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1. GIRIS

Gilinimiizde ¢ok diisiik ve yiiksek frekansh elektromanyetik alan (EMA)’lara
maruziyet modern yasamin ve teknolojideki gelismelerin bir sonucu olarak karsimiza
gelmektedir. Diinyanin ~ farkli  noktalarindaki  insanlarin  birbirleriyle
haberlesebilmelerine olanak saglayan ve kablolu sistemlere olan bagimliligini
ortadan kaldiran kablosuz ag sistemlerinin kullanimi is yerlerinde, evlerde, okullarda,
kafelerde, alisveris merkezlerinde ve hatta toplu tasima araglarinda giderek
yayginlasmistir. Bu sistemlerin giinlik yasantimiza girmesiyle birlikte yaydiklar
EMA’nin insan sagligi lizerine etkileri toplumda ve bilim diinyasinda merak konusu
olmustur. Bu konuya diinyanin bakis acisi, bilimsel verilerin net olmamasindan
dolay1 ¢ok farklidir. Ancak kablosuz aglarin insan saglig1 {izerine olumsuz etkileri
bilim diinyasinda giderek kabul gormektedir ve yapilan g¢alismalar bu kaniyl
destekler niteliktedir. Bilim insanlari EMA’lara maruziyet neticesinde biyolojik
sistemlerde meydana gelen etkiler iizerine wuzun yillardir ¢alismalarini
strdirmektedirler (1, 2). Yapilan ¢alismalar sonucunda ise EMA’nin 0Ozellikle
merkezi sinir sistemi lizerinde bas agrisi, uyku bozukluklari, ndronal hasarlar, kan
beyin bariyerinin gegirgenliginde artig, beyinde 1s1 artisi, hafiza kaybi, 6grenme
giicliigii, norotransmitter saliniminda bozulmalara ve bu etkilere bagl olarak kognitif

ve davranigsal degisikliklere neden oldugu bildirilmistir (3-7).

Kablosuz ag sistemlerinin yaydigit EMA’dan en fazla etkilenen gruplardan
birinin gelisim ¢agindaki ¢ocuklar oldugu bilinen bir gercektir. Bu aglarin ilk ve orta
dereceli okullarda kullanilmasi, gelisme c¢agindaki c¢ocuklarin giiniin biiyiik
bolimani gecirdikleri okullarda tehlike arz etmektedir (8, 9). Kablosuz ag erigiminin
“Fatih Projesi” kapsaminda ilkogretim okullarina kadar girmesi bizi bu ¢alismaya
yonelten nedenler arasindadir. iletisim saglamak ve yasami kolaylastirmak amaciyla
kullanilan bu cihazlardan uzak kalmak giiniimiiz teknolojisini ve ihtiyaglarin1 goz
onlinde bulundurdugumuzda gercekten imkansizdir ancak en azindan gelisme ve
ogrenme ¢agindaki ¢ocuklari bu zararli etkilerden korumak ve 6grenme-bellek gibi
islevler tizerinde olusabilecek olumsuz etkileri en aza indirmek amaciyla

kullanilabilecek etken maddelerin arastirilmasi gerekmektedir.



Ogrenme ve bellek bozukluklarmi dnlemeye ydnelik yapilan calismalarda,
piyasada ilag olarak satilan farmakolojik preparatlar kullanilmistir (10, 11). Bu
calismada kullanilan gallik asit (GA) polifenolik bilesikler grubuna ait olan ve
giinliik tiikettigimiz gidalarin icerisinde bulunan bir etken maddedir. Néroprotektif,
radyoprotektif ve antioksidan etkileri tek basina icermesi sebebiyle EMA’nin neden
olabilecegi Ongoriilen 6grenme-bellek bozukluklart iizerinde olumlu etkiler
gosterebilecegi distiniilmektedir. Yapilan bazi galismalarda GA’nin oksidatif stres
kaynakli hafiza bozukluklarinda etkili oldugu bildirilmistir ancak glutamaterjik
sistem aracili 6grenme ve bellek mekanizmasi tizerinde nasil bir etki gosterdigine
dair ¢alismaya rastlanmamuistir (12-14). Ayrica EMA’nin neden olabilecegi 6grenme-
bellek bozukluklarinda etkisi incelenmemistir. Sunulan bu tez ¢calismasi ile hem 2,45
gigahertz (GHz) EMA’nin glutamaterjik sistem aracili 6grenme-bellek islevleri
tizerine etkisi arastirilacak hem de GA’min bu mekanizma Uzerindeki etkisi

aydinlatilacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ogrenme ve Bellek Kavramlarina Giris

Insanoglunun dogustan getirdigi icgiidiisel davramslar yok denecek kadar
azdir ve bu davraniglar ¢evreye uyum saglamada yetersizdir. Bu nedenle insanlar
hayatlar1 boyunca birtakim bilgileri 6grenmek mecburiyetinde kalmaktadirlar. Hatta
hayvanlar bile icgudusel olarak sahip olduklar1 6zellikleri gelistirmek i¢in siirli da
olsa yeni davramslar &grenebilmektedir. Insanlarm konusmasi, cesitli tutum ve

aligkanliklar1 kazanmasi, kisaca hayatin her asamasi 6grenme ile ilgilidir (15).

Fizyolojik acidan bakildiginda 6grenme ve bellek, sinir sisteminin yliksek
seviyedeki ana fonksiyonlar1 arasinda yer alir. Bu iki olay birbirleriyle yakindan
iliskilidir ve birlikte ele alinmalar1 gerekir (16). Ogrenme, deneyimlerin sonucunda
kisinin davranisini degistirdigi sinirsel bir mekanizmadir. Ogrenme sayesinde
deneyimlere dayanarak davranislar degistirilebilir, dolayisiyla ihtiyaglar1 daha iyi
karsilayabilecek uyum gergeklestirilmis olur (17). Bellek, &grenilen bilgilerin
merkezi sinir sisteminde depolanmasi ve gerektiginde ¢agirilabilmesidir (16). Bireyin
cevresinden gelen dis uyarilar, kimyasal, elektriksel ve yapisal degisiklikler ile
noronlarda yeni sinaptik baglar gelistirilir. Ogrenme ile gelistirilen bu néronlar arasi
baglar, tekrarlar ve aragtirmalar ile kuvvetlenir. Bellek, olusan bu sinirsel aktivitenin
sonucunda noronlar arasinda sinaptik ileti kapasitesinde meydana gelen
degisikliklerden kaynaklanir (17).

2.2. Ogrenme Tipleri

2.2.1. Assosiatif Olmayan Ogrenme

Bir bilgi ile birlesmeyen, bagimsiz 6grenmedir. Canli, tek bir uyarana ait bir
bilgi dgrenir. Ornegin elini sicaga degdiren bir kisi sicagin zararli oldugunu hemen
ogrenir. Insan ve hayvan agzina aldig1 toksik bir maddeyi hemen tiikiiriir. Buna ‘food
aversion’ (o yiyecekten tiksinme refleksi) denir. Food aversion, biitiin canlilar i¢in

tek bir deneyim ile hayat boyu devam edecek bir reaksiyonun ortaya ¢iktigi yasamsal



bir reflekstir. Sartsiz refleks; assosiatif olmayan 6grenme modeline uyar. Uyaran ile

refleks yanitin direkt iliskili oldugu refleks tiirtidiir (18).

2.2.2. Assosiatif Ogrenme

Bir uyaran ile diger uyaranlar arasinda iliski kurarak 6grenmedir. Elin sicakla
temas ederek yanmasindan sonra, atesi bir masa ile tutmay1 6grenmek assosiatif bir
ogrenmedir. Sarth refleks, assosiatif 6grenmeye ornektir. Pavlov’un ¢aligmalarindan
ornek verirsek, her et verilmesinden Once bir zil ¢calinmasi halinde, kdpegin zil sesi
duydugunda salya sekresyonunun artmasi, bir sarta bagh refleks gelistirdigini
gosterir. Normalde bdyle bir 6grenme olmadan higbir canlida zil sesine karsi salya
sekresyonu ortaya ¢ikmaz. Burada et, sartsiz uyaran; zil ise sarth uyarandir. Ancak
uzun bir siire zil sesinden sonra beklenen et gelmezse, hayvandaki bu sartlanma
yavas yavas ortadan Kkalkar. Sartli refleks ’in olusumu da presinaptik fasilitasyon
mekanizmasi ile baglar. Burada, salya salgisini arttiracak olan postsinaptik néronun
uyarilabilmesi i¢in etkisiz bir uyaran olan zil sesinin, etkili bir uyaran olan et ile

eslestirilmesi gerekmistir (18).

Bir baska assosiatif 6grenme modeli olan operant sartlanma ise, bir deney
hayvanina, bir aletin kullanilmasinin 6diil veya ceza faktorii eklenerek 6gretilmesidir.
Ornegin bir maymun veya si¢ana, hosuna giden veya korkutan bir duyusal uyaran

verilerek bir manivelay1 kullanmasi dgretilebilir (18).

2.3. Bellek Tipleri

Bellek, ogrenilen bilgilerin merkezi sinir sisteminde depolanmasi ve
gerektiginde ¢agirilabilmesidir. Fizyolojik agidan bellek, eksplisit (agik) ve implisit
(Ortald) olarak iki tipe ayrilir. Ancak hem eksplisit hem de implisit bellegin ikisi i¢in
de gegerli olmak iizere ¢alisan bellek, kisa zaman bellegi ve uzun zaman bellegi

olarak 3 farkl sekilde de ele alinmaktadir (18).



2.3.1. Eksplisit Bellek

Eksplisit veya diger adiyla deklaratif bellek, bilin¢ ya da en azindan uyaniklik
ile birliktedir. Hipokampus ve beynin medial temporal loblarinin diger boliimlerinde
korunmaya baglidir. Eksplisit bellek kolay zayiflayabilir. Alzheimer’da O6nce
eksplisit bellek bozukluklart baslar. Eksplisit bellek insanlar, yerler ve cisimler,
kelimeler, kurallar ve dil ile ilgili suurlu olarak sozle ifade edilebilen durumlarla
iligkilidir (18). Medial temporal lob sisteminin énemli bir komponenti olan
hipokampus eksplisit bellek olusumunda hayati éneme sahiptir (16). Epizodik ve
semantik olarak ikiye ayrilir (18).

a) Epizodik bellek: Hikayelerin, olaylarin, anilarin anlatilmasidir.

b) Semantik bellek: Somut bilgi, kelimeler, kurallar ve dil ile ilgilidir.

2.3.2. implisit Bellek

Glinliik hayatimizda 6grenilmis beceri ve aliskanliklarimiza, otomatik olarak
yaptigimiz (suur alt1) davraniglarimiza ait s6zel olmayan bellek (implisit) neokorteks
ve striatum’da, korkularla iliskili olanlar amigdala’da, 6grenilmis ince motor
becerilerle iliskili olanlar serebellum’da ve bazi refleks yollarinda yerlesir. Implisit
veya deklaratif olmayan bellek, uyanikligi icermez ve korunmasinda genellikle
hipokampus’taki surecler rol almaz (18). Bisiklet sirme gibi etkinlikler icin
baglangicta gerekli olan eksplisit bellekler, eylem bir kez tam olarak ogrenilince

implisit bellege gecer (19).

2.3.3. Cahisan Bellek

Ogrenilmekte olan bilginin veya gelen duysal uyaranin kullanilmaya devam
edildigi ‘o an’1 ifade eder. Duyulara ait bilgiler gegici olarak prefrontal kortekste
dolastiktan ve anlik hafizayr olusturduktan sonra, kalici olmasi gereken bilgiler
islenmek tlizere medial temporal loba, parahipokampal kortekse ve hipokampuse

gider. Bu bdlgelere ulasan bilgiler hala zayif ve kolay silinebilecek durumdadir (18).



2.3.4. Kisa Zaman Bellegi

Saniye (s)’ler ve saatler arasinda degisen bir siirecte, bilginin akilda tutulmasi
ile karakterizedir. Prefrontal korteks, hipokampus ve medial temporal kortekste
bulunan parahipokampal girus ile baglantilidir. Bu bolgelere bilginin, ilgili
noronlarda desarjin1 devam ettirmesi, presinaptik fasilitasyon ve post-tetanik

potansiyasyon mekanizmalari ile saglanir (18).

2.3.5. Uzun Zaman Bellegi

Bilgilerin aylar, yillar, hatta Omiir boyu hatirlanacak sekilde hafizaya
kaydedilmesidir. Kisa zaman bellegini olusturan baz1 bilgiler pekiserek, kalici bellegi
olusturur. Hipokampus’ta uzun zaman bellegine doniistiiriilen bilgi, neokorteksin
cesitli bolgelerine yerlesir. Boylece o bilgiye ait ¢esitli bilesenler; gorme, isitme,
koku, vs. ile ilgili kortikal alanlarda yerlesir. Bu bilesenler arasinda kuvvetli noronal
baglar olusur. Bir bilginin uzun zaman bellegine yerlesebilmesi ve hi¢ unutulmamasi
icin, 6grenme esnasinda gelen uyarinin ya ¢ok siddetli ve etkileyici olmasi ya

tekrarlayict olmast, ya da her iki giiglii etkinin birden olusmasi gerekir (18).

2.3.5.1. Uzun Zaman Belleginin Fizyolojik Temeli

Bir bilginin 68renilmesi i¢in bilgiyi olusturan bilesenlerin ndronlar
arasindaki sinaptik baglantilarin kuvvetlenmesi gerekir. Bu, o bilgiye ait noron
gruplar1 Uzerindeki butn néronlar igin gecerlidir. Sinaptik kuvvetlenme, postsinaptik
hiicreye baglanan akson terminal sayisinin artmasi demektir. Presinaptik aksonlarin
eszamanli veya yiiksek frekansli uyarilari, eksitator postsinaptik potansiyel
(EPSP)’lerin sumasyonu ile postsinaptik ndronun uyari esigini disirir ve
uyarilmasini kolaylastirir. Bu sekilde, bir bilgi ile iliskili herhangi bir uyaran 6rnegin
animsama kolaylikla bu néron gurubunu aktiviteye sevk edebilir. Bilgiye ait noron
grubunu olusturan noronlardan bir kismi bile uyarilsa, birbiri ile baglantilar dolayisi
ile diger noronlar arasinda da aktivasyon baglar. Bu mekanizma ile hatirlama

gergeklesir (18).



Presinaptik ~ aksonda  dallanmalar, sinaptik  diiglimlerin  artmasi,
ndrotransmitter artis1, postsinaptik hiicrede reseptor sayisinin artigi yani yeni sinaptik
baglantilarin kurulmasi hem presinaptik, hem de postsinaptik hiicrelerde yeni protein
sentezini gerektirir. Bunun icin hem presinaptik hem postsinaptik hicre
niikleuslarinda yeni gen ekspresyonlart ile yeni transkripsiyon faktorleri sentezlenir.
Bu transkripsiyon faktorlerinin etki ettigi gen ekspresyonu ile ise pre ve postsinaptik

hlcreleri buyltecek protein sentezleri olusur. (18).

