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OZET

DOKTORA TEZi

ELEKTRIKSEL UYARIM iLE SiNiR HUCRESiIi BUYUMESININ INCELENMESI

Sarper KARA

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Biyomedikal Miihendisligi Anabilim Dah

Biyomedikal Miihendisligi Programi

Damisman : Prof. Dr. Mukden UGUR
II. Damisman : Prof. Dr. Aydin AKAN

Elektromanyetik alanlar insanlarda terapi amagli uzun zamandir kullanilmakta olup etkinligi
bilinmektedir. Bu giinlerde doku rejenerasyonu i¢in kullanimi Onerilmektedir. Sinir
rejenerasyonu i¢in elektrik kullanilmasi dahili olarak veya cilt disi olarak uygulanmaktadir.
Sinir hiicrelerinde akson uzamasini ve sinir rejenerasyonunu uyarmak i¢in dogru akim (DC)
elektrik alanlarimin kullanimi ¢esitli ¢alismalarda uygulanmigtir. Calismamizda DRG sinir
hiicrelerinin kontrollii ve yonlii biiyiimesi elektromanyetik alan kullanilmistir. Onceki basarili
calismalarda kullanilan sistemlere ve sinyal Ozelliklerine benzer tipte sinyal iiretebilecek
kuvvetlendirici tasarlanmistir. Sinir hiicrelerinin uzamasinin tek bir yone olmasi planlandigi
icin asimetrik dalga formu seklinde iiretilmis sinyal hiicrelere uygulanmistir. DRG hiicrelerinin
secilme sebebi ise bu tip sinir hiicrelerinin rejenerasyon yeteneginin diger sinir hiicrelerine gore
daha fazla olmasidir. Birgok ¢alismada DRG sinir hiicreleri tercih edilmistir.

Temmuz 2022, 87 sayfa.
Anahtar kelimeler: Sinir rejenerasyonu, PEMF, DRG

XV



ABSTRACT

Ph.D. THESIS

INVESTIGATION OF NEURON GROWTH WITH ELECTRICAL STIMULATION

SARPER KARA

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies
Department of Biomedical Engineering

Biomedical Engineering Programme

Supervisor : Prof. Dr. Mukden UGUR
Co-Supervisor: Prof. Dr. Aydin AKAN

Electromagnetic fields have been used for therapy in humans for a long time and their
effectiveness is known. These days, its use is recommended for tissue regeneration. The use
of electricity for nerve regeneration is applied internally or extracutaneously. The use of direct
current (DC) electric fields to stimulate axon elongation and nerve regeneration in nerve cells
has been applied in various studies. In our study, electromagnetic field was used for
controlled and directional growth of DRG nerve cells. An amplifier is designed that can
produce a signal type similar to the systems and signal properties used in previous successful
studies. Since the elongation of the nerve cells is planned to be in one direction, the signal
produced in the form of an asymmetric waveform was applied to the cells. The reason for
choosing DRG cells is that this type of nerve cells have a higher regeneration ability than
other nerve cells. DRG nerve cells have been preferred in many studies.

July 2022, 87 pages.

Keywords: Nerve regeneration, PEMF, DRG
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1. GIRIS

Elektromanyetik alan uygulamalar1 uzun zamandir insanlarda terapi igin kullanilmakta
ve son birkag¢ yildir doku rejenerasyonu igin onerilmektedir. Bu konuyla ilgili ilk ¢aligmalar
Basset tarafindan ortaya konulmustur [2]. Sinir rejenerasyonu i¢in elektrik kullanimi elektrotlar
araciligiyla ya dahili olarak (invaziv olarak) veya harici olarak (invaziv olmayan sekilde)
elektrik veya elektromanyetik alanlar seklinde uygulanir. Uygulamalarda elektrik akimi ve
ortaya ¢ikan elektrik alan dogrudan iiretilerek dokulara verilir. Bu sekilde yiiriitiilen ¢alismalar

McCaig ve Borgens tarafindan ortaya konulmustur [3], [4].

Sinir hiicrelerinde akson uzamasini ve sinir rejenerasyonunu uyarmak i¢in dogru akim
(DC) elektrik alanlar1 gesitli ¢aligmalarda kullanilmistir [S]-[9]. Elektrotlar elektrik alanini
saglamak icin kullanildigindan, bu yontemler invazivdir. invaziv olmayan darbeli manyetik
alanlar (PMF-Pulsed Magnetic Fields), gesitli hiicre tiplerinin hem in vitro hem de in vivo

biiylimesini saglamak i¢in basariyla uygulanmistir [10]-[14].

Hiicre kiiltiirlerini diistik frekansa maruz birakmak i¢in kullanilan ¢ogu bobin sistemi
PMF i¢in diizenlenmis dairesel bobinler (Helmholtz bobinleri ¢ifti) olarak kullanilmaktadir.
Bazi ¢aligmalarda, civciv embriyo dorsal kok ganglionlarindan (DRG-Dorsal Root Ganglia)
sinir hiicresi biiylimesi iizerindeki PMF etkilerini incelemek icin dairesel Helmholtz bobinleri
kullanilmistir. PMF'ye maruz birakilan kus DRG'sinde sinir hiicresi uzunlugu artis1 ve

yonlenmesi gozlemlenmistir [15], [16].

Yatay olarak yerlestirilmis, bobinler, bobinler arasindaki diizleme dik hiicre kiiltiirii
ortaminda nispeten homojen bir manyetik aki yogunlugu (B) iiretir. Indiiklenen elektrik alan
(E) ve akim yogunlugu (J) ortamdaki dairesel yollar1 takip eder. Bobinlerdeki akim da (I) ayn1
zamanda dairesel yol izler. Battocletti ve arkadaslart PMF ile biyolojik dokunun uyarilmasi i¢in

bir kutu seklinde bobin sistemi 6nermislerdir [17].

Bu tez ¢alismasinda DRG sinir hiicreleri bakir levha iizerine yerlestirilerek uygulanan
degisik dalga formlarinda hiicre uzama ve yonelim durumlarina bakilmistir. Diger
caligmalardan farkli olarak bir sargi (Helmholtz bobinleri, kutu yapis1 vb.) olusturmak yerine

diiz bir levha tizerinde elektrik alan (eslik eden manyetik alan) etkilerine odaklanilmistir. PMF



tipinde 10kHz tliggen, kare ve testere disi dalga formlar1 kuvvetlendirilerek {izerinde hiicrelerin
oldugu bakir levhaya uygulanmistir. Uygulama sirasinda hiicrelerin ortam sartlarini saglamak
icin bakir levhanin inkiibator iginde olmasi gerekliligi vardir ve test diizenegi bu yapiya uygun

olarak hazirlanmistir.

Kuvvetlendirici kati, bakir levhaya uygulanan giic degerinin arttirilmasini saglayacak
(sagladigr yiiksek akimlar1 devamli verebilecek yapida) ve uzun siireler ¢alisabilecek sekilde
tasarlanmistir. DRG sinir hiicrelerinin bir giin alana maruz birakildigi testler yapilmistir. Sistem
kuvvetlendiriciyi besleyebilecek giicte bir transformator, kuvvetlendiricinin beslemesini
saglayan dogrultucu, kuvvetlendirici ve gerekli sogutucu elemanlardan olusmaktadir. Gerekli
dalga formlar isaret iiretecinden saglanarak kuvvetlendirici ile kuvvetlendirilip bakir levhaya

verilmistir.

Yapilan calismanin benzetim sonuglarini Slgiilen degerlerle karsilastirabilmek igin
Comsol programinda elektromanyetik analizler yapilmistir. Bu asamada bos bakir levha i¢in ii¢
ayr1 dalga formunda (liggen dalga, kare dalga ve testere disi dalga) gergekte uygulanan isaretler
benzetim ortaminda uygulanarak levha iizerindeki alan ve potansiyel degisimleri incelenmistir.
Daha sonra hiicrelerin bakir levhaya yerlesimi sonucu hiicreler iizerindeki alan ve potansiyel
degerleri incelenmistir. Hiicrelerdeki uzamalarin boyutu ve yonleriyle ilgili olarak benzetim

sonugclari ile karsilastirmalar yapilmistir.

Bizim ¢alismamizda levhaya uyguladigimiz elektromanyetik alan asimetrik testere disi
seklindeki ticgen dalga ile modiile edilmistir. Calismamizin 6nceki ¢aligmalardan farkli olan
tarafi ve neticede de 6nemli degisiklikler bekledigimiz diger iki sinyal tipinden (liggen dalga ve
kare dalga) ziyade bu sinyal tipidir. Testere disi sinyalinin yapis1 geregi, sinyalin yiikselme
bolgesinde siiresi uzun, indiiklenme disiiktiir. Sinyalimizin diistiigii bolgede ise siire kisa ve
indiiklenme yiiksektir. Hipotezimizde uygulanacak olan her iki durumun sinir hiicresinin
uzamasini nasil etkileyecegi degerlendirilecektir. Yani incelenmek istenen, uzun siire ama
diisiik indiiklenme degeri mi yoksa kisa siire ve yiiksek indiiklenme degeri mi sinir hiicrelerinin
yonelmesinde etkili oldugudur. Bu ¢alisamadan elde edilen sonuglar ile sinir hasarlarinin
iyilesmesinde PMF kullanilarak tek bir yonde iyilesme saglanmasi ve normal kosullarda
iyilesmesi miimkiin olmayan sinir hasarlarinin tedavi edilmesi i¢in ¢aligmamiz 6nemli bir

referans olacaktir.



