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OzZET

Her gegen glin artan epidemiyolojik bulgular fiziksel egzersizin kanser Gzerinde, 6zellikle meme,
prostat ve kolon kanserlerinde énleyici bir etkisi oldugunu ortaya koymaktadir. Varolan bulgulara
ragmen kanser ve fiziksel egzersiz arasindaki etkilesimin biyolojik mekanizmasi hiicre kiltirt ve
hayvan deneyleriyle ortaya ¢ikarilamamistir. Tibbi literatlr egzersizin kanser Uzerindeki 6nleyici
etkisini sistemler bazinda olusan bagisiklik, metabolik aktivite, dolasimdaki hormonlar ve
vicuttaki yagd oranlari ile agiklamaya galismaktadir. Buna ragmen, mekanik kuvvetlerin saglikli
hlcreler Uzerindeki dlzenleyici etkisi dustnuldiginde bu etkilerin kanserli hiicreler tGzerinde de
etkin olabileceginden suphelenilmektedir. Mekanik kuvvetleri kanser hiicrelerinin reme ve
organizasyon o6zelliklerini kontrol etmek igin kullanma dislncesi alternatifleri gbéz 6nine
alindiginda (6rnegin kemoterapi, 1sin tedavisi) yan etkilerinin yoklugu ve sinyallerin dogalligi
sebebiyle oldukga avantajlidir. Bu konuda yeterli bilimsel ¢alisma olmamakla beraber ayni
zamanda kanser dokusu (timoér) mikrogevresi dustnuldiginde bazi engeller ortaya
¢ikmaktadir. Tumdrde hiicre digi matrisi saglikli dokulara gére daha sertken, kanser hicreleri
bozulan altyapisal 6zellikleri sebebiyle saglikli hicrelere gére ¢ok daha yumusaktir. Bu ylzden
timor dokularinda olusan kuvvetler “stress shielding” adi verilen prensip sebebiyle hucreleri
degil daha sert olan hiicre disi matrisin yiiklenmesini saglarlar. Onerilen projede bu durumun
online gegcilmek igin kanser hicreleri matriste olusan kuvvetlerden bagimsiz ve Newton
prensipleriyle, yani ivmelenen kltlede olugsan kuvvetler sayesinde yuklenmeye maruz
birakilacaktir. Mekanik titresimler araciligi ile iletilecek bu kuvvetler daha dnceki galismalarda
gOsterildigi Uzere saglikli kemik, kas ve tendon gelisimini etkiledigi bilinmektedir. Ayrica titresime
dayali bu tarz mekanik kuvvetler kemik iligindeki kdk hiicre karar mekanizmalarini etkileyerek
onlari yagdan ziyade kemik olusumuna yonlendirmektedirler. Bu projede genel olarak kanser
hlcrelerinin, 6zelde ise meme kanseri hicrelerinin disaridan girilen mekanik titresimlere duyarl
olacagl ve onlara tepki gosterecedi hipotize edilmistir. Bu hipotez hucrelerin UGremesine,
donglslne, olumlerine, istilasina, altyapisina olan etkileri kontrollii deneyler sayesinde test
edilmistir. Sonuglara gére mekanik titresimler agresif tip meme kanseri hilicresi olan MDA-MB-
231 hdacrelerini titresim (0.1g, 90Hz, 15dk/gin, 5glin/hafta) uygulamasinin ilk haftasindan
itibaren sayi ve canlilik olarak baskilamis, fakat bu baskilama kontrol olarak kullanilan MCF10A
meme epitel hlcrelerinde gbézlemlenmemistir. Mekanik titresimler akis sitometrisi deneylerinden
anlasildig1 kadariyla meme kanseri hicrelerinde kontrolli hicre 6liminden ziyade hicre
dongusine etki etmigtir. Ayrica titresimler hlcrelerdeki aktin miktarini arttirarak hcre
yuvarlakligini azaltmistir. Mekanik titresimler benzer bir etkiyi sakin tip MCF7 meme kanseri

hicresinde de gostermis, fakat bu etki hiicre sayisi ve canliigini bu hiicre grubu igin
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azaltmamistir. Projede gdsterilen konseptin optimize edilerek farkli kanser tiplerinde de
gOsterilmesi halinde kanser hastalidinin tedavisine yonelik destekleyici nitelikte bir biyomedikal

teknolojinin gelistiriimesi olasidir.

Anahtar Kelimeler: Mekanik sinyal, Meme Kanseri, Hlicre iskeleti, Fiziksel Egzersiz.
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ABSTRACT

There is an accumulating body of epidemiological evidence that physical exercise may be
preventive for different types of cancer, especially mammary, colon and prostate cancers. This
body of evidence however is poorly supported by cell culture or animal experiments, and there
is no known biological mechanism for the interaction between cancer cells and physical loads.
Medical literature mostly concentrates on the systemic effects of exercise, such as the ones on
metabolism, adipocyte content, circulating hormones and increased immune defense. However
it is known that mechanical loads can regulate the form and the function of healthy cells and it is
expected that they should wield an important effect on cancerous cells as well. The possibility
that direct mechanical loads would regulate cancer cell phenotype to an extent and suppress
disorganized and proliferative behavior seems plausible since alternative regulation methods,
chemotherapy and radiotherapy, is both costly and has serious side effects. However, the
mechanical environment of tumor tissue is altered in a way that extracellular matrix is stiffer and
the cells are softer compared to healthy tissues. In such an environment, for matrix loads (either
induced by tension or shear) extracellular matrix would carry a higher share of loads while the
cancer cells carry lower, an effect called “stress shielding”. However, mechanical loads can also
be delivered to cancer cells through repetitive signaling cycles based on Newton’s principle that
accelerating bodies experience force related to their mass and the magnitude of acceleration.
Based on this principle mechanical vibrations were shown to be effective and anabolic in
healthy tissue, inducing bone, muscle and tendon growth. Furthermore mechanical vibrations
affect mesenchymal stem cells in the bone marrow and alter their decision making to commit to
either bone or fat lineage. Here in this project, we are hypothesizing that cancer cells in general,
breast cancer cells in specific will respond to external mechanical vibrations. We tested this
hypothesis through a set of controlled experiments by characterizing cell proliferation, cell cycle,
apoptosis, cell ultrastructure and cell migration. Compared to sham controls, daily application
(0.1g, 90Hz, 15m/day, 5days/week) of Low Magnitude Mechanical Stimulation (LMMS) reduced
the number and viability of aggressive MDA-MB-231 cancer cells significantly after first week in
the culture, while non-cancerous MCF10A cells were found to be unaffected. Flow cytometry
analyses suggested that the observed decrease for the number of cancer cells in the LMMS
group was due to a cell cycle arrest rather than apoptosis. LMMS further reduced cancer cell
circularity and increased cytoskeletal actin in MDA-MB-231 cells. Similar effects of LMMS in cell
morphology and cycle were also observed in non-aggressive breast cancer type MCF7, except
the reduction in cell number and viability after the first week. Once optimized for breast cancer

cells and other cell types, daily application of low magnitude mechanical signals can be
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translated into a biomedical device that can be used as a complementary tool for cancer

treatment.

Key words: Mechanical Signals, Breast Cancer, Cytoskeleton, Physical Exercise
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1. GIRIS
Dinya Saghk Orguti (World Health Organization — WHO), 2008 yilinda diinya capinda
gerceklesen Oluimlerin %13’Unun (7.6 milyon insan) kanser (malignant neoplasm) sebebiyle
oldugunu belirtmigtir. Bu sayinin 2030 yilina kadar senede 11 milyon insanin Uzerine
cikacagini 6ngéren WHO, kanserin olusma sebepleri arasinda onemli faktérler olarak
yaslanma ve fiziksel hareketsizligi de kabul etmistir. Kanser tiplerinin yayilma sekli herhangi
bir dokudaki bir (veya bir grup) hlicrenin cevresel ve/veya genetik etkilerle kontrolsiiz olarak
Uremesi ve boylece hem bulunduklari organin fonksiyonlarini etkilemeleri hem de viicudun
diger boélgelerinde metastaz olusturmalari prensibine dayanir. Topluma ve bireye agir
yaptirimlari olan bu hastaligin dnlenmesi ve tedavisi konusu énemli bir biyomedikal problem
olmakla beraber, bu konudaki bilimsel ilerlemenin ¢ogunlugu gunimuizde disiplinlerarasi

calismalarla mimkin olmaktadir.

Tipinden bagimsiz olarak kanser dogasi itibariyle her ¢esit organ ve dokuyu hedef alabilir ve
bahsi gegen organin fonksiyonlarina zarar verebilir. Daha da énemlisi kanser hicreleri
bulunduklari dokudan kan veya lenf dolasimini kullanarak uzaktaki diger organlara yayilabilir.
Yuksek verimlilikle ¢ogalabilen kanser hucrelerinin ayni zamanda blylimeyi engelleyen
parakrin ve endokrin salgilara tepkisiz kaliglari, bagisiklik sistemine yakalanmamalari ve
Olimsluz olmalari, kanserli hucrelerin tedavi arastirmalarini genel bir ¢6zimden
uzaklastirarak onlari organa, dokuya ve hatta kanser tipine yodnelik olabilecek derecede
Ozellesmeye zorlamistir. Bu tip arastirmalar dnce kanserli hiicreyi tanimlama, daha sonra da
hedefleme prensibine dayanir ve tabiatlari geregi yiksek maliyete sahiplerdir. Buna ragmen,
tedavi sirasinda tek bir kanser hlcresinin hayatta kalmasi bile hastaligin tekrarina
(recurrence) sebep olabilir ve hastaya 6zel olusabilecek genetik ve epigenetik faktorlerle

birlestiginde bu durum tedavi yontemlerini kesin basaridan uzaklastirir.

