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Oz: Darbeli Elektromanyetik Alan (PEMF) elektromanyetik alanlarin iyonlastirici olmayan
formlarindan biri olup nérodejeneratif bozukluklarin semptomlarinin tedavisi gibi gesitli tibbi
problemler icin alternatif bir tedavi olarak kullanilmaktadir. Calismanin amaci, yiiksek doz
hidrojen peroksit (H20>) ile muamele edilen insan néroblastoma hiicre hattinda kisa siireli 75 Hz
frekansli PEMF maruziyetinin glutatyon (GSH) miktarina etkilerini aragtirmaktir. Hiicreler {i¢
deneysel gruba ayrilmistir: (I) sham-kontrol; (I1) H20; ile muamele edilen hiicreler; (III) H20>
muamelesinin ardindan PEMF'ye maruz birakilan hiicreler. Hiicre canlilig1 ve glutatyon miktari
sirastyla spektrofotometrik ve Yiiksek Performansli Likit Kromatografi (HPLC) teknikleri
kullanilarak olgiilmiistiir. Yiiksek doz H20, ile muamele edilen noroblastoma hiicre hattinda
muamele sonrast PEMF maruziyetinin oksidatif stresin zararli etkilerine karsi sitoprotektif
etkisinin, hiicre canliliginda ve GSH miktarinda artis ile iligkili oldugu bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Darbeli elektromanyetik alan, Noroblastoma, Oksidatif stres, Glutatyon,
HPLC

Effect of Pulsed Electromagnetic Field Exposure on Glutathione Amount in
Human Neuroblastoma Cell Line Treated with High-Dose Hydrogen Peroxide

Abstract: The Pulsed Electromagnetic Field (PEMF) is one of the non-ionizing forms of
electromagnetic fields that has been used as an alternative therapy for various medical problems,
including treating symptoms of neurodegenerative disorders. The present work’s goal is to
explore the possible effects of short-term exposure to 75 Hz frequency of PEMF on the amount
of glutathione (GSH) in high-dose hydrogen peroxide (H.O,) treated human neuroblastoma cell
line. Cells were divided into three experimental groups: (I) sham-control; (I1) cells treated by
H202; (I11) cells post-exposed to PEMF following H,O- challenge. The cell viability and the
amount of glutathione were measured by spectrophotometrically and High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) techniques, respectivelly. It has been found that the cytoprotective
effect of post-PEMF exposure against deleterious effects of oxidative stress triggered by high-
dose H>O; challenge in neuroblastoma cell line is mediated by the increase in the cell viability
and the elevation in the GSH amount.
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1. Giris

Gilinlik yasanttimizda sik¢a kullandigimiz Elektromanyetik Alana (EMA) sahip cep
telefonu, bilgisayar ve elektronik ev aletleri gibi cihazlar farkli frekans, genlik, hiz ve
dalga boyunda “Elektromanyetik Radyasyon” yaymaktadir [1,2]. Yiiksek frekansh
elektromanyetik radyasyonlar molekiillerdeki kimyasal baglar1 koparabilecek enerjiye
sahip olup bu 1sinlara “Iyonlastirici Radyasyon” denmektedir [2,3]. Elektromanyetik
radyasyonun kimyasal baglar1 koparabilecek enerjiye sahip olmamasi diisiik frekansta
oldugunu ve elektromanyetik spektrumun iyonlastirict olmayan kisminda bulundugunu
gostermektedir [2-4]. Yiiksek frekansli EMA’lar insan viicudunun sahip oldugu dengeyi
bozarak, hiicre i¢i siiperoksit anyonu (O2"), hidroksil radikali (OH™) gibi serbest
radikallerin veya hidrojen peroksit (H202) gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artigina
neden olmaktadir [1,5]. Ozellikle yiiksek frekansh (300 Hz-10 MHz) EMA
maruziyetinin hiicrelerde oksidan-antioksidan dengesini bozarak oksidatif strese neden
oldugu bilinmektedir [6]. Merkezi sinir sistemini kontrol eden, insan viicudunun hemen
hemen tiim islevlerini diizenleyen, viicudumuzun oksijen tiikketiminin %?20’sinin
gerceklestigi yer olan beynimiz, diger organlara goére daha diisiik antioksidan
kapasitesine sahip olmasit nedeniyle oksidatif strese karsi olduk¢a duyarli bir
organimizdir [7]. Endojen bir antioksidan ve onemli bir hiicresel savunma ajani olan
glutatyon (GSH), antioksidan enzimlerin substrati olarak gérev alarak radikal siipiiriicti
olarak davranmaktadir [8]. Beynimizde, oksidatif strese karsi etkili oldugu bilinen
antioksidan molekiillerden GSH’in yiiksek miktarda H>O seviyesini elimine ettigi
bilinmektedir [9,10].