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1. OMURILIK HASARINA BAGLI FELC

Amerika Birlesik Devletleri'nde yillik omurilik yaralanmasi (SCI) insidansi, her yil
yaklasik 12.500 yeni vaka olup, mevcut tahmin milyonda 853'tiir[18]. Birincil travmatik SCI,
omurgaya mekanik darbeden kaynaklanir, bu da yer degistirmis kemik veya intervertebral
diskten spinal kanalin akut sikismasina veya kaza aninda omuriligin (SC) akut biikiilmesine yol
acar [19]. Ilk yaralanmadan sonra, SC'deki hasar, travmay1 takip eden saatlerde devam eder ve
ikincil SCI'ye yol agar. Bu ikincil hasar, artan serbest radikallerin varligindan, hiicre zar1 islev
bozuklugundan, hiicre 6liimii ve ndroinflamasyondan kaynaklanir, sadece hasarli alan i¢inde
degil, ayn1 zamanda bozulmamigs komsu SC'den de ndrodejenerasyona yol agar [20]-[25].
Yaralanmis omurilik nadiren diizgiin bir sekilde iyilesir. Pro-inflamatuar makrofajlar, uzun
stireli bir inflamatuar fazi gii¢lendirir ve yeniden yapilanma uygun sekilde baglatilmaz, bu
nedenle makrofaj aktivasyonunun muhtemel bir katki sagladigi goriiliir [26]. SCI'den sonraki
ilk 24 saat i¢cinde mikroglia fagositoz hasarli materyal[27]. 2-3 giin sonra dolagimdan periferik
makrofajlar yarali omurilige aktiginda, hemen hasarli aksonlar1 ve diger dokiintiileri fagosite
etmeye baslarlar. 7. giinde, maksimum sayilara ulastiklarinda, hasarli dokuyu fagosite etmede
mikroglia'nin ¢ok Otesine gecerler [27]. Hem makrofajlarin hem de mikroglianin belirsiz
varligi, SCI'nin ikincil etkilerine katkida bulunabilir, bu sayede néroenflamasyon skarlasmaya

[28] ve sinir hasarina [29] yol agar.

Omurilik keskin bir delici kuvvetle yirtildiginda veya yumusatildiginda, kiint bir
kuvvetle (en yaygin olarak ezildiginde veya sikistirildiginda) veya bir vaskiiler hasar ile
enfarktiis olustugunda, omurilikte normalde “birincil yaralanma” olarak adlandirilan nérolojik

bir hasar baslar[30]

Yarali insan omuriliinin goriintiilenmesi ve histolojisine dayanarak, travmatik SCI,
Bunge ve meslektaslar1 tarafindan “bosluk olusumu ile kontiizyon (¢iirtime), biiyiik sikistirma

veya yirtilma" olarak siiflandirilmistir. [31]

Mekanik yaralanma, dakikalar ve haftalar icinde meydana gelen ve daha fazla nérolojik
hasara yol agan “ikincil yaralanma” olarak tanimlanan bir dizi biyolojik olaya yol agar. Son

olarak, yaralanmadan giinler veya yillar sonra ortaya ¢ikabilen ve beyin bolgeleri de dahil



olmak iizere hem ortograd hem de retrograd yonlerde nérolojik bozukluklara yol agan kronik
bir fazin baslangici vardir. [32]

ikincil ve kronik fazi olusturan biyokimyasal ve hiicresel olaylar1 anlamak, lezyon
yayilmasint en aza indirecek ve rejenerasyonu iyilestirecek umut verici tedavilere yol

acabilecek onemli bilgiler saglayabileceginden son derece 6nemlidir. [33]
Bu ikincil olaylar asagidakiler gibidir:

Vaskiiler degisikliklere kanama, vazospazm, tromboz, otoregiilasyon kaybi, kan beyin
bariyerinin yikilmasi ve inflamatuar hiicrelerin infiltrasyonu dahildir. Bu 6dem, nekroz ve

iskemiye yol acar. [34]-[36]

Serbest radikal olusumu ve lipid peroksidasyonu - omurilik néronlarinda oksidatif
oliime neden olur [37] omurilik kan akis1 tekrar 6dem ve inflamatuar yanita yol agar [38], [39].
Serbest radikaller, hiicre zarinin ¢oklu doymamis yag asidi ile reaksiyona girerek, hiicresel ve
hiicre alt: organel zarlarinin normal fosfolipid mimarisinin peroksidasyonuna ve bozulmasina

yol acar.

Apoptoz-travmatik yaralanmalar da dahil olmak iizere gesitli gelisimsel ve hastalik
durumlarinda goriilen programlanmis hiicre liimiiniin bir seklidir. SCI'den sonra apoptozun

varhigimi gosteren gii¢lii morfolojik ve biyokimyasal kanitlar vardir [40]

Inflamatuar yanit — travmayi takiben yerlesik mikroglia aktive olurken, hizla infiltre
olan I6kositler artan miktarda sitokin ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) salmaya baslar [41]. Bu,

daha yiiksek 16kosit ekstravazasyonuna ve daha fazla doku hasarina izin verecektir[42].

Son olarak, kronik faz, beyaz cevher demiyelinizasyonu, gri cevher ¢oziinmesi, bag dokusu
birikimi ve glial skar olusumuna yol agan reaktif gliozis gibi olaylari igerir. Glial yara izi,
aksonlarin iginden biiytimesini engelleyen fiziksel bir bariyer gibi davranir. Agirlikli olarak
reaktif astrositler, mikroglia/makrofajlar ve hiicre dis1 matris molekiilleri, 6zellikle kondroitin
siilfat proteoglikanlar tarafindan olusturulur [43]-[45]



2.2 OMURILIK HASARINA BAGLI FELCINDE TEDAVISEL YAKLASIMLAR

Merkezi sinir sistemi olusabilecek hasar durumlarmma iyilesme yoniinde tepki
verebilmektedir. Ogrenme siireci, beceri edinme ve &zellikle bir yaralanmaya tepki, ndronal
yeniden organizasyona, sinaptik yeniden diizenlemelere, néronal aktivasyon modelinde

degisikliklere ve saglam veya lezyonlu akson kollateral filizlenmesine yol agar.[33]

2.2.1. Omurilik Hasarmna Bagh Fel¢ Tedavisinde Hiicresel Yaklasimlar

Hiicre terapoétikleri, omurilik yaralanmasini (SCI) tedavi etmek i¢in en umut verici
yaklagim olarak ortaya cikmaktadir. Hiicre terapdtiklerinin mekanizmasi, yaygin olarak,
nakledilen hiicreler ve konake1 hiicreler arasindaki, yerel mikro ortami degistiren ve dolayisiyla
SCI sonrast histolojik veya fonksiyonel sonuglari etkileyen dogrudan etkilesim olarak
tanimlanir. Simdiye kadar, farkli aragtirma gruplari tarafindan gelistirilen bircok deneysel
onarim stratejisi, kac¢inilmaz merkezi sinir sistemi (CNS) ortamini iyilestirerek ¢esitli hiicre
nakilleri i¢in aksonal biiyiimeyi tesvik etmeye odaklanmistir. Ozetle, farkli SCI modellerinin
farkli deneylerde farkli avantajlari ve dezavantajlar1 mevcuttur. Kontiizyon ve kompresyon
modelleri, klinik uygulamada SCT'li hastalarin patofizyolojisi ile yakindan iligkilidir, oysa
hemiseksiyon ve transeksiyon, spinal aksonal rejenerasyon ¢aligmasi i¢in daha degerlidir. Bu
nedenle, hayvan modelini daha degerli kilmak i¢in, omurilik transeksiyonunun primat modeli

en iyi aragtirma modellerinden birisidir.

2.3. OMURILIiK HASARINA BAGLI FELCTE ELEKTROMANYETIK ALAN
UYGULAMALARI

Elektrik alanlar zamana bagli olarak de§isen manyetik alanlar vasitasi ile
indiiklenebilirler [46], [47]. Elektromanyetik alanin hiicre zarinda enzim veya iyon akigini
tetikledigi ve noronun gelisiminin bu sayede oldugu bilinmektedir [48]. Uygun kiiltiir
kosullarinda tutulan ve elektromanyetik alan uygulanan Dorsal Kok Gangliyonu (DRG)
hiicrelerinin, elektromanyetik alan uygulanmayan hiicrelere gore birka¢ kat daha fazla

bliylidiigii bilinmektedir [49]. DRG hiicre organlar1 duyusal sinir hiicrelerini igerir. Bu hiicreler



tek kutuplu, ¢evre dokular, deri, kas ve i¢ organlarin merkezi sinir sistemi ile “spinal dorsal
boynuz” tizerinden baglandigi iki aksonlu néron tiiriidiir. Duyusal sinir hiicreleri dokunma, agrt,
termal gibi duyumlar da dahil olmak {izere somatik duyu iletim sistemini olusturur. Bu nedenle,
DRG hiicre kiiltiirii yaygin olarak duyusal hiicresel mekanizmalari, duyusal sinir hiicreleri ve
sinirsel gelisim fizyolojik fonksiyonlar1 incelemek i¢in kullanilir. Noronal hiicre kiltiirii
elektrofizyoloji, sinyal iletimi, ndrotransmitter ya da kalsiyum goriintileme ile ilgili
caligmalarda uygulanabilir. Toplamda 808 DRG hiicresi kullanilan bir calismada hiicreler tepe
degeri 4 mT olan elektromanyetik alana tabi tutulmuslardir. Bahsedilen elektromanyetik alan
karsilikl1 yerlestirilmis Helmholtz tipi bobinler vasitasi ile hiicrelere uygulanmistir. DRG
bliylime yonlerini incelenmek icin hiicreler petri kaplarina ekilmistir. Ekilen kaplar dort
bolgeye ayrilip bu bolgeler numaralandirilmistir. DRG biiytimesi kontrol gruplarinda tiim
bolgelerde birbirine ¢ok yakin gézlemlenirken, darbeli manyetik alanin (Pulsed Magnetic Field-
PMF) uygulandiginda, manyetik alan ¢izgileri ekseninde DRG’lerin her iki yonde daha fazla
gelistigi gdzlemlenmistir [50].