2.4. Ogrenme ve Bellek ile Tliskili Molekiiler Mekanizmalar

2.4.1. Ogrenme ve Bellek Fonksiyonlarinda Uzun Siireli Potansiyasyon

Hiicresel seviyede 6grenme ve bellegin olusumu esnasinda neler olduguna
bakildiginda olduk¢a kompleks bir noral yapt ve basit bir hiicresel mekanizma
goriiliir. “Iki hiicreli mekanizma”, 6grenme ve bellegin olusumu sirasinda sinaptik
direncteki degisikliklerin ac¢iklanmasinda yardimci olur. Hebb 1949 yilinda
presinaptik ve postsinaptik noronlar arasindaki hareketin onlarin aralarindaki
baglantiy1 kuvvetlendirdigini soylemistir (20). Sinaptik baglantilardaki gii¢lenmenin
hangi mekanizma ile gergeklestigini anlamak iizerine yogun ¢aba sarf edilmistir ve
uzun sdreli potansiyasyon (long-term potentiation, LTP) adi verilen mekanizma,
arastirilan tiim modellerin dniine gegerek 6nem kazanmistir. LTP’nin tam tanimi ilk
olarak 1973’te Bliss ve Lomo tarafindan yapilmistir (21). Tavsanlar {izerinde
yaptiklar1 ¢alismada perforant yolda yiiksek frekansli uyarinin dentat girusun grantil
hucrelerindeki sinaptik transmisyonu artirdigini ve burada sinaptik etkinligin arttigini
gostermislerdir. Bu calisma ve 1970’lerde bundan sonra yapilan caligmalar ile
Hebb’in 6ne siirdiigli hipotezi desteklenmis ve sinaptik plastisitenin bir formu olan
LTP’nin, 6grenme ve bellegin olusumu {izerinde benzer mekanizmalarla etkili
olacagi kabul edilmistir (22). Noronlar arasi sinaptik baglantilarin artisi (sinaptik
giiclenme), her nérona baglant1 yapan presinaptik u¢ sayisi ve bunlarin postsinaptik
noronda olusturdugu EPSP’lerin artmasi1 demektir. EPSP’lerin sumasyonu ile
postsinaptik néronun uyarilma esigi diiser (eksitabilite artis1) ve esik alt1 bir uyaranla
bile kolayca aksiyon potansiyeli olusturabilir. Bu mekanizmanin ortaya ¢ikabilmesi

icin o bilgiye ait biitiin noronlarda; uyarani alacak dendrit, dendritik spin ve



reseptorlerin, uyarani tasiyan presinaptik akson terminallerinin,  sinaptik
ndrotransmitter vezikiillerinin sayica artmasi gerekir. Bu artig, bu yapilara ait protein
sentezi ile gergeklesir. Iste bir bilginin kalic1 olarak dgrenilmesi, hipokampusta LTP
araciligi ile gesitli protein sentezlerinin tetiklenmesi ile olusur. LTP, belirli bir
biiyiikliikteki presinaptik uyariya verilen postsinaptik yanitin miktarinda uzun zaman
alan (saatler veya giinlerce) artistir (23). Ogrenme ve 6zellikle bellegin olusabilmesi
icin noronlarda LTP olugmas1 gerekmektedir. LTP’nin olugsmas1 ndroplastisite veya
sinaptik plastisite ile iligkili adaptif bir yanittir (24). Bellek olusumunun, néronlar
arasindaki baglantilarin  gli¢lendirilmesine olanak veren sinaptik etkinlikteki
degisikliklere bagli oldugu kabul edilmektedir. Gergekten de, bellek olusumu
sirasinda Ozellesmis sinapslarda gerceklesen sinaptik plastisiteye bagli aktivite,
bilginin depolanmas igin yeterli ve gereklidir (22). Bilgi depolama islevinin, aktif
olan nodronlar arasindaki sinaptik baglantilarin giiciindeki degisikliklere dayandig:
varsayllmistir. Bu varsayim bagka arastirmacilar tarafindan desteklenerek ve iki
noronun ayni anda aktif oldugu durumda, 6zellesmis sinapsta sinaptik etkinligin
giclenecegini bu hipoteze eklenmistir (22). LTP’nin erken donem ve uzun siireli
olan iki tipi tanimlanmustir. Erken donem LTP, 2-3 saat sonra sona eren ve protein
sentezinden bagimsiz olan donemi olustururken, uzun siireli LTP’de in vitro
sistemlerde birka¢ saat in vivo sistemlerde haftalar sonra sona eren ve protein

sentezinin gergeklestigi LTP seklidir (22).

Subikulumdan hipokampusun CA (Cornu Ammonis) 1 bélgesine uzanan (¢
tane eksitator yolak bulunmaktadir. Birincisi perforant yolak olup subikulumdan,
dentat girusun hilusundaki graniil hiicrelere uzanir. Bu graniiler hiicrelerin aksonlar
demet halinde, hipokampusun CA3 bolgesindeki piramidal hiicrelere uzanarak ikinci
yolag1 olusturur. Ugiincii yolakta da CA3 bélgesindeki piramidal hiicreler, Schaffer
kollateralleri adi altinda CAl’deki piramidal hiicrelere eksitator kollateraller
gonderir. Bu ¢ yolaktan birisi ile hipokampuse bir uyar: geldiginde, postsinaptik
hipokampal ndronlardaki EPSP’de bir artis olur (25).

LTP tim hipokampusta olmakla birlikte, glutamaterjik aktivitenin en fazla
oldugu CAl bolgesinde daha fazla olur. Deneysel calismalarda bu bdlgenin
uyarilmasi ile postsinaptik néronda yanit artis1 oldugu, NMDA (N-Metil D-Aspartik
Asit) inhibisyonuyla ise LTP olusumunu engelledigi gosterilmistir (26).



2.4.2. NOroplastisite

Plastisite terimi  Yunancada “plaistikos” kelimesinden kaynaklanir,
bi¢imlendirmek, sekil vermek anlamina gelir. Merkezi sinir sistemi gerek endojen
gerekse cevreden gelen eksojen uyarilara adapte olabilme 6zelligine sahiptir. Bu
adaptasyon ile bircok onemli santral fonksiyonlarin yiiriitiilebilmesi veya yetersiz
adaptasyon sonucu bazi hastaliklarin ortaya ¢ikmasi s6z konusudur (24).
Noroplastisite ise ndronlar ve olusturduklari sinapslarin viicudun i¢inden ve disindan
gelen uyaranlara bagli olarak gosterdikleri norofiziksel ve norokimyasal olarak uyum
gelistirme yetisidir (27). Olusan degisiklikler tek bir noron ile siirli kalmayip sinaps

diizeyine ulagmissa olusan adaptif yanit “sinaptik plastisite” olarak adlandirilir (24).

Noroplastisite ile noronlarin dendritleri gibi belli bir béliminde veya
biitiiniinde baz1 fiziksel degisiklikler ortaya gikabilir. Ayrica yeni néron olusumu,
noronlarin olumsuz etkenlere karsi direnglerinde degisiklikler ve sinaptik etkinlikte
artis veya azalmalar gorllebilir. Sonugta olusan noroplastisitenin niteligi ve ortaya

cikaracagi yeniden modelleme de bu etkenlere baghidir (24).

Beyinde noéroplastik degisikliklerin en ¢ok goriildiigii bolgeler korteks,
septum, amigdala ve hipokampus olup, bu bélgeler icinde néroplastisitesi en yiiksek
olan bolge hipokampustur (28).

2.4.2.1. Yapisal Olarak Plastisite Nasil Gerceklesir?

Dendritler noronlarin degisime en agik yapilaridir. Bu nedenle onlarin
yapisindaki degisikliklerin noroplastisiteyi yansittigi diistiniilmektedir. Dendritlerin
yapisindaki degisimler artan sinaptik iletisimle bagintilidir. Sinaptik alanlarin artis
ise ¢evresel uyaranlardaki artigla kendini gosterir. Cevresel uyaranlar sinir blyime
faktori (NGF, nerve growth factor), beyin tirevli norotrofik faktér (BDNF, brain-
derived neurotrophic factor), norotrofin-3 (NT-3), norotrofin-4 (NT-4) gibi
norotrofik faktorlerin salinimini tetikler. Noroplastisitenin bir diger onemli basrol
oyuncusu noral kok hiicrelerdir. Kok hiicreler olustuktan sonra olgun néron yapisina
ulasmak i¢in uygun ortam ve uyaranlar varsa seri degisimler gecirirler. Ik 6nce
hiicresel uzantilar1 sekillenir. Bunu kutuplasma izler. Diger ndronlar ile afferent ve

efferent baglantilar kurar. Dendritler iizerinde spinler olusur. Bu adimlar tiire 6zgl
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olarak degisik siirelerde gerceklesir. Bu siirede olgunlasmakta olan néronlarda yiizey
reseptorleri de sekillenir. Yiizey reseptorlerinin olusumuna katilan ve plastik
sinapslarda en ¢ok islev gordiigii bilinen norotransmitter glutamattir (29). Glutamat,
viicudumuzdaki diger proteinlerin yapisina da katilan bir aminoasittir. Merkezi sinir
sisteminin hemen hemen her bolgesinde ndronlarda glcli eksitator etkilere sahiptir.
Gectigimiz on yil boyunca eksitatér aminoasitler i¢cin de olduk¢a fazla sayida
reseptor alt tipleri klonlanmis, eksprese edilmis ve sentetik agonistlerin goreceli
potenslerine dayanarak veya potent ve segici antagonistler kullanilarak farmakolojik

olarak karakterize edilmistir (23).

Glutamat reseptorleri fonksiyonel olarak; ligand kapili iyon kanallar
(iyonotrop) veya G proteini ile kenetli (metabotrop) reseptorler olarak
siiflandirilmaktadir. Ligand kapili iyon kanallar1 da kendi iginde her bir reseptor alt
tipine segici aktif agonistler kullanilarak kabaca NMDA reseptorleri ve NMDA dis1
reseptorler olarak 2 grupta smiflandirilmistir. NMDA dis1 reseptorler sinifini o-
amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol propionik asit (AMPA) ve Kkainik asit
reseptorleri olusturur (23). Metabotropik glutamat reseptorler (mGIuR) olarak
adlandirilir. Glutamat reseptorlerinin biitiin tipleri ayn1 n@rotransmittere yanit
vermelerine karsm, hepsi ¢ok farkli islevleri yerine getirir. Iyonotropik glutamat
reseptorleri, EPSP’leri olusturmak i¢in kendi iyon kanallarin1 kullanirken, mGIuR bu
yanitin dogasin1 ve boyutlari1 ndromodiilator etkilere benzer sekilde degistirirler.
Butlin reseptor tipleri sinaptik plastisite icin énemli olmakla birlikte, AMPA ve
NMDA reseptorleri en iyi bilinen ve ¢ogunlukla bellek molekiilleri olarak diisiiniilen
reseptorlerdir (29).

Ozetle noroplastisite, beynin dgrenme, hatirlama ve unutma yeteneklerinde
rol oynar (30). Hiicresel diizeyde 6grenme ve bellek mekanizmalarinin arastirildig
calismalarda sinaptik plastisitenin  bir formu olan hipokampal LTP dikkat
cekmektedir (31).

2.4.3. N-metil-D-Aspartat (NMDA) Reseptorleri ve LTP iliskisi

NMDA reseptorlerine iliskin 1yl tanimlanmis bir 6zellik LTP’ye aracilik
etmeleridir. Ogrenmede birincil rolii olan ve hipokampusta gergeklesen LTP, NMDA
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reseptor aktivasyonunu gerektirir (32, 33). LTP’nin indiiksiyonuna neden olan kritik
olay, postsinaptik spin igine kalsiyum iyonlarinin (Ca*?) girisidir. LTP’yi destekleyen
sinapslarin biiyiik ¢ogunlugunda postsinaptik Ca*? artisi NMDA reseptorlerinin
aktivasyonu yoluyla ger¢eklesmektedir (23, 34).

Istirahat potansiyelinde NMDA reseptorleri, magnezyum iyonlar1 (Mg*?)
tarafindan kanalin bloke edilmesi ve bodylece iyon akisinin Onlenmesi nedeniyle
inaktiftir. Yiiksek frekans stimiilasyonda postsinaptik néron depolarize olur ve Mg*?
blokaji kalkarak Ca*?’nin iceriye akis1 saglanir. Ca*? gegisi LTP’yi tetikler. Bu olay,
glutamatin NMDA reseptoriinii aktive etmesiyle gergeklesir (Sekil 1). NMDA
reseptoriiniin aktivasyonu sonucu gergeklesen olaylar pre ve postsinaptiktir NMDA
reseptorleri NR1 ve NR2 alt birimlerinden olusur. Fonksiyonel kanallarin olugmasi

icin her iki alt birimin de ekspresyonu gereklidir (20).

| lwioa] |aviea
/‘ P

+Ca2+ |[AMPA

4 CaM ——»CaM KII

Sekil 1. Hipokampustaki Schaffer kollaterallerinde LTP olusumu (19).
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2.4.4. Ogrenme ve Bellek Fonksiyonlarinda BDNF’nin Roli

Norotrofik faktorler merkezi sinir sisteminde noronlarin gelismelerine ve
kendilerini yenilemelerine yardimeci olurken, norotransmitterlerin gorev yaptiklar
fonksiyonel olarak 6nemli sinir yolaklarmin yapisal olarak saglikli olmalarina ve

gorevlerini silirdiirmelerine katkida bulunurlar. Norotrofik faktdrlerin en ¢ok

bilinenleri, NGF ve BDNF’dir (35).

BDNF, 1982°de Barde ve ark. tarafindan domuz beyninden izole edilip
saflagtirilmistir (36). BDNF omurgali canlilarin sinir sisteminin gelisiminde yer alan
ndrotrofin ailesinin bir liyesidir ve eriskin beyninde sinaptik plastisiteyi, aksonlarin
migrasyonunu etkileyerek ve noronlardaki dendritik spinlerin sayisini, boyutlarini
ayarlayarak dizenleyen bir faktordir (37-39). BDNF ayrica ndrogenez ve
sinaptogenez olaylarinin iginde de yer alarak hipokampuste gergeklesen LTP’nin
fizyolojik mekanizmasini fasilite eder dolayisiyla 6grenme ve bellek siireciyle
iligkilidir (40-43). Artmig BDNF diizeyinin hipokampal norojenik kapasiteyi artirdigt
ve bunun sonucu olarak da hipokampus bagimli hafizanin iyilestigi yapilan

caligmalarla gosterilmistir (44).