Glnumuzde, kanserle micadele icin hlcresel hedeflemeden ziyade genis alandaki tim
hicreleri etkileyen ve hizli hiicre bélinmesini engelleyebilecek dis faktorler, érnegin kimyasal
tedavisi (chemotherapy) ya da 1sin tedavisi (radiotherapy) uygulamalari kullanilmaktadir. Bu
uygulamalar her ne kadar kanser hicrelerinin Gremesini engelliyorsa da, sahip olduklari yan
etkiler sebebiyle hastalarda 6énemli komplikasyonlara yol agmaktadirlar. Bu
komplikasyonlarin en énemlileri bagisiklik sistemi baskilanmasi ve sindirim ile ilgili olanlardir
ve bu rahatsizliklar kemik iligindeki kan hucrelerinin ve bagirsaklardaki endotel hlcrelerinin
de hizli Uredikleri icin tedaviden zarar gormeleri sebebiyle olusur. Yan etkilerine ragmen bu
tedavi turleri diinyada ve Turkiye'de alternatif yontemlerin eksikliginden dolayi yaygin olarak

uygulanmaktadir.
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Bir ¢ok bilinen ¢evresel sebebi olan kanser ile savasta 6nerilen yasam tarzi alternatiflerinden
biri de insanin rutin fiziksel egzersiz yapmasidir. Fiziksel, biyomekanik kuvvetler insan organ-
doku ve hucrelerini etkileyerek onlari, 6zellikle kas-iskelet sistemindeki hucreleri, adapte
olmaya zorlar. Digaridan ekstra fiziksel kuvvet girdisinin kansere ne tarz bir etki ettigi
sorusunu sormadan 6nce normalde hicrelerin maruz kaldiklari fiziksel kuvvetleri anlamak
gerekir. Temelde insan vicudunu olusturan bitln htcreler, viicudun en atil halinden en aktif
haline kadar duzenli olarak mekanik kuvvetlerin etkisi altinda kalirlar. Bunun en buyuk
sebeplerinden birisi bulundugumuz gezegenin UGzerimize uyguladigi katle ¢ekimidir. Ayrica
hicreler bulunduklari organin fonksiyonlarina goére tekrarli ya da ani kuvvetlere maruz
kalabilirler. Ornegin nefes alip verme akciger ve diyafram hicrelerinde direk kuvvetlere
sebep olurken bu kuvvetler dolayl olarak karaciger, pankreas ve dalak gibi organlari da
etkiler. YUrime veya kosma fonksiyonlari sirasinda kemik, kas, tendon, ligamen ve kikirdak
hlcrelerinin yani sira sinir hlcreleri ve kemik iligindeki bagisiklik hicreleri de mekanik
kuvvetlerin etkisi altinda kalir. Bu ylUzden sahip oldugumuz her hicre bulundugu doku
itibariyle olusan kuvvet profillerine yasam suresince adapte olurlar (Ozcivici vd., 2010a;
Ozcivici, 2013; Edwards ve Reilly, 2015).

Hucreler disaridan gelen kuvvetleri hiicre disi matrise olan baglantilari sayesinde algilarlar.
Integrinler tarafindan kurulan bu baglantilar sayesinde mekanik kuvvetler vinculin ve aktin
molekdlleriyle hilcre igerisinde yayilir ve c¢esitli dizenleyici sinyal mekanizmalarini aktive
eder. Ayrica hcreler ¢evrelerindeki akiskanlarin olusturdugu kesme gerilmesi (shear stress)
ve genel anlamda ivmelenmeye (acceleration-deceleration) de tepki gdsterirler. Saglikli
hicreler genelde anlatilan biyomekanik kuvvetlerin kombinasyonlarina adapte olurlarken,
kanser hucrelerinin ise hangi mekanik kuvvetlere adapte oldugu c¢ok net degildir. Kanser
hicreleri altyapilari (cellular ultrastructure) itibariyle saglikli hiicrelere oranla dizenlilikten
daha uzak ve bu nedenle mekanik olarak daha yumusaklardir. Ayrica timoér dokusunun
hicre disi matrisi saglikli dokulara gore daha serttir. Bu ylizden hiicre digi matris tarafindan
olusturulan biyomekanik kuvvet profillerinin kanser hicrelerinde saglikh hucreler gibi
algilanmalari mumkiin gézikmemektedir. Hiicrelere disaridan etkiyen kuvvetlerin fizyolojik
seviyenin altinda kaldigi bu gibi durumlarda eksikligi gézlenen kuvvetlerin disaridan girilen
tekrarli kuvvetlerle kompanse edilebilmesinin mimkdnligd su ana kadar literatlirde

cevaplanmamistir.

Bu projede kapsam olarak kanser hicrelerinin doku tipine bagl dzelliklerinden ziyade, bu tip
hicrelerin fizyolojik kuvvetlerin lGzerine ¢ikan tekrarli biyomekanik kuvvetlere nasil adapte
olduklari Uzerine olmustur. Dayanak noktasi olarak kanser hicrelerinin dokudaki saglikh
kontollere gore mekanik olarak daha yumusak oldugu prensibini kabul eden bu projede,

kanser hucrelerinin normallestiriimis mekanik kuvvetlere maruz birakildiklarinda verecekleri

2
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tepkilerin in vitro kontrolli deneylerle hicresel, altyapisal ve molekller bazda
karakterizasyonu hedeflenmigtir. Bu hedefe ulagiimasinda secilen kanser tipi meme kanseri
olup, bunun meme dokusunun bulundugu bélge ve yag kompozisyonu itibariyle disaridan
gelen mekanik kuvvetlere daha kapali olusudur. Ornegdin osteosarkoma hiicreleri hareket
sirasinda olusan tekrarli yUklere, kiigik hicreli akciger kanseri nefes alip verme mekanigine
adapte olmus olacaklarindan bu tarz bir dncalismanin kabullerini karmasiklastiracaktir.
Projenin uzun vadeli hedefi fiziksel egzersizin ila¢ ya da radyasyon uygulamalarina alternatif
ya da tamamlayici sekilde, kanser tedavisi icin bir faktdr olarak gelistirilebilme potansiyeli
olarak dusunulmustir. Proje sonuglari bu hedefin meme kanseri hiicreleri igin algilanabilir ve

optimize edilebilir oldugunu géstermektedir.

2. LITERATUR OZETI
2.1 Mekanik sinyallerin yagamsal 6nemi

Disaridan alinan mekanik sinyalleri algilama ve onlara tepki verme eylemleri, bakteri (Kruse
ve Julicher, 2005), maya (Zhou vd., 2003) ve bitki (Neel ve Harris, 1971; Johnson vd., 1998)
hicreleri dahil olmak Uzere, yeryluziindeki bitlin hicrelerin ortak noktalarindan biridir. Bu
genel Ozellik memeli hicrelerinde de iyi korunmus olup bir organizmanin gelisiminden
itibaren mekanik kuvvetler organ sistemlerinin bakimi (maintenance) ve tamiri (repair)
sirasinda énemli roller oynarlar (Ingber, 2005; Orr vd., 2006). Ornegin, biyomekanik kuvvetler
sayesinde damar, kalp ve akciger gibi dokularin sekilleri ve fizyolojik fonksiyonlarini 6nemili
Olciide belirlenir (Orr vd., 2006; Yashiro vd., 2007; Hahn ve Schwartz, 2009). Hicre
iskeletinin (cytoskeleton) seklini ve bilesenlerinin kalinh@ini etkileyen bu kuvvetler ayni
zamanda hucrelere yon de verir (Yoshigi vd., 2005). Biyomekanik kuvvetlerin azaldigi ya da
ortadan kalktigi yatalaklik, felg, yercekimsiz ortam ve yaslilik gibi durumlarda ise hicresel
bazda azalan kuvvet yuklerinin, butiin memeli hdcrelerini metabolizmadan organizasyona,
hareketlilikten bagkalasmaya kadar bitin form ve fonksiyon &zelliklerini negatif yénde
etkiledigi bilinmektedir (Meloni vd., 2004; Meloni vd., 2006; Meloni vd., 2011; Pietsch vd.,
2011; Wu vd., 2011; Ozcivici, 2013).

2.2 Kanser hastaliklari ve mekanik sinyaller

Kanserle savasta otorite sahibi kurumlar toplum saghdr agisindan riskli faktérlerden

kacinilmasi gerektigini dizenli olarak bireylere duyururlar (Ornedin  World Health
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Organization, T.C. Saglhk Bakanligi Kanserle Savas Daire Baskanligi, vb.). Tatin kullanimi,
sismanlik, beslenme bozukluklari ve is guvenligi yetersizligi kadar fiziksel hareket eksikligi de
kansere sebep olan faktorlerden birisi olarak gorulmektedir (Anand vd., 2008). Fiziksel
aktivite ve kanser arasindaki iligki ilk olarak 1945 yilinda disinidimis olmakla beraber
(Morris, 1945), bugln gelinen noktada gunlik egzersizin kolon ve meme kanserini ikna edici
bir sekilde; prostat, endometriyum ve akciger kanserlerini ise buyuk olasilikla engelledigi
bilinmektedir (Friedenreich ve Orenstein, 2002; Inoue ve Grp, 2010; Lee vd., 2011; Moorman
vd., 2011). Egzersizle azalan kanser riski arasinda her gecen gun artan epidemiyolojik
baglantiya ragmen kesinlesmis bir biyolojik mekanizma henlz bulunmamaktadir. Cok limitli
olarak gerceklestirilen hayvan deneyleri doku ve kanser tiplerinin yogunlugu sebebiyle genel
bir resim ¢izmekten hali hazirda ¢ok uzaktir (Gillette vd., 1997; Colbert vd., 2009; Murphy
vd., 2011). Tibbi literatirin Uzerinde durulan mekanizmalar sistemler bazinda olup,
egzersizin dolasimdaki hormon miktarlarini degistirmesi, vicut yaglihigini azaltmasi ve
bagisiklik sistemini glclendirmesi olarak 6zetlenebilir (Friedenreich ve Orenstein, 2002;
Winzer vd., 2011). Bu projede, sistemler bazinda onerilen mekanizmalar kabul edilmekle
beraber, buna ek olarak egzersiz sirasinda olusan mekanik kuvvetlerin dokusal ve hlcresel
etkiler de yarattigi ve bu etkilerin kanser hucrelerinin tGremelerini kontrol etmede anlamli

sonuglari olabilecegi Gizerinde durulmustur.

