Besi + 328 mT SMA
Tesiri Grubu
5,000 (Deney-2)
(IU/L ALP Aktivite Degeri)
0,000

Kontrol ve Deney Gruplari

Sekil 3.8 ALP Aktivitesi analiz sonuglari (IU/L)
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Tablo 3.3 ALP aktivitesi analizi i¢in 470 nm’de 6lgiilen absorbans degerleri ve 1U/L

sonugclari

Ortalama

Ortalama

NutriStem XF Besi Grubu

NutriStem XF Besi Grubu

NutriStem XF Besi + 328 mT
SMA Tesiri Grubu

NutriStem XF Besi + 328 mT
SMA Tesiri Grubu

(Kontrol-1) (Kontrol-1)
(405 nm'de O.D. Degerleri) | (IU/LALP Aktivite Degeri) (Deney-1) . (Dene.y-.l) ..
(405 nm'de 0.D. Degerleri) (IU/L ALP Aktivite Degeri)
0,989 10,549 1,239 13,216
1,097 11,701 1,274 13,589
1,245 13,280 1,305 13,920
1,110 11,844 1,273 13,575

StemPro Osteojenik Besi

StemPro Osteojenik Besi

StemPro Besi +328 mT SMA

StemPro Besi +328 mT SMA

Tesiri Grubu Tesiri Grubu
Grubu (Kontrol-2) Grubu (Kontrol-2)
. L . (Deney-2) (Deney-2)

(405 nm'de 0.D. Degerleri) | (IU/LALP Aktivite Degeri) . o L,
(405nm'de 0.D. Degerleri) | (IU/LALP Aktivite Degeri)

2,879 30,709 2,486 26,517

3,072 32,768 2,161 23,051

2,871 30,624 2,656 28,331

2,941 31,367 2,434 25,966
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Sekil 3.9 Alizarin Red S boyamasi ile SMA’nin minerallesme tizerine etkisinin
gosterilmesi (a sirasindaki kuyucuklarda yer alan NutriStem XF Besi Ortaminda 328 mT
SMA tesirindeki hiicre gruplarinda minerallesmenin gergeklesmedigi, b sirasindaki
kuyucuklarda yer alan Stempro Osteogenez Uyarici Besi Ortaminda 328 mT SMA
tesirindeki hiicre gruplarinda minerallesmenin gergeklestigi ve C sirasindaki kuyucukarda
yer alan SMA etkisi olmadan sadece NutriStem XF Besi Ortamindaki hiicrelerde
minerallesmenin ger¢eklesmedigi goriilmektedir)
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Sekil 3.10 Alizarin Red S boyamasi ile Stempro Osteogenez Uyarici Besi ortaminin
minerallesme tizerine etkisinin gosterilmesi (a sirasindaki kuyucuklarda yer alan
NutriStem XF Besi Ortaminda 328 mT SMA tesirindeki hiicre gruplarinda
minerallesmenin ger¢eklesmedigi, b sirasindaki kuyucuklarda yer alan Osteogenez Uyarict
Ortaminda 328 mT SMA tesirindeki hiicre gruplarinda minerallesmenin gerceklestigi ve C
sirasindaki kuyucukarda yer alan SMA etkisi olmadan sadece Stempro Osteogenez Uyarici
Besi Ortamindaki hiicrelerde minerallesmenin ger¢eklesmedigi goriilmektedir)
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3.4 Tartisma ve Oneriler

Bu calismada kesintisiz 328 mT statik manyetik alan (SMA) tesirinin hiicre kiiltiir tabagi
yiizeyine tutunan kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerin (Ki-MKH’lerin)
oryantasyonu, biiylimesi-cogalmasi ve kemik dokusu olusturma siirecine (osteogeneze) olan
etkisi arastirilmistir. KI-MKH’lerin 6 giinliik 328 mT SMA tesirinde, manyetik alan aki
yoniine paralel oryantasyon kazandig1 gdzlenirken, ayni etkinin Ki-MKH’lerin biiyiime ve
cogalmasi tizerinde etki olusturmadigr goriilmiistiir. Kemik dokusu olusturma siirecine olan
etkinin incelenmesi deneyinde 14 giin boyunca 328 mT SMA tesirinde birakilan ve ayni
zamanda kimyasal olarak osteogenik indiiksiyonu yapildiginda Ki-MKH’lerin Alkalin
Fosfataz (ALP) aktivitesinin ve biyo-minerallesmesinin bozuldugu tespit edilmistir.
Bununla birlikte osteogenik indiiksiyon yapilamayan sadece 328 mT SMA tesirinde
birakilan deney kosullarinda ise KI-MKH’lerin bazal ALP aktivitesinin etkilenmedigi

gorilmiistir.

