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Ozet

Kronik yaralar 4-6 haftadan uzun iyilesme siirecine sahip yaralar olup kanserli, yiiksek dozda ilag alan veya
diyabetli hastalarda problemli olmakta ve takip eden saglik calisani icin tedavide giicliikler olusturmaktadir.
Dokunun yeniden sekillenmesi birbirine seri olan olaylardan olusan karmasik bir siirectir. Bu ¢aligmada FDA ve
WHO tarafindan onay verilmis diisiik seviyeli elektromanyetik alan uygulamalarinin yara iyilesmesinde etkisi
L929 hiicrelerinde arastirilmaktadir. Burada amaglanan kisa siirede hizli bir iyilesmenin saglanmasidir.
Elektromanyetik alan yasamimizin her alaninda bulunuyor ve insan viicuduna etkisi son yillarda biiyiik bir 6nem
kazanmustir. Tipta elektromanyetik alanlar (EMA) tani ve tedavi amaciyla halihazirda kullanilmaktadir. Darbeli
Elektromanyetik alan uygulamalarinda frekans, manyetik alan yogunlugu, kullanilan bobin yapist ve uygulama
stiresi cok onemlidir. Bu ¢alismada kullanilan PEMF sinyali 75 Hz frekans, kare dalga formu ve 1 mT manyetik
alan intesitesine sahiptir. Bu sinyal bir Helmholtz bobin ile hiicrelere 5 saat boyunca uygulanmistir. Etkin bir
uygulama yapilabilmesi i¢in hiicre kiiltiirii ile birlikte sistemin simiilasyonu CST Studio Suit programi ile
yapilmistir. Elde edilen bulgularda PEMF uygulamasi yapilan hiicrelerde yara iyilesmesi uygulama yapilmayan
hiicrelere oranla daha hizli gerceklesmistir. Uygun parametreler segildiginde PEMF tedavisinin ozellikle
diyabetik ayak gibi hasta yasam kalitesini diisiiren patolojik durumlarda saglik ¢alisanlarina daha iyi tedavi ve
daha kaliteli bir yasam sunmak i¢in bir destek tedavi olacagi diisliniilmektedir. Yapilacak caligmalarla bu
tedavinin biyolojik sistemler iizerine etkilerinin daha iyi anlagilmasiyla gelecekte kullaniminin yayginlagmasi ve
etkinliginin artmasina 6nemli katkilar saglayacaktir.

1. Giris

Son yillarda yara iyilesmesinde hiicresel, molekiiler ve fizyolojik siireglerin olumlu etkileri ve siiregleri
anlagilmistir. Yerel yara faktorleri ve sistematik aracilar iyilesme siirecinde diizenleyici olarak goérev yapar.
Geligmis iilkelerdeki niifusun yaklasik % 1-2'si kronik yaralara yakalanir. Gliniimiizde yapilan ¢aligmalar yara
iyilesmesi sirasinda ortaya ¢ikan onemli molekiiler mekanizmalar ortaya ¢ikarmustir. lyilesme siireci 3 ayri
evreden olusur: (i) enflamasyon safhasi; (ii) proliferatif satha veya yeni doku olusum safhasi (neoanjiyogenez,
proliferasyon, yeniden epitelizasyon); ve (iii) yeniden doku olugumu (hiicre dis1 matriks, ECM) [1]. Son yiizyilda
yara iyilesmesine katki yapan sadece birkag teknik ilerleme kaydedilmistir. Bu ilerlemelere ragmen yara tedavisi
giinlimiizde hala 6znelligi, yara iyilesmesi siirecinin karmagsiklik ve hastalarin gesitliligi sebepleriyle oldukg¢a
zordur [2]. Tesvik edici faktorler olarak doku tamiri i¢in molekiiler seviyede hiicreleri uyarmak gerektigi tespit
edilmistir. Kroniklesmis yaralarda molekiiller yetersizdir ve diger hiicreler arasindan endotel hiicreler ¢cogalarak
iyilesme siirecini kesintiye ugratir. Bu siirecin tekrar baglamasi icin, hiicrelerin uyarim yontemlerinden birisi de
darbeli elektromanyetik alanlar ile gerceklestirilir. Bu uyartim (Sekil 1), tekrarlayan cerrahi islemlerde olusan
yaralardan ve kontrol edilemeyen iilserlerin iyilesmesini saglar [3]. Boylece hastalarin yasam kalitesi artar.
Literatiirde bulunan arastirmalarin biiyiik ¢ogu oldukg¢a diisiik frekansli manyetik alanlarin biyolojik etkilerinin
laboratuvar ortaminda arastirilmasi ile alakalidir. Arastirmalarin ¢okluguna ragmen halen elektromanyetik
alanlarin biyolojik etkileri lizerindeki mekanizmasi tam olarak bilinememektedir. Sekil 1’de diinyada en gok
kabul edilen darbeli elektromanyetik alanlarin transdiiksiyon mekanizmasi bulunmaktadir.

