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Oz: Darbeli Elektromanyetik Alan (PEMF) diisiik frekansh elektromanyetik alan olup son
yillarda klinik arastirmalarda tedavi amagli uygulanmasina yonelik ¢aligmalar hiz kazanmistir.
Farkli frekans, yogunluk, dalga boyu ve siirelerde kematerapétik ilaglarla birlikte uygulanan
PEMF maruziyetinin beyin kanseri hiicreleri dahil ¢esitli kanser hiicrelerinde apoptoz iizerine
etkilerini degerlendiren ¢aligsmalardan farkli olarak ¢aligmada sabit frekans ve yogunlukta (50
Hz, 1 mT) uzun siire (48 saat) PEMF maruziyetinin SK-N-SH insan néroblastoma hiicresinde
apoptoz mekanizmasina olasi etkileri farkli tekniklerle arastirilmistir. Hiicreler kontrol grubu,
PEMF maruziyetinin olmadigi SK-N-SH hiicre grubu, ve PEMF’ye 48 saat maruz birakilan
SK-N-SH hiicre grubu olmak iizere lice ayrilmistir. Hiicre canliligi, apoptoz tayini, kaspaz-8
mRNA diizeyi ve kaspaz-8 protein ekspresyonu sirasiyla alamar mavisi, akis sitometri, qRT-
PCR ve Western-Blot teknikleriyle belirlenmistir. Uzun siireli PEMF maruziyetinin insan
ndroblastoma hiicresinde hiicre canliligini belirgin sekilde azaltip hiicreleri daha fazla erken
apoptoza ugratarak hiicreleri apoptoza siiriikledigi ve bu mekanizmanin kaspaz-8 mMRNA
diizeyinde ve protein ekspresyon seviyesinde artisla iligkili olabilecegi gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Darbeli elektromanyetik alan, Noroblastoma, Kaspaz-8

Effects of Long-Term Pulsed Electromagnetic Field Exposure on Apoptosis in
Neuroblastoma Cell Line

Abstract: Pulsed Electromagnetic Field (PEMF) is a low-frequency electromagnetic field that
has gained popularity in clinical research in recent years for its potential therapeutic benefits.
Unlike studies evaluating the effects of PEMF exposure combined with chemotherapeutic
drugs at different frequencies, intensities, wavelengths and durations on apoptosis in various
cancer cells, including brain cancer cells, in the study, the possible effects of long-term (48
hours) PEMF exposure at constant frequency and intensity (50 Hz, 1 mT) on the apoptosis
mechanism in human neuroblastoma cells have been investigated by different techniques. Cells
group is divided into three experimental groups as control, SK-N-SH cell group without PEMF
exposure, and SK-N-SH cell group exposed to PEMF for 48 hours. Alamar blue, flow
cytometry, gRT-PCR and Western-Blotting techniques were utilized to measure cell viability,
apoptosis, mMRNA level and protein expression of the caspase-8. It has been shown that long-
term PEMF exposure significantly reduces cell viability in human neuroblastoma cells,
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inducing the cells to a significant amount of early apoptosis, and this mechanism may be
explained by the increased mRNA and protein expression level of the caspase-8.
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1. Giris