BDNF ve reseptorii olan tirozin reseptor kinaz B (TrkB), eriskin memeli
beyninde yaygin olarak eksprese edilir. BDNF’nin norotrofik ektisi reseptdriine
yiksek afinite ile baglanmasi araciligiyla gerceklesir. BDNF/TrkB uyarimli
intraseliiler sinyal mekanizmasi hipokampal noérogenez igin kritik éneme sahiptir
(45-47). BDNF/TrkB aktivasyon sinyalizasyonu siklik AMP (CAMP) yanit elemani
baglayict protein (cyclic AMP response element binding protein, CREB)’in
fosforilasyonuna neden olur. Bu olay hipokampal ndrogenezin transkripsiyonel
regulasyonu icin kritik bir sire¢ olarak karakterize edilir (48). Bu nedenle
BDNF/TrkB/CREB’in uyarilmasina yonelik strateji, ndrogenez iizerinde yararh
etkiler ortaya ¢ikartir (49).

2.4.5. Ogrenme ve Bellek Fonksiyonlarinda CREB’in Rolii

CREB, ilk olarak farklilasmamis néron-benzeri PC12 hiicrelerinden ve fare
beyninden izole edilmistir (50, 51). CREB’in sinir sistemindeki roliine duyulan ilgi

gectigimiz son on yilda artmistir ve gelisimden plastisiteye kadar genisleyen bir
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aralikta bircok kompleks siiregte gorev alan anahtar regiilatér molekiil olarak
diisiiniilmiistiir. Ornegin, CREB 6grenme-bellek ve noronal plastisite gibi surecleri
de i¢ine alan erigskin beyninin gelisimi esnasinda hiicre canliligi, proliferasyonu ve
farklilasmasinda regiilator olarak gorev yaptigi one siiriilmiistiir (52). Canli tiirlerinin
biiyiik kisminda uzun dénem belleginde anahtar molekiil oldugu kabul edilmektedir
(53). CREB’in 6grenme ve bellek olusumundaki rolii bazi tiirlerin lizerinde iyi
tanimlanmistir. Ornegin CREB-bagimli transkripsiyonun Drosophilla ve Aplysia’de
oldugu kadar fare ve sicanlarda da uzun dénem hafiza ile iligkili oldugu yapilan

caligmalarla gosterilmistir (54).

CREB kisa donem hafizayr uzun donem hafizaya doniisten anahtar
molekiildiir. Son yapilan ¢alismalar, CREB’in memelilerde 6grenme ve bellek
fonksiyonlarindaki roliine ilave olarak CREB’in regiilasyonunu ve fonksiyonunu
anlamaya yoneliktirr CREB ve CREB’in o6grenme ile iliskili plastisitedeki
aktivasyonuna neden olan yukari sinyal iletimi yolaklari, hastalikli ve saglikli
bireylerde hafiza fonksiyonunu iyilestirmeyi amaglayan ilaglar igin ¢ekici hedefler
haline gelmistir (55-57).

Kisa donem bellegin uzun déneme nasil doniistiiriildiigli hakkindaki ilk ipucu
Louis Flexner’dan gelmistir. Takiben Bernard Agranoff, Samuel Barondes ve Larry
Squire uzun donem bellegin olusturulmasinin yeni protein sentezlenmesine ihtiyag
duydugunu gézlemlemislerdir. Aplysia, Drosophilia ve bal arisinda yapilan sonraki
caligmalar, tekrar edilen egitimle, protein kinaz A (PKA)’nin sinapstan, CREB-1
transkripsiyon faktoriinii etkinlestirdigi yer olan niikleusa dogru hareket ettigini
gostermistir (58). CREB-1, bilinen tiim CREB izoformlarinin transkripsiyonundan
sorumlu gendir (59). CREB-1, mekanizma ile iliskili genleri aktive eden bir
transkripsiyon faktoriidir. CREB-1 ayn1 zamanda yeni ve kalic1 proteinler ile yeni
sinaptik baglant1 olusturacak proteinlerin sentezini tetikleyecek transkripsiyon
faktorlerinin ekspresyonunu aktive eder (18). CREB-1 protein sentezini aktive etmek
ve yeni sinaptik baglantilarin gelismesini saglamak i¢in “downstream” genleri

tizerinden c¢alismaktadir (58).

Gectigimiz y1l yayinlanan bir derlemede CREB’in hafizanin olusumunda ve

artirtlmasinda pozitif regiilator olarak fonksiyonel rolii tartisilmistir (60). CREB’in
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fonksiyonunu analiz eden g¢aligmalar i¢in farkli genetik modeller kullanilmistir.
CREB’in ¢esitli transgenik hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan ¢alismalarda CREB’in,
hipokampal BDNF upregiilasyonuna neden oldugu gosterilmistir. Bu bulgular
CREB’in 6grenme ve bellek mekanizmasinda BDNF ekspresyonunun regiilasyonunu
saglayarak yeni bir rolii oldugunu belirlemistir (60, 61). CREB’in upregtilasyonu,
noronal canliligi, postnatal hipokampal ndrogenezi ve LTP’yi artirarak hafizay:
guclendirmektedir (62). Sonu¢ olarak BDNF ve CREB’in asir1 ifadesi sinerjistik
olarak bellegi artirmaktadir (Sekil 2) (59, 61).

2.5. Ogrenme ve Bellek Mekanizmas1 Ozet

LTP olusumuna neden olan yiiksek frekansli uyariya bagli olarak postsinaptik
membran AMPA reseptor kanallarinin aktivitesi araciligi ile depolarize olur ve
NMDA reseptor kanalindaki Mg*? blokaji kalkar. NMDA reseptdr kanalindan hiicre
icine Ca*? akis1 gerceklesir. Postsinaptik uctaki Ca*? artis1 LTP olusumuna neden
olan Ca*? bagimli kinazlar1 (Ca*?/kalmodulin kinaz ve protein kinaz C (PKC)) ve
tirozin kinaz Fyn’i aktive eder. Aktive olan Ca*?/kalmodulin kinaz, AMPA reseptor
kanallarini fosforile ederek, kanallarin glutamat’a olan hassasiyetini arttirir ve ayni
sekilde normal durumda sessiz olan bazi AMPA reseptorlerini de aktive eder. Bu
degisiklikler postsinaptik LTP’nin siirdiiriilmesine katki saglarlar. LTP olustuktan
sonra tam olarak bilinmeyen mekanizmalarla postsinaptik hticreden, presinaptik ucta

etki olusturan bazi geri donen haberci molekiiller salinir.

Bu molekiiller presinaptik ucta glutamat salinimim arttirirlar ve hala uyari
geliyormus gibi ayni uyart igin glutamat salgisi devam eder. Yani LTP bir kez
olustugu takdirde kendi kendini devam ettirmektedir. Hiicre i¢i Ca*
konsantrasyonlarinin siirekli artmasi adenil siklaz’1 aktive eder. Adenil siklaz, CAMP
miktarmi arttirarak cAMP bagimli protein kinazi aktive eder. Aktive olan cAMP
kinaz hicre cekirdegine girer ve CREB proteinini fosforile eder. CREB’de hedef
genleri aktive ederek yapisal degisiklige neden olan protein sentezini baslatir. Yeni
sinaps olusumunda rol alan doku plazminojen aktivatorii ve BDNF sentezlenir (Sekil
3) (31).
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Sekil 2. Glutamaterjik sistem aracili 6grenme ve bellek mekanizmasi (63).
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2.6. Hipokampus

2.6.1. Hipokampus Anatomisi

Filogenetik olarak beynin en eski bolimlerinden biri olan hipokampus, lateral

ventrikiiliin alt boynuz tabani boyunca uzanan, yaklasik 5-8 cm uzunlugunda bir gri

cevher tabakasidir (Sekil 4) (64).

~+ KOLUMNA
FORNISIS

UNKUS

HIPOKAMPUS

Sekil 4. Hipokampusun beyindeki yerlesimi (65).

Koronal kesitlerde C harfi seklinde goriiliir. Denizatina benzerliginden dolay1
hipokampus ismi verilen bu yapi, dis yiizii kogboynuzuna benzediginden cornu
ammonis adi ile de anilmistir (64). Cornu Ammonis’in bas harflerini temsilen CA
olarak da ifade edilebilen hipokampus, hiicre yapisindaki degisikliklerden dolay1
CA1l, CA2, CA3 ve gyrus dentatus olmak Uzere anatomik olarak dort boélimden
olusur (Sekil 5) (66). CAl subiculum’a en yakin olan bolgedir. CA3 ise gyrus
dentatus’a en yakin olan hipokampus alanidir (31, 64). Gyrus dentatus’un bir pargasi
veya hilusu olarak tanimlanan CA4 bolgesi de, CA3 ile gyrus dentatus arasinda

yerlesmistir. Piramidal hiicre boyutlarmin en fazla oldugu hipokampus alani
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CA3’tiir. Bu bolgede bulunan hiicrelerin bir baska 6zelligi de dentat graniiler
hlcrelerden gelen mossy lifleri’ni (yosunsu lifler) almasidir. CA2 ise piramidal hiicre
yogunlugunun en ¢ok oldugu alandir ve bu kisimda mossy lifleri gériilmez. CA2’ye
supramamillar bolge ve hypothalamus’tan yogun lifler gelir. CA1 ise hipokampus’un
en karmagik bolgesidir. Boyutlart birbirinden farkli piramidal hiicrelerin bulundugu

bu alanda, hiicrelerin %10 unu interndronlar meydana getirir (67).
CA1

CA2

CA3 DG <’

Sekil 5. Hipokampusun anatomik béltmleri (68).

2.6.2. Hipokampus’un Fonksiyonu

Hipokampusa tiim duyularla alakali, dogrudan veya dolayli ¢ok sayida
afferent lif gelir. Bu duyularin hipokampusu terki forniks yoluyla olur. Miyelinli
liflerden meydana gelen forniks; talamus, hipotalamus ve septal sahada sonlanir. Bu
da hipokampus ile subkortikal alanlar arasindaki ¢esitli devrelerin varligini gosterir.
Yine subkortikal alanlar araciligi ile hipokampus, beyinde bir¢ok bdolge ile iletisim
halindedir. Bu baglantilarin ¢oklugu; elli yil oncesine kadar sadece koku ile ilgili
oldugu sanilan hipokampusun, tek bir fonksiyon yerine, birgok beyin fonksiyonunda
rol aldigmi gostermektedir (69). Hemen her tlrli duyusal uyar1 (gérme, isitme,
koku, dokunma, i¢ organ duyular1 vs.), kii¢iik bir alan dahi olsa, hipokampusu aktive
eder. Hipokampus da ventral talamus, hipotalamus ve limbik sistemin diger
bolgelerine  sinyaller gonderir. Bdylece, hareketlerin davranis bigimine
donismesinden Once, limbik sistemi etkileyen hipokampus, davraniglarin

sekillenmesine katkida bulunmus olur. Bu nedenle hipokampusun, gelen duyusal
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sinyalleri igerisinden gegiren ek bir kanal rolii oynadig1 diistiniilebilir (19). Korteks
ile alt sinirsel olusumlar arasinda algilama, limbik sistem, soyut diisiinme, 6grenme,

hafiza, uzaysal hafiza gibi verilerin aktarilmasinda kavsak gorevi gérmektedir (70).

2.6.3. Ogrenme ve Hafiza islevlerinde Hipokampusun Rolii

Cesitli hayvan turlerinin tabiatinda davranislarini diizenleme ve idare etmede
uzaysal bilgiyi kullanma egilimleri vardir. Hipokampus ve ilgili yapilarin (entorhinal
korteks, subiculum gibi) uzaysal bilgiyi kullanmay1 gerektiren 6grenme ve bellek
testlerindeki rolii pek ¢ok ¢alismada arastirilmistir (31). insanlarda ve hayvanlarda
yapilan arastirmalar, 6grenmenin hipokampusle ilgili oldugunu g@stermektedir (63,
71).

Kisa stireli hafizayi, uzun siireli hafizaya aktarmak gibi ¢ok dnemli bir gorevi
vardir. Ogrenme ve hafiza fonksiyonlar1 iizerinde onemli role sahip olan
hipokampus, yeni elde edilen bilgilerin depolanmasi ve anilarin kisa siireli hafizadan

uzun siireli hafizaya gegirilmesinde gorev alir (72, 73).

Hipokampus'u etkileyen lezyonu olan hayvanlarda ve insanlarda spontan
dikkati, uzaysal 6grenmeyi ve uzaysal bellek kullanimin1 bozdugu, ayrica kisa sureli
hafizanin uzun siireli hafizaya donistiiriilemedigi gozlenmistir. Hipokampus
hayvanlarin davraniglarini diizenlemeleri ve kontrol etmeleri i¢in uzaysal bilgiyi
kullanmalarinda 6nemli rol oynar (31). Beynin hafiza ve yon bulmada etkili
bolgesinin arastirllmasimna yonelik deneysel hayvan c¢alismalarinda, denekler
cevrelerindeki bildik yerlerden gegerlerken hipokampustaki noronlarinin aktif hale

gecerek aksiyon potansiyelleri olusturduklart gézlenmistir (74).

Hipokampus uzaysal bellegin olusturulmasinda ve yon oOgrenilmesinde,
etraftaki nesnelerin referans alinarak kognitif haritanin olusturulmasinda 6nemli,
belki de esas role sahip olmakla birlikte uzaysal 6grenmenin diger elemanlar
muhtemelen diger beyin yapilar tarafindan saglanmaktadir. Bu yapilar kisa siireli
bellek (calisma bellegi) i¢in frontal lob, uzaysal oryantasyon, dikkat ve insanin veya
denegin kendini referans alarak olusturdugu haritalama icin parietal korteksdir.
Uzaysal bellegin bu yapilarin hepsinin yiiksek seviyedeki organizasyonuna bagh

oldugu diistiniilmektedir. Normal insanlarin beyinlerinde yapilan fonksiyonel
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goriintiilemelerde sag hipokampus’ta kelimeler, nesneler, kisiler i¢in olan bellege
gore uzaysal bellekte daha yogun hipokampal aktivite gozlemlenmistir. Kelimeler,
nesneler, kisiler i¢in olan bellek dominant hemisfer’de bulunan sol hipokampus’ta
daha yogun aktiviteye neden olmustur. Bu fizyolojik bulgular, sag hipokampus
lezyonlarinin uzaysal oryantasyon sorunlarna yol agarken, sol hipokampus

lezyonlarinin s6zel bellek defektlerine yol agmasini desteklemektedir (31).