Bu caligmanin asil amaci, 75 Hz frekansli darbeli elektromanyetik alan (PEMF) tedavisinin L929 hiicre
hatlarinda yara iyilesmesi lizerindeki etkisini immiinohistokimyasal olarak incelemektir. Bir fare yumusak doku
kiiltiirii olan L 929 (ATCC cell line, NCTC clone 929) DMEM besiyerinde iireyen kisa siirede hizli ¢ogalan ve
yara iyilesmesinde drnek olarak kullanilabilecek uygun bir hiicre dizin tipidir. Birgok ¢alismada yara iyilesmesi
modeli olarak kullanilmis ve bizim c¢alismamizda ek olarak kiiltiir ortaminda yara yapilarak yeni bir iyilesme
stireci ortaya konmustur. Bu PEMF 1s1ma sistemlerinin, In Vitro yara iyilesmesi modelinde hiicre migrasyonuna,
morfolojisine ve proliferasyonuna olan etkisi immiinohistokimyasal analizler yapilarak incelendi. Ayrica bu
caligma kapsaminda PEMF uygulamasinda kullanilan helmholtz bobinler hiicre kiiltiirleri ile birlikte CST Studio
Suit yazilimi kullanilarak simiile edilmis ve Olgiim sonuglart ile dogrulanmasi aragtirildi. Ayrica yara
iyilesmesinin kriterleri olan TGF-beta ve NOS i¢in immiinohistokimyasal yontemle incelendi.
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Sekil 1: Darbeli elektromanyetik akanlarin doku tamiri i¢in 6nerilen mekanizmasi.

2. Materyal ve Metod
2.1 Deney Diizenegi

Deneylerimizde diizgiin sarima sahip oldugundan ve daha uniform manyetik alan irettiginden dolay1 Pasco
marka Helmholtz bobin ¢ifti kullanildi. Birbirine seri olarak baglanan bobin ¢iftine 75 Hz frekans, 1.3 ms puls
stiresi, kare dalga formu ve 1 mT manyetik alan intensitesi olusturacak sekilde bir sinyalle beslenmistir.
Manyetik asan biiylikliigii sistemin ortasina yerlestirilen bir hall effect sensorii ile olgiildi. Sekil 2°de bu
uygulanin yapilist ve 6l¢iim sonuglar1 yer almaktadir.

Sekil 2: (a) Hiicre kiiltiiriine yapilan PEMF uygulmasi, (b) 75 Hz Kare Dalga formunun osiloskop
goriintiist, (c) Hall effect sensorii ile 6l¢iilen manyetik alan intensitesi.

2.2. Bobinlerde Olusan Manyetik Alan

Bu sistem 0.95 mm ¢apli tel ile 500 sarima sahip olup 20 cm ¢apinda iki es bobinden olusmaktadir.
Maksimum 2 amper akim ¢ekebilen bu sistem ile 5 mT’ya kadar manyetik alan olusturulabilmektedir. Biot-
Savart denklemiyle teorik olarak yatay diizlemdeki x-ekseni boyunca hesaplanan z-yoniindeki manyetik alan
siddeti MATLAB programu ile hesaplanarak ¢izilmistir (Sekil 3).