2.3 Kanser hiicrelerinin biyomekanik 6zellikleri

Kanser hacreleri, tim hdcrelerde bulunan  biyomekanik kuvvetlerin  algilanmasi
(mechanosensitivity) ve bu kuvvetlere tepki gosteriimesi (mechanoresponse) 6zelliklerinden
bagimsiz degillerdir. Ornegin sivi akisiyla olusturulan kesme gerilmelerinin kolon kanseri
hlcrelerinin Gremelerini ddnglnin G1 fazinda durdurarak engelledigi gdsterilmistir (Avvisato
vd., 2007). Ek olarak melanoma hucreleri mekanik kuvvetler sayesinde hiicre iskeletlerini
degistirerek, hicre seklini ve yéninid ve ayni zamanda endotel hiicrelere olan tutunma
(dolagsima katiimama) ozelliklerini anlamli bir sekilde degistirerek statik kontrollere goére
farkliliklar goésterir (Chotard-Ghodsnia vd., 2007). Disuk siddette ultrason ile mekanik
tahrikleme insan 16semi hiicrelerinde programlanmis hiicre 6limuine neden olmakta ve hiicre
gen ifade profillerini de degistirmektedir (Tabuchi vd., 2007). Biyomekanik kuvvetlerin
varliklari kadar yokluklari da kanser hiicrelerini etkiler. Ornegin, yercekimsiz ortamin kanser
hicrelerinde 6nemli metabolik degisimlere yol actigi (Coinu vd., 2006), hicre altyapisini ve
ureme dongusuniu etkiledigi (Vassy vd., 2001) ve kanser hicrelerinde programli hiicre
olimine direng gelistrme ve metastaz yatkinhdina yol actidi (Infanger vd., 2006)

gOsterilmistir. Bunlara ek olarak yergekimsiz ortamda birakilan melanoma hiicreleri fare deri
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altlarina aktarildiklarinda, normal kitle gekiminde birakilan kontrollere gore gok daha buyuk
timorler olusturup daha fazla yayilma potansiyeli géstermislerdir (Taga vd., 2006). Kanser
hicrelerinin biyomekanik kuvvetlere (veya onlarin yokluguna) gosterdikleri tepki literatirde
saglikh hicrelerin tepkileri oraninda arastirimamistir. Bu eksiklige ragmen, varolan veriler
biyomekanik kuvvetlerin kanser hucreleri Uzerinde de belirli regulasyonlara sahip
olabilecegdini gostermektedir. Raporlanan bu projede, kanser hucrelerinin normal fizyolojik
biyomekanik kuvvetlerden ziyade, egzersiz simulasyonu sirasinda olusabilecek kuvvetlere

olan tepkileri test edilmistir.

Memeli dokularina ait olan hicreler verili herhangi bir zaman icin ¢ farkli biyomekanik
kuvvet olusumunun kombinasyonuna maruz kalirlar: 1) Kitle cekimi ve kasiimalar ylzinden
olusan tepki kuvvetleri; 2) Sivi akisinin yarattigi (6érnegin kan dolasimi) kesme (shear)
kuvvetleri; 3) Hareket (ivmelenme) sayesinde Newton prensiplerine gére olusan kuvvetler.
Bu kuvvetlerden sadece sonuncusu tum hucreleri direkt olarak etkilerken (hlcreye ait tum
organellerin hareketi sayesinde), ilk ikisinin dogurdugu kuvvetler hicre disi matris
(extracellular matrix — ECM) ya da diger hicrelerle olan baglantilar araciliyi ile dokudaki
bulunan hcrelere iletilir. Normal sartlarda ECM hicre aktin altyapisina araci proteinler
(integrin) sayesinde baglanarak hem hiicreye kuvvet iletimini dizenler ve hicrede gerekli
sinyal yolaklarinin ¢alismasini saglar, hem de hicrenin stabil bir sekilde tutunabilecegi bir
ortam yaratir (Brabek vd., 2010). ECM yapisinin mekanik sertligi i¢cinde bulunan hcrelerin
fonksiyonlarini etkiledigi gibi, ayni zamanda hiicrelerin, ECM’e daha ¢ok baglanmalari igin
tesvik eder (Discher vd., 2005; Peyton vd., 2008; Ulrich vd., 2009).

Kanser hicrelerinin biyomekanigi s6z konusu oldugunda hlicre-ECM mikrogevresi saglikli
dokulara gore o6nemli farkhliklar gosterir. Kanser hicreleri saglikli hiicrelere goére net bir
sekilde daha yumusak (compliant), timér dokusundaki ECM ise daha serttir (stiff) (Paszek
vd., 2005; Suresh, 2007; Brabek vd., 2010). Tumdérdeki ECM sertligi onkologlarin kanser
teshisi icin dnemli belirtilerden biri olarak kullaniimakla beraber, bu sertligin olusma
mekanizmasi dokuda artan kolojen baglari ile agiklanmaktadir (Huang ve Ingber, 2005;
Brabek vd., 2010). Bunun yaninda ¢ogu kanser tipinde hicreler (6rnedin: meme (Guck vd.,
2005), mesane (Lekka vd., 1999), pankreas ve akciger (Cross vd., 2011), Idsemi ve lemfoma
(Chen vd., 2004; Lam vd., 2007) ve kanserlesmig fibroblastlar (Park vd., 2005), saglikh
hicrelere gore mekanik olarak daha yumusaklardir. Meme kanseri hucrelerinde artan
yumusaklik metastaz potansiyeli ile pozitif korelasyon gdsterir, yani bir kanser hiicresi ne
kadar yumusaksa ayni zamanda yayilma i¢in o denli tehlikelidir (Suresh, 2007; Swaminathan
vd., 2011) (Sekil 1). Genel anlamda kanser hicrelerinin yumusama sebebi olarak kanser
sirasinda degisen aktin altyapisi ve modellenmesi kabul edilmektedir (Guck vd., 2005;

Suresh, 2007). Hlcrede yik tasima vazifesi de goéren aktin iplikgiklerinin yapilarindaki
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bozulma hicrelerin Greme, hareket ve yeni damar olusturabilme o6zelliklerini etkiledikleri
gOrulmastur (Rao ve Li, 2004; Lu vd., 2005). Buna ragmen c¢esitli mekanik testler araciligi ile
normal hicrelere gore mekanik yumusakliklari (compliance) gosterilen kanser hicrelerinin
neden kendilerine daha sert bir ECM dokulari olusturduklarinin cevabi henlz bilimsel

literatiirde netlesmemistir.

iy
(=]
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TPA-modified MCF 7 cells with
significantly increased metastatic potential

W
o

W
o

Nonmotile, nonmetastatic, epithelial
breast cancer (adinocarcinoma) cells

25 |

20

Normal, noncancerous
mammary epithelial cell

Optical Deformability (%)

MCF 10 MCF 7 Mod MCF 7

Sekil 1. Kanser hicreleri normal hiicrelere gore daha yumusaklardir. Sekilde meme
hicrelerinde normal (MCF10), kanserli (fakat metastazik olmayan (MCF7) ve metastazik
(Mod MCF7) olma durumunda yumusakhgin nasil arttigi gosterilmistir (Suresh, 2007).

2.4 Kanser hiicrelerinin hiicre digi ortamla iligkisi

Her ne kadar kanserde ECM o6zellikleri degisiyorsa da, kanser hicrelerinin yeni ¢evrelerine
daha siki tutunduklarini séylemek gugtlr. Aktin altyapisi zaten zarara ugramis olan kanser
hicrelerinde (6rnegin meme kanseri sirasinda) hiicre-ECM baglantilarinin gerceklestirildigi
integrin molekdllerinin  ifadesinde ve miktarinda anlamli degisimler ve integrin
organizayonlarinin bozulmasi goézlemlenmistir (Mizejewski, 1999; Hood ve Cheresh, 2002;
Guo ve Giancotti, 2004; Rathinam ve Alahari, 2010). Ozellikle a2B1, a5B1 ve aVB3
integrinlerinin miktarca azaldigi1 (Zutter vd., 1990) ve buna karsilik a6f4 miktarinin arttig
(Zutter vd., 1995) literaturde kaydedilmistir. Mikrogevresinin sertlesmesine ragmen o
mikrocevreye olan baglantisi buyuk ihtimalle degismeyen (fakat potansiyel olarak integrin
miktarindaki azalma dolayisiyla azalan) meme kanseri hicrelerinde bunun yaninda normalin
cok Uzerinde focal adhesion kinase (FAK) ifadesi ve aktivasyonu gdézlemlenir ki, bu tGmor
hicrelerinin her an hareket etmeye hazir olduklarinin bir géstergesidir (Levental vd., 2009).