2.7. Su Tanka Testi (Morris Water Maze)

The Morris water maze ismiyle literatlire gegen ve Turkgesi Morris su tanki
testi olan bu test, 1981 yilinda norobilimei Richard G. Morris tarafindan
tammmlanmustir (Sekil 6) (75). Bu test sigan ve fare gibi kiciuk kemirgenlerde
hipokampus bagimli 6grenme, uzaysal (mekénsal) bellek ve uzun dénem bellegin
degerlendirilmesi amacryla yaygin olarak kullanilmaktadir (76-78). Ogrenme ve
bellegin degerlendirilmesinde arastirmacilar tarafindan farkli testler kullanilmaktadir
(Tablo 1) ancak su tanki testinin, alternatif 6grenme ve bellek testlerine gore daha az
karmasik ve protokollerinin daha az zahmetli oldugu kabul edilmektedir. Su tanki
testi goreceli olarak daha basit bir test olmasina ragmen zaman iginde uzaysal
o0grenme ve bellegin degerlendirilmesinde ‘altin  standart’ olmustur (79).
Aragtirmacilar tarafindan su tanki testi sicanlardaki hipokampal lezyonlarin etkilerine
Ozel sensitivitesi olan bir yontem olarak gosterilmektedir. Hipokampus hasari olan
sicanlarin su tanki testinde performanslarinin bozuldugu pek ¢ok c¢alismada

gosterilmistir (79-82).

Tablo 1. Ogrenme ve bellegin degerlendirmesinde kullanilan deneysel modeller (83).

Labirent Testleri Pasif Sakinma Aktif Sakinma

(Maze Testleri)

Yikseltilmis art1 labirent ~ Step-down pasif sakinma ~ Mekik kutusu aktif

(Elevated Plus Maze) testi sakinma testi (Shuttel Box
Active Avoidance Test)

Cok kollu labirent Step-through pasif Run Way sakinma testi

(Radial Arm Test) sakinma testi

Morris’in su labirenti
(Morris Water Maze)
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Baglangicta opaklastirilmis su ile doldurulmus yuvarlak bir tank olarak
gelistirilen bu model zamanla modifiye edilmistir (84). Bu test 6zellikle sigan ve fare
modellerinde kullanilmaktadir. Tiir se¢imine ek olarak kullanilan deney hayvaninin
cinsiyeti de O6nem tasimaktadir. Uzaysal 6grenmenin degerlendirilmesinde erkek
cinsiyetin daha uygun oldugu saptanmistir. Bu durumun hormonal farklilik ve
hipokampus gelisimindeki farktan kaynaklandigi ileri siiriilmiistiir. Son yillarda

yapilan pek ¢ok ¢alismada bu nedenle erkek sican kullanilmistir (85).

Modelin temeli su esasa dayanir, ¢esitli maddeler kullanilarak (toksik
olmayan boya, siit tozu, vb.) opaklastirilan su ile dolu dairesel bir tanka konulan
deney hayvani, en kisa siirede ve en kisa yoldan goriiniir ya da sakli platformu
bularak sudan ka¢mayi Ogrenir. Bu hayvanlar dogal yiiziicii olmalarina ragmen
hoslanmadiklar1 bir ortam olan sudan ka¢ma ihtiyact hissederler. Testi diger
yontemlerden ayiran énemli bir nokta ise normalde kokular1 takip ederek etrafini
tamimaya calisan bu hayvanlarn suda lokal koku olusmadigi i¢in koku alma
yeteneklerini  kullanmadan cevresel ip uglarin1 kullanarak yon bulmaya
yonelmeleridir (80, 86). Deneyde kullanilan tankin ve kagis platformunun biytikligi
onemlidir. Yetigkin siganlar i¢in havuzun 150-180 santimetre (cm) g¢apinda, 50-60
cm derinliginde, olmasi ve suyun 30 cm ylikseklige kadar doldurulmasi gerekir.
Kagma platformunun ise 10-15 cm ¢apinda olmasi gerekir. Geng sicanlarda ve
farelerde havuzun 100-150 cm ¢apinda, 30 cm yiiksekliginde olmasi ve suyun 25
cm’ye kadar doldurulmasi ve 5-10 cm c¢apli kagis platformu kullanilmasi
Onerilmektedir. Suyun sicakligi hayvanin viicut sicakligina yakin olmalidir, yiiksek
sicaklik hareketleri azaltirken, diisiik sicaklik hayvanda Ogrenmeyi zayiflatan
hipotermiye neden olur. Morris su tanki deneyi sirasinda oda sicakliginin 23+1
santigrat (°C) ve su sicakliginin ise 21°C ile 26°C araliginda olabilecegi pek ¢ok
yayinda bildirilmistir (85).

Su tankinin etrafina hayvanin gorebilecegi sekilde ¢esitli ipuglar1 yerlestirilir.
Su tanki genellikle dort bazen de sekiz kadrana ayrilir. Kadranlardan biri segilerek
hayvanin tutunabilecegi ve kendini glivende hissedebilecegi bir platform yerlestirilir
ve egzersizler boyunca yeri sabit tutulur. Ogrenme egzersizleri stiresince hayvanlar
once su yuzeyinin Uzerinde bulunan platformun yerini saptayarak sudan kagmayi

ogrenirler daha sonra platform suyun altinda kalacak sekilde gizlenir. Ogrenme
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egzersizlerinin sonunda probe trial adi verilen hafiza testi uygulanir. Bu test
genellikle 6grenme egitiminden bir giin sonra yapilir ancak bu siire daha da uzun
olabilir. Daha uzun sireden sonra yapilan yer tercihi testi, ayn1 zamanda bilgileri
bellekte tutma testi olacaktir (memory retention test). Bu testte gizlenmis olan
platform tamamen kaldirilir ve hayvan belirli bir siure havuzda serbest olarak
yuzdiraldr. Platformun bulundugu kadranda gegen siire, platformun bulundugu
alandan ge¢me sayilari gibi verilerle hayvanin uzaysal 6grenmesinin dogrulugu
degerlendirilir. Denemeler boyunca hayvanlar sakli platformu bulmak i¢in temel
olarak ¢ strateji gelistirirler; kendisini platforma gotiiren 6grenilmis ardisik
hareketleri kullanabilir, kendisini referans alarak (platformun kendisine gore surekli
saginda olmasi gibi) platforma ulasabilir veya ortamdaki isaretlerin sekli, goriiniisii
hakkindaki bilgilerini kullanarak platforma gd¢ eder. Hayvanlar 6grenilmis ardisik
hareketler ile ve kendilerini referans alarak platformu bulmalar1 ihtimallerinden
dolay1 her denemede farkli baslangi¢ pozisyonlarindan birakilirlar. Probe trial testin
ardindan gortnlr platform testi uygulamasi yapilir. Bu uygulama ile opaklastirict
maddelerin, gorme iizerine negatif etkileri, motivasyonu azaltic1 etkileri, artmis
anksiyete gibi etkileri olup olmadigi degerlendirilir. Su tanki testinin izlenmesi
verilerin kamera yardimi ile kaydedilerek bilgisayar ortamina aktarilmasiyla
gergeklestirilir. Bu yolla deneysel yan tutma Onlenmektedir. Sonuglar
degerlendirilirken hayvanin viicut agirligi, fiziksel gelisimi, yasi, cinsi, deney
protokolii, stres yada enfeksiyon gibi durumlarin 6grenmeyi dolayisiyla da sonucu

etkileyebilecegi g6z 6nlinde bulundurulmalidir (24, 87-91).
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Sekil 6. Su tanki testi (92)

2.8. Elektromanyetik Alan ve Kablosuz Ag Sistemleri

Gunumuzde mobil telefon sistemleri, radarlar, radyo ve televizyon verici-alici
sistemleri, endiistriyel ve tip alanlarinda kullanilan cihazlar, elektrikli ev aletleri vb.
cihazlar elektromanyetik dalgalardan faydalanirlar. Bu gibi cihaz ve sistemler,
cevremizde farkli frekans ve siddetlerde EMA olustururlar (93). EMA elektrik
yiiklerin hareketinden dogan, elektrik ve manyetik alan bilesenlerine sahip
elektromanyetik enerji igeren kuvvet alanidir (94). Ne zaman bir elektrik alanindan
elektrik akimi gegse bir manyetik alan olusur ve ikisi bir araya gelince de bir EMA
olustururlar. EMA’lar terimi; 0 Hz ile 300 GHz arasinda frekansa sahip statik
alanlari, dalga boyu ¢ok uzun (ELF, Extremely Low Frequency-Asir1 Derecede

Diisiik Frekans) alanlar ve radyo frekansi (RF) alanlarini kapsar (95).

Kablosuz iletisim aglari, ag igerisindeki cihazlar arasinda iletisimi saglamak
amactyla kurulan, RF veya kizilétesi teknolojiyi kullanarak veri aktarimini saglayan
yapidir. Kablosuz yerel alan ag sistemleri havada yayilan elektromanyetik dalgalarla
bir noktadan baska bir noktaya fiziksel baglanti olmaksizin bilgi iletisimini saglar.

Elektromanyetik dalga bir RF kaynagindan iiretilir ve boslukta yayilir. Kablosuz
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yerel alan aglar1 sistemlerinde kullanilan yiiksek frekanslhi RF sinyali (2,4 GHz ve 5
GHz) temel 6zelligi nedeniyle kati cisimlere niifuz edebilir ve gecebilir. Bu 6zellik
goOriis hattinin saglanamadigi bina i¢i kullanimlarda biiyiik bir avantaj yaratir (95).
Ayrica, kablosuz yerel alan ag sistemleri, insanlara mobil halde bile gercek zamanl
bilgi erisimi saglamasi, kablo ¢ekmenin zor, pahali veya imkansiz oldugu yerlerde
kolay ve diisiik maliyetli iletisim imkani sunmasi nedeniyle cadde, sokak, park,
bahge ve benzeri agik alanlarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu aglar; kamu
kurum ve kuruluslarinda, sirketlerde, iiniversitelerde, konferans salonlarinda ve
benzeri pek ¢ok yerde Ozel amach, egitim amagli veya halka acik olarak
kurulabilirler. Bu ag sistemleri ancak yerel kullanim amaciyla gelistirilmis

olduklarindan mesafesi 25-100 metre civarindadir (95).

2.8.1. EMA’nin Biyolojik Sistemlere Etkileri

Kablosuz ag sistemlerinin giinlik yasantimiza girmesiyle birlikte yaydiklari
EMA’nin insan sagligi lizerine etkileri toplumda ve bilim diinyasinda merak konusu
olmustur (96). EMA’larin insan saghigina etkileri konusunda birgok iilkede
olusturulan standart ve smir degerlerin yani sira uluslararasi standartlar ve sinir
degerler de vardir. EMA’lar icin giivenlik standartlar1, uluslararasi nitelikteki Iyonize
Olmayan Radyasyondan Korunma Komisyonu (International Commission on Non-
lonizing Radiation Protection, ICNIRP) tarafindan diizenlenir ve her tlke ICNIRP
standartlarin1 kendi durumuna bu standartlart agmayacak sekilde limit uygular.
Ayrica uluslararas1 diizeyde Amerikan Ulusal Standartlar Enstitusi (American
National Standards Institute, ANSI) isimli kurumda benzer alanda ¢alisma gosterir ve
bu kurum Amerikan Elektrik Elektronik Miihendisligi Enstitiisiiniin (The Institute of
Electrical and Electronics Engineers, IEEE) bir organi olarak ¢aligir. Diinya Saglik
Orgiti  (DSO) ve Federal iletisim Komisyonu (Federal Communications
Commission, FCC) EMA maruziyeti ve standart diizenlenmesi alaninda galisma
yapmaktadir. Bu kuruluslar, standart ve sinir degerleri belirleyerek DSO’ye
tavsiyelerde bulunmaktadirlar (97). Bahsedilen kuruluslara gore, dokularin kilogram
basina yutabilecegi en yiiksek gii¢ 4 watt (W) olarak tespit edilmistir. Bu deger baz
alinarak genel yasam alanlarinda isyerleri i¢in 0.4 W/kg, diger yerler i¢cin 0.08 W/kg
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olarak temel limit degerler belirlenmistir. Burada W/kg olarak belirtilen birim, Ozgiil
Sogurulma Orani (Specific Absorbtion Rate, SAR) olarak adlandirilir (93).

Cihazlarin yaydigi EMA’larin insanlara maruziyet (etki) derecesi oncelikle
kullanicinin konumundan kaynaga olan mesafeye baghidir. EMA maruziyeti, guc
yogunlugu ve mesafe yaninda, maruziyet siiresi, tipi (yakin veya uzak alan),
kaynagin frekansi, elektrik ve manyetik alan biiyiikliigii ile modiilasyon (siirekli
dalga veya darbe modilasyonu) gibi fiziksel 6zelliklere gore belirlenmektedir.
Biyolojik sistemlerdeki maksimum RF enerji iletisimi; biyolojik dokulardaki niifuz
(penetrasyon) ve dagilimi, enerji emilimi, giic depolanmasi, olusan elektrik ve
manyetik alan tarafindan belirlenebilir. Bunlarin miktarlari, viicudun biiytkligi ve
fiziksel sekliyle iliskili olarak degisiklik gostermektedir. Toplam faktor, aym
yogunlukta, yerel veya viicudun farkli uzak bir béliimiinde veya tiim viicudun
maruziyeti olup daha ¢ok dokularin 1sinmasi1 olarak kabul edilir. Is1 etkisi; yerel,
kismi veya tlim viicut maruziyetinden kaynaklanan biyolojik sistemlerdeki emilim
veya RF enerji depolanmasi yoluyla olur. Maruziyetten kaynaklanan viicuttaki
emilim; viicudun elektriksel iletkenligine, elektriksel gegirgenligine ve Kitle
Ozelliklerine baglidir (98). Ayni ortamda c¢alisan elektromanyetik dalga yayan
cthazlar biyolojik varliklar etkilemektedir. EMA’nin insan fizyolojisi ve davranislar
lizerinde etkili oldugu DSO tarafindan vurgulanmaktadir (99). Elektromanyetik
dalgalarin, dokular tizerinde olusturdugu elektrik alan ve manyetik alan iki sekilde

etki olusturmaktadir.
- Termal etkiler
- Termal olmayan etkiler

Termal etkiler, biyolojik yapi tarafindan sogurulan elektromanyetik dalganin
enerjisinin hiicre igerisinde 1siya doniismesi ve dokunun 1sisinin artmasi sonucu

biyolojik dokuda meydana gelen degisim olarak ifade edilmektedir (100).