Manyetik alan akisi, demir tozlari ile gortiniir kilindiginda (Sekil 3.5) 328 mT SMA tesirinde
KI-MKH’lerin manyetik aki yoniinde oryantasyon kazandiginin gdzlemlenmesi,
yaymnlanmig ¢alisma bulgulariyla desteklenmektedir. Kotani ve arkadaslari tarafindan,
MC3T3-El hiicrelerinin 60 saat kesintisiz 8 T SMA tesirinde kiiltiir tabag1 yiizeyinde
manyetik aki dogrultusuna paralel dizildikleri gosterilmistir [61]. Gobek kordon bagr kok
hiicreleri ile yapilan bagka bir ¢alismada Sadri ve arkadaslari tarafindan, 8 saat 18 mT SMA
igerisinde ¢ogaltilan gobek kordon bagi MKH’larin manyetik alan dogrultusunda konum
kazandig1 bildirilmektedir [78]. Benzer gozlemler, Murayama ve arkadaslari tarafindan
eritosit siispansiyonlarinda da gergeklestirilmistir [59]. Bu yo6nelim egilimi, harici statik
manyetik alanin kiiresel olmayan diyamanyetik anizotrop partekiiller iizerinde tork

uygulamasi kaynaklidir.

MKH’lerin manyetik aki yoniinde oryantasyon kazandigina dair ¢alisma sonuclari ortaklik
gosterirken, SMA tesirinin hiicrelerin biiyiime ve cogalma siireglerine etkisi iizerine ¢eligkili
sonuclar bulunmaktadir. Kim ve ¢alisma grubu tarafindan 1, 3, 5, 7 ve 9 giin, 3 mT, 15 mT
ve 50 mT SMA tesirinde biiyiitiilen KI-MKH’lerin, proliferasyon ve biiyiime oranlarinda
artig tespit edildigi bildirilmistir [79]. Marediziak ve ¢alisma grubu tarafindan 7 giin, 0,5 T
SMA’da biiyiitiilen adipoz kaynakli MKH’larin proliferasyon ve biiylime oranlarinda tespit

edilen artisla bu gozlem desteklenmektedir [73]. Ancak, Silva ve ¢aligma grubu tarafindan,
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24 ve 48 saat, 0,3-0,45 T SMA tesirinde biiyiitiilen fare kemik iligi MKH’lerinde canlilik
kayb1 oldugu gosterilirmistir [80]. Cunha ve galisma grubu tarafindan 1, 3 ve 7 giin 1 saat
veya 24 saat 320 mT SMA tesirinde biiyiitiilen insan osteoblast benzeri hiicrelerin
proliferasyon ve biiyiime oranlarmin da azaldigi tespit edilmistir [81]. Yamamato ve
arkadaslari tarafindan 2, 4, 6, 8 ve 10 giin, 280 mT veya 340 mT SMA tesirinde ¢ogaltilan
sican osteoblastlarinin proliferasyonlarinda, kontrol gruplarina gore bir degisim goriilmedigi

bildirilmektedir [82].