Son yillarda iyonlastirici veya termal etkiye sahip olmayan diisiik frekansh
elektromanyetik alanlarin saglik sektoriinde tedavi amacli uygulanmasi i¢in arastirmalar
hiz kazanmistir [11,12]. Ozellikle, belirli dalga formu ve genlie sahip, “Darbeli
Elektromanyetik Alan (Pulsed Electromagnetic Field) (PEMF)” uygulamas: dikkat
cekicidir [13]. Disik frekansli PEMF maruziyetinin, yara onarim siirecini
kolaylastirdigi [14], yumusak doku hasarimi iyilestirdigi [15], 6demi [16], ameliyat
sonrast agriyt [17], migreni tedavi ettigi [18], Alzheimer [19], Parkinson [20] gibi
norodejeneratif bozukluklarin semptomlarinin tedavisinde [17] potansiyel bir uygulama
oldugu raporlanmistir. Ayrica, farkli frekans ve dalga boyunda PEMF maruziyetinin
cesitli hiicrelerde oksidan-antioksidan mekanizmasinin dengesinin korunmasinda rolii
oldugunu gosteren calismalar da mevcuttur [21-23]. Ornegin, insan osteoblast
hiicrelerine (hOBs) uygulanan 16 Hz frekansa ve 6-282 uT yogunluga sahip PEMF
maruziyetinin glutatyon peroksidaz (GPx), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT)
gibi antioksidan enzimlerin aktivasyonunu arttirdigi [21], hipoksi kosulunda (%2’lik
oksijen) inkiibe edilen N9 insan mikroglia hiicrelerine uygulanan 75 Hz-1.5 mT PEMF
maruziyetinin hipoksinin indiikledigi ROS seviyesinde azalmaya neden oldugu [22], 75
Hz-2 mT PEMF’ye maruz birakilan insan noronal SK-N-BE(2) hiicrelerinde de
manganez bagli SOD (MnSOD) aktivasyonunun arttig1 [23] raporlanmustir.

Literatiirde, PEMF maruziyetinin oksidatif stres iizerindeki etkileri arastirilmig fakat
yiiksek doz H20: ile uzun siire muamele edilerek oksidatif stresin tetiklendigi ¢ocukluk
caginda en sik goriilen noroblastik tiimor olan noroblastoma hiicre hattinda PEMF
maruziyetinin GSH miktarina etkileri hakkinda bilgiler sinirlidir. Bu nedenle ¢alismanin
amaci, yiikksek doz (1 mM) H2O> ile uzun siire (96 saat) muamele edilerek oksidatif
stresin tetiklendigi insan noroblastoma hiicre hattinda (SK-N-SH) 75 Hz frekansinda 2
mT yogunlugundaki PEMF’ye kisa siire (15 dakika) maruziyetin hiicre canliligina ve
GSH miktarina etkisini incelemektir.
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2. Materyal ve Metot

2.1 Darbeli Elektromanyetik Alan Maruziyet Diizenegi

Darbeli Elektromanyetik Alan (PEMF) devresi (Pasco; UI-5000) Pasco Capstone
Yazilimi (UI-5400) ile beraber EDUTEK firmasindan (Ankara, Tirkiye) satin
alimmistir. Helmholtz bobinlerden ve diger ara pargalardan olusan PEMF devresi Sekil
1’de gosterilmistir.