Cesitli calismalarda, yaralanmadan sonra omurilik dokusunda plastisitenin gergeklestigi
dogrulanabilmistir. Bu ¢alisma ilk olarak tam omurilik transeksiyonlu felgli kedilerin bir kosu

bandinda yiiriimek i¢in egitilebileceginin gézlemlenmesiyle 6nerildi[51]

Noronal plastisitenin arkasindaki spesifik biyolojik mekanizmalar hala tam olarak
bilinmemektedir. SCl'den kaynaklanan ikincil gelisimin bilesenleri, gbzlemlenen plastisitede
onemli bir rol oynayabilir. Hasarli kan beyin bariyeri ve SCI sonras1 bagisiklik tepkisi, sinir
dokusunu omuriligin hiicresel seviyesinde degisikliklere neden olan yiiksek konsantrasyonda

sitokinlere ve biiyiime faktorlerine maruz birakir [52].

Omurilik hasarindan dolay1 olusan felg igin heniiz bir tedavi bulunamamistir [53].
Bugiine kadar, ikincil SCI gelisimini 6nleyen ve omuriligi iyilestirmeyi ve ndrolojik islevi eski
haline getirmeyi amaglayan rejeneratif siiregleri indiikleyen Gida ve ilag idaresi (FDA) onayli
bir farmakolojik ajan yoktur [54], [55]. Epidural olarak veya dogrudan lezyonlu omurilige
uygulanan elektrik alanlarin (EF'ler) uygulandigi tedavilerin faydali etkileri belgelenmistir [56].
Bununla birlikte, bu teknigin bir dezavantaji, cerrahiye ve implante edilmis bir elektrota ihtiyag
duymasidir, bu da yan etki olusma riskine neden olur. Omurilik yapisinda mevcut olan elektrik
devrelerine benzer yapiyr elektriksel olarak etkinlestirmek igin alternatif bir yOntem,
bozulmamis omurlar iizerinde invaziv olmayan bir elektromanyetik alan (EMF) uygulamasidir.

Darbeli EMF, elektrik ve manyetik alan olusumunu saglayarak ve saglam dokulari asarak



alttaki yapilarin derinliklerine iletilebilir. Bu 6zelligi sayesinde tam motor ve duyusal SCI'li
hastalarla yapilan ¢alismalarda kullanilmistir [57]. Yaralanmis insanlarda [58] ve beyinleri
bozulmus kedilerde [59], go6gilis seviyesindeki EMF'nin bacaklarda lokomotor benzeri
hareketleri indiikledigi gézlemlenmistir. SCI mevcut olan kemirgenlerde [60] ve kedilerde [61],
omurilige tekrarlanarak uygulanan EMF faydali fonksiyonel sonuglar saglamistir. Ozellikle,
darbeli elektromanyetik alanin (Pulsed Electro Magnetic Field, PEMF) sinir biiyiimesini ve
rejenerasyonunu ve ayrica hem in vitro hem de in vivo olarak periferik sinirlerin fonksiyonel
iyilesmesini uyardig1 gosterilmistir [62]-[67]. Bununla birlikte, ¢ok az arastirma EMF'nin
merkezi sinir sistemi (CNS) tizerindeki etkilerini incelemistir. PEMF'nin in vitro olarak spinal
noronlar ve dorsal kok ganglionlarinda norit biiylimesini arttirdigi rapor edilmistir [68], [69].
Sinir dokusunun yani sira tiim yumusak dokularin bilylimesini ve yenilenmesini desteklemek
icin in vivo olarak kullanilan PEMF sinyallerinin frekanst 100 Hz (hertz) civarlar1 ve
olusturduklart aki yogunlugu 5 mT (mili tesla) civarlart oldugu goriilmistir. Ezilme
yaralanmasina maruz kalan sinirler, transeksiyon yaralanmasina maruz kalan sinirlere gore

daha hizli yenilenir ve uygun hedeflere daha iyi ulasir[70].

2.4, ELEKTROMANYETIiK ALAN MEKANIZMASI

PMF nin sinir hiicresi gelisimine olan etkilerinin anlatildig1 diger bir ¢alismada bobinler
yerine 0zel bir kutu tasarlanmis ve kullanilmistir. Bu diizenek ile yapilan deneyde uzama
etkisinin daha ydnlendirilebilir oldugu goriilmiis, manyetik alanin kutunun neredeyse tiim
ylizeylerinde homojen kalmasit saglanmistir. Bdylece sinir hiicresi biiylimesinin
degerlendirildigi bir ¢alismada biiyiimenin elektrik alana paralel (+) ve (-) yonlerde oldugu
gosterilmistir [71], [72]. Yapilan bir diger ¢alismada sinir hiicrelerine birbirinden farkli
ozelliklerde sinyaller ile iretilmis elektromanyetik alanlar uygulanmistir. Bunlar arasinda
PMF’in etkisi sadece uzama ile sinirli kalmamis ayn1 zamanda norotransmitter salinimini da
tetiklemistir [73]. Bahsedilen PMF’leri iiretmek i¢in kullanilan sinyallerin sekli kare dalga
bigiminde yani simetrik atimlar seklindedir [71]-[74].

2.5. ELEKTROMANYETIK ALANLAR

Elektromanyetik alan, elektrik alan ve manyetik alanin kombinasyonudur.
Elektromanyetik dalgalar birbirine dik elektrik alan ve manyetik alanin belli yonde hareketi ile

meydana gelir. Maxwell denklemlerinden olan Faraday Yasasi ve Ampere Yasasi elektrik alan



ve manyetik alanin iliskisini ortaya koyar [75]. Degisken manyetik akilarin elektrik alan ve
degisken elektriksel akilarin manyetik alan olusturdugu ortaya konulmustur. Faraday Yasasi

Denklem 2.1°de ve Ampere Yasasi Denklem 2.2°de verilmistir.

_ _%s
$ Edl = — 2 (2.1)
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2.5.1 Elektrik Alan

Durgun yiiklii parcaciklar, yiik durumlarina gore birbirlerine elektriksel itme veya
cekme kuvveti uygularlar. Bu parcaciklarin arasindaki uzaklik d ve yiik degerleri q4, q, olmast
durumunda iki pargacik arasindaki hesaplanan elektriksel kuvvet Coulomb kanunu verilebilir

ve Denklem 2.3’de bu durum ifade edilmistir[1], [76].
la1llgzl
F= k% (2.3)

Denklemde k, Coulomb sabitidir. ST (Systéme international d'unités) birim sisteminde

Coulomb sabitinin asagidaki degeri alir.

k = 8,9875x10° N.m?2/C? (2.4)

k=— (2.5)

4-1'[80

Denklemlerdeki g, boslugun dielektrik sabiti olup, degeri 8,8542x10° C2?/N.m? dir.

Bir parcacigin belirli bir uzaklikta meydana getirdigi elektrik alanin biiyiikligi o
noktadaki q birim yiikiine ne kadar kuvvet uygulanacaginin gostergesidir [76].

Elektrik alan, vektorel bir biiyiikliik (yonlii) olup, Sekil 2.1°de olusturdugu alan ¢izgileri
verilmistir. Elektrik alan vektori elektrik alan ¢izgilerine her noktada tegettir ve alan ¢izgileri
hicbir noktada birbirlerini kesmezler. Elektrik alan ¢izgileri art1 yiikten ¢ikip bir eksi ylikte
sonlanirlar. Elektrik alan ¢izgilerinin sayis1 yiik miktartyla dogru orantilidir [1], [76].

Elektriksel aki yogunlugu Elektrik alan ile dielektrik sabiti tizerinden iligkilidir.

D =¢E (2.7)



(a) (h) (c)

Sekil 2.1 : Elektrik Alan Cizgileri (a) Pozitif Yiikiin Elektrik Alan Cizgileri (b) Negatif Yiikiin
Elektrik Alan Cizgileri (¢) Elektrik Dipolii Elektrik Alan Cizgileri [1].

2.5.2 Manyetik Alan

Manyetik alan hareketli yiiklerin varliginda olusur ve elektrik alan ve manyetik alan
birbirini tetikler. Herhangi bir noktadaki B manyetik aki yogunlugu (dolayisiyla manyetik

alani), v hiziyla hareket eden yiiklii bir parcaciga bir manyetik kuvvet uygular [77].
Fg = qVxB 2.7)
Manyetik aki yogunlugunun Sl birim sisteminde birimi Tesla (T) veya wb/m?’dir.
B = uH (2.8)
Biot-Savart yasasina gore I akimini tagryan L uzunlugunda bir iletken tel diisiiniildiigiinde

telden d kadar uzakta akimin telin etrafinda olusturdugu manyetik alanin biiyiikligiini

Denklem (2.9)’da verilmistir [1].

