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OzZET

Dugtk frekansli elektromanyetik alanlarin mitojen ile indUklenmis
lenfositlerin Uzerinde olumlu ve olumsuz etkileri oldugu 6nceki ¢aligmalaria
gosterilmekle birlikte, etki mekanizmasi bilinmemektedir.

Yapilan Onceki calismalarda mitojen ile indUklenmig lenfositlerin
cogdalmasi sirasinda membran potansiyellerinin degistigi saptanmigtir. Bu
caligmada dasuk frekansli elektromanyetik alanin mitojen ile indUklenmig
lenfositlerin membran potansiyelinde meydana getirebilecegdi degisiklikler ve
buna paralel olarak lenfosit ¢ogalmasinda meydana gelen degisiklikler
floresans spektroskopisi yntemi kullanilarak arastiriimigtir.

Saghkh insan kanindan ayrilan T lenfositleri manyetik alana
konulmadan énce 72 saat RPMI-1640 iceren hiicre kiitlr ortaminda inklbe
edilmis bu kaltarden kontrol ve manyetik alan olmak Uzere iki grup
olusturulmugtur. Huacreler 90 dakika manyetik alana maruz birakildiktan
sonra di-4-ANNEPS probu kullanilarak floresans spektroskopik olgumieri
yapimgtir.

Spektroskopik Sigiimlerde manyetik alan ve kontrol grubu igin 440 nm
ve 506 nm dalga boylanndaki floresans siddetleri belirlenmigtir. Belirlenen bu
siddetlerle dnceden hazirlanan kalibrasyon egrisi kullanilarak kontrol ve
manyetik alana maruz kalan gruplar arasindaki membran potansiyel farki
aragtinimigtir. Bu galismaya paralel olarak bu iki grubun ¢ogalmasi arasinda
bir fark olup olmadig: tespit edilmisgtir.

Dusuk frekansh manyetik alana maruz birakilan lenfosit grubunun
¢ogalmasinda kontrol grubuna gére bir azalma saptanmigtir. Lenfositlerin
membran potansiyellerinde hiperpolarizasyon durumu saptanmgtir.
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ABSTRACT

in recent years a body of data on the interactions of extremely low
electromagnetic fields with biological systems has accumulated. However the
mechanism of this interaction has not been elucidated yet.

Previous studies have shown that mitogen induced proliferation of
lymphocytes is accompanied by a change in electrical potential of the cell
and any change in membrane potential causes a change in the proliferative
response of the cell.

This work aimed to corelate proliferation with a change in membrane
potential that the extremely low electromagnetic fields may induce in the cell.

Lymphocytes obtained from healthy donors were grown in culture in
RPMI medium for 72 hours before magnetic field was applied. Magnetic field
was applied for 90 minutes and the control group was kept in similar
conditions. Using di-4-Anepps as a probe, fluorescence spectroscopy was
used to determine membrane potential. The ratio of fluorescence intensity at
two wavelengths, 440 nm and 506 nm, was taken for both magnetic field-
applied and control groups to determine a change in potential.

Results showed hyperpolarization for magnetic field-applied
lymphocytes with respect to control group. A decrease in proliferation was
observed for the magnetic field-applied celis.
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KISALTMALAR
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1. GIRIS
1.1. Bagigiklik Sistemi

Organizmanin yabanci molekilleri tanimasi son derece farkl
hicrelerden meydana gelen ve biyUk bir uyum igerisinde etkinlik gosteren
immun sistem tarafindan gergeklestiriimektedir. (1)

Vicut, yabanci antijen ya da mikroorganizma ile karsilagtiginda, dogal
immun sistem koruyucu gorevi Ustlenmekte, ayni antijenle ikinci kez
kargilagildiginda ise, kazaniimig immun sistem ortaya ¢ikmaktadir. (2)

immunolojik uyan lenfoid huicreler tarafindan saglanir. Lenfoid hucreler
embriyonik gelisme boyunca, hematopoetik kok hiicre, fetal karacigerinin ve
yumurta kesesinin icinde meydana gelir. Postnatal yasamda kdk hicreleri
kemik iliginde bulunuriar. (3)

Hematopoetik kék hiicreler lenfoid ve myeloid olmak Uizere iki hiicre
soyu vermektedirler. Lenfoid kék hlicreden daha sonra T hiicresi, B hiicresi
ve “Naturel Kille” hicre (NK, dogal o6ldlrGca hicre) farklilagmasi
gerceklesmektedir. (2a) Myeloid hiicre ydninde gelisme gosteren hcreler
monosit, nétrofil, bazofil ve eozonofil olarak aynlirlar. Mast hiicreleri yapi ve
islevsel olarak bazofillere benzer huicrelerdir.

immunolojik yanit lenfoid hiicreler tarafindan saglanmaktadir.

hacresi)

Sekil 1.1 : Ortak lenfoid ve myeloid ana koék hicrelerin hemotopoetik
hicrelerden kék almasi.



1.1.1 Lenfositler

Lenfositler, yuksek canliyi yabanci etmenler ve yapilardan korumakia
gorevli olan bagigiklik sisteminin ana 6gesini olusturan ¢ok kiiglik 7-12 um
¢apinda mononikleer kiresel hiicrelerdir. Bu hiicre gesitleri, bakteriyel veya
viral patojenlere karsi dogal ve kazaniimis bagisikliktan sorumludurlar. (4)

Lenfositier, birincil veya merkezi lenfoid organiarinda, timus ve yetiskin
kemik iliklerinde, yUksek oranda dretilmektedirier. Bu hicrelerin bazilan
sirkllasyonu tamamlamak igin dalak, lenf dGgumleri, apandisit ve
bademciklerden olusan ikincil lenfoid organiarina go¢ ederler. Bu organlarda
yabanci antijenlerle reaksiyona girerler. Yetiskin bir kiside ortalama 2x10'?
lenfoid hiicre bulunmaktadir. (5)

1960'h yillardaki ¢alismalar, bu hicrelerin iki farkli grubunun varhigini
ortaya koymusgtur. B (Bursa Fabricus) ve T (Timus) lenfositleri adlanni,
farkhlagmanin gergeklestigi dokulardan alirlar. B lenfositleri antikor
molekillerinin sentezine dayali humoral bagisiklik, T lenfositleri ise hiicresel
bagisiklik olarak adlandinian bagisiklik bigimlerinden sorumluduriar. Ancak
badisik yanitin (6zellikle humoral yanit) geligebilmesi icin her iki grup
kapsamindaki lenfositlerin etkin isbirligi gerekmektedir. (5)

Humoral immunite, kan ve doku sivilaninda bulunan antikorlarin
olusturdugu bagigikhiktir. Bu antikorlar immunoglobulin adi verilen gliko -
proteinierdir.

Hucresel immunite de antikorlarin rolls yoktur. T lenfositlerin uyarimi ile
olusan ve virisler tarafindan enfekte olmus hiicrelere ve yabanci
organizmalara karsi yanittan sorumiu bir bagisiklik seklidir. (6)

T lenfositlerinin alt gruplari, T-Yardimci (Ty), T-Baskilayici veya T-
Sitotoksik (Tcis) ve B lenfositleri, ylizey zarlanindaki reseptér ve isaret
molekallerinin farkiihgi ile taninirlar. (7)

T ve B lenfositleri morfolojik olarak ayrilmamaktadir. K¢tk lenfositier
icinde T ve B lenfositlerinin her ikisi de vardir. Normal 151k mikroskobuyla
lenfosit alt gruplarini ayirt etmek mimkan degildir. B ve T lenfositleri marker
(isaret) denen zar ylizeyindeki proteinlerine goére ayrilirlar.