Helmbholtz bobin ¢ifti

|
| Platform ayagi

Platform ayagi

/
e ” Pasco 850 sinyal lreteci

Helmholtz bobin althgi

Sekil 1. Manyetik alan saglayan helmholtz bobin ¢ifti, bobinlerin sabitlendigi helmholtz bobin altligi,
platform ayaklari, bobinlere elektromanyetik alan saglayan Pasco 850 sinyal iireteci, ve manyetik alani
6lcen manyetik alan sensoriinden olusan Darbeli Elektromanyetik Alan (PEMF) Diizeneginin temsili
gosterimi

PEMF devresi, toplam ¢ap1 20 cm olan ve 0.64 mm ¢apinda bakir telden olusan 500
sarimli ¢ift Helmholtz bobinden olusmaktadir. PEMF’ye maruz kalacak hiicreler igin
homojen bir manyetik alan ortami olusturmak i¢in bobinler birbirine paralel olarak
yerlestirilmistir. Devrenin Pasco Capstone Yazilimi ile baglantisi bilgisayar ortaminda
gerceklestirilmistir. Frekans 75 Hz, dalga genlik degeri (amplitude) 15 V,
elektromanyetik dalganin gorev dongiisii (duty cycle) periyodu %10, helmholtz
bobinleri besleyen elektrik akimi (current limit) 1.5 amper (A) ve limit gerilim degeri
(V) (voltage limit) 15 V olacak sekilde degerler program ara yiizii kullanilarak girilmis
ve ardindan manyetik alan sensorii agilmistir. Calismada PEMF maruziyet siiresi 15
dakika olacagindan helmholtz bobinlerin olusturdugu manyetik alan degeri Pasport
manyetik alan sensorii yardimiyla Pasco 850 Capstone Yazilimi kullanilarak 15 dakika
siireyle ol¢iilmiis ve 2 mT manyetik alan sinyalleri kayit altina alinmistir. Bobin sistemi
daha sonra hiicre inkiibatoriine yerlestirilmis ve PEMF maruziyetinin olas1 termal
etkisinin engellenmesi i¢in maruziyet ortaminin sicakligi 37°C’ye ayarlanmis, diizenli
olarak sicaklik kontrol edilmis ve PEMF maruziyetinden kaynakli herhangi bir sicaklik
artis1 tespit edilmemistir.

2.2 Hiicre Kiiltiirii

SK-N-SH insan noroblastoma hiicre hatti (Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu-ATCC,
Missouri, ABD) Eagle’in Minimum Temel Besiyeri (Eagle’s Minimum Essential
Medium-EMEM, Biological Industries, Cromwell, ABD) ortaminda 75 cm?lik
flasklarda kiiltiirlenerek %10 fetal sigir serumu, %1 L-Glutamin, %21 penisilin-
streptomisin i¢eren biiylime ortamlarinda %5 CO: igeren 37°C, %95 nem ortamindaki
steril inkiibatorde (BINDER, Camarillo, ABD) inkiibe edilmistir. Hiicreler ii¢ deney
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grubuna ayrilmistir: Grup I: Sham-kontrol grubu, Grup II: 96 saat 1 mM H20: ile
muamele edilen hiicre grubu, ve Grup III: 96 saat 1 mM H20, muamelesinin ardindan
15 dakika 75 Hz-2 mT PEMF’ye maruz birakilan hiicre grubu. Hiicre gruplari
inkiibatordeki bobin sistemine yerlestirilmistir. Sham-kontrol grubu diger hiicre gruplari
gibi bobin sistemine yerlestirilerek ayni deneysel kosullarda inkiibe edilmis fakat H2O>
muamelesi ve PEMF maruziyeti ger¢eklestirilmemistir.

2.3 Hiicre Canliiginin Belirlenmesi

Tim grup hiicreleri 1:1 oraninda seyreltilmis %0.04 Tripan Mavisi (Sigma-Aldrich,
Missouri, ABD) ile boyanarak Bio-Rad TC20 otomatik hiicre sayacit (Bio-Rad,
Kaliforniya, ABD) kullanilarak sayilmistir. Daha sonra, ii¢ tekrar halinde 96 kuyucuklu
plakalara (1x10*kuyucuk) ekilmistir. Karakurt ve Adal1 [24] ¢alismasinda revize edilen
Alamar Mauvisi reaktifi (Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, ABD)
kullanilarak hiicre canlilig1r ve sitotoksisite 570 nm uyarma ve 610 nm emisyondaki
spektrofotometrede (Multiskan Go; Thermo Scientific Co., Waltham, MA, ABD)
Ol¢iilmiistiir. 1Cso degerlerinin inhibisyon orani (%) log H202 konsantrasyonuna kars1
sigmoidal grafigi kullanilarak ¢izilmistir. Sonuglar, hiicre canliliginin yiizdesi (%)
olarak ifade edilmistir (Sekil 2).