Sadece hlicre ECM arasinda dedgil, timdr hicrelerinde hicre-hlicre arasindaki baglar da

6
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olmasi gerekenden zayiftir, ve bu sayede kanser hicreleri birbirlerinden bagimsiz olarak
hareket edebilirler (Tambe vd., 2011). Kanser hucrelerinin ¢evrelerinin olusturdugu mekanik
kuvvetlere, yani kendilerini c¢evreleyen fiziksel yapilara duyarsizlagsmalari kontrolsiiz
blyUmelerinde (¢evrelerinde hiicre yokmusgasina) énemli etkenlerden biridir (Hanahan ve
Weinberg, 2011). Bahsedilen bulgular, kanser hiicrelerinin ¢evresel mekanik kuvvetleri (ECM
ve diger hacreler) algilamada ve mikrogevrelerinin farkinda olma konusunda sadliklh

hicrelere gore daha az hassas olabileceklerini ortaya koymaktadir.

Kanser hicrelerinin direkt olarak uygulanan fizyolojik kuvvetlere in vitro tepki gosterdikleri
disunuldiginde (yukaridaki 6rnekler), bu kuvvetlerin dokuda da benzer etkilere yol agmalari
(hiicre Gremesini, programlanmig olim, doku mimarisi, vs.) beklenmektedir. Fakat dokusal
tepki kuvvetleri ve sividan olusan kesme kuvvetleri zaten patolojik dokularda bulunmalarina
ragmen tumor olusumunu engelleme gibi bir fonksiyonlari yoktur. Bu ylzden tumor
mikrogevresi bir biyomuhendislik yapisi olarak dusunulirse, sistemde olugan kuvvetler,
sistemin sert elemanlarinca taginirken yumusak elemanlari Uzerine daha az yuk binebilecegi
prensibi deger kazanmaktadir. Buna 6rnek olusturabilecek bir sistem literatirde “stress
shielding” olarak tanimlanan kemik-implant iligkisidir (Cristofolini, 1997; Bush vd., 2006; Ryan
vd., 2006). Bu sistemde kalga implantinda kullanilan metal biyomalzeme, kemik dokusuna
gOre ¢ok daha fazla kati oldugu icin fizyolojik kuvvetleri tzerinden gecirir ve bu ylzden
implanti ¢cevreleyen kemik dokusu normalden az yiklendidi icin erime (disuse osteoporosis)
gOsterir. Verili “stress shielding” modeli, ulagilabildigi kadariyla hi¢ bir bilimsel literatlirde
kanser hicresi — hicre disi matris iliskisinde bir model olarak kullanilmamistir ve bu modele

bagli olarak hig¢ bir hipotez test edilmemistir.

Kanser hicrelerinin fiziksel kuvvetlerle olan iligskileri genel anlamda Ozetlenirse, kanser
hicreleri batun yapisal bozukluklarina ve fonksiyonel karakteristiklerine ragmen fiziksel
kuvvetleri algilar bir portre gizmektedirler. In vitro galismalarda elde edilen bu bulgular
patolojik dokudaki hucre digi matrisin sertligi ve kanser hucrelerinin yumusakligi sebebiyle,
belki de bu kuvvetlerin daha ilk etapta hicrelere iletilemedigi sliphesini ortaya ¢ikmaktadir.
Bu prensibe uygun olarak kanser hicreleri Uzerine digen net kuvvet (gerilme) miktarinin
saglikl hicrelere gore daha dusik oldugu 2011 yilinda yayimlanan bir makalede (Tambe
vd., 2011) gésterilmistir (Sekil 2). Bu verilerle tamamlayici olarak fiziksel egzersiz
modellerinde dokulardaki kuvvet dagihmlarinin yani sira ayni zamanda ivmelenme sayesinde
Newton prensipleri sebebiyle hicreler lzerinde (ve onlarina altyapilarinda) olusan direkt
kuvvetlerin (Garman vd., 2007a; Garman vd., 2007b; Ozcivici vd., 2007) kanser konusunda

engelleyici oldugu distnitlmektedir.
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Raporlanan bu projede, kanser hucrelerinin dokudaki tepki ve/veya kesme kuvvetleri ile

almasi mumkun gdézukmeyen biyomekanik kuvvetler hlcrelere ivmelenme/hareket yoluyla
iletilmigtir. DusUk genlikli fakat yUksek frekansli mekanik titresimlerin disaridan girdi olarak
kullanildigi projede, bu titresimlerin meme kanseri hicrelerine olan etkileri arastiriimistir.
Disaridan girilen mekanik titresimlerin beklenen dizenleyici etkilerinin proje kapsaminda
gerceklesmesi durumunda, kanser arastirmalarinda alternatif ydntemleri tesvik edecek ve
genis uygulama esneklikleri bulunan ve mekanik kuvvet iletimine dayanan bir biyomedikal

cihaz gelistiriimesine katkida bulunulacaktir.
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Sekil 2. Meme kanseri modelinde sirasiyla kontrol hicreleri (a), kanser hicreleri (b) ve
metastaz potansiyeli ¢ok ylksek modifiye kanser hicreleri (c). Kanserlesme ve artan
metastaz potansiyeli hicrelerin cevreleriyle ve biribirleriyle olan mekanik kuvvet
etkilesimlerini azaltmaktadir (g-i) (Tambe vd., 2011).
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3. GEREG VE YONTEM
3.1 Hiicre kiiltiiria

Proje suresince kullanilan kontrol (MCF10a) ve meme kanseri hiicre hatlari (MCF7, MDA-
MB-231) ATCC firmasindan temin edilmistir. MDA-MB-231 ve MCF7 hilicrelerine uygulanan
temel besiyeri (DMEM, 10%FBS, 1%PenStrep) seklinde olup, MCF10a meme epitel doku
hicreleri icin hucre kultirinde DMEM:F12, 20ng/ml EGF, 0.5ug/ml hydrocortisone, 100ng/ml
choleratoxin, 10ug/ml insulin, %1 Pen/Strep, %5 donor equine serum ve 2 mM L-glutamine

kullaniimistir.

Hucreler mekanik titresim uygulamasi hariginde suirekli olarak nemlendirilmis standart hiicre
kaltard inkUbatérinde saklanmigtir (37°C, %5 CO;). Mekanik titresim uygulamasi oda
sartlarinda gerceklesmistir. Tium deneyler icin 24 kuyulu hicre kultirt plakalari kullaniimig ve
baslangigta her bir kuyuya 640 hiicre/mm? yogunluk olacak sekilde ekim yapilmistir. Tim
deneyler icin hlcre ekimi -2.inci gliin olarak kabul edilmis, hlcreler 1.inci ginden itibaren

gunlik mekanik titresimlere maruz birakilmiglardir.

3.2 Mekanik sinyallerin uygulanmasi

Hucrelere mekanik sinyaller sindsoidal titresimler Uretebilen bir platform tarafindan
uygulanmistir. Bu cihaz laboratuarimizda Uretilmis olup, calisma sartlar ile ilgili veriler
bulgular kisminda paylasiimistir. Cihaz birer adet sinyal jeneratérd (MULTIMETRIX), guc¢
ampilifikatort  (SPEKON), ivmemetre (KISTLER), veri toplama karti (NATIONAL
INSTRUMENTS) ve de subwoofer hoparlor (WHARFEDALE) kompozisyonundan
olusmaktadir (Sekil 3 ve 4). Mekanik sinyal iceren tim deneylerde hucrelere 15 dakika
boyunca 90 Hz (1/s) ve 0.15g (1g=9.81m/s?) karakterinde fiziksel titresim dalgalari

uygulanmistir.
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Goézlemlenen sinyalin istenen genlige getirilmesi icin geri
l—* besleme (0.1g) —|

DC sinyal iiretici .
Kiigiik dogru akimda 90Hz sinyal isleyid B LabView
frekansinda sinyal Gretir programi

lvme verisinin genlik ve frekansi
gizlemlenir
Ampilifikator
Kiiglik dogru akimda ulagan ivmemetre
sinyallerin genliklerini arttinr

Speaker

. ) . . Mekanik sinyallerin
Elektrlk.sel smyallen.n?ekanlk ‘ hiicrelere iletimi (15 dk}
sinyallere gevirir

Sekil 3. Proje kapsaminda Uretilen mekanik titresim cihazinin ¢alisan komponentlerini
gOsteren akis semasi.

DG snyal Bllgisayar,
Hreticl Veri Analiz |

Sekil 4. Mekanik titresim cihazinin bilesenleri.
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3.3 Hucre analizi yontemleri

3.3.1 Hucre sayisi ve canliliginin belirlenmesi

Hucre sayilari ve canliliklarinin belirlenmesi i¢in deney protokoll sirasinda secilen gunlerde
deney sonlandiriimig, akabinde htcreler trypan blue boyamasi ve MTT boyamasina maruz

birakilarak analiz edilmislerdir.

Trypan blue boyasi (%0.4) ile 1:1 oraninda karistirilan hucreler daha sonra Neubauer
hemocytometer kullanilarak manuel olarak sayilmistir. Trypan Blue ile boyanan hicrelerde

canli hiicreler renksiz, 610 hlcreler is mavi renkli bir gériinti kazanmaktadir.