Calismamizda 328 mT SMA tesirinin hiicre biliylime ve ¢ogalmasi tizerinde bir etkisi
olmadig1 gbzlenmistir. Bu bulgu, Hsu ve Chang tarafindan [75] dental pulpa hiicrelerinde ve
Yamamato ve arkadaslar1 tarafindan [82] sican osteoblastlarinda 280-340 mT araliginda
SMA’nin hiicre biiylime ve c¢ogalma iizerine bir etkisinin olmadigina dair verilerle
uyumludur. Bu iki ¢alismada sonuglar, S fazinda yer alan hiicre sayisinda artisa ragmen
G2/M fazmin tetiklenmemesi ile aciklanmaktadir. Yang ve arkadaslari, 200 mT SMA
tesirinde biiyiitiillen MC3T3-Cl1 hiicrelerinde, Hsu ve Yamamato’nun agiklamalarini benzer
gozlemlerle destekleyerek, bu sartlar altinda hiicre kiiltlirii besi ortaminda demir
konsantrasyonu azilirken hiicre igerisinde demir konsantrasyonun artisina yonelik veriler

sunmuslardir [36].

SMA’nin osteogenez siirecine olan etkisini aragtirmak amaciyla yaptigimiz deneylerde 328
mT SMA tesirinde ALP aktivitesinin ve minerallesmenin azaldig1 gézlenmistir (Sekil 3.8 ve
Sekil 3.10). Bir metalloenzim olan ALP’nin, doku ¢esitliligi gosteren izoenzimler halinde
bulundugu bilinmektedir. ALP’nin temel islevi, fosfomonosterleri hidrolize etmektir.
ALP’1in kemik dokusunda yiiksek konsantrasyonlarda ifade edildigi de bilinmektedir.
Dokunun minerallesmesinde ALP’in lokal fosfat konsantrasyonu artirdigi ve bdylece
minerallesme siirecini tetikledigi diistiniilmektedir. ALP’in doku minerallesmesindeki
onemi, ALP eksikligi ve minerallesmeyen (yumusak) kemik bulgulariyla ortaya ¢ikan
genetik hipofosfataz hastaliginda anlagilmaktadir. ALP’in doku minerallesmesindeki
katkisinin ne sekilde oldugu tam anlasilmamis olsa da kemiklesme ve doku
minerallesmesinde bir belirteg oldugu kabul edilmektedir [83]. Osteoblast ve kondrosit
kiiltiirlerinde gergeklestirilen ¢alismalar, ALP’nin minerallesme siirecinin erken evresinde
artarak hiicre ylizeyinde ve matriks vesikiilleri icerisinde tespit edilir hale geldigini
gostermistir. Siirecin ileri evresinde ise osteokalsin ve diger gen ifadeleri artarken ALP

ifadesi azaldig1 tespit edilmistir. Bu nedenle kemiklesme veya minerallesmenin erken
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evresinde ALP, kalsifikasyon stirecinde etkili olmaktadir. Transgenik hayvan modellerinde,
bir kalsifikasyon inhibitérii olan pirofosfatin (ePPI) ankilosiz proteini tarafindan hiicre igine
tasinmasi sonrasinda ALP etkinligi ile yikildig1 ve kalsifikasyon tetikleyicisi inorganik fosfat
konsantrasyonun artirildigi gosterilmistir [83]. Bu bulgular, calismamizda ALP aktivitesi ile

minerallenme arasinda kurdugumuz pozitif korelasyonu desteklemektedir.

Wang ve arkadaslari tarafindan 7 giin kesintisiz 0.5 T SMA tesirinde adipoz doku kaynakli
mezenkimal kok hiicrelerinde yapilan calismada da osteojenik farklilasma yeterliliginde
azalma tespit edilmistir [77]. Bir baska ¢alismada 8 giin 200 mT SMA tesirine birakilan
MC3T3-E1 hiicrelerinin ALP aktivitesi ve minerallesme etkinliginde azalma gosterilirken
hiicreler 16 T SMA tesirine birakildiginda ALP aktivitesi ve minerallesmenin kontrol
grubuna gore arttigi bildirilmistir [36]. Ayrica 200 mT SMA varliginda MC3T3-C1
hiicrelerinde, demiri hiicre disina tastyan ferroprotein 1 ve demir deposu olarak islev goéren

Ferritin H alt {initesinin gen ifadesinde artis oldugunu gosterilmistir [38].