Bu durumda biyolojik yapida beklenen etkiler termal etkiler olarak
adlandirtlir. Genel olarak yiiksek yogunluklu RF alanlar dokularda hissedilir sicaklik
artislarina neden olabilmektedir. RF alana maruz kalan dokuda olusan 1s1 artisi,
maruz kalinan alanin siddeti, maruz kalma siresi, frekans, maruz kalan objenin

boyutlarina ve cevresel faktorlere bagli olmaktadir (101). Is1 etkisi EMA’nin
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biiyiikliigiine baglh olarak, atomlarin bir araya gelerek olusturdugu molekiiller ve
molekdllerin bir araya gelerek olusturdugu, ig¢inde enzim, protein, DNA-RNA,
mitokondri, ribozom gibi organeller bulunan ve sudan olusan bir ortami igeren
hlcrelere harici enerji yiklenmesine neden olur. Enerjisini hilcreye aktaran foton
gelis istikametine dogru i¢indeki suyu harekete gecirir. Frekansa gore degisik sayida
mesela 1 s’de; 10 hertz (Hz)’de 10 defa, 500 megahertz (MHz) de 500 milyon defa
suyu iter. Suyun hareketinden dolayr olusan siirtlinme, 1s1 enerjisine doniisiir ve
hiicrede 1s1 artis1 olur. Iste EMA’1n canlilara etkilerinden biri olan 1s1] veya 1s1 etkisi
bu yolla meydana gelir. RF enerjisine olan kisa siireli maruziyetin, yukarida
belirtildigi iizere, dokuda 1s1 artigina neden olmasi yeterince 6nemli olmayabilir.
Burada 6nemli olan 1s1 artisinin zamana goére hizidir ve bu da SAR degeri ile
orantilidir. Cok uzun slre maruziyet siliresinde olusan 1s1 artisi; biyolojik yapiya,
dokuya gelen dalga acisina, dokularin 1s1 diizenleme tepkisine ve aktif telafi siirecine
baglidir. Viicudun bir kismimin veya yerel bir bdlgenin maruziyetinde RF enerji
emilimi ¢ok fazla ise burada hizli 1s1 artis1 ve yerel doku hasar1 olusturabilir. Normal
sartlar altinda, insanlarda ve laboratuvar hayvanlarinda 1°C’lik sicaklik artisinin, 4
W/kg’lik SAR degerinden kaynaklandigi tespit edilmistir Ancak bu 1s1 artig1 insanin
1s1 diizenleme kapasitesi araligi icinde dengelenebilir. Ayn1 SAR degeri, onceden
ortamda var olan 1s1 ve nemin oldugu c¢evresel sartlar altinda 1°C’lik artisa ve
miisaade edilen normal seviyelerin ¢ok tizerinde 1s1 artiglarina neden olabilir.
Boylece viicutta istenmeyen 1s1 baskisindan dolay:r tepkiler hizlanabilir. Sicaklik
artislarina kars1 maruziyetten korunmak i¢in belli basli dayanak, Diinya’da yaygin
olarak uygulanan ve DSO tarafindan da kabul edilen ICNIRP maruziyet
kilavuzlandir. Bu kilavuzda insan i¢in 1°C’den fazla 1s1 artis1 referans alinmis olup,

bu esik degerin ihlal edilmesi zararli kabul edilmektedir (98).

Termal olmayan etkiler ya da diger adiyla kimyasal etkiler, sinirlarinin
altindaki diisik dozlarda meydana gelmektedir. Termal olmayan etkiler, daha gok
dalganin enerjisi sonucu meydana getirdigi etkilerdir (100). Kimyasal etki tehlike
siirlarinin altindaki diisiik dozlarda meydana gelmektedir. Uzun siireli diisiik doza

maruz kalmak kisa siireli yiiksek dozdan daha riskli olarak kabul edilmektedir.

EMA’nin olas1 biyolojik etkilerini ikiye ayirmak miimkiindiir. Birincisi, kisa

zamanda hissedilebilen genellikle merkezi sinir sitemine ait bas agrisi, bag donmesi,
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halsizlik, uyku diizensizligi, yorgunluk, gozlerde yanma hissi, giindiiz uykulu
dolagim, dikkatsizlik, kiiskiinliik veya toplumdan uzaklasma gibi bulgulardir ¢iinkii
beyin dokusu EMA’ya olduk¢a duyarlidir (102). ikincisi ise daha ¢ok uzun vadede
gorilebilen, viicudun farkli bolgelerindeki doku veya organlara, hiicre yapisina,
viicudun korunma mekanizmasma olan etkileridir (103). Hucrelerde blyuk
molekdllerin deforme olmasi, hiicre zarinin birbirine yapismasi, hiicre zarlarinda
delikler acilmasi, kalsiyum adenozin trifosfataz (Ca-ATPaz) ve sodyum-potasyum
adenozin trifosfataz (Na-K-ATPaz) enzimlerinin bozulmasi sonucu hiicre disina
Ca*?, Na* ve K* kagisi, sinir zarlarmin bozulmasma bagh olarak rilya gormenin
azalmasi, beyin sinyallerindeki degisim, uykusuzluk, sinirlilik, erken bunama ve

Parkinson hastaligi kimyasal etkilere 6rnek olarak verilebilir (104).

EMA’lar, i¢lerinde ¢esitli iyonlar olan dokulara rahatca nifuz edebilmekte ve
serbest hareket eden iyonlar yiiklii olduklarinda kendi frekanslarinda onlar1 da
titrestirmektedirler. Tyonlarin titresmesi kendi etraflarinda gerilim olusmasina sebep
olmakta ve yakinlarinda olduklar1 potansiyele duyarl hiicre zar1 kanallarinin kontrol
dis1 agilmalarmma veya kapanmalarina sebebiyet vermektedir. Bu yolla hicre
etrafindaki kimyasal denge, normal olmayan etkilerle degismeye ve elektromanyetik
etkinin daha ¢ok arttigi durumlarda hiicre fonksiyonlarinin bozulabilmesine kadar
gitmektedir (105, 106).

2,45 GHz EMA’min oksidatif stres yoluyla beyin hiicrelerine zararli
etkilerinin olabilecegi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (107). Norolojik hucreler,
serbest oksijen radikallerinin hedeflerinden olan doymamis yag asitleri bakimimdan
zengin olmalar1 ve antioksidan savunma sistemleri bakimindan fakir olmalarindan
dolay1 oksidatif strese ¢cok duyarlidirlar. EMA’ya maruz kalmak Ca*? homeostazisini

Ca*? akisim artirmak suretiyle bozmakta ve oksidatif stresi artirmaktadir (108).

2.8.2. Elektromanyetik Alanin Ogrenme ve Bellek Fonksiyonlar1 Uzerine
Etkileri

EMA’nin biyolojik sistemleri hangi mekanizmalar ile etkiledigine dair
caligmalardan yukarida bahsedilmistir. EMA maruziyetinin hiicresel degisikliklere,

termal olmayan etkileri nedeniyle yol agtigina dair kanitlar sunulmustur (109). Buna
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ek olarak EMA’nin reaktif oksijen tiirlerini artirarak organlarda ve histopatolojik
degisikliklere neden oldugu ve oksidatif strese neden oldugu anlasilmistir (110).
EMA’ya maruziyet noéronlarin oksidatif strese girmelerinde ko-stresdr gibi
davranmaktadir (111). EMA’ya mesleki sebepler nedeniyle maruz kalmanin
norodejeneratif hastaliklarin goriilme riskindeki artisla yakindan iliskili olabilecegine
ait caligmalar mevcuttur (112, 113). EMA’nin 6grenme ve bellek fonksiyonlarini
etkileyip etkilemedigine dair literatiirde pek ¢ok calisma bulunmaktadir. Bu
caligmalar, EMA’nin farkli frekanslarda deney hayvanlarina uygulanmasi ile
gerceklestirilmis ve o6grenme-bellek fonksiyonlarinda rol oynayan mekanizmalar

farkli noktalardan ele alinmustir.

Eris AH ve ark. (2015) 900 MHz (cep telefonlarinda kullanilan frekans)
frekansta EMA uygulayarak kan serotonin ve glutamat diizeylerini 6lgmiislerdir.
Glutamat diizeylerinin degismedigini ancak serotonin diizeylerindeki artis ile

ogrenmede gecikme ve uzaysal hafizada bozukluk olusabilecegini 6ne siirmiislerdir
(114).

Glutamat beyinde biligsel fonksiyonlarda ve dgrenme-bellek mekanizmasinda
6nemli rol oynayan bir nérotransmitterdir. Masoudian N ve ark. (2015), EMA
varhiginda sinaptik alandaki glutamat diizeylerinde degisim oldugunu ortaya

cikarmiglardir (115).

Deng B ve ark. (2014) elektromanyetik pals uygulayarak serebral kortikal
noronlarda anormallik, morris water maze testi ile Ogrenme ve bellek
fonksiyonlarinda bozulma gergeklestigini one siirmiislerdir. Yaptiklari ¢alismada
stperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinde azalma ve malondealdehit (MDA)
dizeylerinde yukselme oldugu sonucuna ulasarak oksidatif stresin arttigini; kaspaz-3
aktivitesinde ve Bax ekpresyonunda artig ile Bcl-2 ekspresyonundaki azalma ile de
apoptozisin indiiklendigini bulmuslardir (109). Razavinasab M ve ark. (2014),
gestasyonel dénemde 900 MHz EMA maruz kalan disi ve erkek yavrularin 6grenme
ve bellek fonksiyonlarindaki degisimi incelemisler. Pasif sakinma ve morris water
maze testi sonuglarinda Ogrenme yeteneklerinde degisiklik ve bellek
fonksiyonlarinda azalma goérmiislerdir. Ayrica tiim hiicre kayitlarinda, hippokampal

piramidal néronlarin eksitabilitelerinde diistis gozlemlemislerdir (116).
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Yapilan bu ¢alismalar sonucunda EMA maruziyetinin genellikle termal
olmayan etkileri ile oksidatif stres, apoptozis, norotransmitter diizeylerinde degisiklik

gibi yolaklar iizerinden 6grenme ve bellek fonksiyonlarini etkiledigi anlasilmistir.

2.9. Gallik Asid (GA)

GA (3, 4, 5- trihidroksibenzoik Asit) bitkilerde dogal olarak iiretilen bir
polifenoldir (Sekil 7) (117). Polifenoller, bitkilerde bulunan kimyasal maddelerin bir
grubu olarak bircok sebze ve meyvede bulunmaktadir (118). Igerdikleri fenol halka
sayist ve bu halkalar1 birbirine baglayan yapisal elementlere gore farkli siiflara
ayrilmaktadir. Flavonoidler, fenolik asitler, stilbenler ve lignanlar polifenollerin ana
gruplarindandir (119). GA,; bitkisel gidalarda, birada, kirmiz1 sarapta, yesil ¢ayda ve
narda bulunur. En 6nemli kaynagi caydir. Ayrica mese agaclarindan, kestane ve

Uzumden de elde edilmistir (120).

HO O

HO OH

OH
Sekil 7. GA’nin kimyasal yapisi

GA, reaktif oksijen tdrlerini (Reactive oxygen species, ROS), ornegin,
stperoksit anyon, hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri siipiiriicii gii¢lii bir dogal
antioksidan olarak tarif edilmistir (121). Antioksidan etkilerinin yani sira GA’nin
antifungal, antiviral etkileri oldugu ve bazi kanser hiicreleri lizerinde antitimér etki
ve sitotoksik etkileri gortlmektedir (122, 123). Diyabet lizerine yapilan bir ¢alismada
GA’nin antiglisemik ve antilipid etkileri oldugu gorilmistiir (124). Nair ve ark.

(2013) GA’nin radyoprotektif etkisini, gama radyasyon indiklu oksidatif stres ve
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deoksiribonukleik asit (DNA) hasar1 agisindan arastirmis ve GA’nin bu patolojiler

tizerindeki olumlu sonuglarini yayinlamiglardir (12).

Farkl1 bir agidan yaklasimda bulunmak gerekirse; GA gida, ilag ve kozmetik
sanayisinde koruyucu madde olarak yaygin bir bi¢imde kullanilmaktadir. Bazi
endstriyel triinlerde yliksek enerjili radyasyon kullanilarak bircok madde 1sinlanip
icerdikleri mikroorganizmalardan arindirilarak sterilize edilmekte ve raf Omri
uzatilmaktadir. Kullanim alanlar1 geregi GA gibi koruyucu maddelerde bu driinlerle
birlikte radyasyona maruz kalmaktadir. Isinlama islemi iirtinlerin dogal yapilarin,
yani molekiil yapilarin1 bozarak istenmeyen etkilerin olugsmasina da sebep
olabilmektedir. Koruyucu madde olarak kullanilan GA ve esterlerinin radyasyon
duyarliliklarini incelemeyi amaclayan bir tez ¢aligmasinda esterlerinin aksine GA’nin
radyasyona duyarliliginin en az oldugu yani bozulmadan kalabildigi sonucuna

vartlmstir (125).

Yapilan baska bir arastirmada serebral iskemi modeli olusturulmus ve
iskemiye bagli oksidatif stres ilizerinde GA tedavisi uygulanmistir ve serebral

iskeminin yaratacagi noronal hasar1 azaltmada yararli olacagi sonucuna ulagmislardir

(126).

GA’nin diger bir 6zelligi ise ndroprotektif etkisinin olmasidir. Olusturulan
farkli deneysel modeller ve yaklagimlar bu 6zelliginin arastirilmasi ve kanitlanmasi
lizerine kurulmustur. Ogrenme bellek mekanizmas iizerine yapilan bazi ¢alismalarda
da GA’nin olumlu etkileri saptanmistir. Kronik stres modeli olusturulan deneysel bir
caligmada stresin olusturacagi davranigsal degisimler lokomotor aktivite, anksiyete
benzeri davraniglar ve hafizanin korunmasi agisindan degerlendirilmis ve GA’nin
bahsedilen etkileri dlzelttigi yoniinde sonuglar elde edilmistir (127). Sarkaki ve ark.
travmaya bagli beyin hasarinin davramigsal, elektrofizyolojik ve inflamatuar
bozukluklara olan etkisine karst GA’y1 denemislerdir. Ozellikle hippokampal LTP’yi
ve buna bagli olarak bellek fonksiyonlarimin giiclendigini, inflamatuar
parametrelerde diizelme oldugunu, sonug olarak ndroprotektif etkisinin bulundugunu

vurgulamiglardir (128).

Sunulan bu tez c¢alismasinda kullanilacak farmakolojik madde se¢imi

yapilirken, GA’nin sahip oldugu antioksidan, radyoprotektif 6zelliklerinin yani sira
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merkezi sinir sistemine ulagarak gosterdigi noroprotektif etkileri g0z Onunde

bulundurulmustur.