TSz GERETIM KORILY
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1.1.2. T Lenfositleri

T lenfositleri immun sistemin ¢cok 6nemli hicreleridir. T lenfositleri
tarafindan meydana gelen hicresel immun cevaplar, hayvansal hicrelere
saldiran parazit ve virGslere karsi mekanizma olusturmanin yaninda
kanserlesmis hlicrelere kargi da korunma mekanizmasini olanakh kilarlar.
Hucresel badigikliktan sorumlu olan T lenfositieri, Timus igindeki kék
hicrelerin olgunlagmasindan meydana gelmektedirler. Timus i¢inde, T hiicre
éncilieri timik hormonlan (timosin ve timopoitein) ‘nin etkisi altinda T hicre
alt gruplarina farkhilagirlar. Bu alt gruplar belirli ylzey gliko proteinleri ile
belirlenmiglerdir; CD3, CD4, CD8 gibi. Tum T hicreleri ylzeylerinde CD3
proteinlerine sahiptirler. (8)

T hicreleri ylzeylerinde CD4 ve CD8 proteinlerine sahip olup
olmamalarina gére 2 temel kategoriye aynliriar. Olgunlagmisg T hucreleri ya
CD4 ya da CD8 proteinine sahiptirler. Her ikisine de sahip olma durumu s6z
konusu degildir. (3)

Antiien Taniyan T-Hicre

e Peplid sunanMHC

" molekiil
Peplidin MHC moleklllne
bagianmasi Anfjen peptid
. T-hiicre reseptdrinin
3545  MHC ve peplidi tanimasi

Sekil 1.2 : Antijen Taniyan T-hicresi



T lenfositleri, belirli antijenlerle, antijene 6zgul olarak uyarilirlar. T
lenfositleri ylizeyinde, antijenleri 6zglll olarak taniyan T hiicre reseptorieri
vardir. TCR-1 (T hicre reseptor-1) ve TCR-2 (T hlcre reseptor-2) olmak
Gzere 2 tarld T hlcre reseptora vardir.

T hacre reseptorleri, vicuttaki kanserlesmis veya enfekte olmus
hicrelerin ytzeyindeki yabanci proteinleri tanir ve bu tanima ile birlikte
kanserlegmis veya enfekte olmus hicrelerin yikimina baglanir. T hicre
reseptérieri, antijenleri serbest olarak taniyamaz. immun sistemde hiicreler
aras! tanima olaylarinda doku uyguniuk antijenleri rol oynarlar. Doku
uygunluk antijenlerine, MHC (Majér Histocompatibility Complex) adi da verilir.
T hicreleri yabanci antijeni, MHC antijen kompleksi oldugunda taniriar. (3)

1.1.3. T ve B Hiicrelerinin Uyarimasi

T ve B hiicreleri 6zel antijenlere baglanarak uyarilirlar. T hlicresi, antijen
sunan hicre Gzerinde bulunan MHC molekulleri ile kompleks yapmig peptide
baglanir. Bunun yani sira, B hicreleri serbest antijenlere baglanirken,
uyarilmak i¢in T hicrelerine ihtiyaglari vardir. T ve B hiicrelerinin; Gzerindeki
antijen reseptorlerinin 6zel birlesme yerlerine ek olarak, etkili bir T ve B hiicre
uyariimasi icin diger hiicre ytzey molekilierine intiyag vardir. /In vitro
kosullarda lenfosit uyanmi, lenfositin uyanimasi sonucu gerceklesir.

Bu uyaran maddeler;

- Ylizey antijen reseptorieri tarafindan taninan antijen.

- Antijenleri taniyan T hiicre yGzeylerindeki CD3 — TCR (T-hiicre
reseptér) proteinlerini uyaran monoklional antikorlar.

- Lektinler'dir.

Lektinler, bitkilerden ve bakterilerden elde edilen karbonhidrat baglayici
proteinlerdir. BCR (B-hiicre reseptér) veya TCR ile baglanarak lenfositleri
uyaran lektinlere mitojen (cogalma indUkleyicileri) denir. T ve B hiicreleri
farkli mitojenlerie uyaniir. Fitohemaglutinin (PHA) ve Konkanavalin A (Con A)
insan ve hayvan T hicrelerini uyarir. Lipopolisakkarit (LPS), B hucrelerini



uyarir. Pokeweedmitojen (PWM), insan T ve B hicrelerinin her ikisini de
uyarmaktadir. Bu maddelerin in vitro kullammi, T ve B hicrelerinin
uyariimasina neden olmaktadir. (2b)

1.2. Membran Yapisi ve Valinomisin

Huicreyi tamamen 6rten hiicre membrani ¢ok ince ancak 7,5 — 10 nm
kahnliginda esnek bir yapldadlr. Membranin %55 ‘'lik kismini proteinler, %25
ik kismini fdsfolipidler, %13’ 1ak kismin kolesterol, %4 ‘lok kismini diger
lipidler ve %3 ‘lik kismini da karbonhidratiar kapsamaktadir. (9)

Membranin lipid ¢ift tabakasi; oksijén ve alkol gibi yagda ¢ozilebilen
maddelere gegirgen olmasina karsin suda ¢dzilebilen maddelere -iyoniar,
glikoz, are gibi maddeler- gegirgen olmayan bir yapidir.

Sekil 1.3. : Hlcre zan akigkan mozaik modeli

Valinomisin K* iyon gegirgenlidini arttiran bir iyonofordur. Organik
¢dzlchlerde ve hiicre membranlarinda potasyum, rubidyum ve sezyum



iyonlarina yliksek ve segici gegirgenlik vermek (zere ¢ozlllr. Calisma
mekanizmasi tasgiyici protein modeli ile agiklanir.

Potasyum iyonlan ile kompleks yapan valinomisin, bu kompleksin lipid
membraninda ¢dzllebilmesi icin hidrofobik bir kafesle potasyum iyonlarini
sarmalar ve membranin 6bir tarafina aktarir. Valinomisin, K iyoniarinin
taginmasi igin 6zgindar. Valinomisin in vitro ¢aligmalarda K' iyonoforu olarak
kullaniimaktadir. Dig ortamda K* iyon derigimleri ayarlanarak farkhi membran
potansiyeli degerleri elde edilir. (10)

1.3. Membran Potansiyeli

1.3.1. Nernst Denge Potansiyeli

Yar gecirgen bir membranda derigim farkindan dolayi bir potansiyel
meydana gelir.

A B
K" yuksek K* dasik
derigim derisim

Sekil 1.4. : K+ gecirgen bir zarla ayrnilimig iki b6élim

K’ iyonlarina gegirgenligi fazla olan bir membranda A bélumi [K' ], B
bolumi [K* ] gére fazla oldugundan A'dan B'ye dogru derisim gradyan
nedeniyle bir diflizienme meydana gelir. Bu durumda A béliminde meydana
gelen elektronegatiflikten ve B béliminde meydana gelen elektropozitifiikten
dolay! bir potansiyel fark olusur. Bir stre sonra K' iyonlan daha fazla B'ye



diftzlenemezier ve sistem dengeye ulagir. Meydana gelen dengede A'nin
B'ye gére elektriksel potansiyeli “Nemst Esitligi” ile belirlenebilmektedir. (10)

Nernst Denge Denkiemi

Rr [A]

E=- log ——— Denkiem No: 1

Z2F B 1

: Gaz Sabiti = 8,28 Joule / (derece . mol)
: Mutlak Sicaklik = 20 °C ‘de 293 °K

R
T
F : Faraday Sabiti = 96000 Coulombs / (mol . v)

N

- lyon Degerligi

Yukandaki degerler esitlikte yerlestirilerek, Nernst Denge Denkiemi:

iyon ] hiicre ici
E =159 log [ : ¢ Denkiem No: 2

[iyon ] hiicre disi

1.3.2. Membran Potansiyeli

Tum hicrelerin membranlarinda bir iyonik gradyant vardir. Hucre igi
potasyum iyonlarinin derigimi hiicre disina gbre, hicre digi sodyum
iyoniarinin derigimi de hiicre igine gére fazladir.

Bu derigim farklari, hemen hemen tim hayvansal hlicrelerin plazma
membraninda bulunan Na* - K* - ATPaz ile olugur ve korunur.