Elektromanyetik alanlar (EMA), miknatislarin ve elektrik akimlarin birlesimi sonucunda
olusan manyetik alanlardir [1]. Diinyanin yapisindan kaynakli olusan statik manyetik
alanin disinda insan yapimi EMA’lar bulunmaktadir [1]. Yapay yollarla elde edilen
elektromanyetik alanlar, sahip olduklar1 frekansa gore diistik frekansh elektromanyetik
alanlar (ELF-EMA<300 Hz), ara frekansli elektromanyetik alanlar (300 Hz-10 MHz) ve
radyo frekansindan (10 MHz-300 GHz) olusmaktadir [1]. In vitro ¢alismalar ELF-
EMA’nin néron benzeri hiicrelerde gen ifadesinin diizenlenmesinde, ndrit biiylimesinde,
apoptozun inhibisyonunda, néronal farklilagsmada rolii oldugunu gostermistir [2]. Diisiik
frekansli EMA uygulamalarinin i¢inde en dikkat ¢ekeni belirli dalga formuna ve genlige
sahip olan “Darbeli Elektromanyetik Alan (Pulsed Electromagnetic Field) (PEMF)”dir
[3]. PEMF’ler darbeli sinyallerle iiretilir, manyetik alan tepe degeri miliTesla(mT) ve
dU/degisim orani (dt) hizlidir (milisaniye) [4]. PEMF maruziyetinin nérodejeneratif
hastaliklarin [5], 6demin [6], migrenin [7], ameliyat sonras1 agrinin [8], yumusak doku
hasarinin [9], yaranin tedavisinde [10], oksidatif stresin sitotoksik etkilerini azaltmada
[11], ve oksidan-antioksidan mekanizmasiin dengesinde rolii oldugu [12,13] ¢esitli
calismalarca gosterilmis ve klinikte potansiyel bir tedavi yontemi olarak kullanilmasi hiz
kazanmustir.

Apoptoz, proapoptotik ve antiapoptatik proteinler arasindaki denge ile diizenlenen, RNA,
protein sentezi ve enerjiye gereksinim duyan programlanmis hiicre Sliimiidiir [14].
Apoptoz, hiicre i¢ginden (mitokondriyal yolak) ve hiicre disindan (hiicre ylizeyindeki 61im
reseptorleri) olmak tizere iki ayri mekanizma ile indiiklenebilir [15]. Mitokondriyal
yolakta (intrinsik yolak), hiicrenin 6liimiine ya da yasamina karar verecek olan en 6nemli
faktor sitokrom-c’nin mitokondriden sitoplazmaya salinmasini baslatan apoptozis uyarici
proapoptotik (bax, bcl-xs, bad, bim, bid), ve sitokrom-c’nin mitokondriden sitoplazmaya
salinmasini baskilayan apoptozis baskilayici1 antiapoptotik (bcl-2, bel-xI, mcl-1) tyeleri
bulunan Bcl-2 ailesinin iiyeleridir [16]. Apoptozun mitokondriyal yolaginda sitokrom
c¢’nin salinmasi Onemli bir basamak olup Apaf-1’e baglanarak prokaspaz-9’un
aktivasyonuna, aktiflesen kaspaz-9’da apoptotik yolaktaki bir seri kaspaz aktivasyonunun
(kaspaz-3, -7 gibi) baslamasina yol agar [17]. Hiicre disindan apoptoz yolagi (ekstrensek
yolak) ise, bir ligandin bir 6liim reseptoriine baglanmasi yoluyla aktive edilir ve bu da
adaptor proteinlerinin yardimiyla kaspaz-8'in dimerizasyonuna ve aktivasyonuna yol
acar. Aktif kaspaz-8 ya direk olarak prokaspaz-3,-6, -7’yi aktive ederek apoptozu baslatir
ya da bcl-2 ailesinin iiyesi olan Bid’1 kesip aktiflestirerek apoptozun mitokondriyal
yolaginin aktiflegsmesine neden olur [16].

Beyin kanseri hiicreleri iizerinde farkli deneysel yaklagimlarla yapilan in vitro ¢alismalar,
farkli frekans ve farkli dalga boyuna sahip ELF-EMA 'nin kematerapétik ilaglarla birlikte
farkli zaman araliklariyla uygulanmasinin apoptozu indiikledigini ve apoptoza bagh
proteinlerde degisiklige neden oldugunu gdstermistir [18, 19]. Ancak, ¢cocukluk caginin
erken doneminde goriilen sempatik sinir sistemi kaynakli kétii huylu beyin tiimérii olan
insan ndroblastoma hiicre hatti iizerinde, belirli bir frekansa ve dalga boyuna sahip
PEMF’nin direkt olarak uzun siireli maruziyetinin apoptoza ve apoptozun ektrensek
yolaginda 6nemli rol oynayan kaspaz-8’inexpresyonu iizerinde degisiklikleri aragtiran
caligmalar yok denecek kadar azdir. Bu nedenle ¢alismanin amaci, insan ndroblastoma
hiicre hattinda (SK-N-SH) 50 Hz frekans, 1.0 mT yogunlugundaki PEMF’ye uzun siire
(48 saat) maruziyetin hiicre canliligina, apoptozu indiikleyip indiiklemedigine ve apoptoz
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mekanizmasinda rol alan kilit molekiillerden kaspaz-8’in mRNA diizeyine ve protein
ekspresyonuna etkisini farkli molekiiler tekniklerle incelemektir.