MTT deneyleri icin  hucreler 0.5mg/ml  MTT  ((3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide) ile 4 saat inklbe edilmistir. Metabolik aktivite sonrasi olusan ve
¢oken tetrazolium tuzlari DMSO ile ¢ézlldikten sonra absorbans degerleri 570nm’de

okunup, 650nm ortam 1simasi ¢ikarilarak degerlendirilmistir.

Canlilik testi icin ayrica Calcein-AM boyasi kullaniimis, boyay! alan canh hiicreler FACS
Canto akis sitometrisi kullanilarak ol¢tilmis ve bu olgiimler FACS Diva programi ile analiz

edilmigtir.

3.3.2 Hiicre dongiisiiniin analizi

Hucre dongusundn dlgilebilmesi igin  hicre kultiri deneylerinin - sonunda hiicreler
sabitlenerek hicre ddngusindeki yerleri akis sitometresi (flow cytometry) ydntemiyle
Olctimustir. Kisaca tarif etmek gerekirse, hicreler deney sonunda trypsin yardimiyla 15 ml
santriflj tlpune toplanip ve 1200 rpom de 10 dakika boyunca santrifljlenmistir. Coken
hicreler, ¢gevrelerindeki supernatant alindiktan sonra buz Gzerine alinarak 1ml soguk PBS ile
¢6zUImustar. Ardindan 4ml soguk etanol (EtOH) yavascga hiicrelere ilave edilmis ve hicreler
-20°C da bir geceden az, 30 giinden ¢ok olmayacak sekilde saklanmistir. Olglim zamani
geldiginde -20°C’de saklanan hucreler 1200 rpm’de 10 dakika boyunca santrifujlendikten
sonra ¢oken hucreler 5ml PBS’de ¢6zulmus, ardindan tekrar santrifijlenip bu sefer 1 ml %0.1
triton-x100 iceren fosfat tamponunda ¢6zilmis ve hicrelerin gegirgenlikleri arttirilmigstir.
Ardindan hucreler 100yl RNase A ile 30 dk 37°C’de bekletilmistir. Son olarak dlgim 6ncesi
hicreler 100yl propidium iodide (PI) ile oda sicakliginda 15 dakika inklbe edildikten sonra
flow cytometry cihazi ile dlgimlere baslanmistir. Boyut ve kompleksitesine gore FACS Diva
programi ile analiz icin segilen hicre grubunun (Sekil 5) Pl sinyal yojunluguna gére G1, S

ve G2 fazindaki hcreler Modfit programi ile belirlenmistir. Hicre donglsu testlerinin
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glvenilirligi agisindan gerekli hiicre sayisinda 1,3 ve 5.inci gunlerde ulasilamadigi igin bu

testler ikinci haftadan itibaren uygulanmigtir.
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i Population #Events %Parent %Total
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Sekil 5. Ornek bir Pl akis sitometrisi deneyi. Calisilacak uygun hiicre populasyonu
belirlendikten sonra hicrelerin Pl siyaline gére 2n, 4n ve sentez evrelerinde olduklarinin
belirlenmesi.

3.3.3 Hiicre apoptoz analizi

Gunldk uygulanan mekanik titresimlerin hicre 6limua Gzerine potansiyel etkisi MDA-MB-231
hicreleri Uzerinde test edilmigtir. Annexin V-PI yontemi ile yapilan boyama sonrasi hiicreler
belirli glnlerde akis sitometrisi yontemiyle saglikh, apoptotik ve nekrotik populasyonlara
ayrilmistir. Kultdr plastiklerinden toplanan hiicreler 2 kez PBS ile yikandiktan sonra Annexin
V (FITC) ve PI boyalari ile boyandiktan sonra FACS Canto akis sitometrisi kullanilarak sinyal
siddetleri 6lgliimus, bu dlgimler FACS Diva programi ile analiz edilmistir. Apoptoz analizi
testlerinin glvenilirligi agisindan gerekli hiicre sayisinda 1,3 ve 5.inci glinlerde ulasilamadigi

icin bu testler ikinci haftadan itibaren uygulanmistir.
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3.3.4 Hucre altyapisinin goriintillenmesi

Plastik ylzeyde buyuatulen hacreler iki defa 1X PBS’le yikandiktan sonra 1X PBS’te
hazirlanmis ve akabinde %4 paraformaldehyde ile 20 dakika boyunca sabitlenmistir. %0.1
TritonX-100’1G 1X PBS’le hiicre zarinin gegirgenligi 15 dakika boyunca artiriimis ve hiicreler
%3 BSA bulunan %0.1 TritonX-100’l0 1X PBS’le 30 dakika boyunca bloklanmigtir. Daha
sonra hicrelere, Alexa488-Phalloidin ya da Alexa647-Phalloidin bitin gece 4°C’de
uygulanmistir. Ug kere 1X PBS’le yikanan ylizeylere hiicre cekirdegini boyamak icin DAPI
yukleme sollsyonuyla (mounting medium) ylUklenmistir. Hazirlanan &rnekler floresan
mikroskopta 40X objektifiyle kontrol edilip resimleri ¢ekilmis, ImagedJ programiyla da (NIH)
birlestirilmigtir.

3.3.5 Hiicre yara kapanmasi analizi

Gunlidk uygulanan mekanik titresimlerin(0,15g, 90Hz) hlcre istilasi tGzerine etkisi MDA-MB-
231 hicreleri tzerinde test edilmistir.Yara kapanmasi deneyi (scratch-wound assay) yontemi
ile bu calisma, l¢ hafta boyunca slren kiltirde secili ginler icin yapilmis ve diger
deneylerden farkli olarak bu deneyler 6 kuyulu kaplarda yapiimistir. Baslangic hiicre orani
diger deneylerle benzer olarak 640 hiicre/mm? olarak kullanilmistir. 200ul pipet ucu ile her
kuyuda ayni sekilde boydan boya olusturulan yaranin 24 saat igerinde ne kadar kapandigi
yara aclilir agcilmaz ve 24 saat sonunda alinan fotograflar ile belirlenmistir. Olympus CKX41

mikroskobu ve DP2-BSW fotograf isleme programlari kullaniimistir (Sekil 6)
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Sekil 6. Yara kapanma deneyi icin drnek fotograflar. iki gruplar halinde kullanilan deneylerde
cizik aninda ve 24 saat sonraki ¢izigin durumu goésterilmektedir. Asagiya dogru indikge artan
hicre yogunlugu deneysel gun sayisinin artmasindan kaynaklanmaktadir.

3.4 Veri analizi ve istatistikler

Tum veriler aksi belirtimedikge ortalama + standart sapma olarak sunulmustur. istatistiki
karsilagtimalar Student’s t-test yardimiyla yapilmigs ve %5’in altinda bulunan olasilik
(probability, p) degerlerinin istatistiki anlam ifade ettigi kabul edilmistir.

4. BULGULAR

4.1 Mekanik titresim olusturabilen bir platformun faaliyete alinmasi

Mekanik titresim Uretebilen bir sarsici cihaz tasarlanmis ve kullanima sokulmustur.
Entegrasyonu laboratuarda tamamlanan cihaz, hicrelere uygulanmasi planlanan mekanik
sinyalin kalitesi agisindan test edilmistir. Jeneratdrden ¢ikan zayif elektriksel sinyallerin amfi

ile gulclendiriimesinden sonra ticari bir hoparlér diyaframinda mekanik sinyallere
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donlstirdimustar. Diyafram Uzerinde olugsan bu mekanik sinyallerde mekanik ivmelenmenin
genligi (amplitude), frekansi (frequency) ve tekrarlanabilirligi (repeatability) agisindan
ivmemetre araciligi ile test edilmis ve sonuglar olumlu bulunmustur. Genlik, ivmemetre ile
Olcllen sinyalin tepe-gukur mesafesi olarak 90 Hz de, yani saniyede 90 tekrar olmak Uzere
0.15g (1g = yergekimi ivmelenmesi, 9.81 m/s?) genligin cihaz tarafindan kolaylikla
uretilebildigi saptanmistir (Sekil 7). Mekanik sinyal karakterizasyonunda en az genlik kadar
Oneme sahip frekans elde edilen sinyallerin Fourier Transferi kullanilarak spektral alana
aktarimlariyla test edilebilmistir. Sarsici cihazda elektriksel ve mekanik aksamlarin beraber
calismalari sirasinda sinyalde herhangi bir frekans farki olusup olusmadigi arastiriimis ve
jenerator sinyaliyle mekanik titresim sinyali arasinda frekans acisindan herhangi bir fark

g6zlemlenmemistir (Sekil 7).

[ ZANAN :::>
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0,1

o5 MBS MM MRS MR MR MY
A

-0,15
-0,2

o

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

0,6
01 - [ FRERANS ::::»

0,08 -

0,7 0,8 0,9 1

0,06 -
0,04 -
0,02 -

0 A

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

Sekil 7. Mekanik titresim sinyalleri. Tasarimi tamamlanan mekanik titresim cihazinin
ivmemetre ile dlgllen sinyal giktilari. Testler sinyal jeneratdérinden 90 Hz cikista yapiimigtir.
Ust panel Zaman-ivmemetre voltaji grafigi, voltajin tepe tepe mesafesi 0.15g ye karsilik
gelmektedir. Alt panel Olgiilen sinyalin frekans ¢iktisi, beklendigi gibi 90 Hz seviyesinde bir
tepe olusturmustur. 50Hz civarinda gorllen sinyal sehir elektrik sebekesinin yarattidi
elektromanyetik alandan kaynakli olup mekanik bir anlam tagsimamaktadir.