Derigim farklan nedeniyle K* , Na* ve CI" iyonlari sizma kanallarindan igeriye
veya disariya difiizienirler. Bu iyonlann difizienmelerinde derigim farki ve
iyonlarin farkli gegirgenlikte olmalari-farkli mobiliteleri-belirleyici olur.
Dolayisiyla difiizyon potansiyeli olarak tanimlanan bu potansiyelin olusumunu
3 faktor belilemis olur. Bunlar; iyonlarin elekirik yOkOnin cesidi,
membranlarin iyonlara olan gegirgenligi (P) ve her bir iyonun membranin



icindeki ve disindaki derigimidir. Hlicre membraninda olugan potansiyeli en
iyi agiklayan model Goldman- Hodgkin- Katz modelidir:

_RT, PK'I"+ Py [Na' P2 + PoCT I Denklem No: 3
2T F  PJK F+PyINa*F+PglCI "

E

Plazma membranlarinda K' , Na* ve CI" iyonlarinin gegirgenlikieri K" ,
Na* ve CI" kanal proteinierinin aktivitelerine ve miktarlarina bagh olarak
membran potansiyeli degeri degisir. Tam iyonlar kendi denge potansiyeline
dogru gitme egilimindedirier. Eger membranin bir iyona gegirgenligi fazla ise,
membran potansiyeli o iyonun denge potansiyeline yaklasir. Bu durumda
Goldman denklemi Nernst denge denklemine indirgenmis olur. Bir K'
iyonoforu olan valinomisin ortama eklendiginde, K iyonlarinin gegirgenligi
artarak membran potansiyeli K denge potansiyeline yaklagir. (3b)

Tablo 1.1 : Memeli kas hicrelerinin kararli durumlari igin yaklasik iyon
derigimieri ve iyon denge potansiyelleri (11)

Konsantrasyon
iyon Cinsi __ Denge
Hucreler Hucre igi o
3 Potansiyeli
arast Sivi | Sivi pymol/cm
pumolfcm
Katyon Na® 145 12 +66
K 4,1 150 -96
H* 38.10° 13.10° -32
ca® 1,5 10* +129
Digerleri 5
Anyon CI 11,8 3.9 -90
HCO3 27 12 -21
Kararli Durum Potansiyeli 0 20 mV




1.4. Spektroskopi

Spektroskopi, elektromanyetik dalgalarin maddeyle etkilesiminin
calisiimasidir. Elektromanyetik spektrum radyo izotoplarin bozunumu
sirasinda salinan ylksek enerjili 3-iginlari ve sirasiyla azalan enerjiye sahip,
x-iginlari, mor 6tesi isinlar, gérandr i1ginlar, kizilétesi isinlar, mikrodalgalar ve
radyo dalgalan gibi elektromanyetik dalgalardan olusur. Elektromanyetik
isinlar dalga 6zelliklerinin yani sira tanecik dzellikleri de gdsterirler.

Maddedeki her konum veya davranig (elektronlarin yer aldig
yoringeler, atomlar arasi titresim ve dénme hareketleri) belirli enerji
seviyelerinde gerceklesirler. Diger bir deyisle, maddenin dalga mekanigine
dayali Ozelliklerine baghi olarak atomlar basamakl ya da kesikli enerji
degerleri iceriler. Atomlar yalmizca  beliri enerji dazeylerinde
bulunabildiklerinden, 1sinin sogurulabilmesi basamak arasindaki eneriji
farklarina karsilik gelen dalga boylarinda olanakiidir.

Isinin atomlar tarafindan sodurulmasi ya da salinimi belirli eneriji
paketleri izerinden gerceklesir. Molekullerde uyariima sonrasi 1$19in geri
sagilmasina floresans etkisi denir.

11- §dvanimes durum

= I Temel durum
5
L
- o—O
= Xah-

Lo

Xah

Sekil 1.5. : Basit bir diatomik molekilde enerji dizeyleri (kalin cizgiler
elektronik enerji diizeylerini; ince diiz gizgiler titresim enerji dizeylerini; ince
kisa gizgiler ddnme enerji duzeylerini gostermektedir).
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Tablo 1.2. : Elektromanyetik spektrum ve spektroskopi cesitleri.

1 10 10 10° 104 10° 105
l | | | | ] I
) 1 ¥ 1 1
. N __N_N /\ /
Xpinlen Uv  Visible Infrared Mikrodalgalar
\ A A NS
Gegig gegidi: Elektronik Vibrasyonal Rotasyonal Nikleer
Tp Kabuk Dig Kabuk
Cahgmanin ad: X4pm Goronidr 1gik Infrared ve Raman  Nukleer
spektroskopisi spekiroskopisi spekiroskopisi magnetik

rezonans

------

Uyanima sonucu elektron veya atomun titregim dénme hareketleri, bir Gst
enerji basamaklarina gegebilir. Basamaklar digindaki bir ara enerji diizeyine
gegis olanakl degildir. Isim sogurmadan dnceki enerji dizeyi E; , so§urma
sonrasi enerji dlzeyi E; olarak gosterilirse;

E> -E1 =h.v olur. Denkiem No: 4

h . v = sodurulma enerijisi
Spektroskopi kullanilan dalga boylant ve dolayisiyla uyarinin
gerceklestigi enerji duzeyi farklihiklarina gore gesitli tiplere aynimigtir. (12, 13)
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1.4.1. Molekiiler Spektra

Molekdillerin 3 temel optiksel spektrumu vardir;

1 — Elektronik Spektra:

Bu tur gegigler, bir temel elektronik durumun Ust elektronik enerji
seviyesine gegistir.

2 — Titresim Spektra:

Bu tar gecisler bir titregim seviyesinin, ayni elektronik durumdaki diger
titresim seviyesine gegistir.

3 — Dénme Spektra:

Ayni elektronik durumun, ayni titregim durumunda dénme seviyeleri
arasindaki gegistir.

Molekalin elektronik taban enerji dederi, molekilin elektron
konfiglirasyonu ve yoéringe dizeni tarafindan belidenir ve molekalin
elektronik durumu olarak tanimlanir.

Isigin soguruimasinin ve yayilhminin gosterildi§i enerji  seviyeleri
diyagramina “Jablonski Diyagrami® denilmektedir. Temel, birinci ve ikinci
elektronik durumian sirasiyla; Sp, S1 ve S; ile gosterilir. (14)

Cesitli ‘elektronik seviyeleri arasindaki gegcisler dikey gegislerdir. Bu
gosterim , 151gin sogurulimasinin anhk durumunu goéstermek icin kullanilir.

S‘ e -
i
}
: I DONDSUM
|
§ X
Sl § 3 weegia
SOBURULMA o
— T
FLUOREBANS ————
hlﬁ / m{i\, A hVF hy o
FOSFORESANS
2 {
50 i
]

Sekil 1.6. : Jablonski diyagrami.
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1.4.2. Floresans

Sogurulan 1gin tarafindan uyarilan molekiil, uyariimig enerji seviyesine
gecer. Molekil buradan ¢ok kisa bir zaman igerisinde uyariima enerjisini geri
vererek disUk enerji seviyesine geri déner. Temel enerji seviyesinin geri
dénlsim mekanizmasi hem molekil seviyelerine hem de moleklltn iginde
bulundugu ortama baghdir. (15)

Uyariimis molek{l ortamdaki bagka bir molekdlle garpigmasi sonucunda
enerjisini diger molekile kinetik ve titresim enerjisi olarak aktanr. Sonugta,
yuksek titresim seviyesine uyariimig molekll hizh bir gsekilde disuk titresim
seviyesine geri doner. Temel durumun yilksek titresim enerji seviyeleri,
uyariimig durumun en disik titresim enerji seviyesine yakin oldugu durumda
zayif carpismalaria temel enerji durumuna donis gergeklesir. Bir diger yol da,
kuvvetli garpismalarla uyariimis enerji durumundaki (S1) en disik titresim
seviyesinden temel enerji seviyesine (Sp) inigtir. Bdylesi carpigmalann
yoklugunda moleki bir foton salar. Uyariima durumunda salinan bu fotona
floresans denir. .

Floresans fotonlarinin enerji arah@, sogurulan fotonlarin ener;i
araliindan daha azdir. Floresans 6mar, molekilin uyariima durumundan
temel duruma dénerken gegen averaj zamanidir.

Salinan foton uyanima durumunun en digik enerji seviyesinden, temel
durumun titresim enerji seviyelerine dogru sadece bir enerji banti verir. Bu
durumda, floresans bantin dalga boyu , sogurulan bantin dalga boyundan
daha uzundur. Genelde, floresans yayiim spektrumu ve soguruima
spektrumu ayna goérinth simetrisine sahiptifler. Bu simetrik durum;
soduruima ve yayiiimda ayni gegisler gergeklesmesinden ve titresim enerji
seviyeleri arasindaki benzerlikten kaynaklanmaktadir.

Floresans dalga boyu, sofuruima dalga boyundan bagimsizdir. Bu
baglamda, sojuruima ve floresans spektrast genellikle Gst Uste gelmez.
Ancak ¢ozelti igindeki molekiillerin ¢cevre molekiilieri ile etkilesimleri sonucu
titresim enerji seviyeleri degdigebilir ve emilim ve yayilim bantlar kismen
cakigabilirler. (16)
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Sekil 1.7. : Enerji seviyeleri diyagram.