2.4 Glutatyon (GSH) Miktar Tayini

Yiiksek Performansl Likit Kromatografi (High Performance Liquid Chromatography-
HPLC) teknigi kullanilarak hiicre gruplarindaki glutatyon (GSH) miktar1 tayin
edilmistir. Bu teknik, sivilarda ¢6zlinmiis halde bulunan farkli agirliklardaki bilesenlerin
HPLC kolonlarii farkli zamanlarda terk etmesi temeline dayanmakta, sabit ve hareketli
olmak iizere iki ayr1 fazdan olusmakta olup kimyasallarin fazlar arasinda kiitle
transferine ve bilesenlerin hiz faktoriine bagli olarak dedektorde belirlenmesi presibi ile
calismaktadir. Bu nedenle hiicrelerdeki GSH miktar1 tayini i¢in sabit faz olarak C18
kolonu, hareketli faz olarak 0.5 M Dipotasyum Fosfat (K2HPO4) ve 500 mL saf (%100)
metanol kullanilmis ve HPLC cihazi ile baglantis1 yapilmistir. Tiim grup hiicreleri 6lii
hiicrelerin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in 1 mL 10 mM PBS ile yikanmis ve ardindan
400 xg’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatantlara hareketli fazlardan diisiik
polariteye sahip olan 300 pL kloroform eklenerek 10000 xg’de 15 dakika santrifiij
islemi gerceklestirilmistir. Elde edilen yeni silipernatantlara %15 trikloroasetikasit
(TCA) eklenerek 10 dakika 22903 xg’de santriflij edilmistir. Glutatyon (GSH)
miktarinin belirlenmesinde kullanilan 0.5 M K2HPO4 (pH: 8 (10 mM DTNB igeren))
stipernantlara eklenerek 5 dakika buzda inkiibe edilmistir. Daha sonra siipernatantlara
100 uLL 7 M H3POg ilave edilip 3000 xg’de 10 dakika boyunca santrifiijlenmis ve GSH
miktar tayinine kadar silipernantlar buz iginde bekletilmistir. En son basamakta,
siipernatantlar ve 5 farkli molaritelerdeki GSH standart soliisyonlar1 2 pm’lik membran
filtreden gegirilerek 330 nm’ye ayarlanmig HPLC (Shimadzu, LC-2050 serisi, Kyoto,
Japonya) cihazinda standart egrisi ¢izilerek analiz edilmistir.

2.5 Istatistiksel Analiz

Tiim deneyler en az ii¢ tekrarli yapilmistir. Veriler SPSS v.23 (Chicago, IL) istatistik
paket programi yardimiyla degerlendirilmistir. Verilerin degerlendirilmesinde Tek-
Yonlii Varyans Analizi (One-Way ANOVA), coklu karsilastirmada LSD Post-Hoc test
kullanilmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma (SD) olarak verilmistir. *p<0.05;
*#p<0.01; ***p<0.001°deki istatiksel fark: isaret etmektedir.