2. Materyal ve Metot
2.1. PEMF maruziyeti

PEMF devre seti (Pasco; UI-5000) ve Pasco 850 Capstone Yazilimi (UI-5400) EDUTEK
firmasindan (Ankara, Tiirkiye) satin alinmigtir. PEMF devresi, 500 sarimli Helmholtz
bobin ¢iftinden olusmaktadir. Bobinler homojen manyetik alan olusturmak igin
birbirlerine paralel olarak konumlandirilmistir. Seri baglanan bobin ¢ifti 50 Hz frekans, 1
mT manyetik alan, 1.3 ms darbe (pulse) siiresi ve kare dalga formu olusturmasi i¢in uygun
bir sinyalle beslenmistir. Hiicre kiiltlirii plakalar1 her bobin ¢iftinden 5 cm uzaga
yerlestirilmistir. Devrenin yazilim programi (Pasco 850 Capstone) ile baglantisi
bilgisayar ortaminda yapilmistir. Hiicre kiiltliriine uygulanacak manyetik alan darbeli
manyetik olarak ayarlanmis ve bobinde elektrik akim degisimi miliamper (mA) cinsinden
hesaplanmistir. Elektrik gerilimi standart bir bobin probu ile Ol¢lilmiistiir. Manyetik
alanin mekansal homojenitesi hem siliko hem de hiicre inkiibatorii icinde Hall Effect
gausmetre ile Olglilmiistiir. Bu yapilandirmada, 1 mT maksimum manyetik akim
yogunluguna ve 50 Hz frekansa sahip PEMF hiicrelere dik dogrultudadir. Hiicrelerin
PEMF maruziyeti Oncesi deney sartlarinin muhtemel diisiik frekansli alanlarindan
etkilenmemeleri i¢in deneylerin yiiriitiilecegi laboratuvar ortaminda ¢ok diisiik frekansh
(ELF) elektrik ve manyetik alan seviyeleri Ol¢lilmiistir. Buna ilaveten PEMF
maruziyetinden kaynakli olas1 termal etkinin engellenebilmesi amaciyla ortam sicakligi
37°C’ye ayarlanarak stirekli kontrol edilmis ve sicaklik artis tespit edilmemistir. PEMF
devre diizenegi bobin ¢iftinin ortasina konumlandirilmis hiicre plakasi ile birlikte Simsek
ve ark. [11] ¢alismasindan revize edilerek Sekil 1’de temsili olarak gosterilmistir.

Helmbholtz bobin gifti

Sinyal Ureteci

Sekil 1. PEMF diizeneginin temsili gosterimi

2.2. Hiicre kiiltiirii calismalart
2.2.1. Hiicre gruplart

Amerikan Tip Kiltiir Koleksiyonu-ATCC, (Missouri, ABD)’den insan noéroblastoma
hiicre hatti, SK-N-SH, satin alinarak %10 fetal sigir serumu, %1 penisilin-streptomisin,
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ve %1 L-Glutamin iceren Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM, Biological
Industries, Cromwell, ABD) ortaminda 37°C’de, %5 COz iceren %95 nem ortamli steril
inkiibatorde (BINDER, Camarillo, ABD) inkiibe edilmistir. Hiicreler {i¢ gruba ayrilmistir:
Grup I: Kontrol grubu-Saglikli hiicre hatti (HEK293t); Grup II: PEMF maruziyetinin
olmadigr SK-N-SH noroblastoma hiicre hatti; Grup III: 48 saat boyunca PEMF’ye (50
Hz, 1 mT) maruz birakilan SK-N-SH noroblastoma hiicre hatti.