Sogurulma spektrumu bir ¢ok enerji bantt icerir ve bu bantlar genelde
Gst Gste gelerek genig bir bant meydana getiriler. Bu nedenle soguruima
spektrumu floresans spektrumundan daha genistir.

Bir floreforun floresans siddeti (yoguniugu), uyanimisg halde carpistig
molekdllerin uyarim enerjisini ne oranda so@urduklanha baghdir. Bu
molekdller uyarima enerjisini sogurarak floresans yayilim olasiligini azaltir
ve bdylece floresans siddetini azaltmis olur. Floresans siddetini azaltan bu
molekilllere floresans séndirdcd ‘leri denilmektedir. Titregim seviyeleri
araliklari genis olan molekuller -6medin su- etkin floresans
sondlrachleridirier.

Floresans siddeti, floresans foton verimi ile aglklanmaktadlr. Floresans
foton verimi; yayilan fotonlann sayisinin, sogurulan fotonlarin sayisina
oranidir. (16)

Yayilan Foton Sayisi
Denklem No: 5

Foton Verimi =
Sogurulan Foton Sayisi
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1.4.3. Spektrofotometre

Spektrofotometre, kiivetin igindeki bir ¢dzeltiden gegen isiIGIn
Slgtimesinde kullanilan bir alettir. lletilen 11k, kiivetin igindeki 15181 soguran
maddenin derigimini belirlemek i¢in matematiksel hesaplamalarla emilme
birimlerine dénagtirGlar. Bitin spektrofotometreler temelde aym pargalara
sahiptirler. Bu pargaciklar;

1 —Isik Kaynagi:

Isik kaynadi aragtirlan bilegik tarafindan sourulan radyant enerji
sunmaktadir. lyi bir igik kaynag icin su kosullar gereklidir.

- Yeterli gligte bir 151k demeti Gretmelidir.

- Calgilan spekirum bolgesinin (zerinde slrekli dalga boylan
saglamalidir.

- Sabit oimalidir.

2 - Monokromatorier:

Gerekli dalga boylannin  segilmesi igin  kullaniimaktadir.
Monokromatérler ile girig ve ¢ikis yariklarinin kombinasyonu saglanmaktadir.
Monokromatérin giris yarii, monokromatore giden istenmeyen isiklan
engellenmesinde kullamlirken, ¢ikis yang sadece kivetten gecen dar isik
demetine izin vermektedir.

3 - Kavet:

Kiavetin icine emilimi olgliimek istenen ¢bzelti konulmaktadir. Kavet
camdan, kuvars dan veya plastikten yapilabilmektedir.

4 - Dedektor:

Dedektor, gozelti icinde iletilen elektromanyetik radyasyonu, elektriksel
sinyale dénlstlirmektedir. Elektromanyetik radyasyonun siddeti ne kadar
artarsa, elektriksel sinyal de o kadar artmaktadir.

5 — Okuyucu Alet :

Dedektorden gelen elekiriksel akimin blytklGgh, dijital bir géstergede
kaydediimektedir. Sonuglar genelde iletici birimlerde, sofurulma birimlerinde
bazen de direkt derigim birimlerinde olmaktadir. (17)
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Sekil 1.8.: Fluoresans spektrometrenin sistem bilesenleri.

1.4.4. Di-4-Anepps Probunun Ozellikleri

Hiicre membran potansiyeli o6lgimlerinde di-4-Anepps probunun
ozellikleri :

a — 100 mV'luk membran potansiyel degisikliklerine kargi %9 floresans
degisim gerceklestiji seviyede, membran potansiyeline dogrudan cevap
vermesi.

b — Membran ¢ift tabakasinin dig tabakasina yerlegsmesi.

¢ -Elektrokromik olmasi (potansiyel degisimi sonucu floresans etki
gostermesi).

e — Nétral pH ‘sinda yUks{iz olmast.

f — Cok kagk derisimlerde uygun optikal cevap vermesidir. (18, 19, 20)
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1.5. Elektromanyetik Alaniar

1.5.1. Elektromanyetik Dalgalar

Elektromanyetik dalgalar, hepsi aym hizla yayiima dogrultusunda
birbirine dik dizenler icinde elektriksel ve manyetik bilegsenden olusur.
Zamanla degisen -sinlzoidal- bir manyetik alan iletken bir maddeye
uygulanirsa, (6rnegin canh) bu manyetik alan vektérine dik bir elektrik alan
meydana gelir.

1.5.2. Tarihge

Dunyanin dogal manyetik alamm (0,02 — 0,07 mT) ve dogal
elektromanyetik radyasyonlar, canlifigin evriminde dogal belirleyiciler
oimuslar ve canli organizmalar bu kosullarda uyum iginde geligsmislerdir.

Ancak teknolojik gelisim dogal olmayan statik manyetik alanlar ve
elekiromanyetik alanlar yaratmigtir. Dolayisiyla ¢cevre kosullan agisindan bu
alanlarin, canlih@in Gzerindeki etkisi Gnemli bir soru ve sorun haline gelmistir.

Manyetizma; Yunanhlar, Cinliler ve Meksikalilar tarafindan
bulundugundan beri, birgok bilim adami hipotezier ortaya koymus ve
aragtirmalar yapmistir.

Elektromanyetizmanin canlilar Gzerindeki etkisi, 1900°Ia yillarin basinda
d’Arsonual ve Tesla tarafindan gosterilmistir. Bu dnemli gelismeden hemen
sonra manyetik alanlarin zaman zaman tedavi amagh kullaniimasi Gzerinde
arastirmalar yapilmigtir.

1960'h yillarda uzay caligmalan, dinyanin yergekiminin ve manyetik
alaminin yokiugunda veya yiuksek siddetteki manyetik alanlarin varliginda
canlilar Gzerindeki etki arastirmalarina ivme kazandirmigtir.

1970'li yillardan sonra, manyetik alanlann kullanidigi gorintileme ve
tanit cihazlan (MR gibi) gelistiriimeye baslanmis ve konu Uzerinde
aragtirmalar yapilmigtir. (21)
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1980'li yillan takiben tan igin kullanilan iyonlasma olugturmayan cok
distk frekansh elektromanyetik alanlarin olumsuz etkileri olabilecegi
dastntimis ve bu alanda ciddi aragtirmalar baglatmigtir. (21)

Teknolojinin gelisimi sonucu olusan ylksek frekansli elektromanyetik
dalgalar iyonlagmaya yol agarak organizmada degisimliere neden olurlar.

Yuksek gerilim hatlan agi, elektromanyetik iletigsim sistemleri, elektrikli
aletler, MR gibi tani cihaziari tarafindan meydana gelen iyonlasmaya veya
iIsihnmaya yol agmayan g¢ok dusuk frekansh(<60 Hz) elektromanyetik
dalgalarin ve sabit manyetik alanlarin yan etkileri olabilecedi kanisi
1980'lerden sonra geligmigtir.

Bu arastirmalann baslayip giderek artan boyutta gelismesi, hem bu
alanlarin yaratabilecegi ¢evre kirliligi kaygisi hem de bu ¢ok distk frekansh
elektromanyetik alanlann hicreyi nasil etkileyebildiklerine olan bilimsel
meraktir. (21)

1.5.3. Diisiik Frekansh Elektromanyetik Alanlann Etkileri

Genis bir spektrumu bulunan elektromanyetik alanlar iginde
iyonlagmaya yol agmayan alanlar ginimizde; ylOksek gerilim hatlarindan
radarlara, iletisim araglarindan TV ve radyo vericilerine, ofis ve evlerdeki
elektrikli aletler (elektrikli battaniye, tirag makinesi, bilgisayar ekrani)’ den,
trafo merkezlerine kadar pek gok elekirikli sistemden yayilmaktadir. (37)
Elektromanyetik dalgalarin diisik frekanslanna ragmen kullanimdaki sikliklan
nedeniyle canh organizmalar {izerine olumsuz etkilerinin olup olmadi§
tartismalari halen devam etmektedir.