Bunlara ek olarak sarsici cihazin Urettigi sinyallerdeki tekrarlanabilirlik ayri zaman

gruplarinda test edilmis ve sonucgta sinyal genliginde herhangi bir degisme olmadigi
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saptanmistir (Sekil 8). Bu veriler 1g1dinda hacrelerin gunlik 15dk titresim uygulamalari

sirasinda sabit bir mekanik sinyale maruz kaldiklari gosterilmistir.
0,2
0,1

0

0,2

0,1

0,2

0,1

-0,1

-0,2
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1

Sekil 8. Mekanik titresimlerin tekrarlanabilirligi. Ug farkli zamanda kaydedilen 1 saniyelik
surecler, mekanik titresimde deney suresince herhangi bir frekans ya da genlik degisimi
olmadigini géstermektedir.

4.2 Mekanik titresimlerin kontrol meme epitel (MCF10a) hiicrelerine etkisi

MCF10a insan meme epitel hicreleri calismada kullanilan kanser hicreleri icin kontrol hiicre
hatti olarak kullaniimiglardir. MCF10a hacreleri kultire yerlestirildikten sonra gunlik yiksek
frekansli (90Hz) ve dusuk yogunluklu (0.15Hz) titresimlere maruz birakilmis ve bu girdinin

hicrelerde yarattigr degisiklikler g6zlenmistir. Tim deney sonugclari igin hucreler kontrol

16



®

ThRiTAK

(Control), titresim (low magnitude mechanical signal - LMMS) olarak kodlanmistir. Mekanik
titresimlerin basladigi giin 0.inci gin olarak kabul edilmis (D0), deneyler segili glnler igin
tamamlanmistir (D5, D9, D12). Sonuglara goére: 5.inci gin sonunda titresim uygulanan
MCF10a hicreleri kontrollere gore %8 (p<0.01) daha fazla MTT aktivitesi gostermigler fakat
bu fark 12.inci ve 19.uncu gunlerin sonunda ortadan kalkmistir (Sekil 9). Bu sonug, mekanik
titresimlerin saglikl meme epitel hicrelerini kisa vadede anabolik olarak etkileyebilecegini,
fakat uzun vadede kultur ortamindaki etkili kimyasal faktérler ve buyume hormonlari

sebebiyle bu farkin ortadan kalkmig olabilecegini géstermektedir.

140% * O Control
i, 120% | B LMMS
©
é‘ 100% F
)

— 80% r
I_
= 60% |
Q
N
= 40%
% 20% |
=z
O% | |
D5 D9 D12

Sekil 9. Mekanik titresimlerin MCF10a meme epitel hlicre canliliklari Gizerine etkisinin MTT
yontemiyle arastiriimasi. *: p<0.05.

4.3 Mekanik titresimlerin agresif tip meme kanseri (MDA-MB-231) hiicrelerine etkisi

MDA-MB-231 insan meme kanseri hlcreleri kultlre yerlestirildikten sonra gunlik yuksek
frekansh (90Hz) ve dusik yogunluklu (0.15Hz) titresimlere maruz birakilmis ve bu girdinin
hicrelerde yarattigi degisiklikler gbézlenmistir. Tium deney sonuglari igin hicreler kontrol
(Control) ve titresim (low magnitude mechanical signal - LMMS) olarak kodlanmistir.
Mekanik titresimlerin basladigi gin O.inci gin olarak kabul edilmis (D0Q), deneyler segili
glnler icin tamamlanmistir (D1, D3, D5, D9, D12 ve D19).
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4.3.1 Hicre biiyime ve canhliklari

Bir hafta boyunca mekanik girdiye maruz birakilan hicrelerin bir haftalik uygulama sonunda
canliliklari Trypan Blue sayimi ve MTT analizi ile test edilmistir (Sekil 10). Sonuglara gore:
MDA-MB-231 hiicre sayilari baslangi¢ctan itibaren (¢ hafta igerisinde 108-kat.artarken,
titresim uygulanan hiicrelerde bu fark 92-kat olarak gercgeklesmistir. Deneylerin baglamasinin
2.inci haftasindan itibaren titresim ve kontrol grubu arasinda anlamh farklar olusmaya
baslamigtir. Bu farklar D9, D12 ve D19 icin %41, %32 ve %18 (tum p<0.05) olarak
gerceklesmistir (Sekil 10a). Trypan blue sayimi ile benzer sekilde MTT deneylerinde de
titresim uygulanan hucrelerde kontrol hiicrelerine gére D5, D9 ve D19 icin %62, %18 ve %50

(tim p<0.05) daha az aktivite gozlemlenmistir (Sekil 10b).

1400000 r 9.0 r
O Control 30 L O Control
1200000 | mLMMS * 7'0 mLMMS
— 1000000 | —
= 800000 f S s | .
(V5] —
> 600000 | C 40 r
3 c *
‘5 30
O 400000 | * o
.8 |_ 2.0 r *
T 200000 | > 10 | |J_h
0 OO _iilliﬁl | 1 1
(a) D1 D3 D5 D9 D12D19 (b) D1 D3 D5 D9 D12 D19

Sekil 10. Mekanik titresimlere maruz kalan MDA-MB-231 agresif tip meme kanseri
hicrelerinin a) Trypan blue ile sayilmasi, b) MTT ile canlilik testlerinin farkli glnler igin
yapilmasi *: p<0.05.

4.3.2 Hucrelerin kiiltiir plastiginden ayrilmalari

Gunlik mekanik titresim uygulanan MDA-MB-231 hicrelerinin kultlrlerdeki azalma sebepleri
arasinda bulunabilecek “ylzeyden ayrilma” ihtimalini test etmek igin gunlik titresim
uygulanan meme kanseri hucre kulturlerinde 1, 3, 5, 9, 12 ve 19. gunlerde tum besiyeri
toplanarak besiyerinde bulunan tim hdcreler trypan blue boyamasi aracihdr ile ve
hemacytometer kullanilarak sayillmistir (Sekil 11). Sayimlar sonucunda bahsi gecen gtinler

icin kontrol ve titresim gruplari arasinda istatistiki bir fark gorilmemistir (ttm p>0.1). Bu
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sonuglara gore kullanilan mekanik sinyalin olugturabilecegi ajitasyonun hucreler Uzerinde

ciddi bir etkisi bulunmadigi dusunulmektedir.
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Sekil 11. Mekanik titresimlere maruz kalan MDA-MB-231 agresif tip meme kanseri
hicrelerinin plastikten ayrilma sayilarinin Trypan blue yontemi ile belirlenmesi. *: p<0.05.

4.3.3 Mekanik sinyallerin hiicre dongusiine etkisi

MDA-MB-231 gunluk titresim uygulanan kulturlerdeki azalma sebepleri arasinda
bulunabilecek hlicre tGreme doénglsu Uzerinde olusabilecek degisiklikler Pl boyama ve akis
sitometrisi araciligi ile test edilmistir (Sekil 12). Sonuglara gére 9.uncu glnde titresim
uygulanan meme kanseri hiicreleri G1 fazinda kontrollere oranla %3 (p=0.03) daha fazla ve
G2 fazinda %24 daha az (p=0.03) bulunmuslardir. ikinci haftanin sonunda titresim uygulanan
hicrelerin G1 fazinda kontrollere oranla %18 daha az (p=0.02) bulunduklari gézlemlenmigtir.
Uglincli haftanin sonunda ise titresim uygulanan hicrelerin G1 fazinda bulunma orani
kontrollere gére %3 daha az (p=0.05), G2 de bulunma orani %27 daha fazladir. Higbir zaman
araligi icin titresim ve kontrol hiicrelerinin S fazinda bulunma oranlari ile ilgili istatistiki anlam
tasiyan bir fark gérilmemistir. Bu sonuglara gére mekanik sinyal uygulamasinin sonunda
kanser hlicre sayisi ve canliliklarinda meydana gelen azalmalarin hiicre dongistnin G1 ve

G2 kontrol noktalarinda meydana gelen kilittenmelerden dolayi olabilecedi disunidimustdr.
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Sekil 12. Mekanik titresimlere maruz kalan MDA-MB-231 agresif tip meme kanseri
hicrelerinin hiicre déngisindeki oranlarinin Pl yéntemi ile belirlenmesi. a) G1, b) G2, ¢) S
fazindaki hicreler. *: p<0.05.

4.3.4 Mekanik sinyallerin apoptoza etkisi

MDA-MB-231 gunluk titresim uygulanan kulturlerdeki azalma sebepleri arasinda
bulunabilecek hticre intihari (apoptosis) lzerinde olusabilecek degisiklikler Annexin V — PI
boyamasi ve akis sitometrisi araciligi ile test edilmigtir (Sekil 13). Sonuclara gére analiz
edilen hi¢bir noktada kontrol hicreleri ile titresim uygulanan hicrelerin apoptotik hicre
oranlari ile ilgili anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0.1). Buna ragmen, titresim uygulanan
hicrelerdeki 610 (nekrotik) hlicre orani kontrol hicrelerine kiyasla ikinci haftanin sonunda
%51 (p<0.01), Gguncu haftanin sonunda %28 (p=0.05) daha fazladir. Benzer sekilde titresim
uygulanan hicrelerin saglikli hicre orani ayni glnler i¢in kontrol hiicrelerine gére daha az
olarak go6zlemlenmistir. Sonuglara goére gunlik yiksek frekansli mekanik titresim
uygulamasinin meme kanser hdcrelerinin Gremelerini baskilamasi sirasinda kontrolli hlcre
6lumU mekanizmasini kullandiklarina dair bir intiba olusmamistir.
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Sekil 13. Mekanik titresimlere maruz kalan MDA-MB-231 agresif tip meme kanseri
hicrelerinin saglikh apoptotik ve nekrotik/6li hiicre oranlarinin Annexin V - Pl yontemi ile
belirlenmesi. a) Ornek bir deney igin hiicre dagilimi ve hiicre statiisiiniin kategorizasyonu, b)
Olu (nekrotik) hiicre oranlari, c) Saglikli hiicre oranlari, d) Apoptotik hiicre oranlari. *: p<0.05.