Kablosuz ag sistemlerinin yaydigi EMA’dan en fazla etkilenen gruplarin
hamileler ve gelisim ¢agindaki ¢ocuklar oldugu bilinmektedir. Bu sistemlerin ilk ve
orta dereceli okullarda kullanilmasi, gelisme c¢agindaki cocuklarin giiniin biiyiik
boliimiinii gegirdikleri okullarda tehlike arz etmekte, 6zellikle 6grenme ve bellek
bozukluklarina yol agmaktadir (129). Bu calismanin ¢ikis noktasini Fatih projesi
olusturmustur. 2006 yilinda baslatilan Fatih Projesi kapsaminda okul Oncesi,
ilkdgretim ve ortadgretim diizeyindeki tiim okullarda 570.000 derslige LCD Panel
Etkilesimli Tahta ve internet agi alt yapist saglanmakta ve ayni zamanda her
Ogretmen ve her Ogrenciye tablet bilgisayar verilmektedir (130). Gunumizin
teknolojik kosullarinda, bilgiye hizli ve kolay ulasabilmenin en énemli yollarindan
biri internet kullanimidir. Bu proje ile internet aglarina kablosuz baglant1 saglayan
tabletler ya da diz Ustl bilgisayarlar egitim materyali olarak kullanilmaktadir. Ancak
bu araclarin kalabalik smif ortamlarinda ayn1 anda bir erisim noktasina baglanmasi
nedeniyle olduk¢a yogun bir EMA olugmakta ve gelisme ¢agindaki ¢ocuklar bu alana
maruz kalmaktadir. Bazi iilkelerde ise ¢ocuklart bu zararli etkilerden korumak
amactyla okullardaki kablosuz aglarin kullanimiyla ilgili 6nemler alinmaktadir.
Ingiltere’nin Norwich kentindeki okullarda kablosuz internetin radyasyon etkisini
inceleyen uzmanlar, siniflardaki radyasyonun, cep telefonu alicilarinin yaydiginin iig
kat1 oldugunu saptamislar ve Saglik Koruma Kurumu "Okullardan kablosuz interneti
kaldirn" uyarisinda bulunmaktadirlar. Ozellikle okullarda bu hizmetin verilmemesi
gerektigi, cocuklarin radyasyonun zararh etkilerinden yetiskinlerden ¢ok daha fazla
etkilendigi ve alicilarin okullarin yakinina yerlestirilmemesi gerektigi bildirilmistir.
Diinyanin  farkli {ilkelerinde kablosuz aglarin  okullardan ve {lniversite
kampiislerinden uzaklastirildigi bilgisine de ulasmak miimkiindiir; Almanya, Kanada,
Avusturya ise okullarda kablosuz ag baglantisini1 yasaklamistir (131).

Gelisme ve 6grenme ¢agindaki ¢ocuklari bu zararh etkilerden korumak ve
Ogrenme-bellek gibi iglevler iizerinde olusabilecek olumsuz etkileri en aza indirmek
amaciyla kullanilabilecek farmakolojik etken maddelerin arastirilmasi bu ¢alismanin

temelini olusturmaktadir. Sunulan bu tez caligmasinda ilkdgretim c¢agindaki
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cocuklarin yas gruplarina benzer olarak 6 haftalik (puberte Oncesi) Sprague-Dawley

irk1 sicanlar kullanilarak deney gerceklestirilmistir.

Calismamizda kullandigimiz GA polifenolik bilesikler grubuna ait olan ve
gunlik tiikettigimiz besinlerin igerisinde bulunan bir etken maddedir. GA yukarida
bahsedilen mekanizmalar Uzerinde antioksidan, radyoprotektif ve noroprotektif
etkileri nedeniyle EMA’nin neden olabilecegi Ongoriilen 6grenme ve bellek
bozukluklar1 {izerinde olumlu etkiler gosterebilecegi diistiniilmiistiir. Yapilan bazi
caligmalarda GA’nin oksidatif stres kaynakli hafiza bozukluklarinda etkili oldugu
bildirilmistir ancak glutamaterjik sistem mekanizma {zerinde nasil bir etki
gosterdigine dair ¢alismaya rastlanmamistir (128, 132, 133). Ayrica EMA’nin neden
olabilecegi Ogrenme-bellek bozukluklari tizerindeki etkisi incelenmemistir. Bu
calisma ile hem 2,45 GHz EMA’nin glutamaterjik sistem aracili 6grenme-bellek
islevleri tizerine etkisi arastirilmis hem de GA’nin bu mekanizma Uzerindeki etkisi

aydmlatilmistir.

Ogrenme ve ozellikle bellegin olusabilmesi igin ndronlarda LTP olusmasi
gerekmektedir (24). LTP’nin en yogun gergeklestigi merkez hipokampus dokusudur
(72). Bu nedenle bu g¢alismada hipokampal LTP’nin olusabilmesinde 6nemli rol
oynayan molekullerin ekpresyonu incelenmistir. LTP mekanizmasindaki fonksiyonu
iyi tanimlanmis ve hatta bellek molekiilleri olarak diistiniilen NR2B reseptorlerinin;
kisa donem hafizayr uzun donem hafizaya doniisten anahtar molekil olarak
tanimlanan ve noral plastisitenin tetikleyici transkripsiyon faktéri olan CREB’in;
hipokampal LTP’nin fizyolojik mekanizmasini fasilite eden bir norotrofik faktor olan
BDNF’nin ekpresyonlar1 western blot ile analiz edilmistir. Bunun yan1 sira 6grenme
ve bellegi degerlendirmekte kullanilan ve literatiirde altin standart olarak gecgen

Morris su tanki testi (Morris Water Maze) uygulanmistir (79).

Iletisim saglamak ve yasami kolaylastirmak amaciyla kullanilan bu
cihazlardan uzak kalmak giinlimiiz teknolojisini ve ihtiyaglarm1 g6z Oniinde
bulundurdugumuzda gercekten imkansizdir, ancak en azindan gelisme ve 6grenme
cagindaki ¢ocuklar1 bu zararl etkilerden korumak ve 6grenme-bellek islevlerinde
olusacak olumsuz etkileri en aza indirmek igin kablolu aglarin kullanilmas: ya da

beslenme iceriklerinin diizenlenmesi 6nem arz etmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar

3.1.1. EMA Uygulamasinda Kullamilan Cihazlar

Spektrum analizér (Promax, MC-877C, Barcelona, Spain), RF Portable Survey
System (Holaday, HI-4417, Minnesota, USA), 217 Hz darbeli ve ayarli ¢ikis
verebilen teset vericisi RF kaynagi ve bu cihaza ait monopol anten (SET ELECO, Set
Elektronik, Istanbul).

3.1.2. Homojenizasyon ve Western Blot Yontemi I¢in Kullanilan

Cihazlar

Sogutmali mikro santrifiij (Niive NF 800R), sogutmali makro santrifiij
(Hettich Rotina 35), derin dondurucu (Indesit, -20°C), derin dondurucu (Hettich, -
80°C), hassas terazi (Shimadzu AY?220), vorteks (Velp Scientifica ZX Classic),
otomatik pipetler (Brand transferpette), pH metre (Isolab), isitmali manyetik
karistirict  (Labart SH-5), cam-teflon homojenizatér, sonikatér (Bandenus
sonicaplus), c¢alkalayici (Isolab 3D Orbital), microplate okuyucu (Organon Tecnica
Reader 530), elektroforez cihazi (Cleaver Scientific Omnipage Mini), gériintiileme
cithaz1 (Kodak image station 2000 MM).

3.2. Kullanilan Kimyasallar

3.2.1. Homojenizasyon Tamponu i¢cin Kullamilan Kimyasallar

Tris-HCI (Sigma), NaCl (Sigma), Triton X-100 (Amresco), EDTA (Sigma),
EGTA (Amresco), Benzamidin (Sigma), Aprotinin (Sigma), Leupeptin (Sigma)

3.2.2. Western Blot Yontemi I¢in Kullanilan Kimyasallar

Gallik asit (Sigma), protein tayin kiti (Biorad Bradford Protein Assay),
akrilamid (Merck), bisakrilamid (Amresco), tris (Sigma), glisin (Sigma), Sodyum
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dodesil sulfat (SDS) (Sigma), Amonyum persulfat (APS) (Merck), TEMED (Sigma),
2-merkaptoetanol (Merck), brom fenol blue (Sigma), sodyum klortr (Sigma), tween
20 (Amresco), bovin serum albumin (Amresco), triton X-100 (Amresco),
immobilon-P (Millipore), kromotografi filtre kagidi (Schleicher & Schuell GE
Healthcare), metanol (Sigma), hidroklorik asit (Sigma), Anti NR2B (Cell Signalling),
Anti CREB (Cell Signalling), Anti BDNF (Santa Cruz), monoklonal anti-rabbit 1gG
(Sigma), Beta aktin (Proteintech), BCIP/NBT Fosfataz Substrat (Sigma), Protein
Standard1 (Sigma), Anti-rabbit HRP antikor (Cell Signalling), HRP substrat
(Millipore).

3.2.3. Protein Tayini i¢in Kullanilan Kimyasallar

Ticari kit kullanilmistir (Bio-Rad Protein Assay Kit).

3.3. Kullanilan Cozeltiler

3.3.1. Homojenizasyon Tamponu (120 ml igin)

EDTA (1 mM), EGTA (2 mM), Triton X-100 (%1), Leupeptin (100 ng/ml),
Aprotinin (100 ng/ml), Tris-HCI (0,15 M), Benzamidin (10 puM)

1- 50 mM Tris-HCI tamponu: 0,95g Tris-HCI tartilarak 100 ml distile suda
¢ozildi. Tamponun pH’1 7,5 olacak sekilde ayarlandi. 1,05 g NaCl, 0,044
g EDTA ve 1,2 ml Triton X-100 Tris-HCI tamponunun igerisine eklendi.

2- Benzamidin ¢ozeltisi: 0,118 g benzamidin tartilarak 100 ml distile suda
¢ozuldi. Bu stok g¢ozelti igerisinden 160 pul alinarak Tris-HCI tamponu

icerisine eklendi.

3- Aprotinin: Satin alinan hazir ¢ozelti igerisinden 1764 ul alinarak Tris-HCI

tamponuna eklendi.

4- Leupeptin: 5 mg tartilarak 1 ml distile su igerisinde ¢oziildi. Cozeltiden

600 pl alinarak Tris-HCI taponuna eklendi.

Homojenizasyon tamponu i¢in kullanilacak tiim kimyasallar eklendikten

sonra son hacim distile su ile 120 mI’ye tamamlandi.
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3.3.2. SDS-PAGE Yéntemi I¢in Kullanilan Cézeltiler

1- %30 Akrilamid: Bisakrilamid: 30 g akrilamid, 0,8 g bisakrilamid tartilip 80

ml distile suda ¢6ziildii. Son hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

2- %10’luk SDS ¢ozeltisi: 10 g SDS tartilarak 80 ml distile suda ¢oziildii. Son

hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

3- 1 N HCI ¢ozeltisinin hazirlanisi: %37°lik HCI’den 8,6 ml alindi ve son

hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

4- 4X Ayrisma Jeli Tamponu (Resolving Gel Buffer) (1,5 M Tris pH 8,8,
%0,4 SDS): 36,4 g Tris 110 ml distile su iginde ¢oziildii. %10’luk SDS’ten bu
cozeltiye 8 ml eklendi. Cozeltinin pH’1 IN HCI ile 8,8 olacak sekilde ayarlandi ve

son hacim distile su ile 200 ml’ye tamamlandi.

5- 4X Yikleme Jeli Tamponu (Stacking Gel Buffer) (0,5 M Tris pH 6,8,
%0,4 SDS): 12,12 g Tris 110 ml distile su i¢inde ¢6ziildi ve iizerine %10’luk SDS
cozeltisinden 8 ml eklendi. Cozeltinin pH’1 IN HCl ile 6,8 olacak sekilde ayarlandi.

Son hacim distile su ile 200 m1’ye tamamlandi.

6- %10 APS cozeltisi: 0,1 g APS tartildi ve 1 ml distile su iginde ¢oziildi.

Cozelti her giin taze hazirlandi.
7- TEMED: Satin alinan hazir soliisyonu kullanildi.

8- %5’lik ayrisma jeli (Tablo 2)

Tablo 2. %5°1lik ayrisma jeli hazirlanirken kullanilan ¢6zelti miktarlari.

Kimyasal madde Alman madde miktari (ml)
Distile su 8,7

Ayrigsma jeli tamponu 3,75

Akrilamid 2,5

APS (%10) 0,15

TEMED 15

9- %7,5’lik ayrisma jeli (Tablo 3)
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Tablo 3. %7,5’lik ayrigsma jeli hazirlanirken kullanilan ¢ozelti miktarlari.

Kimyasal madde Alinan madde miktari
Su 7,5 ml
Ayrisma jeli tamponu 3,75 ml
Akrilamid 3,75 ml

APS (%10) 0,15 ml
TEMED 15 ul

10- %5°lik yiikleme jeli (Tablo 4)

Tablo 4. %5°lik yiikkleme jeli hazirlanirken kullanilan ¢zelti miktarlari.

Kimyasal madde Alian madde miktar: (ml)
Distile Su 1,525
Yukleme jeli tamponu 0,625
Akrilamid 0,325
%10 APS 0,0125
TEMED 0,0025

11- 2X 6rnek tamponu (Tablo 5)

Tablo 5. 2X 6rnek tamponu hazirlanirken kullanilan ¢dzelti miktarlar.

Kimyasal madde Aliman madde miktar: (ml)
Yukleme jeli tamponu 2,0
Gliserol 1,6
%10 SDS 3,2
2- Merkaptoetanol 0,8
%0,1 Brom fenol blue 0,4

12- Elektroforez Tamponu (5X Running Buffer, pH: 8,3)

15 g Tris, 72 g Glisin ve 5 g SDS tartilip, 1000 ml distile su i¢inde ¢oziildii.
Elektroforez asamasinda bu stok sollisyon 1:4 oraninda distile su ile diliie edilerek

kullanildi.

3.3.3. Blotlama Islemi I¢in Kullanilan Cozeltiler

1- Blotlama Tamponu (Transfer Buffer): 0,606 g Tris, 2,882 g glisin ve 1 ml
%10 SDS 160 ml distile suda ¢oziildi. Uzerine 40 ml metanol eklendi.
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2- TBST (Tris-Tween-Buffer Saline, pH: 7,5): 18,15 g Tris, 26,25 g NaCl ve
3 ml Tween 20, 2500 ml distile suda ¢ozlldi. Cozeltinin pH’1 IN HCl ile 7,5 olacak

sekilde ayarlandi ve son hacim distile su ile 3000 ml’ye tamamlandi.

3- Bloklama Cozeltisi (%3’liik BSA): 0,6 g BSA tartilarak 20 ml TBST
icinde hafifce calkalanarak ¢ozuldu.