_Hol L (2.9)

i (&2rar)

Elektrik Alan nokta yiikten ¢ikan dogrular boyunca olmasina karsin akim elemaninin
olusturdugu manyetik alanin yonii ise vektorel carpim geregi elektrik alana diktir. Etrafina
pusula ignesi yerlestirilen iletken telin lizerinden bir akim gegtiginde manyetik alanin yoni

Sekil 2.2°de verilmistir. Goriildiigii lizere; dairesel bir manyetik alan olusmaktadir.
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Sekil 2.2: iletken Telden Bir Akim Gegtiginde Manyetik Alanmn Yénii [1].

Kapali dairesel bir yol boyunca degeri her yerde ayni olan manyetik alan hesabi i¢in

Ampere Yasasi kullanilabilir.
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3. YONTEM

3.1. EMBRIYOLARIN ELDE EDILMESi VE HUCRE KULTURU CALISMALARI

Hiicrelerin iginde bekletilecek olan petrilerin kaplanmasi ilk asamadir. Petriler 35 mm
capinda olup, 750 pl %10°luk poly-L-lysine, (75ul pll+675 pl sterile distile su) ile kaplanir. Iki
saat oda sicakliginda kabin iginde bekletilir. iki saatin sonunda 3 kez steril distile su ile yikanur.
Kurumaya birakilir. Polilizinler yiizeylerin hidrofilik hale getirilmesinde kullanilir. Periferik
noronlarin ekstraseliiler matrisinde bulunan bir protein olan lamininin kaplamasinda ise; 500ul
%0.1 ‘lik laminin (Spl laminin + 495 steril distile su) 35mm’lik steril petrinin ortasina yayailir.
Bir gece 37 C’de bekletilir. Hiicreler ekilmeden 6nce 3 sefer steril distile suyla yikanir ve

kurumaya birakilir.

Kiiltlir yapilmadan 6nce vasatlarin yapilmasi gereklidir. Diseksiyon vasatinin yapilma
sekli soyledir; yaklasik 15ml RPMI’a %1 glutamaks ve %1 antibiyotik eklenir. Diseksiyona
kadar +4°C’de tutulur. Diseksiyon soguk ortamda yapilirsa dokularin bozulma siireci
yavaglayacaktir. Kiltir vasati igin ise; yaklagtk 10 ml NBA’ya, %1 glutamaks, %1
antibiyotik,%2 B27 eklenir. Etiivde, kapagi yarim agik sekilde muhafaza edilir. Vasatlarin taze
hazirlanmas1 gereklidir. Glutamax ilavesinden sonra 3 giin i¢inde kullanilmalidir. Hiicrelerin
ekilecegi petri bolgeleri matrigel damlatilarak kaplanir. Bu madde hiicrelerin tutunma oranini

artiracaktir.

En az 15 Dorsal Root Ganglia (Dorsal Kok Gangliasi, DRG) hizla ¢ikarilir. Hiicrelerin
¢ikartilmas1 asamasinda sekil 3.1°deki AmScope marka SM-ANTP diseksiyon mikroskobu

kullanilmistir.
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Sekil 3.1. Diseksiyon mikroskobu.

Sekil 3.2: Yenidogan fare.

Sekil 3.2°de goriilen yenidogan balb-c cinsi farelerin kafalar1 makasla hassas bir sekilde
kesilmek suretiyle dtenazi edilir. Otenazi edilen fare DRG hiicreleri gikartilmak igin sekil 3.3de

gosterildigi gibi igne ile sabitlenir.



13

Sekil 3.3. igne ile sabitlenmis fare.

Fare sabitlendikten sonra kosta bolgesi Sekil 3.4’deki gibi yarilarak sirt bolgesine

ulagilir.

Sekil 3.4. Kostanin agilmasi.

DRG hiicrelerinin konumu geregi 6n bolgenin agilarak omurgaya ulasilmast ve bu
a¢idan DRG’lerin toplanmasi basar1 oranini yiikseltmektedir. Sekil 3.5°de DRG’lerin toplanma

asamasi goriilmektedir.
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Sekil 3.5. DRG’lerin toplanmasi.

Gangliyonlar sekil 3.6°’de goriildiigii gibi toplandiktan sonra diseksiyon vasati ile

doldurulmus petriye aktarilir.

Sekil 3.6. Petriye aktarilan DRG hiicreleri.
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Elde edilen hiicreler istenen metotla sayilir. Bu protokolle 20 adet DRG’den 3-5 x 10°
noron elde edilebilmektedir. Cikarilan gangliyonun/hiicrenin sayis1 veya yapilacak deneyin
ihtiyaglari géz 6nlinde bulundurularak hiicreler 400 ila 700 pl kiiltiir vasati ile seyreltilir.

Yikanip kurutulmus petriye Sekil 3.7°de oldugu gibi ekilir.

Sekil 3.7: DRG’lerden izole edilen hiicreler petriye ekilerek cogaltilir.

Sekilde gorildiigii gibi her bir petri dort par¢aya ayrilmig ve her parganin tam merkezine
hiicreler ekilmistir. Bu islemden sonra hiicrelerin petrilere tutunmasi i¢in bir giin boyunca
dinlenme siiresi olmalidir. Hiicrelerin gelisebilmeleri ve uygulanacak elektromanyetik alanin
etkilerini gozlemlenebilmesi igin ncelikle tutunma gergeklesmelidir. Bir giiniin sonunda deney
gruplar1 olusturmak amaciyla hiicreler gruplara ayrilmislardir. Gruplar1 1) EMF’ye tabi tutulan
ve 2) Kontrol grubu, seklinde belirtilmistir. Daha sonra manyetik alanin tipini degistirerek farkli
durumlar incelenecektir. Ayrica farkli deney gruplarinda elektromanyetik alanin aktarildig:
levhaya elektromanyetik alan uygulamadan da bazi hiicreleri inkiibatorde bekletereck SHAM

grubu olusturulmustur.

[Ik deney gruplarinda EMF uygulanacak hiicreler arasinda da asagidaki alt gruplar

olusturuldu;
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1. grup ilk 24 saat EMF uygulamasi, sonraki 72 saat dinlenme,
2. grup ilk 48 saat EMF uygulamasi, sonraki 48 saat dinlenme,
3. grup ilk 24 saat dinlenme, sonraki 24 saat EMF uygulamasi, son 48 saat yine dinlenme

4. grup ilk 24 saat dinlenme, sonraki 48 saat EMF uygulamasi, son 24 saat yine dinlenme
seklinde olacaktir.

Onceki calismalardan ve bu deney gruplarindan elde ettigimiz sonuglara dayali olarak
EMF uygulamasinin tek bir sekli olmasina karar verildi. Deneylerde ilk 24 saat dinlenme,
sonraki 24 saat EMF uygulamasi, son 24 saat yine dinlenme seklinde olmustur. Bu karardan

sonra EMF uygulanacak levha tizerinde (Sekil 3.8.a) hiicreler asagidaki sekildeki gibi (Sekil

3.8.b) yerlestirilmistir.

Sekil 3.8: a) PEMF uygulanan bakir levha alanlara ayirilmig durumda, b) bakir levha tizerine
hiicreler yerlestirilmis.

3.2. TASARLANAN KUVVETLENDIRICi

Yeni dogan fare DRG sinir hiicrelerinin uyarimi i¢in elektromanyetik alan degerinin
yiikselmesi ve uygun sinyal genliginde ve frekans degerinde etkilesime girmesi gerekmektedir.
Bu amacla daha 6nce denenmemis ii¢ ayr1 dalga (iiggen, kare ve testere disi) formunda isaret

dretilmistir. Dalga sekillerini iiretmek ve kuvvetlendiricinin giris sinyali olarak
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kullanabilmesini saglamak i¢in GW Instek AFG-2125 model isaret lireteci kullanilmistir. Sekil

3.9°de isaret iireteci verilmistir.

Sekil 3.9: Isaret Ureteci.

Isaret iireteci 1Hz Coziiniirliikte 0.1Hz’den 5/12/25 MHz’e kadar bant genisligi
saglayabilmektedir ve 10Vpp (tepeden tepeye) genlik verebilmektedir. Cihazin giicii 15VA
degerindedir. Isaret iireteci ¢ikis olarak istenen degerlerde giiglere ulasamadigi igin
kuvvetlendirme katina ihtiyag duyulmustur. Isaret iiretecinden 4Vpp liggen, 5Vpp Kare ve 5,3Vpp
testere disi olmak iizere 10kHz frekansinda alternatif akim (AA) isaretleri ¢ikis olarak
alimmustir. Bu isaretler kirpmaya ugramadan kuvvetlendiriciden ¢ikis alinabilen {ist limitlerdir.
Isaretin genlik degerleri ger¢eklenen kuvvetlendirici ¢ikisinda bozulma olmadan almabilecek

en uygun degerler olarak secilmistir.