4.3.5 Mekanik sinyallerin kisa donemde hiicre morfolojisi lizerine etkisi

Mekanik sinyallerin MDA-MB-231 agresif tip meme kanseri hticrelerinin morfolojisine olan
etkisi hucrelerin phalloidin (Alexa488 — Yesil) boyanmasi ve tekil hicrelerin Image J
kullanilarak analiz edilmesi ile incelenmistir (Sekil 14). Bu analizlerde hicre basina diisen
aktin sinyali, hlcre alani ve hucre yuvarlakhdi belirlenmistir. Hucrelerin tekil analizi
hedeflendigi icin analizler bir hafta igerisinde yapilmistir. Sonucglara goére titresim
maruziyetinin birinci giininde hicrelerde kontrol hiicrelerine kiyasla herhangi bir morfolojik

fark olusmamakla beraber, birinci haftanin sonunda titresim uygulanan meme kanseri
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hicrelerinin aktin sinyalleri %32 (p=0.02) artmis, buna karsilik hdcre yuvarlaklilart %12
(p=0.04) azalmistir. Bu sonuglar mekanik sinyal uygulamasina karsi hicrelerin adapte olarak

daha kuvvetli, kati ve yayvan bir yapi olusturduklarini distndtrmastar.
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Sekil 14. Mekanik titresimlere maruz kalan MDA-MB-231 agresif tip meme kanseri
hicrelerinin morfolojisinin phalloidin boyamasi ile incelenmesi a ve b) kontrol ve titresim
hicrelerine ait érnek mikroskop gorintisu, c) aktin sinyal siddeti, d) hicre alani, €) hiicre
yuvarlakhgi. *: p<0.05.

4.3.6 Mekanik sinyallerin hiicre hareketliligi lizerine etkisi

Gunlidk uygulanan mekanik titresimlerin MDA-MB-231 hicrelerinin yara kapatma (scratch-
wound assay) Uzerindeki etkileri test edilmistir. Deney sonuglarina gére kontrol ve titresim
gruplari arasinda deney siresinden bagimsiz olmak Gzere anlamli bir farklilik gézlenmemistir
(p>0.1) (Sekil 15).
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Sekil 15. Mekanik titresimlerin buyime besiyerindeki hicrelerin yara kapanmasina etkisi.

4.4 Mekanik titresimlerin atil tip meme kanseri (MCF7) hiicrelerine etkisi

MCF7 ER+ atil tip insan meme kanseri hucreleri, 6nceden kullanilan MDA-MB-231
hicrelerine gbre daha genis ve yayvan olup Greme hizi olarak MDA-MB-231 hiicrelerine gore
daha yavastirlar (Sekil 16). Kultlre yerlestirildikten sonra glnlik ylksek frekansli (90Hz) ve
disutk yogunluklu (0.15Hz) titresimlere maruz birakilmis ve bu girdinin hiicrelerde yarattigi
degisiklikler gozlenmigtir. Tim deney sonuglari igin hiicreler kontrol (Control) ve titresim (low
magnitude mechanical signal - LMMS) olarak kodlanmistir. Mekanik titresimlerin basladigi
glin 0.inci gun olarak kabul edilmis (D0), deneyler secili glinler i¢cin tamamlanmistir (D1, D3,
D5, D9, D12 ve D19).
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Sekil 16. MCF7 atill tip meme kanseri ve MDA-MB-231 agresif tip meme kanseri hucreleri
arasindaki morfolojik ve Greme hizi farklari C: MCF7, D: MDA-MB-231. Kiiltir baslangi¢c
sayisi 5000 hiicre. i¢ panelde yansitilan resimlerde kirmizi: phalloidin, mavi: DAPI ¢ekirdek
boyasina karsilik gelmektedir.

MCF7 hicrelerinde yapilan Trypan blue hiicre sayimlarina gére mekanik titresim uygulanan
hicrelerin sayisi kontrol hlcrelerine kiyasla G¢ hafta sonuna kadar istatistiki bir fark
gostermemis, uUgunct haftanin sonunda ise kontrollere oranla %20 azalma (p=0.01)
gOstermistir (Sekil 17). MCF7 hucrelerinin tremelerindeki yavaslik gézénine alinarak bu
hicreler MDA-MB-231 hicre deneylerinden farkli olarak 4.lncl hafta sonuna kadar titresime
maruz birakilmig ve bu noktada kontrol hicrelerine gbre sayilarinda %25 azalma (p=0.01)

tespit edilmistir.
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Sekil 17. Mekanik titresim uygulanan MCF7 atil tip meme kanseri hicrelerinin farkli gunler
icin kultirde bulunma sayilarinin Trypan Blue yontemi ile sayilmasi. Kiltir baglangi¢ sayisi

5000 hicre. *: p<0

.05.

MCF7 hicrelerinde yapilan MTT testlerinde ise D19 da titresim uygulanan hicrelerde sayica

gorulen fark hicre canliigi ve metabolik aktivitesi icin gézlemlenememistir (Sekil 18a). Ek

olarak MCF7 hicrelerinde yapilan Annexin V-Pl apoptoz deneyleri ginlik uygulanan

mekanik titresimlerin MCF7 hicrelerinin kontrolli hiicre o6limine etkide bulunmadigini

disuindirmustir (Sekil 18b-d). Ayrica mekanik titresimlerin kisa vadede yara kapanmasi

Uzerine etkileri de MCF7 hcreleri icin anlamli bir sonug¢ vermemistir (Veri gosterilmemistir).
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Sekil 18. Mekanik titresim uygulanan MCF7 atil tip meme kanseri hiicrelerinin farkli ginler
icin @) MTT ile canhiiklarinin, ve Annexin-V deneyi ile populasyondaki b)olu hicre, ¢) saglikh
hicre ve d) apoptotik hiicre oranlarinin belirlenmesi *: p<0.05.
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Bu noktadan sonra gunluk mekanik titresim uygulanan MCF7 hucreleri igin Pl yontemi ile
hicre dongusu analizleri yapiimistir. (Sekil 19). Bu sonuglara goére birinci haftanin sonunda
titresim uygulanan MCF7 hcreleri kontrollere oranla G1 fazinda %4 daha az (p=0.05) ve S
fazinda %9 daha fazla (p=0.03) gézlenmiglerdir. Bu sonugclara gore ilk hafta sonunda titresim
uygulanan MCF7 hucrelerinin daha hizli Uredikleri digunilmuagtir. Bu gdzleme zit sekilde
ikinci hafta sonunda S fazindaki titresim uygulanan hiicre orani kontrollere gére %14
(p<0.01), Gglncu hafta sonunda ise %11 daha az (p=0.05) olmustur. Hiicre Greme hizindaki
bu yavaslama Ug¢lncl haftadan itibaren titresim hcrelerinin sayica azalmasinin bir sebebi
olabilecegi dusunulmektedir, fakat bu goézlemin MTT deneyleri icin teyit edilememesi MCF7
hicrelerinin MDA-MB-231 hiicrelerine gore olduk¢a yavas olan Greme dongdleri ylzinden
olasi etkilerin belki daha uzun sureli deneylerle arastiriimasi gerekliligin ortaya koymaktadir.
3-4 haftayr asan hiicre kiltird deneyleri ¢ok saglikli olmadigindan bu deneyler ileriki

asamada in vivo olarak planlanacaktir.
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Sekil 19. Mekanik titresimlere maruz kalan MCF7 meme kanseri hicrelerinin hicre
dongulsundeki oranlarinin Pl ydntemi ile belirlenmesi. a) G1, b) G2, ¢) S fazindaki hicreler. *:
p<0.05.

Son olarak gunluk mekanik titregsim uygulamasinin MCF7 hlcre morfolojisine olan etkisi de
phalloidin boyama ydntemiyle arastiriimistir. Buna gére bir gunluk titresim uygulamasinin
sonunda titresim uygulanan ve kontrol hicreleri arasinda aktin molekillerinden gelen 1sik
siddeti ile hudcre yuvarliklari benzer olarak gozlemlenmigtir (Sekil 20). Besinci gunun
sonunda ise ayni MDA-MB-231 hucrelerinde gbzlemlendigi gibi titresim uygulanan MCF7
hicrelerinden %45 (p=0.03) daha fazla aktin i1sik siddeti gézlemlenmigstir (Sekil 20a). Ayni
zamanda bu hdcreler besinci ginin sonunda yuvarlakliklarini %28 (p=0.01) kaybederek

daha fibroblast benzeri bir yapi kazanmislardir (Sekil 20b).
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Sekil 20. Mekanik titresimlere maruz kalan MCF7 meme kanseri hicrelerinin morfolojisinin
phalloidin boyamasi ile birinci ve besinci ginin sonunda incelenmesi, a) aktin sinyal siddeti,
b) hicre yuvarlakligi. *: p<0.05.