2.2.2. Hiicre canlihiginin tespiti

Tiim gruplardaki hiicreler 1:1 oraninda seyreltilmis %0.04 Tripan Mavisiyle (Sigma-
Aldrich, Missouri, ABD) boyanarak Bio-Rad TC20 otomatik hiicre sayim cihazi (Bio-
Rad, Kaliforniya, ABD) ile sayilmis ve lglii tekrar seklinde 96 kuyucuklu plakalara
(1x10%kuyucuk) ekilmistir. 570 nm ve 610 nm dalga boylarinda spektrofotometrede
(Multiskan Go; Thermo Scientific Co., Waltham, MA, ABD) hiicre canliligi ve
sitotoksisite Alamar Mavisi reaktifi (Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA, ABD) kullanilarak 0l¢iilmiis ve sonuglar hiicre canliliginin yiizdesi (%) olarak
gosterilmistir.

2.2.3. Akag sitometri ile apoptoz tayini

PEMF maruziyetinin noroblastoma hiicre hattinda apoptotik etkilerini degerlendirmek
i¢in, hiicreler 3x10° hiicre/kuyucuk seklinde 6-kuyucuklu plakalara ekilmis, hiicre
canliliint %50 oraninda inhibe eden PEMF maruziyetine esit siirede Darbeli
Elektromanyetik Alan uygulanmis ve akabinde 24 saat boyunca 37°C, %5 CO:
kosullarinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben hiicreler 5 dakika boyunca 15000 x
g' de santrifiij edilmistir. Pelete 100 uL (1X) baglanma tamponu eklenip Anneksin V
Apoptoz Tespit Kiti igeriginde yer alan Anneksin V-APC ve 7-AAD ile boyanmuistir.
Hiicrelerin erken/ge¢ apoptoz ve nekroz oranlart NovoCyte Akis Sitometri Sistemi (Acea,
Kuzey Amerika) ile 6l¢iilmiistir.

2.2.4. Kaspaz-8 mRNA seviyesinin tespiti

Hiicre gruplarinin total RNA izolasyonlar1 TRIZOL reaktifi kullanilarak yapilmistir. Elde
edilen RNA (1 ng), cDNA sentezi i¢in kullanilmigtir. Revers transkripsiyon reaksiyonu,
iScript ¢cDNA sentez kiti kullanilarak gerceklestirilmistir. Hazirlanan cDNA’lar
kullanilarak gergeklestirilen Kantitatif Real-Time PCR (QRT-PCR) ¢alismalarinda iTaq
Universal SYBR Green PCR Kit kullanilmistir. qRT-PCR ¢aligmalarinda kaspaz-8
spesifik ileri ve geri primerler NCBI Primer Blast yazilimi ile dizayn edilmis olup ileri
primer 3’- AGAAGAGGGTCATCCTGGGAGA-5 ve geri primeri 3’-
TCAGGACTTCCTTCAAGGCTGC-5" olarak belirlenmistir. Elde edilen degerler
GAPDH kullanilarak normalize edilmis olup kaspaz-8 MRNA seviyesi 244t formiilii
kullanilarak hesaplanmustir.