Kuvvetlendirici ile igaret iiretecinden alinan isaretler kuvvetlendirerek sinir hiicrelerinin
yerlestirildigi test plakalarina uygulanmistir. Yiiksek akim degerlerine (diisiik plaka direnci
nedeniyle) ulasildig1 i¢in yiiksek elektromanyetik alan degerleri elde edilmistir. Bu asmada

kullanilan kuvvetlendiricinin devre semasi Sekil 3.10 de verilmistir.
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Sekil 3.10: Kuvvetlendirici Diyagrami.

BNC konektoriinden alinan giris isaretinin giicii kuvvetlendirilir. Gergeklenen
Kuvvetlendirici giicii yiikseltmek i¢in kaskad ve 4 katli olarak gergeklenmistir. Tek kat yapisi
Sekil 3.11°de goriilmektedir.

I

Sekil 3.11: Tek Kat Kuvvetlendirici Yapisi.
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Kuvvetlendiricinin 6mT manyetik alan degerine ulasabilmesi i¢in kuvvetlendiricinin
cikis akim degerinin 25A {iizeri olmas1 gerekmektedir. Bu nedenle dort katli kuvvetlendirici
tasarlanmistir. Yeterince sogutma saglanabilmesi i¢in kaskad yapiya sogutucu fan ve

aliminyum sogutucu eklenmistir. Kaskad kuvvetlendirici yapisi Sekil 3.12°de verilmistir.

Sekil 3.12: Kaskad Kuvvetlendirici Yapisi.

Kuvvetlendirici yapisinda bulunan gii¢ Mosfetleri i¢in yiiksek gii¢ girisine ihtiyag¢ duyar.
Bunu saglayabilmek i¢in kuvvetlendiricinin gii¢ kat1 Sekil 3.13’de verilen S00VA giiciinde ve
12V c¢ikis gerilimine (sekonder) transformator ile beslenmektedir. DRG hiicrelerine uygulama
sirasinda uzun test siireleri gerektigi icin beslemenin daimi ve yiiksek giic kapasiteli olmasi
gerekmektedir. Transformator ¢ikist kuvvetlendiriciyi besleyebilmesi i¢in AA-DA doniisiimii
yapilarak (dogrultularak) kuvvetlendiriciye verilir. Dogrultucu kati Sekil 3.14’de

goriilmektedir.
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Sekil 3.14: Dogrultucu Kati.

Kuvvetlendirici ¢ikist DRG sinir hiicrelerine elektromanyetik alan uygulamak i¢in Fr-4
(cam takviyeli epoksi laminat) 20cm x 30cm tek tarafli bakir levha (plaket) uygulanmistir. DRG
sinir hiicrelerinin yerlestirildigi bakir levha (plaket) Sekil 3.15’de goriilmektedir. Bakir levha
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tizerinde olusan gerilim ve yiiksek akim nedeniyle homojen bir elektromanyetik alan olugmasi

beklenmektedir.

Sekil 3.15: FR-4 Bakir Levha.

Kuvvetlendirici ¢ikisinda elektromanyetik alanin uygulanacagr bakir levhanin
sistemden c¢ektigi akimi 6lgmek icin Pico TAO18 model pens ampermetre kullanilmustir.
Temassiz olarak 60A Ol¢lim alabilme kapasitesine sahip olan pens ampermetre Sekil 3.16°de

verilmistir.

Sekil 3.16: Pens Ampermetre.

Isaret sekillerini gdozlemlemek i¢in RIGOL DS1054Z osiloskop kullanilmustir. Cihaz
dort kanalli, 50Mhz bant genisliginde olup 1GS/s drnekleme yapabilmektedir. Osiloskop Sekil
3.17°de verilmistir.
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Sekil 3.17: Osiloskop.

3.3. TEST DUZENEGI

DRG sinir hiicrelerinin olabilecek en yiiksek degerde elektromanyetik alana maruz
kalmasi i¢in Sekil 3.18’deki test diizenegi kurulmustur. Sistemde sehir sebekesinden (AA,
230V, 50Hz) aliman gerilim besleme trafosu iizerinden 12V AA olarak dogrultucuya
girmektedir. Dogrultulan isaret kuvvetlendiriciyi beslemektedir. Yiiksek gii¢ c¢eken
kuvvetlendiricinin 1sinmasint azaltmak i¢in aliiminyum sogutucular ve fanlar kullanilmistir.
Kuvvetlendiriciye 10kHz frekansinda ve ti¢ ayr1 dalga formunda (kare, liggen ve testere disi)
AA isaret, isaret Uretecinden saglanmaktadir. Gerekli kuvvetlendirme islerinden sonra ¢ikis
isareti elektromanyetik alanin olusacagi bakir levhaya girilmektedir. Bakir levha iizerinde
uygun noktalara DRG sinir hiicreleri yerlestirilmektedir. Bakir levhanin DRG sinir hiicreleri
icin uygun kosullarda korunmasi gerektigi i¢in inkiibatdr (kulucka makinesi) iginde olmasi
gerekmektedir. Isaretlerin akim degeri manyetik alam1 ve gerilim degeri elektrik alam
gosterdiginden test diizeneginde bu degerlerin anlik takibi i¢in osiloskop ve pens ampermetre
sisteme bagli olarak dl¢lim vermektedir. Test diizeneginde DRG sinir hiicrelerinin uzamasi ve

hiicre durumlar1 mikroskop tlizerinden incelenmektedir.
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Pens Ampesaaectre

Sekil 3.18: Test Diizenegi.

Kuvvetlendirici ¢ikisinda kuvvetlendirilmis {i¢ ayr1 dalga formunda (kare, liggen ve
testere disi) AA isaret Osiloskop ile kaydedilmistir. Kayit edilen isaretlerin dalga formlari
Matlab programinda g¢izdirilistir. Sekil 3.19’da bakir plakaya girilen liggen dalga formu

goriilmektedir.
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Sekil 3.19: Uggen Dalga Isareti.

Sirastyla kare ve testere disi dalga formlart Sekil 3.20 ve Sekil 3.21°de verilmistir.
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Sekil 3.20: Kare Dalga Isareti.
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Sekil 3.21: Testere Disi Dalga Isareti.

3.4. ELEKTROMANYETIK ANALIZ

Tez kapsaminda literatiirdeki ¢aligmalardan farkli olarak bakir levhali sistem
kullanilarak DRG sinir hiicrelerinin bakir levha ile etkilesime girmesi Onerilmistir. Sargi
seklinde olan yapilarda endiiktans ve dolayisiyla manyetik alan 6n plandadir. Tez kapsaminda
Onerilen sistemde kapali bir ¢evrim yerine bakir levhali yap1 6nerilmistir. Bu sitemde elektrik

alan etkileri 6n plandadir.
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Indiiklenen elektrik alan ve akim yogunlugu ortamdaki dairesel yollar1 takip eder.
Asagidaki analiz iliskiyi gostermektedir. Akim (I) nedeniyle elektrik alan (E) ve akim
yogunlugu (J) olusur [78]. Onerilen sitemde bakir levha birbirine paralel coklu iletken tellerden
olustugu diisiiniilebilir. Bu durumda Levha tlizerinde olusan elektrik alan ¢izgileri ve manyetik

alan ¢izgileri Sekil 3.22°da goriilmektedir.

a) = b) >
¢ < E .
T < »[0®00 000
e

Sekil 3.22: Bakir Levha Uzerinde Olusan a) Elekrik Alan b) Manyetik Alan.

Elektrik alan ¢izgileri levha boyunca potansiyel fark noktalari nedeniyle olusur. Bakir
levhanin yatayda yan yana (paralel olarak) akim tastyan iletkenlerden olustugu kabul edilirse
ve bakir levhanin sonsuz uzunlukta genisligi oldugu varsayimiyla Sekil 3.14 b’deki manyetik
alan formasyonunu alir. Bir telden akan akim igin manyetik vektor potansiyeli (Biot savart
yasas1) Denklem 3.1°de verilmistir. Manyetik aki yogunlugu ile manyetik vektor potansiyeli
arasindaki iliski Denklem 3.2°de goriilmektedir. Denklemlerde ds kapali ¢evrimde dairesel en

kiiciik eleman ve r ise noktalar aras1 mesafedir.

— Ho ds
A=o03 3.1)
B=VxA (3.2)

Elektrik alan ¢izgileri levha boyunca potansiyel fark noktalar1 nedeniyle olusur. Bakir
levhanin yatayda yan yana (paralel olarak) akim tasiyan iletkenlerden olustugu kabul edilirse
ve bakir levha tlizerinde degisken akim (darbeli akim) varsa Denklem 3.3 gegerli olur. Darbeli

akim cesitli dalga formlarinda elde edilebilir.

0A
E=-2-w (3.3)
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Zamanla degisen akim nedeniyle manyetik aki yogunlugu da zamanla degisir. Degisken
manyetik aki yogunlugu elektrik alan olusturmaktadir. Levha {izerinde elektrik alan olmasi

durumunda akim yogunlugu J Denklem 3.4°de verilmistir.
] =oF (34)

Denklemde o (mho/m) elektriksel iletkenliktir.
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4. BULGULAR

4.1. MORFOLOJIK GOZLEMLER

Hiicrelerin EMF uygulamasina maruz birakilmalarinin ardindan gergeklestirilen gézlem
sonuglarina gore elektrik alan yoniinde uzamalar gosteren DRG hiicrelerinin 72. Saatteki

goriintiisii sekilde gosterildigi gibidir (Sekil 4.1). Buna gore bir¢ok deney grubunda elektrik

alan yonilinde uzamalar gézlemlenmistir. Hiicreler rastgele gruplardan se¢ilmistir.