Son yillarda yapilan epidemiyolojik c¢aligmalarda yiksek gerilim
hatlaninin  yakininda yasayanlardaki kanser sikhginin arthg: ortaya
konmustur. (23, 24, 33) Hat iscilerinde yapilan galigmalarda; hematolojik
degisimler, kan hicreleri sayisinda artiglar, sinir, sindirim ve kardiyovaskler
sistemierde iglevsel bozukluklar gézlemienmigtir.
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Elektromanyetik dalgalarin kansere yol actiini kanitlayan hayvan
modeli ¢alismalan ve hicre dizeyinde caligmalar ile elde edilen kesin
sonuclar olmadigi icin epidemiyolojik sonuglara yapilan itirazlar
giderilememektedir. (47,48)

Elektromanyetik dalgalarin ¢ocuklarda; kan kanseri riskinin artmasini,
kan tablosunun degismesini, bag dénmesi ve bag agniarinin artmasinmin
elektromanyetik alanlarla baglayan ¢aligsmalar vardir. (24, 25)

Batlin bu olumsuz etkilesimlere karsin ¢ok distk elektromanyetik
alanlar, tipta tedavi amagh kullanimaktadidar. Dagtk frekansh
elektromanyetik alanlarin tipta en gok kullanildi§i alan ortopedidir. Kemik
kaynamasinin uyariimasinda ve kikirdak tamirlerinde bu alanlardan
yararlamimaktadir. Daguk frekanshi elektromanyetik alaniann tiptaki
uygulama alanlarindan bir digeri de nérolojide manyetik uyan ile tedavi
yapilmasidir. (26)

Elektromanyetik alanin bir diger 6nemli dogal etkisi de, bakteriden
birgok organizmaya kadar gorilen manyetik duyarhliktir. Bu canhlar dinya
‘manyetik alaninda meydana gelen en ufak degisimleri bile algilayip
davraniglarini yoniendirirler. (21)

Tablo 1.3. : Dasik frekansli elektromanyetik alanlarin etkilerine 6rmekler. (21)

Deneysel Kosullar Uygulama Alam Sonug

40 mT -450 mT Kan Hiicreleri Mitoz hizinda arig

1,05 mT, 50 Hz Lenfosit Kiilttirs Mitoz hiznda dilsme,
kromozom bozukiugu

22 mT, 60 Hz. Sigan Lenfositi Ca'? ‘da %170 artis

0,1 mT, 0-100 Hz HL-60 hicreleri Sitozol Ca'? ‘da %28 artig

10mT, 50 Hz. HPBL, (Con A) [ H}-Timidin ahminda %30

azalma
20 uT, 60 Hz. Giivercin Pineal Bezi %20-30 apokrin salg) arhisi
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1.5.4. Diisiik Frekansh Elektromanyetik Alanlann
Lenfositler Uzerindeki Etkisi

Bagisiklik sistemi hdcrelerinin  oldukga dlstk frekansli manyetik
alanlara maruz kalmasi, sistemin igleyisi ile ilgili hicresel degisiklikier
meydana getirmektedir. Elektromanyetik alanlarin  bagigikiik  sistemi
uzerinden etki ederek timér olusumunu hizlandirdigi fikri bugin genel kabul
gormektedir. (22) Elektromanyetik alanlarin hidcre ylzeyindeki elektro
kimyasal mekanizmalan etkiledikleri dGgtinGimektedir. Diger bir deyisle, bu
zayf elektromanyetik alanlar nérotransmiter, antikor ve hormonlann hicre
ylzeyindeki reseptorlere baglanmasim etkileyebilir (25, 27) veya katyon
tasiyici kanallar ile taginacak katyonlar arasinda etkilesimi degistirebilirler. K*
, Na* Ca*? gibi iyonlarin kanallarindan gegisi baskilanabilir veya hizlanabilir.
Bu sekilde membrandan iyon akiginin degisimi ile sinyal ileti yolaklan da
etkilenip hiicre davraniginda farkhiliklar meydana gelebilir. (28-31)

Lenfositlerin in vitro ortamda dhstk frekansh elektromanyetik alana
maruz birakilmasi ile yapilan caligmalar manyetik alanin T lenfosit
cogalmasini etkiledigini gdstermigtir. (32)

Bu alandaki bulgular, ¢ok dusik frekansh elektromanyetik alanin

lenfositlere etki mekanizmasinin Ca*?

a bagimh sinyal ileti yolu ile
gerceklestigini dugtndirmektedir. Bu da ¢ok disik frekansh elektromanyetik
dalgalarin organizmayi etkileme mekanizmasinin anlagilmasi i¢in bir ipucu
olabilir. (27, 30, 34) Bu c¢alismalarin ortaya cikardigi bir diger bulgu ise
lenfositlerin uyanimamis durumda elektromanyetik alanlardan etkilenmemis
olmalandir. (22, 35)

Lenfosit gogalmasi konusunda yapilan caligmalann ortaya koydugu bir
diger bulgu da, membran potansiyelinde meydana gelen degisikliklerin

codalmayi etkiledigidir. (36)
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Tablo 1.4. :Dustk frekansh elektromanyetik alanlann immun sistem
Gzerindeki etkileri. (22)

ETKi SEKLI F(Hz) B, mT T(h)

Ca*2 Metabolizmasindaki Etkileri:
----- _— S S S T W A W e W . . 1

%70 azalma. PHA bagimh Ca’? alim.
Saghkh insan lenfositleri. Dinlenim 3,0 6,0 1,0
durumundaki hiicrelerde etki yok.

% 170 artis. Con-A bagimhi. Ca'2 alim.

Sigan lenfositleri. Dinlenim durumundaki 30,0 22,0 1.0
hiicrelerde etki yok.
%28 artis. Sitozolik serbest Ca'? . HL-60
hiicreleri. NMR manyetik alan. 0-100 0.1 0,38
RNA Sentezi Etkileri:
%55 azalma. [’H] uridin almi. HL-60
60 1,0 0,5
hiicreleri.
DNA Sentezi Etkileri:
[ %55 azalma. [°H] timidin alimi. PHA
3,0 6,0 72

aktiviteli saglikli insan kani lenfositleri.
Dinlenim durumundaki hiicrelerde etki yok.
%60 azalma. [’H] timidin alimi. PHA
aktivitell saglikh insan kani lenfositleri. 3,0 4,5 72
Dinlenim durumundaki hiicrelerde etki yok.

Etki yok. Hiicre siklus dénemi. PHA
aktiviteli saglikh insan kani lenfositleri. 50 .| 0.2 69

%30 - 60 azalma. [’H] timidin alim.
Mitojen aktiviteli insan lenfositleri. 50 25 66
Dinlenim durumundaki hiicrelerde etki yok.
%8 artig. Hiicre sikius dénemi. . PHA

aktiviteli saghkh insan kani lenfositleri, 50 50 48
%30 azalma. [°H] timidin almi. Con A
aktiviteli insan lenfositieri. Dinlenim 50 10,0 72

durumundaki hiicrelerde etki yok
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Dasik frekansh elektromanyetik alanlarin canhilar Gzerindeki etkileri son
yillarda Gzerinde oldukga durulan bir konu olmustur.

Bu alanlara maruz kalan lenfositlerin ¢ogalmalarinda ve metabolik
islevierinde degisme gorildigih daha ©6nce yapilan calismalarda
belirlenmesine ragmen etki mekanizmasi bilinmemektedir. (38)

Yapilan bu calismada, manyetik alana maruz birakilan lenfositlerin
¢ogalmalannin, elektromanyetik alanin olusturabilecedi potansiyellerdeki
degisiklikler ile iligkilendiriimesi amaglanmistir.
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2. GEREG VE YONTEM

2.1. Kimyasal Maddeler

D* - Glikoz (Farmakim)
Fitohemaglutinin (Sigma)

Ficoll (Histopaque)

Fétal Dana Serumu (Gibco)
Hepes (Sigma)

Izotonik Sodyum Klorir Soliisyonu (Eczacibasi / Baxter)
Kalsiyum Klortr (Sigma)

Penisilin (Gibco)

Potasyum Klorir (Horasan Kimya)
RPMI -1640 Medyum (Sigma)
Sodyum Bikarbonat (Merck)
Sodyum Klortr (Merck)

Sodyum Pirtivat (Gibco)
Streptomisin (Gibco)

Tripan Mavisi Cozeltisi (Sigma)

2.2. Kullanilan Cozeltiler

2.2.1 Lenfosit Kiiltiirii igin Kullanilan Gbzeltiler

RPMI -1640 Medyum
%10 Fotal Dana Serumu
100 U/mi Penisilin

100 ug/mi Streptomisin
200 mM L-glutamin,

%1 Sodyum Pirlivat

%3 Sodyum Bikarbonat
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2.2.2 Membran Potansiyeli Kalibrasyonu igin Hazirlanan
Gozeltiler