2.2.5. Kaspaz-8 protein ekspresyon diizeyinin tespiti

Protein izolasyonu yapilan hiicre siispansiyonlarindaki protein miktart BSA standarti
kullanilarak BCA yontemine gore belirlenmistir. PEMF maruziyetinin apoptoz yolaginda
rol alan Kaspaz-8 proteinin ekspresyonu lizerindeki etkileri Western Blot teknigiyle
arastirilmistir.  Biorad elektroforez sistemi  kullanilarak  SDS-Poliakrilamid  Jel
Elektroforez (SDS-PAGE) yontemi ile proteinler ayristirilmistir. Elektroforezi takiben
jel sandvigten ¢ikarilan jeller transfer tamponunda (25 mM Tris, 192 mM glisin ve %20
metanol) 15 dakika inkiibasyona birakilmistir. Transfer sandvi¢in hazirlanmasindan sonra
sistem giic kaynagina baglanarak voltaj, maksimum akim limiti ayarlanmis ve 90 dk
stireyle proteinler elektroforetik olarak transfer edilmistir. Proteinlerin tespiti agamasinda
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membran 10 dakika siireyle TBST soliisyonu (Tris Buffered Saline + Tween 20: 20 mM
Tris-HCL, pH 7.4, 0.5 M NaCl ve %0,05 Tween 20) ile yitkanmigtir. Daha sonra membran
bloke c¢ozeltisi (TBST iginde yagsiz %5’lik siit tozu) ile 1 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda baglanmamis fazla bloke ¢dzeltisi uzaklastirilarak membran 2 saat
primer antikor ile daha sonra da 1 saat ikincil antikor ile inkiibe edilmistir. Baglanmamais
antikorlarin uzaklagtirilmasi i¢in aralarda 5’er dakika 3’er tekrar olmak iizere TBST ile
inkiibe edilmistir. Primer antikor baglanan proteinlerin tespiti, membran iizerindeki
protein-primer antikor kompleksinin alkalin fosfataz (ALP) bagli ikincil antikor ve ALP
tespit kiti ile inkiibe edilmesine dayanmaktadir. Protein ekspresyon seviyelerini
normalize etmek B-aktin internal standard kontrol olarak kullanilmistir. Image J programi
ile protein bantlarinin densitometrik analizi ger¢eklestirilmistir.

2.3. Istatistiksel analiz

Istatistiksel analiz SPSS v.23 (Chicago, IL) istatistik paket programi ile Tek-Yonlii
Varyans Analizi (One-Way ANOVA), coklu Kkarsilastirmada LSD Post-Hoc test
kullanilarak degerlendirilmis ve sonuglar ortalama + standart sapma (SD) olarak
verilmigtir. Sonuglar en az ii¢ bagimsiz deneyi temsil etmektedir. *p<0.05 diizeyi
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

3. Bulgular
3.1. PEMF maruziyetinin hiicre canliligina etkisi

PEMF maruziyetinin hiicre gruplarinin hiicre canlilig1 iizerine etkisini inceleyebilmek
icin Grup I’in hiicre canlilifi %100 kabul edilerek Grup II ve Grup III hiicrelerinin
%350’sini Oldiiren konsantrasyon (ICsg) degeri belirlenmistir (Sekil 2). Elde edilen
sonuglara gore 48 saat PEMF’ye (50 Hz, 1.0 mT) maruz birakilan SK-N-SH
ndroblastoma hiicre hattinda (Grup III) hiicre canlili§it PEMF maruziyetinin olmadig1 SK-
N-SH ndéroblastoma hiicre hatti grubuna goére (Grup II) istatistiksel olarak anlamli
derecede diisiiktiir (p<0.001) (Sekil 2). Sonuglar PEMF maruziyetinin SK-N-SH insan
noroblastoma hiicre hattinda hiicre canlilifin1 azaltict olas1 etkisinin olabilecegini
gostermektedir.

150

100

()]
o
|

Hiicre Canhiligi (%)

Sekil 2. Hiicre gruplarinda hiicre canlili1 yiizdeleri
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3.2. PEMF maruziyetinin apoptoza etkisi