Sekil 4.1: EMF etkisi ile uzama gosteren rastgele se¢ilmis DRG hiicreleri (10X biiyiitme).

4.2. DRG HUCRELERININ EMF UYGULAMASINDAN SONRA OLCULMESI

DRG hiicreleri EMF uygulamasindan sonra uygulama yapilmamis sham grubuna gore

onemli oranda uzama gostermistir.

Bu karsilastirmay1 yapabilmek i¢cin DRG hiicreleri ekildikten 24 saat sonra heniiz
herhangi bir EMF uygulanmamis iken hiicrenin tutunup yayilma gosterdigi sekil 4.2.°de
gosterilmigtir. EMF uygulamasi hiicreler petriye tutunduktan ve koloni olusturduktan 1 giin

sonra uygulanmaya baslamistir.
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Sekil 4.2: EMF uygulanmadan 6nceki ilk 24 saat her yone akson uzatan DRG hiicreleri.

4.2.1. UD Grubunun Sham Grubu ile Karsilastirilmasi

IIk deney grubuna uygulanan sinyal tipi simetrik {icgen dalga (UD) olup, her yéne
uzama gozlemlenmistir. Onceki ¢alismalardan edindigimiz bilgilere gore bu uygulama tipinde
hiicrelerin birbirine zit iki yone uzamasi beklenmekteydi. Ancak uygulamamiz sonucunda

hiicrelerin her yone neredeyse esit miktarlarda uzadig goriilmiistiir. (Sekil 4.3 a ve b)
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b

Sekil 4.3 (a ve b): EMF uyguladiktan sonra her yone akson uzatan DRG hiicreleri.
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Sekil 4.4: Sham grubu ile UD grubunun oransal karsilastirilmas.

Sekil 4.4’de Sham grubuna gére normalize edilerek hesaplanan 6lgiimlerde UD grubuna
maruz hiicrelerin sham gubuna gore yaklasik 1,4 oraninda daha fazla uzama gosterdigi

gorilmiistir.

4.2.2. KD Grubunun Sham Grubu ile Karsilastiriimasi

Ikinci deney grubunda kare dalga uygulanmustir. Bu deney grubunda da UD grubunda
da oldugu gibi akson gelisiminin sadece birbirine zit iki yone olmasi beklenmekteydi.

Sonuglarimiz bu beklentiyle uyumlu olmustur.

Hiicreler petriye ekildikten 1 giin sonra Sekil 4.2°de goriildiigli ¢ogalmaya ve akson
uzatmaya baglamistir. Takip eden 24 saatte EMF uygulanmis ve sonraki 24 saat EMF
uygulanmadan dinlendirilmis hiicrelerdeki uzama goriintiileri alinmig ve analiz edilmistir.

Uzamalar belirgin bir sekilde kuzey — giiney ekseninde yogunlasmustir (Sekil 4.5 (a ve b)).
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B

Sekil 4.5 (a ve b): EMF uyguladiktan sonra agirlikli olarak kuzey-giiney yoniine akson uzatan
DRG hiicresi.
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KD etikisi ile olusan gelisimin Sham grubu ile kiyaslandig tablo Sekil 4.6’dadr.
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Sekil 4.6: Sham grubu ile KD grubunun oransal karsilastirilmasi.

4.2.3. TD Grubunun Sham Grubu Ile Karsilastirilmasi

Ugiincii deney grubunda testere disi dalga (TD) uygulanmustir. Bu deney grubunda diger
gruplardan farkli olarak sadece bir yonde uzama olmasi beklenmekteydi. Bakir levha
tizerindeki her karede bu sonucu alamamis olsak da bir ¢ok karede bu sonucu elde ettik. Ekli
resimlerde uzama sadece kuzey ydniinde olmustur. Ilk 24 saatte her yénde olusmaya baslayan
akson uzamast TD ile olusturulmus EMF’nin etkisi ile belirgin bir sekilde kuzey yoniine
yonelim gelistirmigtir. Kuzey disindaki yonlerde olusmus olan aksonlar sonradan biiytlik

cogunlukla kuzeye yonelmistir (Sekil 4.7 (a) ve (b)).
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Sekil 4.7.a : EMF uyguladiktan sonra agirlikli olarak kuzey yoniine akson uzatan DRG

hiicresi.
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Sekil 4.7.b : EMF uyguladiktan sonra agirlikli olarak kuzey yoniine akson uzatan DRG

hiicresi.
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En yiiksek gelisimin gozlendigi bu gruptaki ortalama gelisim miktarlarinin Sham

grubu ile karsilastirildig: grafik Sekil 4.8’de gosterilmistir.
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Sekil 4.8: Sham grubu ile TD grubunun oransal karsilastirilmasi.

4.3. ELEKTROMANYETIK ANALiZ BENZETIM SONUCLARI

Bakir levha tizerinde olusan elektromanyetik alan incelenirken sistemde kapal1 bir sarg1
yapist olmamasi nedeniyle elektrik alan degerleri 6n plandadir. Benzetimler COMSOL
Multiphysics  programi iizerinde yapilmigtir. Isaret {iretecinden alinan isaretler
kuvvetlendirilerek ticgen, kare ve testere disi dalga formlarinda olmak tizere 10kHz frekansinda
alternatif akim (AA) isaretleri bakir levhaya uygulanmistir. Elektrik alan analizleri 6ncelikle
bos levha icin yapilmistir. Sekil 4.9°da iiggen dalga formunda bakir levha iizerinde olusan
potansiyel dagilimi verilmistir. Levha iizerindeki potansiyel farki test diizeneginde olusturulan
dalga formlar1 uyumlu olup etkin deger (RMS-Root Mean Square) olarak verilmistir. Potansiyel
dagilim1 levha iizerinde besleme noktalarindan itibaren gériilmektedir. Ucgen dalga igin bos
bakir levha elektrik alan ve potansiyel dagilimi Sekil 4.10°da verilmistir. Elektrik alan
cizgilerinin yogunlugunun arttig1 levha bolgeleri goriilmektedir. Elektrik alan dagilimi
incelendiginde levhada yatayda hizada bulunan noktalar i¢in elektrik alan degerlerinin ayni
olmadig1 goriilmektedir. Bu nedenle levha iizerine yan yana konulan 6rnekler arasinda elektrik
alan degerleri agisindan farklar goriilmektedir. Uggen dalga formunda genligin maksimum
oldugu sivri nokta kesime ugramaktadir. Bu durumda belirtilen tepe kisim diiz bir ¢izgi haline

gelmektedir. Genligi diisiiren bu durum elektrik alanin da zayiflamasina neden olmaktadir.
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Besleme gerilim degeri 70 V tepe degerine sahip olmasina ragmen benzetim sonucunda bu

deger %17,85 kayipla 57,5 V olarak dl¢lilmiistiir.
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Sekil 4.9: Uggen Dalga Bos Bakir Levha Potansiyel Dagilimu.
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Sekil 4.10: Uggen Dalga Bos Bakir Levha Elektrik Alan ve Potansiyel Dagilimi.

Sekil 4.11°de kare dalga formunda bakir levha iizerinde olusan potansiyel dagilimi ve
Sekil 4.12°de kare dalga igin bos bakir levha elektrik alan ve potansiyel dagilimi verilmistir.
Uggen dalga formuyla dagilim acisindan benzerlikler gostermekle birlikte potansiyel farka
bagli alan degerleri daha yliksektir. Kare dalga liggen dalgaya gore daha iyi sonug vermektedir.
Dalga formundan dolayr genligin maksimum oldugu kisimlarda {iggendeki gibi kesime

ugramamaktadir. Kare dalgada tepe potansiyel degerinde bir kayip olugsmamustir.
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Sekil 4.11: Kare Dalga Bos Bakir Levha Potansiyel Dagilimi.
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Sekil 4.12: Kare Dalga Bos Bakir Levha Elektrik Alan ve Potansiyel Dagilimi.
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Sekil 4.13’de testere disi dalga formunda bakir levha iizerinde olusan potansiyel
dagilim1 ve Sekil 4.14°da testere disi dalga icin bos bakir levha elektrik alan ve potansiyel
dagilimi verilmistir. Diger dalga formlariyla karsilastirildiginda hem alan degerlerinin daha
yiiksek hem de yatayda levha iizerinde daha genis alanda elektrik alan etkilerinin goriildiigi

belirlenmistir.

A 828
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Sekil 4.13: Testere Disi Dalga Bos Bakir Levha Potansiyel Dagilimi.
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Sekil 4.14: Testere Disi Dalga Bos Bakir Levha Elektrik Alan ve Potansiyel Dagilimi.