Yiiksek Sodyum Cozeltisi
140 mM NaCl

2 mM KCl

1 mM CaCl,

10 mM Glikoz

20 mM Hepes

Yiiksek Potasyum Cozeltisi
140 mM KCI

2 mM NaCl

1 mM CaCl;

10 mM Glikoz

20 mM Hepes

2.3 Cahismada Kullanilan Cihazlar

Floresans Spektroskopi (Photon Technology International)
Santrifij (International Equipment Company / Centra MP4R)
%5 CO. Etlr (Forma Scientific, Model 3548)

Steril Laminer Akim Kabini (Kutay)

Buzdolabi (Argelik)

Otoklav (All American)

Terazi (Oertling NA-114)
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2.4. Lenfositlerin Aynimasi

icinde 2 ml heparin (5U/ml, Nevparin, Mustafa Nevzat) bulunan steril
falkon tGpune 20 ml saghikh insan kani toplandi. Toplanan kan émeklerinden
steril kosullarda mononikleer hicreler aynidi. Ficoll (Histopaque) Gzerine
tabakalandirilarak yayillan kan 6mekleri, 500xg’'de, oda isisinda santrif(j
edilerek yoduniuk gradyanti olugturuidu. Yogduniuk gradyanti sonucu olusan
monontikleer hticre halkas! toplanarak baska steril bir tGpe alindi. Bu
hiicreler daha sonra 500xg’de, oda isisinda izotonik sodyum klortr ile iki kez,
RPMI-1640 (Sigma, USA) medyum ile G¢lnci kez yrikandi.

2.5. T-Hiicre Aynmi

T-lenfosit ayrnimi igin “Nylon wool’ yéntemi (39) kullaniidi. Steril “Nylon
wool” enjektéri RPMI-1640 medyumila islatilarak yatik bir pozisyonda 37 °C
‘ta %5 CO, igeren ortamda 30 dakika inkiibe edildi. Daha sonra g¢ikanian
enjektérden medyumun akmasi saglandi. Enjektérin Gzerine mononikieer
hicre ayrimi eklendi (1 ml de yaklagik 40 milyon hicre). Hicrelerin enjektore
iyi bicimde yayilmasi igin Gzerine RPMI-1640 medyumu eklendi. ignenin ucu
kapatilarak 37 °C ‘de 30 dakika inkibe edildi. Inkiibatérden alinan enjektoriin
ignesinin ucu agiidi ve Gstten medyum eklenerek yapigmayan T hicreleri
ependorf tiplerine (3-4 ml) toplandi. Bu hiicreler 200 xg'de 5 dakika santrifijj
edildi. Flow-sitometri ile T hicrelerin varhdi test edildi.

2.6. Lenfosit Kiiltiirii

%10 fétal dana serumu (FCS, Gibco) 100 U/mi penisilin (Gibco), 100
ug/mi streptomisin (Gibco), 200 mM L-glutamin, %1 Sodyum pirlvat (Gibco),
%3 Sodyum bikarbonat (Merck, Germany) iceren RPMI-1640 medyum
haziriandi. Hacreler tripan mavisi ile boyandiktan sonra igik mikroskopunda
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toma caminda sayildi ve canlilikiarina bakildi. Mitojen eklenmesinden sonra,
bu hiicreler hiicre kiitir kaplarnina dagitildi. Mitojen olarak fitohemaglutinin
(PHA, Sigma, USA) 2 pg/mi kullanildi. Hacre kiltlr kaplarindaki hiicreler 37
°C ‘de, %5 CO; iceren ortamda 72 saat inkilbe ediidi. Floresans calismalar
icin 72 saatten sonra, hicreler yiksek Na* ¢ozelti ile yikandiktan sonra tripan
mavisi ¢ozeltisi ile canhliklarina bakildi.

2.7. Floresans Spektroskopisi Olgiimleri

Membran potansiyeli 6lcima icin floresans spektroskopisi (Photon
Technology International Spectrofotometer) kullanildi. Floresans probu
olarak; 5x107 M di-4-Anepps [1-(3-sulfonatopropyi)-4-[B-[2-(di-n-butylamino)-
6-naphthyl] vinyl] pyridinium betaine] (molecular probe) probu kullanildi. Bu
probun segilmesinin sebebi, daha ©énceki calismalarda probun membran
potansiyel degisikliklerine milisaniyeden daha az bir zamanda hizii bir
spektral kayma yaptiginin gézlemienmesidir. (40)

Floresans 6lgima icin kUvete, hazirlanan ¢ozeltilerden 950 pl |
floresans prop di-4-Anepps ‘ten 5x107 M ve hucrelerden 50 ul eklendi.
Hucrelerin ¢ozelti ile dengeye gelmeleri icin 7 dakika bir zaman gerektigi,
daha 6nce yapilan zamana bagl ¢aligmalarda gdsterilmistir. (40) Bu nedenle
hicreler kiivete konulduktan 7 dakika sonra ilk floresans éigima yapildi.

Floresans spektroskopi diciminde baglama dalga boyu 350 nm, bitig
dalga boyu 550 nm, emisyon dalga boyu 610 nm olarak ahind:. lik élgim
yapildiktan sonra kivete 10 M valinomisin eklendi. Valinomisinin ¢ézeli ile
dengeye ulagmasi i¢in 3 dakika beklenildi ve bu slreden sonra ikinci 6lgim
yapildi. Floresans 6lgimiinde yarik degerieri; giris 12 nm, ¢ikis 3,0 nm olacak
sekilde ayarlandi. Bu yarik ayarlan giddeti arttirmak veya garalta fazlahgin
azaltmak icin 6nemli bir kosuldu.

Floresans spektroskopisi olgimi farkh derigimlerdeki ¢ozelti igin
tekrarlandi ve bu 6lgimler membran potansiyeli kalibrasyon egrisi i¢in
kullaniid.
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Manyetik alana maruz birakilan hicrelerin ve kontrol grubunun
spektroskopik olgimleri yiksek Na* ¢ozeltisi kullanilarak yapildi. Manyetik
alan ve kontrol grubu icin yapilan dlgimlerde sicakhigin sabitlenmesi igin
¢bzelti 37 °C ‘taki su banyosunda ve hicreler 37 °C ‘taki inkibatérde
bekletildi. Bu nedenle dlgimlerdeki sicakhia bagh bir élgcim hatasi en aza
indiriimis oldu. Bu élgcimier hem karigik T ve B hiicre kuittrleri igin, hemde T

e B se & @

2.8. Manyetik Alan Uygulanmasi

72 saatten sonra kiltirden alinan hiicreler, 90 dakika streyle 50 Hz
5mT giddetindeki dlUstk frekansli manyetik alana maruz birakildilar. Bunun
icin esit hicre sayilarinda, kontrol ve manyetik alan olmak tizere iki ayri grup
hazirlandi ve bunlar igin iki ayri bobin kullanildi. Hicreler bobinde manyetik
alanin homojen oldugu orta bolgeye dogru yerlestirildi. Diger bobinde kontrol
grubu ic¢in esit kosullar sagland.

Manyetik alan dizenegi olarak; 1 gl¢ kaynagi, 1 ampermetre ve 1
reosta kullanildi. Ayrica hicrelerin  bulunduklan ortamin  sicakhginm
sabitlemek igin 37 °C ‘deki bir su banyosu kullanilarak, bobinlerin icinden
gecen hortumlaria su sirkGlasyonu saglandi.
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3. BULGULAR

3.1. Membran Potansiyelinin Floresans Spektroskopisi
ile Olgtimii

Membran potansiyeli 6lcimi icin floresans spektroskopisi ydntemi
kullaniidi. Membran potansiyelinin élgtimesi igin 6n ¢aligma olarak
Kalibrasyon edrisi gizildi.

3.1.1. Membran Potansiyel Kalibrasyonu

Membran potansiyeli kalibrasyon egrisini elde etmenin yontemi gesitli
K" iyon derigiminde farkli membran potansiyel dederlerin olusturulmasi ve bu
potansiyel degerlerindeki floresansin belifenmesidir. Deneysel olarak
hacrenin membran potansiyelini kesin olarak belirlemek mimkin degildir. Bu
durum, hicrenin iyonik iletiminin tammlanamamasindan ve hiicrenin igindeki
iyon aktivitelerinin  (derisimler) kesin olarak belirrlenememesinden
kaynaklanmaktadir.