PEMF maruziyetinin néroblastoma hiicre hattinda apoptotik etkileri akig sitometrisi ile
incelenmistir. Kontrol grubu olan HEK293t hiicre hattinin %2.1 erken apoptoz, %1.3 ge¢
apoptoz ve %0.9 nekroza ugradig1 belirlenmistir. PEMF maruziyetinin olmadigi SK-N-
SH noroblastoma hiicre hattinin ise %2.8 erken apoptoz, %2.2 ge¢ apoptoz ve %1.5
nekroza ugradigi bulunmustur. 48 saat 50 Hz frekasinda 1.0 mT yogunlugunda PEMF’ye
maruz birakilan SK-N-SH noéroblastoma hiicre hattinin ise %12.6 erken apoptoz, %8.8
gec apoptoz ve %6.3 nekroza ugradig tespit edilmistir. Sonuglar 48 saat PEMF (50 Hz,
1.0 mT) maruziyetinin SK-N-SH néroblastoma hiicre hattint HEK293t kontrol hiicresine
gore 6-kat, PEMF maruziyeti olmayan SK-N-SH hiicresine gore 4.5 kat daha fazla erken
apoptoza ugratarak hiicreleri apoptoza siirlikledigini gostermistir (Sekil 3). Ayrica, PEMF
maruziyetinin erken/ge¢ apoptotik ve nekrotik etkisi HEK293t kontrol hiicresine ve
PEMF maruziyeti olmayan SK-N-SH hiicresine gore istatistiksel olarak anlamli derecede
daha yiiksektir (***p<0.001).
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£ 97 N\
x N
g N
c
c N
< \
0- ;\ =

Kontrol SK-N-SH PEMF

Sekil 3. PEMF maruziyetinin erken/ge¢ apoptotik ve nekrotik etkisi. Veriler ortalama + SD olacak sekilde
gosterilmis, Tek-Yonli Varyans Analizi (One- Way ANOVA) ile degerlendirilmis, ¢oklu karsilastirmada
LSD Post-Hoc test kullanilmistir. “a” kontrol grubuna gére (***p<0.001), “b” ise SK-N-SH grubuna gore
(***p<0.001) istatistiksel farki isaret etmektedir.

3.3. PEMF maruziyetinin kaspaz-8 mRNA seviyesine etkisi

Hiicre gruplarindaki kaspaz-8’in mRNA seviyesi qRT-PCR teknigi ile belirlenmistir.
Veriler Tek-Yonlii Varyans Analizi (One-Way ANOVA) c¢oklu karsilastirmada LSD
Post-Hoc test ile analiz edilmistir. 48 saat PEMF’ye (50 Hz, 1.0 mT) maruz kalan SK-N-
SH hiicre hattinda (Grup III) kaspaz-8 mMRNA seviyesi kontrol grubuna (Grup 1) ve PEMF
maruziyetinin olmadigi SK-N-SH ndroblastoma hiicre hatti grubuna (Grup II) gore
istatistiksel olarak anlamli derecede daha ytiksektir (p<0.001, sirasiyla) (Sekil 4). Ayrica,
kaspaz-8 mRNA seviyesi SK-N-SH noéroblastoma hiicre hattinda HEK293t saglikli
kontrol hiicreye gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksektir (p<0.01) (Sekil
4). Apoptozun kilit molekiillerinden baglatic1 kaspaz olarak bilinen kaspaz-8 mRNA
seviyesinin SK-N-SH hiicre hattinda kontrole kiyasla daha fazla olmasi apoptozun bu
hiicre hattinda uyarildigini, SK-N-SH hiicre hattinda uzun siireli PEMF maruziyetinin ise
kaspaz-8 gen ekspresyonunda daha fazla artisga neden olarak apoptozun ektrensek
mekanizmasinda olasi etkisinin olabilecegini gostermistir.
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Sekil 4. Hiicre gruplarinda kaspaz-8 mRNA seviyesinin GAPDH’e orantisal relatif degerlerinin
karsilastirilmasi. Veriler ortalama + SD olacak sekilde gdsterilmis, Tek-Y6nlii Varyans Analizi (One- Way
ANOVA) ile degerlendirilmis, ¢oklu karsilagtirmada LSD Post-Hoc test kullanilmistir. ** p<0.01,
**%*p<0.001°deki istatistiksel fark: isaret etmektedir.