= Myl dixr
Cabred e ®

Bu sistem 2 tane es bobin yapisi ile hesaplanmistir. Helmholtz bobindeki manyetik alan dagilimi deneyleri
yapmamiz i¢in uygun olup test edilmesi istenen biyolojik drnekler iki bobinin tam ortasina yerlestirilmistir.
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Sekil 3: (a) ) Helmholtz bobinin yerlesimi. (b) Yatay diizlemdeki x-ekseni boyunca hesaplanan z-yoniindeki
manyetik alan siddeti grafigi (b) 3D ¢izilmis yatay diizlemdeki z- yoniindeki manyetik alan siddeti

2.3 Hiicre Kiiltiirii ve In Vitro Yara Modeli

Celal Bayar Universitesi Histoloji ve Embriyolo Anabilim Dali kiiltiir laboratuvarinda dondurulmus 1929
fibroblast hiicre hattindan elde edilen hiicreler kullanildi. Hiicreler % 10 FBS, % 1 L-glutamin ve % 0.1 penisin

iceren DMEM besiyerinde biiyiitiildii. Hiicreler, 75 cm2 kiiltiir flaskinda 37 °C sicaklik ve % 5 CO2 ortaminda
kiiltiire alindi. Hiicrelere konfluent asamasinda pipet ucuyla a¢ilmis yara modeli uygulandi. EMA yapilmayan
kontrol grubuna aymi yontem gerceklestirildi. Hiicre davranisi inverted faz kontrast mikroskoba (BX43,
Olympus, Japan) baglanan bir kamerayla (SC50, Olympus, Germany) ¢ekildi.

3. Bulgular

Bu calismada 5 saat boyunca uygulanan PEMF terapisi in Vitro kiiltiir ortaminda 1929 fibroblast dizin
hiicrelerinde konfluent olmus hiicrelerde pipet ucuyla olusturulmus yara modelinde iyilesmeye az miktarda etki
etti ancak bu etki anlamli (p<0.05) bulundu. Asil etki 24 saatlik siirecte goriildii. Burada goriilen iyilesme
stirecine olan etki olduk¢a anlamli bulundu (p<0.01). Yapilan uygulamaya ait manyetik alan 6l¢iim sonucu Sekil
3 (a)’da goriilmektedir. Bu dl¢iim sonucuna gore uygulama sirasinda esit diizeyde manyetik alan 5 saat boyunca
uygulanabilmigtir. Sekil 3 (b)’de uygulamanin simiilasyon sonucu goriilmektedir. Bu sonu¢ 6l¢iim sonucu ile
ortiismektedir.

~-0,0013T

(b)

Sekil 4: (a) PEMF uygulamasi sirasinda 6l¢iilen manyetik alan biiyiikliigii (b) CST Studio Suit programiyla
Helmholtz bobin ¢iftinde meydana gelen manyetik alanin benzetim sonucu.

Yara iyilesmesi, hiicre kiiltiiriinde ¢izilen bdlgenin kapanmasim karsilastiracak sekilde histolojik analizlerle
belirlenmistir. Sekil 5’te PEMF uygulamasi yapilan kontrol ve maruziyet gruplarina ait immiinohistokimyasal
boyamalar yer almaktadir. Bu sonucglara gore yara olusturulmus hiicre hattinda kontrol grubuna gore iyilesme
anlaml bir sekilde daha hizli gerceklesmistir.

Yara yerinde hiicreler cogalmaya, go¢ etmeye ve tamir dokusu olusturmaya basladiklar1 goriildi. Boylece secilen
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frekans ve manyetik alan intensitisesinin dogru parametlerden oldugu gosterilmis oldu. Mikroskopta goriilen
ctkinin belirgin  bir sekilde gergeklesmesi PEMF etkisinin  varhgma ve dogruluguna isaret etti.
Immiinohistokimyasal belirtecler lizerinden yaptigimiz ¢alismada da bu etkinin protein diizeyinde de var oldugu
goriildi.
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Sekil 5: L929 Hiicresinde yapilan immiinohistokimyasal analiz sonucu (Biiyiitme 400X).

Yapilan gozlemlerin dogrulanmasi i¢in skorlama ydntemleri ile gergeklestirilen histolojik degerlendirme ile
PEMF’in iyilesmeye katkinin oksidatif stres aracili ve TGF-beta iletimli bir sekilde gerceklestigi eNOS, iNOS ve
TGF-beta immiinohistokimyasiyla gerceklestirildi (Sekil 6).