Dedisik membran potansiyeli degerleri, farkh K' derisimlerinde
valinomisinin varhginda hesaplanir. Valinomisin varhginda hicrenin K
gegirgenligi diger iyonlarin iletiminden daha fazladir ve membran potansiyeli
Nernst esitligi ile hesaplanan Potasyum denge potansiyeline esit olur.

[K1]
Vm=-59.log Denkiem No: 6
[ Kol

Membran potansiyeli kalibrasyonunda hicre igi K™ derigimi 2mM olarak
alindi. (41) Daha sonra farkh hicre disi K derisimine bagh olarak
valinomisinli ortamda hicrelerin floresansi Sl¢ida.
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Bunun i¢in 2 ayn ¢ozelti hazirlandi. Bunlar ylksek Na* cozeltisi ve
yiksek K' ¢ozeltisi olarak tanimlandilar. Membran potansiyeli kalibrasyon
egrisi ayri ayrn bu iki ¢ozeltiyle ve bu iki ¢dzeltinin farkli oranlardaki
karigimlarindan olugan ¢dzeltilerle floresans spektroskopik  digimiler
yapilarak elde edildi. Yuksek Na® ¢ozeltisi hicrenin dogal fizyolojik
ortamindaki iyon derigimi ile esdegerdir. (40, 43)

A g¢ozeltisi (Yiiksek Na* g¢dzeltisi): 140 mM NaCl, 2 mM KCI, 1 mM
CaCl; , 10 mM Glikoz, 20 mM Hepes kullanildi. SolGsyon pH's1 7,3 ‘e
ayarlandi.

B g¢bzeltisi (Yiiksek K' gozeltisi): 140 mM KCI, 2 mM NaCl, 1 mM
CaCl, , 10 mM Glikoz, 20 mM Hepes kullanildi. Solisyon pH'si 7,3 ‘e
ayarlandi. (42) Membran Potansiyeli kalibrasyonu icin farkli Na® ve K
derisimleri agagidaki gibidir.

Tablo 3.1. : Farkli Na” ve K" derigimleri ve Valinomisin eklenmesi ile Nernst
denge denklemi ile hesaplanan potansiyel degerieri.

+ Valinomisin ile bu
Soliisyon Derigimieri Derigimlerdeki Potansiyel
Dedgerleri (mV)

Yiksek Na' Derigimi: 5 ml A ¢bz. -109,760
4 ml A gbz. + 1 mi B gbz. - 40,714

3 ml A gbz.+ 2 ml B ¢bz. - 23,834

2mi A gbz.+ 3 mi B ¢gbz. - 13,745
1 mi A ¢bz. + 4 mi B ¢bz. - 6,526
Yiksek K" Derisimi : 5mlB ¢bz. - 0,899

Yuksek Na* ortamda valinomisin eklenmesi hiperpolarizasyona neden
olur. Artan K degerleri sistemin sifir potansiyele dogru depolarizasyonuna
yol acar. Ortamin K' derigimlerine gére Nemst denklemi ile hesaplanan
potansiyel degerieri Tablo 3.1'de veriimigtir.
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3.1.2. Spektralann Analizi

Floresans spektroskopisinde elde edilen bantlar Origin-5 programi
kullanilarak analiz edildi. Hicrelere valinomisin eklenmeden ve eklendikten

sonra elde edilen bantlar bir arada gizildi. (Sekil 3.1)

—— Yilksek Na
——— Yilksek Na + Valinomisin

3noouul
250000
200000

150000

Siddet

100000

50000

T T T T T
350 400 450 500 550
Dalga Boyu

Sekil 3.1. : Na* derigimi yuksek olan A gozeltisinin ilk spektrasi (siyah) ve ilk
Slgimden sonra ortama valinomisin eklenerek élgilen spekira (kirmizi).
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—— Yiiksek Na
———— Yilksek Na + Valinomisin

300000 J

&'

200000 /

.% 150000
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100000 ¥
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T T T T
350 400 450 500 550
Dalga Boyu

Sekil 3.2. : iki bantta kayma olup olmadigina bakabilmek igin iki bantin siddet
maksimum degerlerinin oranlari alinarak ve bu oran maksimum degeri dustk
olan bant ile garpilarak elde edilen normalizasyon grafigi.

Bu iki spektra arasinda yUksek veya dusik dalga boyuna dogru bir
kayma, hicrelerde meydana gelen hiperpolarize veya depolarize durumun
gostergesidir. Kayma olup olmadigina bakabilmek igin énce bu iki bantin
siddet maksimum degerlerinin oranlan alindi ve bu oran, maksimum degeri

dusik olan bant ile carpilarak normalizasyon yapildi. (Sekil 3.2)



T

—— Yilksek Na
——— Yilksek Na + Valinomisin
300000 J
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200000 —
B 150000
3
(o8
100000
50000
sl e Y e
35")!] 460 aéu 5[‘![) Sfl:l]
Dalga Boyu
Sekil 3.3. : Normalizasyondan sonra valinomisinli  banttan,

valinomisinsiz bant gikarilarak fark grafiginin elde edilmesi.

Normalizasyondan sonra valinomisinli banttan valinomisinsiz bant
cikartilarak, bu iki bant arasindaki fark banti elde edildi. (Sekil 2.4 , 2.5 ve
2.6)

Elde edilen bantta depolarizasyon ve hiperpolarizasyon olup
olmadigina bakildi. Kirmizi kayma olarak tanimlanan uzun dalga boyuna
dogru kayma hiperpolarizasyonu, mavi kayma diye tanimlanan kisa dalga
boyuna dodru bir kayma da depolarizasyonu gostermektedir.
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5000—‘
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Sekil 3.4. : Yuksek Na* ve yuksek Na* + valinomisin fark spektralarinin
hiperpolarizasyon durumu. Hiperpolarizasyon , kirmizi kayma olarak

tanimlanan uzun dalga boyuna dogru kayma durumudur.
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Sekil 3.5. : Yuksek K' ve yuksek K' + valinomisin spektralarinin

depolarizasyon durumu. Depolarizasyon , mavi kayma olarak tanimlanan

kisa dalga boyuna dogru kaymadir.
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3.1.3. Membran Potansiyeli Kalibrasyon Egrisinin
Cizilmesi

Kalibrasyon egrisi elde etmek igin valinomisinli ve valinomisinsiz
cozeltilerin fark bantlarinda belirlenen en ytiksek siddet farkini veren iki dalga
boyu (440 nm ve 506 nm) belirlendi. Her ¢ozelti icin bu dalga boyu oranlan
Fao / Fsos ‘dir. K igin Nernst denklemi ile hesaplanan potansiyel degerlere
karsi cizildi ve kalibrasyon egrisi elde edilmis oldu. Kalibrasyon egrileri
Bulgular bélumande verilmistir.

3.2. Membran Potansiyellerinin Hesaplanmasi

Manyetik alana maruz birakilan hucrelerin ve kontrol gruplarinin
membran potansiyellerinin belirlenebilmesi igin, her iki grubunda 440 nm ve
506 nm dalga boylarindaki floresans siddetlerinin oranlari belirlendi. Bu
hesaplanan oranlara karsilik gelen membran potansiyel dederleri kalibrasyon

egrisinde belirlendi.
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3.3. Kalibrasyon Egrisi

Kalibrasyon egrisinin elde edilmesi 3.1.3 bolumunde agiklanmigtir. Elde
edilen kalibrasyon egrileri ayni egimle degiskenlik gostermektedirler. Sekil
3.6'da verilen kalibrasyon egrisi membran potansiyellerinin hesaplanmasi igin
kullaniimigtir.

1,46 o
1,44 4
1,42

1,40 /'

1,38

F44UIF506
N
L

1,36
-
1,34 T T T T T T T T T T T
-120 -100 -80 -60 -40 -20 1]
Membran Potansiyel,mV
Sekil 3.6. : Membran potansiyel kalibrasyon egrisi, valinomisinli ve

valinomisinsiz ¢ozeltilerin fark bantlarinda belirlenen en yuksek siddet farkin
veren iki dalga boyu belirlenerek (440 nm ve 506 nm) ve bu dalga boylarinin
oranlari Fao / Fsos alinarak, bu degerlere karsilik gelen K* icin Nernst Denge
Denklemi ile hesaplanan potansiyel degerlere karsi cizildi.
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3.4. Manyetik Alan ve Kontrol Gruplarinin Membran
Potansiyel Hesaplamalan

1 —— Manyetik alan
3000000 : - Kontol

2500000 +

2000000

1500000

Siddet

1000000

500000

T
350 400 450 500 550
Dalga Boyu

Sekil 3.7. : Manyetik alan kontrol grubu spektralan. Elde edilen bu
spektradan 440 nm ve 506 nm siddet degerleri, membran potansiyellerinin
kalibrasyon egrisinden belirlenebilmesi igin elde edildi.