3.4. PEMF maruziyetinin kaspaz-8 protein ekspresyonuna etkisi

Hiicre gruplarindaki kaspaz-8’in protein ekspresyonu Western-Blot teknigi ile
belirlenmis, elde edilen veriler Tek-Yonlii Varyans Analizi (One-Way ANOVA) ¢oklu
karsilastirmada LSD Post-Hoc test ile analiz edilmistir. 48 saat PEMF’ye (50 Hz, 1.0 mT)
maruz kalan SK-N-SH hiicre hattinda (Grup III) kaspaz-8 proteininin ekspresyon
seviyesinin kontrol grubuna (Grup 1) ve PEMF maruziyetinin olmadigi SK-N-SH
noroblastoma hiicre hatt1 grubuna (Grup II) gore istatistiksel olarak anlaml1 derecede daha
yiiksek (p<0.001, sirasiyla) oldugu bulunmustur (Sekil 5). Ayrica, kaspaz-8 proteininin
ekspresyon seviyesi SK-N-SH noroblastoma hiicre hattinda HEK293t saglikli kontrol
hiicreye gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha yliiksektir (p<0.05) (Sekil 5).
Sonuglar toplu olarak degerlendirildiginde, SK-N-SH noroblastoma hiicre hattinda
baslatic1 kaspaz olarak bilinen kaspaz-8 MRNA seviyesindeki artisa benzer sekilde
protein seviyesinde ki artig bu hiicre hattinda apoptozun indiiklendigini ve hiicre hattinin
uzun stireli PEMF maruziyetine birakilmasinin yine kaspaz-8 mRNA seviyesindeki artisa
benzer sekilde protein seviyesinde daha fazla artisa neden olarak apoptozun ektrensek
mekanizmasinda olasi etkisinin olabilecegini gostermistir.

Kontrol SK-N-SH PEMF
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Sekil 5. (a) Hiicre gruplarinda kaspaz-8 proteini i¢in elde edilen immiinoreaktif protein bantlarinin internal
standard protein olan B-aktin ile birlikte gosterimi, (b) Kaspaz-8 proteini ekspresyon diizeylerinin f-aktine
orantisal relatif degerlerinin (ortalama = SD) hiicre gruplarinda karsilastirmali olarak gosterimi. Veriler
Tek-Yonlii Varyans Analizi (One- Way ANOVA) ile degerlendirilmis, ¢oklu karsilastirmada LSD Post-
Hoc test kullanilmustir. * p<0.05, ***p<0.001’deki istatistiksel farki isaret etmektedir.