3.3.4. Spesifik Proteinin Saptanmasi i¢in Kullanilan Cézeltiler

1- Primer antikorlar: BDNF 1/500, CREB 1/1.000, NR2B 1/1.000 oranlarinda
diliie edildi. Diliisyon islemi taze %1 BSA-TBS-t ile gergeklestirildi.

2- Sekonder antikor: Antirabbit 1gG (Alkalen fosfataz konjuge) 1:10.000
olarak diliie edildi. Diliisyon islemi taze %1 BSA-TBS-t ile gergeklestirildi.

3- Sekonder antikor: Antirabbit 1IgG (Horse radish peroksidaz) 1:5000 olarak
diliie edildi. Diliisyon islemi taze %1 BSA-TBS-t ile gerceklestirildi.

4- BCIP/NBT: Satin alinan hazir soliisyon kullanildi.

3.4. Deneylerin Yiiriitiildiigii Laboratuvarlar ve Proje Destegi

Bu c¢alismada EMA uygulamas: ve hayvanlarin barindirilmasi Siileyman
Demirel Universitesi (SDU), Deney Hayvanlar1 ve Tip Arastirmalar1 Arastirma ve
Uygulama Merkezi (DEHATAM)’nde gerceklestirildi. Diger deneysel uygulamalar
ise Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali
laboratuvarinda yiiriitiildii. Calismamiz SDU Bilimsel Arastirma Koordinasyon

Birimi tarafindan 4045-D2-14 proje numarasi ile desteklendi.

3.5. Deney Hayvanlarinin Temini ve Secimi

Deneysel calismamizda 6 haftalik, 70-100 gram agirliginda, 48 adet, saglikli,
erkek, Sprague-Dawley cinsi si¢anlar kullanildi. Tim deney hayvanlari, Siileyman
Demirel Universitesi Deney Hayvanlari ve Tip Arastirmalari Arastirma ve Uygulama

Merkezi'nden temin edildi. Bu calisma Siileyman Demirel Universitesi Deney
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Hayvanlar1 Etik Kurulu’nun 05.06.2014 tarihli ve 02 nolu karari ile kabul edildi.
(EK-1)

3.6. Deney Hayvanlarinin Bulundugu Farkh Ortam Kosullar:

3.6.1. EMA Uygulanan Gruplarin Bulundugu Ortam Kosullar

EMA’ya maruz birakilan deney gruplarimin (Tablo 6), dis elektromanyetik
kaynaklardan etkilenmemesi ve igeride olusturulan EMA dozunun sabitlenmesi
amactyla SDU DEHATAM’daki temiz oda (EMA yalitimli) kullamldi. EMA
yalitim1 IEEE standartlarina uygun olarak, yakin alan 6l¢iimlerinin yapilabilmesi igin
gerekli olan ckranlama verimliligi sartlarin1  saglayan Ozellikte krom-nikel
malzemeden hazirlanan 1 mm kalinligndaki paslanmaz celik 6zellikteki levhalar
kullanilarak gerceklestirilmistir (Resim 2). Temiz odanin sicakligr 22+2°C, rolatif
nemi %55, elektromanyetik yalittimi 80 desibel’dir.

3.6.2. EMA Uygulanmayan Gruplarin Bulundugu Ortam Kosullar:

EMA uygulanmayan gruplardaki hayvanlar i¢in (Tablo 6), EMA yalitimli oda
ile ayn1 151k siddeti, nem ve sicakliga sahip olan ayr1 bir oda kullanildu.

3.6.3. EMA Uygulamasit Sonras1 Tiim Gruplara Ait Barindirma
Kosullar

3 saatlik EMA uygulamasinin ardindan tim gruplar bir sonraki EMA
uygulamasina kadar strainerlardan c¢ikarildi ve kendilerine ait polikarbonat seffaf
kafeslere (eurotype 4, 35x57x19 cm boyutlarinda) yerlestirilerek, 22+2°C
sicakliginda, rolatif nemi %55 olan, 12 ser saatlik aydinlik-karanlik dongiisiiniin
uygulandigr kontrollii odaya alindi. Cesme suyu ve standart pellet yem (ad libitum)

ile beslendi.
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3.7. GA’nmin Hazirlamis1 ve Verilis Yolu

Biitiin hayvanlar, ilk enjeksiyondan Once tartilarak agirliklar1 saptandi ve
boylece uygulanacak ilag miktarlar1 hesaplandi. GA’nin dozu yapilan literatlr
arastirmasi1 sonucunda 30 mg/kg olarak belirlendi (132). GA distile suda

cozdurulerek hayvanlara 30 mg/kg dozunda intragastrik gavaj yontemi ile verildi.

3.8. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Deney hayvanlar arasindan rastgele secimle her birinde 12 adet olmak iizere
toplam dort farkli grup olusturuldu (Tablo 6). Hayvanlarin deney Oncesi agirlik
Olcimleri yapildi ve gruplar olusturulurken gruplar arast agirlik ortalamasi

standardize edildi.

Grup 1: EMA; 30 gin boyunca 09:00-12:00 saatleri arasinda giinde 3 saat
EMA uygulamas: yapildi. 3 saat uygulamasina literatiir incelemesi sonucu karar
verildi (8). intragastrik gavaj stresini gruplar arasinda standardize etmek amaciyla bu
gruptaki hayvanlara EMA uygulamasindan once 0,1 ml distile su verildi ve

sabitleyicilere (restrainer) yerlestirildi.

Grup 2: EMA+GA; 30 giin boyunca 09:00-12:00 saatleri arasinda giinde 3
saat EMA uygulamasi yapildi. Uygulamadan hemen 6nce 30 mg/kg dozunda GA

verildi ve hayvanlar sabitleyicilere yerlestirildi.

Grup 3: GA; 30 gun boyunca 30 mg/kg dozunda GA verildi ve hayvanlar
sabitleyicilere yerlestirilerek 3 saat bekletildi.

Grup 4: Sham; 30 gin boyunca 0,1 ml distile su verildi ve hayvanlar
sabitleyicilere yerlestirilerek 3 saat bekletildi.

Tablo 6. Deney gruplarinin olusturulmasi ve uygulama protokolii (n=12).

EMA GA -
Numaras  OrUPA@ @saatgun @ - B PR
2450 MHz) mg/kg) ’
1. Grup EMA + - + +
2. Grup EMA+GA + + - +
3. Grup GA - + +
4. Grup Sham - - + +

EMA: Elektromanyetik alan, GA: Gallik asid, MHz: Megahertz
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3.9. Elektromanyetik Alan (EMA) Uygulamasi

3.9.1. EMA Maruziyet Tasarim

Deneysel calismamizda EMA uygulamasi, “Ferris Wheel” ya da “Carousel
setup” seklinde isimlendirilen bir maruziyet diizenegi ile tasarlandi (134). Maruziyet
diizenegi esas alinarak, hayvanlarin immobilize edilmesi ve ilgili dokunun absorbe
ettigi EMA dozunun dogru bir sekilde hesaplanabilmesi i¢in sabitleyiciler kullanildi.
EMA uygulamasi yapilan gruplar bir anten etrafinda 12 hayvan olacak sekilde

yerlestirildi ve antene olan mesafeleri 6l¢iilerek esitlendi (Resim 1).

Sabitleyici uygulamasi hayvanlarda kisitlama stresine neden olmaktadir. Bu
nedenle, tiim gruplarda s6z konusu kisitlama stresini standardize etmek i¢cin EMA
uygulanmayan gruplardaki hayvanlar da sabitleyiciler i¢ine yerlestirildi ve yukarida

ortam kosullar1 belirtilen ayr1 bir odada 3 saat boyunca bekletildi.

Resim 1. Carousel setup diizenegine gore 12°1i maruziyet tasarimi.

3.9.2. EMA Deney Diizenegi

Deney baslangicinda RF enerjinin kontrol edilmesi ve gézlenmesi amaciyla
kullanilan cihazlar SDU Miihendislik ve Mimarlik Fakiiltesi, Elektronik ve

Haberlesme Miihendisligi Bolim Laboratuvarlari’ndan temin edildi. Darbe
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tekrarlama zamani ve frekansin Olcililmesi i¢in spektrum analizor kullanilmis olup,
ortamda istenmeyen EMA’larin gozlenmesi i¢in RF Portable Survey System cihazi

kullanildi.

Deneysel 2450 MHz EMA maruziyeti i¢in, 217 Hz darbeli ve ayarh cikis
verebilen teset vericisi RF kaynagi (Resim 2) ve bu cihaza ait monopol anten
kullanildi.

Resim 2. 217 Hz darbeli ve ayarli ¢ikis verebilen teset vericisi RF kaynagina bagl
monopol antenler ve EMA yalitimli oda

3.9.3. EMA Uygulamasinda Yapilan Teknik Hesaplamalar

Deneyin boyutlandirilmasi ve fiziksel durumu asagidaki Olgeksiz ¢izimde
verilmektedir (Sekil 8). Diizlemsel bir EM dalganin ¢ boslukta dalga (1s1k) hizi,
acisal hiz, ortamin bagil dielektrik sabiti ve ortamin bagil permeabilitesi (=1) dir. Bu
diizlemsel dalga ideal kosullarda biyolojik ortama dik bigcimde carparsa ve 2450
MHz’te sigan dokular1 i¢in, iletkenlik; permeabilite, 6zgiil agirlik degerleri bilimsel

literatiirde verilen tablolardan bulunabilir (135).
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Sekil 8. Diizenegin fiziksel ¢izimi (6l¢eksiz).

Birinci ortam havadir, yani dalga havadan gelip si¢anlarin 6nce burunlarina
carpmaktadir. Antenden carpma noktasina kadar mesafe 180 mm’dir. Carpma
noktasinda Olciilen elektrik alan degeri 10 V/m olacak sekilde test vericisinin giicii
ayarland1 ve sabitlendi. Ev ve ofislerde kullanilan ticari modemler (internet access
point) 1 m yakinlarinda da 10 V/m kadar alan olusturmaktadirlar. Cizimden
goriilecegi gibi hedef doku uzak alan bolgesinde bulunmaktadir. Bilindigi gibi yakin-
uzak alan sinir1 A/2n olacagindan, bu sinir 1,9 cm kadardir. Uzak alanda yayilim

diizlemsel dalga olmaktadir (136).

Ikinci ortam 1 mm kalinliginda deri dokusudur. Deri igin iletkenlik 1.05 S/m,
bagil dielektrik sabiti (permitivite) 29 dur. 2. Ortam 2 mm kalinligindaki kemik
katmanidir. Kemik i¢in iletkenlik ¢alisma frekansinda 0.55 S/m ve dielektrik sabiti
16’dir. Daha sonra 10 mm boyunca hedef dokudur. Beyin doku i¢in iletkenlik 1.25
S/m ve dielektrik sabiti 42 verilmektedir (137, 138).

Biyolojik dokular gibi kayipli ortamlarda RF bandinda EM dalga zayiflayarak
asagidaki yayilma denklemi ile ilerler;

. . o
721_\18r/ur l_J
c \ WEE,
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Burada wdalganin agisal frekansi, cisik hizi, g ortamm bagil dielektrik
sabiti, 4, ortamm bagil manyetik permeabilitesi, o ortamin iletkenligidir.

y =a+ |f olarak da yazilabilir. Burada « ortamin zayiflama, /S ise faz katsayisi

olarak elde edilir. Bir bosluk ortaminda |EO| genligi ile ilerlerken, baska bir ortama
ideal kosullarla giren dalga yeni ortamda |E| genligine sahip olacaktir.
|E| :|EO|><e_7d olarak bulunur. |En| , ninci ortamdaki elektrik alanin hesaplanacak

degeridir. 7,, ninci ortamda yayilma degismezi ve d,, ninci ortam kalmligidir
(139).

Dokularin elektriksel o6zellikleri ve yayilim formiiliiniin kullanilmasi ile

katmanli modelimizde;
Ik doku-hava sinirinda Elektrik Alan=10 V/m
flk doku olan deri bitiminde elektrik alan 8.16 V/m

Kafatas1 doku bitiminde elektrik alan 5.41 V/m olmalidir. Bu son degerindeki
alan beyin dokuya ulagsmakta, hedef doku iginde zayiflayarak ilerleyen alan doku
bitiminde 0.18 V/m degerini almaktadir. Demek ki dokuyu kat ederken EM enerji
zayiflamakta ve 2.6 V/m degerinde elektrik alan ile enerjisini birakmaktadir.
Literatiirdeki kaynaklar dokuda absorbe edilen enerjinin SAR degeri ile 1s1 enerjisi ve

sicaklik yiikselmesi yaratacagini belirtmektedir (140).
SAR = (E%)/p W/kg

Yukarida verilen fiziksel uzakliklar, ortam elektriksel 0Ozellikleri ve
elektromanyetik esitliklerin kullanilmasi ile dokuda indiiklenen ortalama SAR degeri

8.45 mW/kg olarak hesaplandi (140).

3.10. Su Tank Testi (Morris Water Maze)

Ogrenme ve bellegi degerlendirmek amaciyla Morris tarafindan modellenen
Morris su tanki testi kullanildi (84). Ogrenme testleri ile ilgili tim denemeler
aydinlik/karanlik siklusun aydinlik fazinda, giiniin hep ayni saatinde ve sessiz bir

ortamda gergeklestirildi. Deneyin uygulandigi oda, disaridan giines 15181 almayacak
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sekilde tasarlandi. Hayvanin gorsel ipuclarina odaklanabilmesi i¢in odanin
aydinlatmasi, su tankini ¢evreleyen ve 15181 duvara yansitan dort adet halojen lamba
ile saglandi. Deney siiresince odada higbir seyin yeri degistirilmedi. Deneyi yapan
kisi denemeler sirasinda hep ayni noktada durdu. Odada bulunan kisilerde kiyafet ve

parfiim degisikligi yapilmadi.

Kullanilan su tanki 150 cm ¢apinda, 80 cm yiiksekliginde, i¢ yiizeyi beyaza
boyanmis ve galvanik metalden yapilmis dairesel bir havuzdur. Havuz, hedef
platformun tizerini 2 cm yiiksekliginde ortecek kadar su ile dolduruldu. Suyun
sicaklig1 22+2°C’ye ayarland1 ve deney boyunca her giin sicaklik kontrolii yapildi.
Su, toksik olmayan bir boya ile opaklastirildi. Su tankinin etrafina hayvanin yer

bulmasini kolaylastirmak i¢in cesitli sabit gorsel ipuglari asildi.

Su tankindaki tiim egzersizler, havuzun tam orta noktasina gelecek sekilde
tavana monte edilmis bir kamera ile kaydedilerek bilgisayara aktarildi. Bilgisayara
aktarilan veriler, Smart Versiyon 2.5 (SmartVideo-Tracking, Panlab, Barcelona,
Ispanya) bilgisayar yazilimi ile analiz edildi. Tiim egzersizlerden sonra hayvanlar,
kafeslerine geri birakilmadan 6nce bir havlu yardimi ile 40-W beyaz ampul altinda

tutularak kurutuldu.