149



3. Bulgular
3.1 Darbeli Elektromanyetik Alan Maruziyetinin Hiicre Canliligina Etkisi

Yiiksek sitotoksik etkiye sahip H202’nin SK-N-SH insan ndéroblastoma hiicre hattinda
hiicre canliligina etkilerini belirleyebilmek i¢in Grup 1 (Sham-kontrol)’in hiicre canliligi
%100 kabul edilip Grup 2 ve Grup 3 hiicrelerinin %50’sini 6ldiiren konsantrasyon
(ICs0) degeri hesaplanmustir (Sekil 2). 96 saat 1 mM H20: ile muamele edilen grup 1I’de
ve 96 saat 1 mM H20: ile muamelesinin ardindan 75 Hz-2 mT PEMF’ye 15 dakika
maruz birakilan grup III'te hiicre canliliginin azaldig1 gézlemlenmistir. Grup II’de H202
muamelesi 298.7 pg/mL ICso degeri ile yaklasik %80 hiicre canliliginda azalmaya
neden olmustur. H2O2 muamelesinin ardindan PEMF maruziyetinin oldugu Grup III’te
ise hiicre canliligindaki azalma Grup II kadar olmayip, 552.6 pg/mL ICso degeri ile
yaklagik %65 azalmig, ve bu sonu¢ PEMF maruziyetinin oksidatif stresin tetiklendigi
ndroblastoma hiicre hattinda olasi sitoprotektif etkisinin olabilecegini gostermistir.

150+ -o- H,0, (Grupll)

: = H,0,+PEMA (Grup IIl)
S 100
<
3]
(&)
@ 50f--mmmmmmee =A==
Q
3
=
0 L] L] L] 1
0 1 2 3 4

H,0, Konsantrasyonu (Log pM)

Sekil 2. Hiicre canlilig1 yiizdelerinin (%) hiicre gruplarinda gosterimi.

3.2 Darbeli Elektromanyetik Alan Maruziyetinin Glutatyon Miktarina Etkisi

Tiim grup hiicrelerindeki GSH miktar1 HPLC teknigi ile belirlenmis ve elde edilen
veriler Tek-Yonlii Varyans Analizi (One-Way ANOVA) ile ¢oklu karsilagtirmada LSD
Post-Hoc test kullanilarak analiz edilmistir (Sekil 3). HPLC cihazindan elde edilen 4.5
dakikada olusan kromatogram pik degerine gore GSH miktar tayini yapilmistir (Sekil
3a). Elde edilen sonuglara gére, Sham-Kontrol grubundaki (Grup I) GSH miktar1 Grup
Il ve Grup IlI’den anlamli derecede daha yiiksektir (p<0.001; sirasiyla) (Sekil 3b).
PEMF maruziyetin olmadigi 1 mM H202 muamelesi ile oksidatif stresin indiiklendigi
Grup I’de ki GSH miktar1 ise diger gruplara gore anlamli derecede daha diistiktiir
(p<0.001, sirasiyla) (Sekil 3b). Ilging sekilde, 1 mM H20, muamelesi ile oksidatif
stresin tetiklenmesinin ardindan PEMF’ye maruz birakilan grupta (Grup III) GSH
miktari, Grup II’ye gore anlamli derecede daha yiiksektir (p<0.001) (Sekil 3b).
Sonuglar, PEMF maruziyetinin olasi sitoprotektif etkisi ile oksidatif stresin tetiklendigi
noroblastoma hiicre hattinda antioksidan molekiillerden GSH miktarina arttiric1 etkisi
oldugunu gostermektedir.
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Sekil 3. (a) Optimum kosullar altinda 330 nm’de elde edilen 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit (TNB), Glutatyon
(GSH) ve Ellman reaktifi 5,5'-ditiyo-bis-2-nitrobenzoik asid (DTNB)’in temsili kromatogram gésterimi
(b) Glutatyon (GSH) miktarinin (mg/L) hiicre gruplari arasinda karsilastirilmasi. Veriler ortalama + SD
olacak sekilde gosterilmis, Tek-Yonlii Varyans Analizi (One- Way ANOVA) ile degerlendirilmis, ¢coklu
karsilagtirmada LSD Post-Hoc test kullanilmistir. ***p<0.001°deki istatiksel istatiksel farki isaret
etmektedir.