L929 FIBROBLAST DiZiN HUCRELERINDE
PEMF ICIN YARA iYIiLESMESINE ETKIiSi
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Sekil 6: Mikroskopta izlenen hiicrelerin yara iyilesmesindeki davranisi ve buna PEMF’in etkisi yara
iyilesmesinin +1 hi¢ yok veya ¢ok az ile +5 tamamen iyilesmis durumlar1 arasinda preperatlar1 bilmeyen
histolog tarafindan yapilan skorlama ile PEMF etkisi karsilagtirildi. 5 saatlik uygulama sonucunda belirgin bir
fark olugsmazken 24 saat beklemenin sonucunda hem yara iyilesmesinde hem de bununla ilgili belirtegler olan
immiinohistokimya bulgularinda anlaml bir sekilde PEMF etkisi goriildii.

4, Tartiyma

Bu ¢aligma yara iyilegsmesinde diisiik frekansli EMA etkisini saglamak iizere uygun enerji formunun kullanilmasi
icin yapildi. Bu amagla 75 Hz frekansta darbeli elektromanyetik alanin in vitro yara modeli olusturulmus 1.929
hiicrelerine olan etkisine bakildi. Elde edilen bulgularda yara modelinin bu tiir etkilerde kullanilabilecek iyi bir
model oldugu, yara yapilan grupta PEMF etkisin 24 saatlik siiregte belirgin bir sekilde olustugu goriildii. Diisiik
frekansta yapilan manyetik alan simiilasyonlariyla hiicre kiiltiiriinde olusan etkinin PEMF i¢in iyilesmeyi
saglayacak hiicrelere baglangigta verdigi olumlu katki verdigi gosterildi. Baslangicta olusan bu olumlu katkinin
24 saatlik bir izleme sonucunda anlamli bir etkiye kavugsmast EMA ¢alisanlarina biyolojik etkinin gosterilmesi
acisindan literatiir olarak 6nemli katki saglayacaktir. Literatiirde diisiik frekanslarda yan etkisi bulunmayan bu
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metodun daha iyi sonuglar elde etmek amaciyla ileri ¢alismalarla desteklenmesi ve hiicre davranisina etkisin
anlasilmasi tipta tedavi olarak kullanilabilecek bir iiriin olma olasiligin1 giderek arttirmaktadir.

Bu calismada PEMF etkisi ile oksidatif stresin arttigt bunun o6zellikle eNOS’ta belirginlestigi ve iyilesme
stirecinde yer alan 1.929 hiicrelerinin hem daha hizli gog ettigi hem daha ¢ok ¢ogaldigi bulundu. Bu bulgunun
literatiirle uyumlu oldugu bulunan eNOS aktivitesinin fazlali§i biyomateryaller iizerinde yapilan 1929
fibroblastlarinda da gosterilmistir [5].

L929 hiicrelerinin iNOS etkisi ise ektrakt calismalarinda gosterilmis antienflamatuar etkinin iNOS iizerinden
gergeklestigi ve yara iyilesme siirecinde degisikliklere neden oldugu saptanmistir [6, 7]. PEMF i¢in NOS
etkisinin mikrosiirkiilasyon {iizerinden gergeklestigi darbeli EMA uygulamasinda saglikli sigcan {izerinde
arterioller iizerinden gosterilmis ve NOS inhibisyonunun doku oksidiyonunu bozdugu gosterilmistir [8]. PEMF
i¢in bu etkinin varligi ¢aligmamizla da uyumlu bulunmustur.

Yapilan bir ¢aligmada 1929 fibroblastlarinin matriks etkisine kitosan etkisine bakilmis tipl ve 3 kollejen ile
fibronektin, kitosanla indiiklenmis makrofajlarda TGF-betal araciligi uyarilma ile daha ¢ok matriks trettigi
gosterilmigtir [9]. Bizim ¢lismamizda da PEMF uygulamasi sonrasinda hiicre ¢ogalmasi ve gogiiniin arttig1 ve
yara iyilegsmesinin hizlandig1 bulundu. Bunun klinikte deri yara iyilesmesinde etkili olabilecegi dermatoloji ve
plastik cerrahi gibi kliniklerde kaliteli bir yara iyilesmesinde kullanilabilecegi diistiniildii.
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