5. TARTISMA VE SONUC

Bu projede distk yogunluklu mekanik titresimlerin (low magnitude mechanical signals —
LMMS) farkh tiplerdeki meme kanseri hatlarinin hicre biyolojileri Uzerine olan etkileri
incelenmistir. Projede elde edilen sonuglar LMMS sinyallerinin tipinden bagimsiz olarak
meme kanseri hicrelerinin morfoloji ve hiicre déngulerine etki ettikleri gosterilmistir. Bu etki
agresif tip (MDA-MB-231) meme kanseri hicrelerinde birinci haftadan sonra kanser
hlcrelerinin sayl ve canliliklari agisindan anlaml bir azalmayla sonuclanirken, daha atil tip
(MCF7) meme kanseri hlcrelerinde bahsi gecen parametrelerdeki yarattigi fark belirgin
degildir. LMMS sinyalleri kanser olmayan meme epitel (MCF10a) hiicreleri Gzerinde anlamli
bir etki yaratmamistir. LMMS sinyalleri her ne kadar kanser hicrelerinin tGremeleri Uzerine

etki etse de, onlarin istila potansiyeline bir etkide bulunmamisgtir.

Gunde 15 dakika boyunca LMMS uygulanan kanser hicrelerinden MDA-MB-231 igin
kisa vadede ve MCF7 icin ise uzun vadede hicre dogisiunin G1 fazinda kaldigi
g6zlemlenmistir. Buna benzer bir kilittenme kayma gerilimlerine (shear stress) maruz kalan

kolon kanseri hicrelerinde de gbézlemlenmistir (Avvisato vd., 2007). Her ne kadar kayma
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gerilmeleri fiziksel olarak bu ¢alismada uygulanan mekanik sinyallere gére onemli farkhliklar
icerse de, bu durum genel anlamda kanser hicrelerinde gorilen mekanik sinyaller sonucu
uremedeki azalmanin temel mekanizmalarindan birine isaret ediyor olabilir. Bu goértsu
destekler nitelikte veri uzay ugusu yani mekanik yuUklerin tamamen ortadan kalktigi
durumlarda (Ozcivici, 2013) MCF7 hilcrelerinde gézlemlenen dreme artisi ve hlicrelerin daha
cabuk hlicre doéngusline girmesi gosterilebilir (Vassy vd., 2001). Ek veri olarak, mekanik
kuvvetlerin ortadan kalktigi durumlarin tiroid kanseri hicreleri igcin de kolaylikla
gelisebildikleri, apoptoz sansini baskiladiklari ve daha kolay hareket edebildikleri bir ortam
olusturduklari goézlenmigtir (Infanger vd., 2006). Bir araya getirildiginde varolan bu veriler
kanser hucreleri Uzerindeki mekanik kuvvetlerin yarattigi denetlemenin bu hicrelerin

gelisimini durudurmak icin oldukca 6nemli bir faktor olabilecegi ortaya ¢cikmaktadir.

Bu calismada kullanilan LMMS sinyalleri daha 6nce in vivo olarak kas iskelet
dokularindaki arttirici  (anabolic) etkisi nedeniyle olduk¢ca fazla test edilmislerdir. Bu
¢alismalardan bir kagina 6rnek olarak LMMS sinyalleri mekanik kuvvet yoksunlugundan
olusan kemik erimesinin rejenerasyonunu kolaylastirmakta (Ozcivici vd., 2010b), yag
hlcrelerinin olugmalarini ve blylimelerini yag dokusunda (Rubin vd., 2007), karacigerde
(Luu vd., 2010) ve yiksek kalorili besin dietlerinde azaltmaktadir (Chan vd., 2012). Bu
calismalardan higbirisi LMMS sinyalleri ile ilgili negatif bir etki bildirmemiglerdir. Bir sire dnce
bu calismada kullanilanana benzer LMMS sinyalleri yumurtalik kanseri olan farelerde
denenmis, ve bu farelerin émriinde bir etkiye yol agmadigi halde LMMS sinyalleri kanserle
ilintili kemik kaybini engellemigtir (Pagnotti vd., 2012). Her ne kadar farelerin dmurleri
artmasa da, yapilan organ incelemelerinde LMMS uygulanan farelerde timoér olusumunun
daha az organ sistemini etkiledigi gézlemlenmistir bu durum LMMS’in kanserin olusmasina
degil fakat gelismesine engel oldugunu disindirmustir (Pagnotti vd., 2012). Dogasi
itibariyle dinamik 6zellikteki tek bir mekanik kuvvetin ¢ok sayida bileseni oldugu igin (genlik,
frekans, yogunluk, sire, tekrar, vb.) farkh kanser tiplerini ve/veya fazlari etkilemek igin ileride

yapilacak calismalarin bu bilesenlerin optimizasyonuna yonelik olmasi énemlidir.
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Bu calismada her ne kadar kanser hlcreleri ve mekanik sinyaller arasinda direkt bir
iligki test edilmisse de, fiziksel egzersizin kanser olusumunu engellemekte dolayli olarak bir
cok faktérii etkileyebilecegi gozardi edilmemelidir. Ornegin fiziksel egzersiz viicuttaki yag
depolarinda azalmaya yol agar ki bu depolar bir ¢ok karsinojen bilesenin uzun sureli
saklanabildigi mecralardir (Brown ve Simpson, 2012; Wang vd., 2012; Zhao vd., 2012;
Denham vd., 2013). Ek olarak viicut yag kitlesi kadinlarda dogurganlikla ters iligkili oldugu
icin meme ve yumurtalik kanseri igin belirleyicidir (Frisch, 1987). Fiziksel egzersiz ayni
zamanda dolasimdaki insilin seviyelerini baskiladigi icin etkili bir bluylime faktéri (growth
factor) olan bu molekulin kanserli hiicrelerle etkilesmesi ve onlarin tGremelerini saglamasi
engellenmis olur. (Cononie vd., 1994; Marliss ve Vranic, 2002). Son ve belki de en énemli
faktor fiziksel egzersizle insan bagisiklik sistemi arasindaki iliskidir. Egzersiz bagisiklik
sistemini guglendirdigi icin organizmanin kansere donldsen hicre/hiicre gruplariyla etkili

mucadelesine 6nemli bir katki yapabilir (Morgado vd., 2012; Gleeson ve Williams, 2013).

Sonug olarak bu projede ginlik ¢ok disuk genlikli ve ylksek frekansli mekanik
sinyal uygulamasinin meme kanseri hicrelerinin UGremesinde bir baskilama olusturdugu
gOsterilmistir. Her ne kadar bu calisma hilicre seviyesinde de olsa, bunu takip edecek
calismalarin molekiler seviyedeki mekanizmalari anlamaya yonelik olmasi kaginilmazdir.
Basariya ulastigi taktirde bu calisma kapsaminda kullanilan sinyaller biyomedikal cihaz
uygulamalariyla kanser ile savasta onleyici ya da tamamlayici tedavi ydntemlerinin

olusturulmasina hizmet edebilirler.
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Her gecen gun artan epidemiyolojik bulgular fiziksel egzersizin kanser tzerinde, 6zellikle
meme, prostat ve kolon kanserlerinde 6nleyici bir etkisi oldugunu ortaya koymaktadir. Varolan
bulgulara ragmen kanser ve fiziksel egzersiz arasindaki etkilesimin biyolojik mekanizmasi
hicre kulturu ve hayvan deneyleriyle ortaya ¢ikarilamamustir. Tibbi literatlr egzersizin kanser
Uzerindeki 6nleyici etkisini sistemler bazinda olusan bagisiklik, metabolik aktivite, dolasimdaki
hormonlar ve vicuttaki yag oranlari ile agiklamaya ¢alismaktadir. Buna ragmen, mekanik
kuvvetlerin saglikh hiicreler Uzerindeki diizenleyici etkisi dusundldiginde bu etkilerin kanserli
hicreler Gzerinde de etkin olabileceginden sliphelenilmektedir. Mekanik kuvvetleri kanser
hicrelerinin Greme ve organizasyon 6zelliklerini kontrol etmek icin kullanma dustncesi
alternatifleri g6z 6nline alindiginda (6rnegin kemoterapi, 1sin tedavisi) yan etkilerinin yoklugu
ve sinyallerin dogalligi sebebiyle oldukg¢a avantajlidir. Bu konuda yeterli bilimsel ¢calisma
olmamakla beraber ayni zamanda kanser dokusu (timdr) mikrogevresi dustinilduginde bazi
engeller ortaya ¢cikmaktadir. TUmdrde hiicre disi matrisi saglikli dokulara gére daha sertken,
kanser huicreleri bozulan altyapisal 6zellikleri sebebiyle saglikl hiicrelere gére ¢ok daha
yumusaktir. Bu ylzden timoér dokularinda olusan kuvvetler ?stress shielding? adi verilen
prensip sebebiyle hucreleri degil daha sert olan hicre digi matrisin yUklenmesini saglarlar.
Onerilen projede bu durumun &niine gegilmek igin kanser hiicreleri matriste olusan
kuvvetlerden bagimsiz ve Newton prensipleriyle, yani ivmelenen kitlede olusan kuvvetler
sayesinde yuklenmeye maruz birakilacaktir. Mekanik titresimler aracihd ile iletilecek bu
kuvvetler daha 6nceki calismalarda gosterildigi Uzere saglkli kemik, kas ve tendon gelisimini
etkiledigi bilinmektedir. Ayrica titresime dayali bu tarz mekanik kuvvetler kemik iligindeki kdk
hiicre karar mekanizmalarini etkileyerek onlari yagdan ziyade kemik olusumuna
yonlendirmektedirler.
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girilen mekanik titresimlere duyarli olacagi ve onlara tepki gosterecegi hipotize edilmistir. Bu
hipotez hucrelerin GUremesine, dongisline, éluimlerine, istilasina, altyapisina olan etkileri
kontrolli deneyler sayesinde test edilmistir.
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