4. Sonug¢ ve Yorum

Farkli stire (60 dk/giin; 10 dk/giin; 30 dk/giin gibi) ve frekanslardaki (100 Hz-10 mT; 75
Hz-1 mT, 75 Hz-1.5 mT,16 Hz-282 uT gibi) PEMF maruziyetinin ¢esitli dokularda
(kemik, karaciger, bobrek gibi) hiicre canliligini, SOD, GPx, ve CAT gibi antioksidan
savunma mekanizmasindaki 6énemli enzimlerin aktivitesini/seviyesini etkiledigi in vivo
[25,26] ve in vitro [21-23,27] calismalarca raporlanmistir. Fakat, insan noéroblastoma
hiicre hattin1 dnce belirli bir doz ve siirede H20: ile muamele ederek oksidatif stresi
tetikleyip, daha sonra sabit siire ve frekansta uygulanan PEMF maruziyeti ile
antioksidan savunma sistemi mekanizmasinda rol alan onemli molekiiller arasindaki
hiicresel etkilerin arastirildigr ¢alismalar sinirlidir. Bu nedenle ¢alismada, yiiksek doz
H20:> ile uzun siire muamele edilerek oksidatif stresin tetiklendigi ¢ocukluk ¢aginda en
sik goriilen noroblastik tiimor olan insan néroblastoma hiicre hattinda (SK-N-SH) 75 Hz
frekansinda 2 mT yogunlugundaki PEMF’ye kisa siire (15 dakika) maruziyetin hiicre
canliligina ve antioksidan molekiillerden GSH’in miktarina etkisinin incelenmesi
hedeflenmistir. Farkli konsantrasyondaki H20> ile muamele edilen beyin hiicresi dahil
¢ogu memeli hiicre hattinda, H20> muamelesinin DNA, protein, lipid gibi
biyomolekiillerin yapilarini bozdugu, apoptozisi tetikledigi ve hiicre i¢i ROS seviyesini
arttirarak oksidan-antioksidan dengesinin bozulmasina neden oldugu [6,28], 6zellikle de
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yiiksek doz olarak belirtilen100 uM ve tizeri H202 konsantrasyonu ile muamelenin ROS
seviyesini arttirdigi, hiicre canliligini ve antioksidan enzim aktivitesini azalttigi [29,30]
raporlandigindan ¢alismada SK-N-SH insan noroblastoma hiicre hattinda oksidatif stres
etkisini net olarak gozlemleyebilmek icin yiiksek doz (1 mM) H20: ile uzun siire (96
saat) hiicre muamelesi tercih edilmistir. Calisma sonuglar1 toplu olarak
degerlendirildiginde, hiicresel seviyesi radikal hasari belirlemek icin kullanilan bir
belirteg olan endojen bir antioksidan ve 6nemli bir hiicresel savunma ajani olan GSH’1n
miktarinin oksidatif stresin indiiklenmesinin ardindan uygulanan PEMF maruziyeti ile
noroblastoma hiicre hattinda istatistiksel olarak anlamli derecede artmasi PEMF gibi
pulse yani darbeli yayilan diisiik frekansh elektromanyetik alanlarin hiicreleri kesikli ve
periyodik olarak uyararak oksidatif stresin olasi yikici sitotoksik etkilerini hiicre ici
antioksidan enzim miktarin1 arttirarak azaltabilecegini gostermektedir. Calisma, non-
invazif, giivenli ve kolay bir yontem olan PEMF maruziyetinin ndroblastoma hiicre
hattinda oksidatif stres tizerindeki etkilerini arastirarak sadece noroblastoma hiicre hatti
degil farkli doku ve hiicre hatlarinda PEMF maruziyetinin etkilerinin incelenmesinin
Oniinii agmaktadir. Bu bilgiler 1s18inda, PEMF’lerin oksidatif stresin indiikledigi
norodejeneratif siireclere ek olarak antioksidan savunma mekanizmalarina ve bu
mekanizmalarin tetikledigi redoks bazli noéronal yolaklara olast nérotoksik veya
noroprotektif etkilerinin arastirilabilmesi i¢in daha fazla in vivo ve/veya in vitro
calismalara ihtiya¢ vardir. Farkli hiicreler, dokular veya hayvan modelleri iizerindeki
farkl1 doz, frekans, yogunluk, genlik, maruziyet siireleri gibi PEMF parametrelerinin
degerlendirilecegi ¢aligmalar PEMF nin fizyolojik etkileri hakkinda daha kesin bilimsel
veriler elde edilmesini saglayacaktir. Bu nedenle, mevcut ¢alismanin PEMF maruziyeti
ile aktive edilen molekiiler, biyokimyasal ve hiicresel siireclere odaklanan daha ileriki
caligsmalara 151k tutacagina inaniyoruz.
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