Manyetik alan grubunun sekil 3.7. ‘den elde edilen 440 nm ve 506 nm
siddet degerleri:

440 nm — 1940590

506 nm — 1430680 olarak belirlendi.

Manyetik alan membran potansiyelinin belirlenmesi igin 440 nm ve 506
nm siddet degerlerinin orani:



a7

Faap 1940590

Fsos 1430680

Fasn

= 1,356

Fsos

Kontrol grubunun Sekil 3.7°den elde edilen 440 nm ve 506 nm siddet
degerleri:

440 nm — 1428300

506 nm — 1023550 olarak belirlendi.

Manyetik alan membran potansiyelinin belirlenmesi igin 440 nm ve 506
nm siddet degerlerinin orani:

Fas0 1428300

Fsos 1023550

Fas

1,395

Fsos

Manyetik alan ve kontrol grubu igin belilenen bu oranlarin kalibrasyon
egrisinde karsilik gelen membran potansiyel degerleri belirlendi.

Manyetik alan grubu igin karsilik gelen membran potansiyeli degeri
kalibrasyon egrisinden —101,008 mV olarak belirlenmistir.

Kontrol grubu igin karsilik gelen membran potansiyeli degeri kalibrasyon
egrisinden —31,942 mV olarak belirlenmistir.

Bu belifenen sonuglardan manyetik alan grubunun membran
potansiyelinin, kontrol grubu membran potansiyeline goére azaldigi
saptanmistir. Manyetik alan-kontrol fark grafiginde goruldaga gibi manyetik
alan uygulanan hicrelerin membran potansiyelleri hiperpolarize olmuslardir.



-38-

Bu hiperpolarize olma durumu manyetik alan — kontrol fark grafiginde

acikga gorulmektedir.

—— Manyetlik alan
— Kontol
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2500000 /
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500000 /

T T o T
350 400 450 500 550
Dalga Boyu

Sekil 3.8. : Manyetik alan kontrol grubunun bantlarinda kayma olup
olmadigina bakabilmek icin, iki bantin maksimum siddet degerlerinin oranlar
alindi ve bu oran maksimum degeri dusik olan bant ile carpilarak
normalizasyon grafigi cizildi.
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Sekil 3.9. : Manyetik alan — kontrol grafiginin normalizasyondan sonra fark
spektralar alinarak elde edilen hiperpolarizasyon durumu.

Manyetik alan ve kontrol gruplarinin yapilan hiicre sayimlarinda,
manyetik alan grubunun cogalmasinda kontrol grubuna gére azalma

gorulmustar.

Tablo 3.2. : Manyetik alan ve kontrol gruplarinin yapilan hiicre sayimlari.

Manyetik Alan Grubu Kontrol Grubu Hiicre
Hiicre Sayisi Sayisi
Once 3,000,000 2,800,000

Sonra 400,000 700,000




Manyetik alan ve kontrol grubundaki azalmanin kargilagtinimasi:

Manyetik alan uygulama dncesi hiicre sayist 400.000
= = 0,13

Manyetik alan uygulama sonrasi hiicre sayist  3.000.000
Manyetik alan uygulama 6ncesi kontrol grubu hiicre sayisi 700.000

= = 0,25
Manyetik alan uygulama sonrasi kontrol grubu hiicre sayisi  2.800.000

Manyetik alan ve kontrol grubundaki azalmanin karsilagtinimasi igin
hiicre sayisindaki daglistn birbirlerine gére orani alinmistir.

Manyetik alan uygulama hiicre grubu 0,13
= = 0,52
Manyetik alan kontrol hiicre grubu 0,25

Manyetik alan uygulanmis hiicre grubunda kontrol hiicre grubuna gére
%52 azalma goértlmastar.
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4. TARTISMA

Cok sayida calismada, lenfositlerin In vitro ortamda dasik frekansh
elektromanyetik alana maruz birakilmasiyla, manyetik alanin T-lenfosit
cogalmasin etkiledigi gosterilmigtir. (32) Ortak olan diger bir gorts ise, ¢ok
dusik frekansli elektromanyetik alanin lenfositlere etki mekanizmasinin Ca™
‘a bagimhi  sinyal ileti yolu ile gergeklestigidir. (27,30,34) bu ¢alismalann
ortaya cikardigi bir diger bulgu ise lenfositlerin uyariimamis durumda
elekiromanyetik alanlardan etkilenmemis olmalandir. (22,35)

Lenfosit ¢ogalmasi konusunda yapiian g¢aligsmalarin ortaya koydugu
bulgularia, membran potansiyelinde meydana gelen degisikliklerin lenfosit
cogalmasini etkiledigi géralmastar. (36)

Bu calismada amaglanan digik frekansh elektromanyetik alaniarin
kullanilan siddet ve frekansta, lenfositierin membran potansiyelini etkileyip
etkilemediklerini floresans spektroskopisi ile saptamak ve bu degisimi
hiicrenin cogalmasi ile bagdastirmakti.

Bulgular 5 mT ve 50 Hzlik elektromanyetik alanin membran
potansiyelinde hiperpolarizasyona yol actigini gostermektedir. Daha énce
yapllan calismalar lenfositlerin uyarimi membran potansiyelinin degistigini
(44) ve membran potansiyelinde meydana getirilen degisimlerin de
¢ogalmayi inhibe edebilecegini gdstermigtir. (36)

Bu calismada hiperpolarizasyonun lenfosit cogalmasinda azalmaya
neden oldugu saptandi. Schultz ve Shahidi (45) yaptiklari galismalarda
valinomisin eklenmesinin lenfosit cogalmasinda inhibasyona yol agtigini ve
artan K degerlerinin bu inhibasyonu engelledigini gdstermistir. Hicrenin
dogal ortaminda valinomisin eklenmesi hiperpolarizasyona yol agar ve artan
K" derigimleri depolarizasyona neden olur. Proliferasyonun inhibasyonu artan
valinomisin derigimlerinde artmaktadir ve maksimum yanit kullanilan 10° M
‘da elde edilmigtir. (46)

Elde edilen bulgularda elektromanyetik alanin membran potansiyelinde
hiperpolarizasyona yol agarak g¢ogalmayi inhibe ettigini gostermektedir.
Calismada kullanilan. di-4-Anepps probu potansiyel degisimierine hizli yanit
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vermekle beraber kalibrasyon egrisinin ¢iziimesinde sorunlar yaratmigtir. Di-
4-Anepps, membran potansiyeli degisimlerinde siddet farki degil spekiral
bantlarda kayma meydana getirmektedir. Farkh K derigimleri dolayisiyla
farkli potansiyel degerler ile olusan bu kaymalar kontrol edilemeyen
parametreler (membran akigkanhdi, sicaklik gibi) ‘den etkilenebilmektedirler.

Elde edilen kalibrasyon egrileri Montana, Farkas ve Loew un (40)
bulduklari gibi lineer ¢ikmamistir. Probu hassasiyeti hiperpolarizasyon
durumunda depolarizasyon durumuna gére daha dastktar. (Sekil 3.6)

Elektromanyetik alanin etki mekanizmasinin anlagiimasina katkida
bulunmak amaciyla yapilan bu galismada elde edilen bulgular caligmalarn
bu yénde devam etmesi igin umut vericidir.

Bu galigmalarin Siyanin probu kullanilarak ve dncelikle;

a - Manyetik alana maruz kalma stresi,

b — Manyetik alan siddeti, degistirilerek tekrarlanmasi amagianmaktadir.
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5. SONUCLAR

1 — Disitk frekanshi elektromanyetik alana maruz birakilan lenfosit
hiicrelerinin cogalmalarinda kontrol grubuna goére azaima géraimustar.

2 - Dustk frekansh elektromanyetik alana maruz birakilan lenfositlerin
membran potansiyelierinde hiperpolarizasyon géralmastar.
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