Testere disi dalgas1 seklen iiggen dalgaya benzemektedir. Iki dalga formunda da tepe
degerinde dalga sivri uca benzer bir yapidadir. Ancak yapilan analizlerde testere disi dalgada
bu sivri kisim tiggen dalgadaki gibi kesime ugramamistir (Belli bir siire sabit gerilim degeri gibi
diiz ¢izgi formu olugsmamaktadir). Testere disi dalga 86V besleme gerilimi ile sisteme verilmis
olup, bu deger %3,72 oraninda azalarak 82,8 V olarak ol¢iilmiistiir. Testere disi dalga daha

yiiksek elektrik alan olusturmus olup en iyi yonelime neden olan dalga formudur.
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4.3.1 UD Altinda DRG Hiicreleri Benzetim sonuclar

DRG sinir hiicrelerini barindiran petri kaplar1 Sekil 4.15°de goriildiigii gibi levha
tizerine dikeyde alt1 sira (A-F) yatayda ise dort sira (1-4) olacak sekilde yerlestirilmistir.
Hiicrelerdeki uzamalar ve benzetim sonuclarindaki alan degerleri karsilastirilmistir. Bir petri
kabinda dort adet DRG sinir hiicresi kuyusu (W1-W4) olup levha iizerinde toplam 96 adet hiicre
mevcuttur. DRG sinir hiicrelerinin petri kabima yerlesimi bakir levha iizerinde yiiksek
potansiyel bolgesinden baslamak iizere saat yoniinde sirali yerlestirilmistir. DRG sinir

hiicrelerinin petri kabina yerlesimi Sekil 4.7°de verilmistir.

Yiiksek Potansiyel

Sekil 4.15: DRG Sinir Hiicrelerinin Petri Kabina Yerlesimi.

Sekil 4.16°de tiggen dalga altinda DRG hiicreleri lizerindeki elektrik alan ve potansiyel

dagilimi levha iizerinde degisik noktalarda goriilmektedir.

\J
A576

Sekil 4.16: Ucgen Dalga Altinda DRG Hiicreleri Uzerindeki Elektrik Alan (a) ve Potansiyel
Dagilimi (b).

DRG sinir dikey sira, yatay sira ve sinir hiicresi numarasina gore kodlanmistir (Ornegin
B3 W2 kodu B sirast ii¢iincii siitun ve ikinci hiicreyi temsil etmektedir.). Sekil 4.17, Sekil 4.18

ve Sekil 4.19°de belirgin morfolojik uzama tespit edilen hiicrelerin tizerindeki zamana bagl
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elektrik alan degerleri verilmistir. Bu hiicrelerin bulundugu petri kaplar sirasiyla A4, B3, C2,

D2, E3 ve F1 olarak (her siray1 tarayacak sekilde) se¢ilmistir.
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Sekil 4.17: Ucgen Dalga Altinda DRG Hiicreleri Uzerindeki Elektrik Alan Degerleri a) A4
Sirasi, b) B3 Sirast.
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Sekil 4.18: Uggen Dalga Altinda DRG Hiicreleri Uzerindeki Elektrik Alan Degerleri a) C2
Sirast, b) D2 Sirast.
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Sekil 4.19: Uggen Dalga Altinda DRG Hiicreleri Uzerindeki Elektrik Alan Degerleri a) E3
Sirast, b) F1 Sirast.
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Uggen dalga sekilleri incelendiginde beklenin aksine en yiiksek alan degerleri B ve E
sirasinda tespit edilmistir. W2 ve W4 hiicreleri en yiiksek alan degerlerini almistir. Uggen
formundaki bozulma (tepe noktasindaki kirpma) hiicrelerin alan maruziyetini etkilemektedir.
Bakir levhanin besleme noktalarina yakin siralar (A ve F) yeterince iyi alan degerleri
yakalayamamistir. Sekil 4.20 - Sekil 4.25 arasinda verilen sekiller hiicresel bazda iiggen dalga

altinda elektrik alan ¢izgilerinin dagilimini, yonlenmesini ve etkinligini gostermektedir.

Sekil 4.20: Uggen Dalga Altinda A4 Sirasi Petri Kabindaki DRG Hiicrelerinin Uzerindeki
Elektrik Alan Cizgileri.
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Sekil 4.21: Ucgen Dalga Altinda B3 Siras1 Petri Kabindaki DRG Hiicrelerinin Uzerindeki
Elektrik Alan Cizgileri.

Sekil 4.21°de verilen analizden goriilebilecegi gibi B3 sirasindaki hiicreler 6zellikle W2
en yiksek elektrik alan degerini ve ¢ok yonlii alan ¢izgilerini saglamaktadir. Ayrica Sekil

4.18’da verilen yiiksek alan degeri ile uyumludur.

Sekil 4.22: Ucgen Dalga Altinda C2 Siras1 Petri Kabindaki DRG Hiicrelerinin Uzerindeki
Elektrik Alan Cizgileri.
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Sekil 4.23: Uggen Dalga Altinda D2 Siras Petri Kabindaki DRG Hiicrelerinin Uzerindeki
Elektrik Alan Cizgileri.

Sekil 4.24: Ucgen Dalga Altinda E3 Siras1 Petri Kabindaki DRG Hiicrelerinin Uzerindeki
Elektrik Alan Cizgileri.



46

Sekil 4.25: Ucgen Dalga Altinda F1 Sirasi Petri Kabindaki DRG Hiicrelerinin Uzerindeki
Elektrik Alan Cizgileri.

4.3.2 KD Altinda DRG Hiicreleri Benzetim sonuclari

Sekil 4.26°de kare dalga altinda DRG hiicreleri lizerindeki elektrik alan ve potansiyel

dagilim1 levha tizerinde degisik noktalar i¢in verilmistir.

Sekil 4.26: Kare Dalga Altinda DRG Hiicreleri Uzerindeki Elektrik Alan (a) ve Potansiyel
Dagilimi (b).
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Sekil 4.27, 4.28 ve 4.29°da belirgin morfolojik uzama tespit edilen hiicrelerin bulundugu
petri kaplar1 (A4, B3, C2, D2, E3 ve F1) i¢in kare dalga altinda elektrik alan degerleri
verilmistir. Genel olarak kare dalga formunda elde edilen bulgular iicgen dalga ile
karsilastirildiginda dalga formunda kirpma olmadigi i¢in daha iyi sonuglar vermistir. Elektrik
alan degerleri daha yiiksek degerler (6.5V/m) almustir. Uggen dalgaya benzer sekilde en iyi
siralar B ve E olarak goriilmiistiir. Ayrica morfolojik olarak yapilan incelemelerde en ¢ok

basarim gosteren hiicrelerin benzetim sonuglari ile uyumlu oldugu goriilmistir.
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Sekil 4.27: Kare Dalga Altinda DRG Hiicreleri Uzerindeki Elektrik Alan Degerleri a) A4
Sirasi, b) B3 Sirasi.
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Sekil 4.28: Kare Dalga Altinda DRG Hiicreleri Uzerindeki Elektrik Alan Degerleri a) C2
Sirasi, b) D2 Sirasi.
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Sekil 4.29: Kare Dalga Altinda DRG Hiicreleri Uzerindeki Elektrik Alan Degerleri a) E3
Sirast, b) F1 Sirast.

Sekil 4.30 - Sekil 4.35 arasinda verilen sekiller hiicresel bazda kare dalga altinda elektrik
alan ¢izgilerinin dagilimini, yonlenmesini ve etkinligini gostermektedir. Kare dalga formlarinda

hiicrelerin tlizerindeki alan c¢izgilerinin liggen dalgaya gore daha yogun ve etkin oldugu

goriilmektedir.

Sekil 4.30: Kare Dalga Altinda A4 Siras1 Petri Kabindaki DRG Hiicrelerinin Uzerindeki
Elektrik Alan Cizgileri.
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Sekil 4.31: Kare Dalga Altinda B3 Siras1 Petri Kabindaki DRG Hiicrelerinin Uzerindeki
Elektrik Alan Cizgileri.

Sekil 4.32: Kare Dalga Altinda C2 Sirasi Petri Kabindaki DRG Hiicrelerinin Uzerindeki
Elektrik Alan Cizgileri.
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Sekil 4.33: Kare Dalga Altinda D2 Siras1 Petri Kabindaki DRG Hiicrelerinin Uzerindeki
Elektrik Alan Cizgileri.

Sekil 4.34: Kare Dalga Altinda E3 Sirasi Petri Kabindaki DRG Hiicrelerinin Uzerindeki
Elektrik Alan Cizgileri.
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Sekil 4.35: Kare Dalga Altinda F1 Sirasi Petri Kabindaki DRG Hiicrelerinin Uzerindeki
Elektrik Alan Cizgileri.

Sekiller incelendiginde B3 ve E3 sirasindaki hiicreler tizerinde kare dalga formunda en
yiiksek elektrik alan degerleri ve ¢ok yonlii alan ¢izgileri goriilmektedir. Alan ¢izgilerinin

siklig1 ve degerleri sinir hiicresi uzamalari ile uyumludur.

4.3.3 TD Altinda DRG Hiicreleri Benzetim sonuclar:
Sekil 4.28’de testere disi dalga altinda DRG hiicreleri lizerindeki elektrik alan ve

potansiyel dagilimi levha iizerinde degisik noktalar i¢in verilmistir.

Sekil 4.36: Testere Disi Dalga Altinda DRG Hiicreleri Uzerindeki Elektrik Alan (a) ve

Potansiyel Dagilimi (b).
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Sekil 4.37, 4.38 ve 4.39°da belirgin morfolojik uzama tespit edilen hiicrelerin bulundugu
petri kaplar1 (A4, B3, C2, D2, E3 ve F1) i¢in testere disi dalga altinda elektrik alan degerleri
verilmistir. Testere disi dalgada maksimum noktasinda ticgen dalga gibi bir kesilme olmadigi

i¢cin daha iyi sonuglar alinmistir. Bu durum elektrik alan grafiklerinden goriilmektedir.