4. Sonug¢ ve Yorum

Literatiirde, 100 Hz, 100 G ve 50 Hz, 70 G gibi farkli frekans ve dalga boyunda diisiik
frekansli elektromanyetik alanlarin (ELF-EMA) U-87, T98G, U-138 glioblastoma hiicre
hatlarina kematerapdtik ilaglarla birlikte farkli stirelerde uygulanmasinin hiicre canliligini
degistirdigi, kanserli hiicre proliferasyonunu engellereyerek apoptozu indiikledigi
raporlanmistir [18,19]. Ayrica, statik manyetik alanlarin (SMF), farkli frekanstaki radyo
frekanslarin (900 MHz, 2.1 GHz RF) farkli siirelerde (giin, saat) maruziyetinin kanser
hiicrelerinde (meme kanseri, kemik kanseri, cilt kanseri, beyin kanseri hiicreleri gibi)
apoptoz iizerine etkilerinin farkli yontemlerle (akis sitometrisi, immiinohistokimya, DNA
fragmentasyonu) arastirildigi in vitro ¢alismalar da mevcuttur [20,21,22,23]. Ancak pulse
-darbeli sekilde yayilan diigiik frekanshi elektromanyetik alanlarin apoptoz iizerine
etkilerinin direkt olarak degerlendirildigi ¢alismalar kisitlidir. Ozellikle, belirli bir frekans
ve dalga boyunda PEMEFye belirli siirede maruziyetin kotii huylu ¢cocukluk dénemi beyin
tiimorii olan noroblastoma iizerinde apoptoza etkilerinin incelendigi caligmalar yok
denecek kadar azdir. Caligmamizda, insan néroblastoma hiicre hatt1 48 saat boyunca 50
Hz frekans, ve 1.0 mT yogunlugunda PEMF’ye maruz birakilarak maruziyetin hiicre
canlilifina, apoptozun indiiklenip indiiklenmedigine ve apoptozun ektrensek yolaginda
kilit rol oynayan kaspaz-8’in gen ve protein ekspresyonuna etkileri arastirilmustir.
Sonuglar, PEMF gibi darbeli sekilde yayilan diisiik frekanshi elektromanyetik alanlara
uzun siireli maruziyetin hiicreleri kesikli ve periyodik olarak uyararak noroblastoma
hiicre proliferasyonunu azalttigim1 ve apoptozu indiikledigini gostermistir. PEMF
maruziyetinin apoptotik etkisi ile hiicre ¢ogalmasimin uyumlu oldugu bulunmustur.
Calismanin sonuglari, kanser tedavisinde kullanilan ilaglarla birlikte farkli frekans (1Hz,
50 Hz, 100 Hz, 125 Hz, 200 Hz, 275 Hz) ve dalga boyuna (10 G, 50 G, 70 G, 100 G, 1000
G) sahip diisiik frekansli elektromanyetik alanlarin (ELF-EMA), statik manyetik alanlarin
(SMF), farkli frekanstaki radyo frekanslarin (900 MHz, 2.1 GHz RF), farkli frekans (1Hz,
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50 Hz, 100 Hz) ve dalga boyunda (50 G, 70 G, 100 G, 100 G) PEMF nin, farkli siirelerde
(glin, saat) maruziyetinin kanser hiicrelerinde (meme kanseri, kemik kanseri, cilt kanseri,
beyin kanseri hiicreleri gibi) hiicre proliferasyonunu azalttigini, apoptozu indiiklendigini
gosteren Iin vitro ve in  vivo c¢alismalarin  sonuglartyla  uyumludur
[18,19,20,21,22,23,24,25]. Kaspaz-8 apoptozun ekstrensek yolaginda 6nemli rol oynayan
ve kanserin olusumu, gelisimi ve tedavisi ile iligkili olan 6nemli bir kaspazdir
[26,27,28,29]. Kaspaz-8’in aktiflesmesi, kaspaz kaskadimi aktiflestirerek apoptozu
baslatir ve proenzim halindeki efektor kaspazlarin (kaspaz-3,6,7) aktiflesmesine ve
hiicrenin 6liime dogru gitmesine ya da apoptozun intrensek yolaga ilerlemesine neden
olacak bir seri kaskadin tetiklenmesine yol agar [26,27,28,29]. Tiim bu bilgiler 1s18inda,
PEMF'ye uzun siire maruz kaldiktan sonra insan néroblastoma hiicre hattinda kaspaz-8
mRNA seviyesinin ve protein ekspresyon diizeyinin daha fazla artmasi gézlemlenen bu
etki i¢in olas1 bir yol 6nermekte ve PEMF maruziyetinin apoptozun ektrensek yolaginda
olasi etkisinin olabilecegini diisiindiirmektedir. Noroblastoma hiicresi dahil beyin kanseri
hiicrelerinde PEMF ile apoptoz arasindaki iliski ve bu etkinin altinda yatan apoptotik
mekanizmalarin aydinlatilmasi apoptotik yolakta yer alan ¢ok sayida molekiiliin
incelenecegi daha ileri calismalar1 gerektirmektedir. Calismamiz kolay uygulanabilir,
non-invazif, giivenli bir teknik olan PEMF maruziyetinin farkli frekans, yogunluk, doz,
genlik, ve farkli maruziyet siireleri gibi degisik parametrelerle direkt veya kematerapotik
ilaclarla birlikte sadece beyin kanseri hiicreleri degil farkli kanser hiicreleri (meme
kanseri, kemik kanseri, cilt kanseri gibi) ve farkli dokularda apoptotik siireglere
etkilerinin incelenecegi ¢ok ¢esitli klinik uygulamalarin ve alternatif tedavi yontemlerinin
Oniinii agmaktadir. Caligmanin sonuglarinin PEMF maruziyeti ile aktive edilen gesitli
biyolojik ve fizyolojik siireclere odaklanan ileriki ¢alismalara 151k tutacagina inaniyoruz.
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