Literatiir verileri, ektraseliiler ve intraseliiler demir konsantrasyonu ile osteojenez siireci
arasinda negatif korelasyon oldugunu gostermektedir. 128 mT SMA etkisinde fare
plazmalarinda demir konsantrasyonun azaldigi ve transferin oranin artigi kaydedilmistir
[84]. 128 mT SMA etkisinde birakilan siganlarin serumlarinda Na, K, Ca, P, Se, Zn ve Fe
konsantrasyonlari incelemistir. Bu calismada Na, K, Ca, P ve Se konsantrasyonlarinda
degisim gbozlenmezken Zn konsantrasyonunun arttig1 ve Fe konsantrasyonu azaldig: tespit
edilmistir [85]. Demir konsantrasyonlarinda biiyiitiilen osteoblast hiicrelerinde, hiicre igi
demir ve reaktif oksijen tiirevlerinin arttigini; ALP etkinliginin ve biyo-minerallesmenin ise
azaldiginin tespit edilmistir [86]. Hiicre i¢i artan demir konsantrasyonun ALP aktivitesini ve
osteojenik yolagi inhibe ettigi, ayrica digsardan ferritin tekviyesinin de yine inhibisyona sebep
oldugu gosterilmistir [87]. Boylece hem hiicre i¢i demir hem de ferritin konsantrasyonundaki

artigin osteojenik yonelimi engelledigini belirtmislerdir.

Orta siddetli SMA tesirinde hiicre igi serbest veya ¢dziinebilir demir (Fe*2) konsantrasyonun
degisimi, Fenton tepkimeleri araciligi ile serbest radikallerin olusumuna ortam olusturmasi
bakimindan 6nemlidir. Ayrica orta siddetli SMA tesirinin, hiicre igerisinde serbest radikal
(reaktif oksijen ve reaktif nitrojen tiirevleri) olusumunu tetikledigi, serbest radikallerin yar1
omriinii artirdigr bildirilmektedir [89]. Bu durumu hiicre i¢i antioksidasyon sistemlerinin

(katalaz, glutatyon peroksidaz vb.) etkinliklerini azaltarak gergeklestirdikleri gosterilmistir.
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Serbest radikal ciftlerin olusmasi halinde, SMA’nin elektronlarin rélatif oryantasyonlarina

etkiyerek tepkime kinetigine ve hiicresel iglevlere miidahale etmesi de miimkiindiir [23].

Calismamizin bulgular1 mevcut literatiir verileriyle beraber degerlendirildiginde, 328 mT
SMA varliginda artan hiicre i¢i demir konsantrasyonun, hiicre i¢i serbest radikallerin
olusumunu tetikledigi, bunun sonucu olarak da kontrol gruplartyla karsilagtirildiginda hiicre
biiyiime Ve ¢ogalmasinda istatistiki olarak anlamli bir artisin olmamasina ragmen 0steojenez
stirecinde ALP gen ifadesinde olmasi gereken artisi ve biyominerallenmeyi Onledigi

diistiniilmektedir.

Calismamiz yenileyici tedavi yontemleri, hedefe yonelik ilag salinimi gibi yontemlere bir
arag olarak kullanilan SMA’nin bu uygulamalar sirasinda kok hiicreler iizerindeki etkisinin
anlasilmasina yonelik bir baslangic ¢alismasidir. Ileriki calismalarimizda, deney setlerinin
farkhh SMA seviyelerinde etkisini gozlemlemek iizere genisletilerek, bu SMA
uygulamalarinda ortaya cikan hiicresel cevaplarin farkli gen ve protein markirlarinin
transkripsiyon ve ekspresyon diizeyinde 6l¢iimleri ile incelenmesi hedeflenmektedir. Ayrica
ileri seviye ¢alismalarda, orta siddetli SMA’nin hiicre oryantasyonu tizerindeki etkisinin
membran mikrodomeinleri (raft benzeri yapilar veya tetraspaninler) lizerindeki etkisinin
gosterilmesinin de agiklayici olacagi diisiiniilmektedir. SMA tesirinin hiicre ¢ogalmasi ve
farklilagsmasi tizerindeki etkisinin agiklanmasinda, ortama antioksidan etken ilavesiyle
(vitamin C vb.) beraber orta siddetli SMA tesirinin tekrarlanacagi in vitro modellerin islevsel

olacagi deneyler planlanabilir.
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