Testere disi dalganin hem potansiyel hem de elektrik alan degerlerinin maksimum
oldugu nokta en yiiksektir. Sinir hiicreleri bu noktaya ulasabildikleri i¢cin yonelimleri daha
uzundur. Dalgalarda negatif alternans olmadigindan dolay1 hiicrelerin ulastigi noktadan ters bir
polarizasyona maruz kalarak eski konumuna dénmesi miimkiin degildir. Yani hiicre uzamaya
baslayinca her maksimum noktasinda bu hareketini devam ettirmeye ¢alisir. Bu durum elektrik

alanin artmasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.37: Testere Disi Dalga Altinda DRG Hiicreleri Uzerindeki Elektrik Alan Degerleri a)
A4 Sirasi, b) B3 Sirasi.
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Sekil 4.38: Testere Disi Dalga Altinda DRG Hiicreleri Uzerindeki Elektrik Alan Degerleri a)
C2 Sirasi, b) D2 Sirasi.
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Sekil 4.39: Testere Disi Dalga Altinda DRG Hiicreleri Uzerindeki Elektrik Alan Degerleri a)
E3 Sirasi, b) F1 Sirasi.

Sekil 4.40 - Sekil 4.45 arasinda verilen sekiller hiicresel bazda testere disi dalga altinda
elektrik alan ¢izgilerinin dagilimini, yonlenmesini ve etkinligini gostermektedir. Testere disi

dalga formlarinda hiicrelerin iizerindeki alan ¢izgilerinin diger dalga formlarina gore daha

N

yogun ve etkin oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.40: Testere Disi Dalga Altinda A4 Siras1 Petri Kabindaki DRG Hiicrelerinin
Uzerindeki Elektrik Alan Cizgileri.
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Sekil 4.41: Testere Disi Dalga Altinda B3 Siras1 Petri Kabindaki DRG Hiicrelerinin
Uzerindeki Elektrik Alan Cizgileri.

Sekil 4.42: Testere Disi Dalga Altinda C2 Siras1 Petri Kabindaki DRG Hiicrelerinin
Uzerindeki Elektrik Alan Cizgileri.



Sekil 4.43: Testere Disi Dalga Altinda D2 Siras: Petri Kabindaki DRG Hiicrelerinin
Uzerindeki Elektrik Alan Cizgileri.

Sekil 4.44: Testere Disi Dalga Altinda E3 Siras1 Petri Kabindaki DRG Hiicrelerinin
Uzerindeki Elektrik Alan Cizgileri.
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Sekil 4.45: Testere Disi ]_?alga Altinda F1 Siras1 Petri Kabindaki DRG Hiicrelerinin
Uzerindeki Elektrik Alan Cizgileri.

Sekiller incelendiginde B3 ve E3 sirasindaki hiicreler iizerinde testere disi dalga
formunda en yiiksek elektrik alan degerleri ve ¢ok yonlii alan gizgileri goriilmektedir. Alan
cizgilerinin siklig1 ve degerleri sinir hiicresi uzamalar1 ile uyumludur. En iyi DRG sinir hiicresi

uzamalar1 bu dalga formunda goriilmiistiir ve benzetim sonuglart bu durumu desteklemektedir.
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5. TARTISMA

Travmatik omurilik yaralanmasi (SCI), tipik olarak, omurgaya dogrudan mekanik
etkinin sonucudur ve omurlarin kirilmasina ve/veya yerinden ¢ikmasina ve ¢evredeki yumusak
dokulara zarar verilmesine yol acar. Omuriligin yaralanmasi, sinyallerin aksonal iletiminin
bozulmasina neden olur. Bu birincil travma, hasarli omurilikte noérodejenerasyonu ve
sitotoksisiteyi silirdiiren noroinflamasyon gibi immiinolojik tepkiler {ireten ikincil
yaralanmalara neden olur. Bugiine kadar, ikincil SCI gelisimini 6nleyecek ve omuriligi
iyilestirmeyi ve norolojik islevi eski haline getirmeyi amaclayan rejeneratif siirecleri
indiikleyen FDA onayli bir farmakolojik ajan yoktur. Omurga devrelerini elektriksel olarak
etkinlestirmek igin alternatif bir yontem, bozulmamis omurlar {izerinde invaziv olmayan bir

elektromanyetik alan (EMF) uygulamasidir.

Bu norotravmadan sonra SCI hastasinin tamamen iyilesmesi i¢in bir tedavi yoktur. Bu
hastalar, diger ikincil komplikasyonlara yol acan devam eden agr1 ve hareketsizlikten siirekli
olarak muzdariptir. Bununla birlikte, manyetik veya elektromanyetik alan (EMF), stimiilasyon,
in vitro ve in vivo olarak rejeneratif siiregleri aktive etme potansiyelini gostermistir [79]. Farkli
hayvanlarda hafif ila orta dereceli yaralanma SCI modellerinde lokomosyonu iyilestirdigi, kas
kasilmasini ve ilgili 6zelliklerini iyilestirdigi, inflamasyonu ve oksidatif stresi [80] engelledigi
ve kas dejenerasyonunu sinirladigi, beyaz cevheri ve daha kiiclik lezyon hacmini sinirladigi

bildirilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Benzetimlerde test diizeneginde olusturulan ve bakir levhaya verilen isaretler
olusturularak birebir olarak Comsol programi iizerinden sisteme girilmistir. Bu sayede daha
gercekei sonuglar elde edilmistir. Dalga sekilleri incelendiginde beklenin aksine (A sirasinin
beslemeye en yakin olmasi nedeniyle) en yiiksek alan degerleri B ve E sirasinda tespit
edilmistir. Bu durum bakir levha {izerinde beslemeye yakin bolgelerdeki alan diizensizligi ile
aciklanabilir. Uggen formundaki bozulma (tepe noktasindaki kirpma) hiicrelerin alan
maruziyetini olumsuz etkilemektedir. Genel olarak kare dalga formunda elde edilen bulgular
ticgen dalga ile karsilastirildiginda dalga formunda kirpma olmadigi i¢in daha iyi sonuglar
vermistir. En iyi DRG sinir hiicresi uzamalar testere disi dalga formunda goriilmiistiir ve
benzetim sonuglart bu durumu desteklemektedir. Ayrica morfolojik olarak yapilan
incelemelerde en c¢ok basarim gosteren hiicrelerin benzetim sonuglart ile uyumlu oldugu

gOriilmiistiir.

Testere disi dalgada maksimum noktasinda iiggen dalga gibi bir kesilme olmadig: i¢in
daha iyi sonuglar alinmistir. Testere disi dalganin hem potansiyel hem de elektrik alan
degerlerinin maksimum oldugu nokta en yiiksektir. Sinir hiicreleri bu noktaya ulasabildikleri
icin yonelimleri daha uzundur. Dalgalarda negatif alternans olmadigindan dolay1 hiicrelerin
ulastig1 noktadan ters bir polarizasyona maruz kalarak eski konumuna donememektedir. Yani
hiicre uzamaya baslayinca her maksimum noktasinda bu hareketini devam ettirmeye ¢alisir ve

bu durum elektrik alanin artmasindan kaynaklanmaktadir.

Bilgisayar simiilasyonunun da gosterdigi gibi elektromanyetik alan her bolgede esit ve
ayni yonlii degildir. Nitekim sonuglarda ayni ¢itkmamistir. Buna ragmen PEMF uygulanmayan
deney gruplarina kiyasla hem miktar hem yonlenme bakimindan ciddi farkliliklar géstermistir.
Buradan ¢ikartmis oldugumuz sonu¢ manyetik alanin da sinir hiicreleri lizerinde kayda deger
bir etkisi oldugudur. Hatta uygulanan gerilim seviyesi, frekansi gibi sinyal o6zellikleri

degistirildigi takdirde ayni bolgelerde farkli yonlenmeler gézlemlenebilecektir.

Sonug olarak sinir hiicrelerinin uzamasi i¢in 6nerilen bakir levhali sistemin yeterince iyi
sonuclar verdigi, alan degerine ve uygulanan dalga formuna bagl olarak etkinliginin arttig1
goriilmiistiir. Ayrica elektrik alan dagiliminin diizgiinliigliniin hiicrelere etkisinin biiyiik oldugu

anlasilmstir.
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Sonraki c¢alismalarda farkli tip ve sekillerde tasarlanmig iletken malzeme wvasitasi ile

uygulanacak PEMF’in sonuglarinin gézlemlenmesi tarafimizca dnerilmektedir.
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ETiK KURUL iZiN YAZISI

Uyar: Canli denekler iizerinde yapilan tim arastirmalar i¢in Etik Kurul Belgesi alinmasi
zorunludur.

X  Etik Kurul izni gerekmektedir.
[J Etik Kurul izni gerekmemektedir.

Sarper KARA
(Imza)
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KURUM iZNi YAZILARI

Uyari: Canli ve cansiz deneklerle yapilan tiim c¢alismalar i¢in kurum izin belgelerinin
eklenmesi zorunludur. Gizlilik ve mahremiyet i¢eren durumlarda kurum adi kapatiimalidir.

1 Kurum izni gerekmektedir.

X  Kurum izni gerekmemektedir.

Ogrenci Adi SOYADI
(Imza)
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