Su tanki testinde yapilan uygulamalar; 6grenme egzersizleri, probe trial test

ve gorundr platform testi olmak iizere 3 asamada gergeklestirildi.

3.10.1. Ogrenme Egzersizleri

Su tanki, her kadran i¢ ve dis olacak sekilde sekiz hayali kadrana ayrildi
(Sekil 9). Dordincu kadran, hedef kadran olarak belirlendi ve platform bu kadrana
yerlestirildi. Egzersizler boyunca platformun yeri degistirilmedi. Hayvanlarin havuza
birakilma noktalar1 her giin sistematik olarak degistirildi (Tablo 7). Her hayvan, yiizi
tankin duvarma bakacak sekilde ve grup ici randomize olarak havuza birakildi.
Testin cut off slresi 60 s olarak belirlendi. Her caligma giinii dort egzersiz

gerceklestirildi ve egzersizler arasinda 10 dakika ara verildi.
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DIS HEDEF

platforl

Sekil 9. Su tankinin kadranlara ayrilmasi

3.10.1.1. Birinci ve 5. Giinler Aras1 Ogrenme Egzersizleri

Birinci giin, hedef kadrana yerlestirilen platform su seviyesinin 2 cm altinda
kalacak sekilde gizlendi. Her hayvan, hedef kadran dahil tim kadranlardan tablo
7°de belirtilen siraya gore havuza birakildi. Cut off siiresinin sonunda hayvan gizli
platforma ulagamazsa platforma yonlendirildi. Platforma ¢iktiktan sonra, 30 s

boyunca burada dinlenmesine ve gevresini incelemesine izin verildi.

Ikinci giinden itibaren her hayvan, hedef kadran disindaki kadranlardan
tablo 7°de belirtilen siralamaya gore havuza birakildi. Egzersizler, hayvan platforma
tirmandiginda sona erdi. Cut off siiresinin sonunda hayvan platforma ulagamazsa
yonlendirme uygulamasi yapilmadan sudan alindi. Besinci giiniin sonunda ise, her
hayvan mekansal ipuglarmi ve yonsel stratejileri kullanarak toplamda 20 6grenme

egzersizi yapti ve bu sekilde egitim donemini tamamladi.
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Tablo 7. Ogrenme egzersizlerinin degerlendirilmesinde kullanilan kadranlarin
giinlere bagli uygulama protokolii.

Gunler Platform Kadran
1 Gizli 1 4 (hedef) 2 3
2 Gizli 2 1 3 1
3 Gizli 1 3 2 3
4 Gizli 3 2 1 2
5 Gizli 2 1 3 1

3.10.2. Probe Trial Test

Altinct giinde “Probe Trial” adi verilen test gerceklestirildi. Bes giinliik
O0grenme egzersizleri siiresince, mekansal ipuglarint kullanarak platformun yerini
Ogrenip Ogrenmediklerini 6lgmek amaciyla hayvanlar bu teste tabi tutuldu. Bu
nedenle, hedef kadrandaki (4. kadran) gizli platform kaldirildi. Platform
kaldirildiktan sonra hayvanlarin hedef kadranda gegcirdikleri siire, hedef kadranda
katedilen mesafe, ortalama yiizme hizlar1 ve cut off suresi boyunca katedilen toplam
mesafe mekansal hafizanin Olgiitii olarak degerlendirildi. Bu testte 2 egzersiz
uygulandi. Birinci egzersizde hayvanlar 1. kadrandan, 2. egzersizde ise 2. kadrandan

havuza birakildi.

3.10.3. Gorunur Platform Testi

Hayvanlara probe trial testi takiben ayni giin goriinir platfrom testi
uygulandi. Bu uygulama ile suyu opaklastirmak i¢in kullanilan boyanin, hayvanlar
Uzerinde gbrme ve motivasyon yetenegi ile anksiyete tizerine negatif etkilerinin olup
olmadig1 degerlendirildi. Platform, bir kismi suyun {izerinde kalacak sekilde su
seviyesi azaltilarak goriiniir hale getirildi ve platformun suyun iizerinde kalan yiizeyi
boyandi. Bu testte 2 egzersiz uygulandi. Birinci egzersizde goriiniir platform 2.
kadrana, ikinci egzersizde ise 3. kadrana tasindi. Hayvanlar her iki egzersizde de 4.

kadrandan havuza birakildi.

Ogrenme egzersizleri, probe trial test ve gorunur platform testi olmak tizere 3

asamadan olusan su tanki testine ait tiim parametreler tablo 8’de sunuldu.
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Tablo 8. Su tanki testinde degerlendirilen parametreler.

Ogrenme Egzersizleri : N Gorunur Platform
(1.-5. Giinler arasi) Probe Trial test (6. Gun) Testi (6. Gun)

Hedef Platformu Bulma Siiresi Hedef Kadranda Gegirilen ~ Hedef Platformu

Sire Bulma Suresi
Hedef Kadranda Gegirilen Siire Hedef Kadranda Katedilen

Mesafe
Yiizme Hizi Yiizme Hiz1 Yiizme Hizi
Katedilen Mesafe Katedilen Mesafe Katedilen Mesafe

D1s Kadranda Gegirilen Siire

Di1s Kadranda Katedilen Mesafe

Di1s Kadranda Yiizme Hizi

3.11. Dekapitasyon Islemi

Altt giinlik mekansal 6grenme ve hafiza testinden 24 saat sonra deney
sonlandirildi. Intraperitoneal yolla uygulanan Ketamin HCI (90 mg/kg) + Xylazyne
HCI (10 mg/kg) anestezisi altinda dekapitasyon gergeklestirildi.

3.12. Hipokampus Dokularimin Alinmasi

Dekapitasyon isleminin hemen ardindan hayvanlarin kafatasi acilarak beyin
dokulari ¢gikarildi. Dokular, buz akiileri lizerine yerlestirilen soguk fosfat tamponuyla
islatilmig filtre kagitlart tizerine alindi. Hipokampus dokulari, beyin dokusundan
diseke edilerek ayrildi. Tiim bu islemler sirasinda her iki dokuya da zarar vermemeye
ve soguk zincirin siirdiiriillmesine 6zen gosterildi. Cikarilan hipokampus dokulari,

yapilacak analizlere kadar -80 °C’lik derin dondurucuda muhafaza edildi.

3.12.1. Hipokampus Dokularimin Homojenizasyonu

Ayni grupta bulunan farkli hayvanlara ait hipokampus dokular tartildi ve
yeterli protein konsantrasyonunu saglamak amaciyla 2-3 hipokampus 1 0Ornek
olusturacak sekilde birlestirildi. Birlestirilen dokular, 1:5 oraninda homojenizasyon
tamponu ile karistirildi. Oncelikle, doku teflon-cam homojenizator ile 18-20 darbede

parcaland1 ve ardindan 1 dk’lik sonikasyon ile homojenizasyon iglemi tamamlandi.
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Homojenizasyon ve sonikasyon islemleri, igerisinde buz bulunan beherlerde
gerceklestirildi. Homojenize edilen doku 6rnekleri +4 °C’de ve 10000 g’de 10 dakika
siireyle santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlardaki protein miktari, Bradford
yontemi ile spektrofotometrik olarak 6l¢ildi. Son olarak slpernatantlar 0,5 ml’lik

hacimlere bollnerek yedeklendi ve -20 °C’lik derin dondurucuda muhafaza edildi.

3.13. Western Blot Yontemi

3.13.1. Sodyum Dodesil Sulfat Poliakrilamit Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE)

3.13.1.1. Yontemin Genel Prensibi

Elektroforez yontemi, bir karigim i¢inde hedeflenen bir proteini 6zglin bir
sekilde saptamak i¢in kullanilan en genel yontemdir. Bir proteinin biiyiikliigii ve alt
birimlerinin niteligi SDS poliakrilamit elektroforezi ile belirlenebilir. Proteinler
icerdikleri amino asitlere bagli olarak genellikle net bir art1 veya eksi yiike sahiptir.
Protein molekulinl iceren bir ¢ozeltiye elektrik alan uygulandiginda protein net
yiikiine, biiyiikliigiine ve bigimine bagli olarak belirli bir hizla hareket eder (141).
(Sekil 10).

Bu yontemde proteinlerin i¢cinde hareket ettigi ortam olarak ¢ok sayida capraz
bagi bulunan poliakrilamit jel kullanilir. Jel monomerlerin polimerlesmesi ile
hazirlanir, gézeneklerin boyutu istenilen proteinin ilerlemesini geciktirecek olcude
kiigiik olarak ayarlanir. Jel sentetik bir madde olan akrilamit ile akrilamit tiirevi olan
N-N’-metilen bisakrilamidin polimerlesmesiyle olusturulur ve ornekler bu jel
lizerinde yiiriitiiliir. Polimerlesme reaksiyonunda akrilamit molekdlleri yan yana
baglanarak diiz zincirler olustururlar. Bisakrilamit molekiilleri ise iki akrilamit zinciri
arasinda ¢apraz baglanmalar olusturur. Polimerlesme derecesi sicaklik, pH,
amonyum persiilfat (APS) ve N,N,N’,N’-tetrametil-etilendiamin (TEMED) miktarina
gore farklilik gosterir. Polimerlesme icin serbest radikal olusumuna sebep olan APS
reaksiyon baslatici, TEMED ise katalizoér olarak rol oynar. Proteinler sulu ¢ozelti
icinde degil, giiglii eksi yiik tasiyan bir deterjan (SDS) igeren bir ¢ozelti iginde

bulunur. Deterjan proteinlerin hidrofobik alanlarina baglanarak protein yapisinin



49

acilmasina, bagl proteinlerin birbirinden ya da lipit molekiillerinden ayrilmasina ve
deterjan ¢ozeltisi iginde serbestce yiizer durumda kalmasina ve tum proteinlerin esit
yukle yiklenmesini saglayarak proteinlerin molekiiler agirliklarina gore ayrilmasina
neden olur. Ayrica, proteinlerdeki S-S baglarini kirmak amaciyla betamerkaptoetanol
gibi bir indirgeyici ajan kullanildiginda c¢ok alt birimli molekiilleri olusturan
polipeptitlerin ayr1 ayri analizi miimkiin olur. Yontem polipeptitleri biiyiikliiklerine
gore ayirdigindan molekiil agirliklart ve protein kompleksindeki alt birimlerin

bilesimi hakkinda bilgi verir (141).

Bu ¢alismada, proteinlerin elektroforetik alanda iyi ayrismasini saglayan

SDS-PAGE, Laemmli (1970)’nin yontemi esas alinarak ¢alisilmistir (142).

3.13.1.2. Jeller Hazirlanirken Kullanilan Reaktif Miktarlar:

Ayrisma Jeli: Olgiilecek olan parametrelerin molekiil agirhigina uygun jel
yuzdesi secildi. NR2B (190 kDa) icin %5°1lik, CREB (43 kDa) ve BDNF (32 kDa)
icin %7,5°luk jel kullanild1. Jeller tabloda gosterilen miktarlar pipetlenerek hazirlandi
ve kullanildi (Tablo 2, Tablo 3).

Yukleme Jeli (%5): Tablo 4’te gosterilen miktarlarda reaktifler pipetlenerek
hazirlanan %5°1ik jel kullanildi.

3.13.1.3. Jelin Dékiilmesi Islemi

Jelin dokiilecegi camlar, iizerlerinde olabilecek partikiillerin jeli bozmamasi
ve proteinlerin diizgiin bir sekilde yiirlimesini saglamak icin distile su ile yikand,
%70’lik alkolden gecirildi ve havada kurutuldu. Camlar kuruduktan sonra arka
(kalin) ve 6n (ince) camlar ayn1 hizaya getirilerek birlestirildi ve dikey olarak jel
dokme aparatina yerlestirildi (Resim 3). Hazirlanan ayrisma jeli tstten 1-1,5 cm
bosluk birakilarak camlar arasina pipetlendi. 45 dakika boyunca jelin donmasi igin
beklendi. Camlarin arasina on iki kuyucuklu tarak yerlestirildi. Yiikleme jeli
hazirlanarak camlar arasma pipetlendi. Yiikleme jelinin oda 1sisinda tamamen
donmasi i¢in yaklasik 30 dakika beklendi ve numunelerin hazirlanmasi islemine

gecildi.
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Resim 3. Jel dokme aparati

3.13.1.4. Numunelerin Hazirlanmasi ve Protein Tayini

Protein tayini icin Bradford yontemi (139) kullanildi. Bradford yontemi
Coomasie brillant blue (parlak mavisi) G-250 boyasinin farkli konsantrasyonlardaki
proteinlere baglanarak, degisik renk siddetinde mavi renkli ¢ozeltiler ortaya
koymasindan yararlanilarak gelistirilmistir. Mavi rengin olugmasinda proteinin
aminoasit bilesimi onemlidir. Yontemde temel alinan olgu, boya normal sartlarda
465 nm’de maksimum absorbans verirken, protein ile baglandigi zaman 595 nm
dalga boyunda maksimum absorbans vermesidir. Bu dl¢iim duyarlidir ve 1,2 mg/ml
altindaki protein diizeyleri 6l¢iimii icin tasarlanmistir. Calismamizda hipokampus

dokusundaki protein tayini ticari kit kullanilarak yapildi.

1

Kitin icerisinde bulunan liyofilize haldeki BSA 20 ml distile su ile

sulandirildi ve homejen bir ¢zelti olusana kadar karistirildi.

2- Boya reaktifi 1:5 oraninda distile su ile diliie edildi ve filtre kagidindan

suzalda.
3- 0,125;0,25; 1; 1,5; 2 mg/ml’lik BSA standartlar1 hazirlandi.

4- Hazirlanan standartlarin her birinden ve hipokampus 6rneklerinden 100 pl

alinarak temiz test tiiplerine konuldu.

5- Her test tlplne 5 ml dilue boya reaktifinden eklendi ve vortekslendi.
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6- Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi.
7- Absorbanslar 595 nm’de spektrofotmetrede 6l¢iildii.

8- Dokudaki protein miktar1 asagidaki standart grafigi kullanilarak
hesaplandi.

0.8
0.7
0.6
£05
5 0.4 -
203 -
0.2 -
0.1 -

0 ‘ T T T
0 0.5 1 15 2 2.5

Konsantrasyon (mg/ml)

y =0.3432x + 0.0271
R2=10.995

Grafik 1. Protein standart grafigi

Protein miktarlar1 tayin edilen hipokampus doku siipernatantlari, -20 °C’deki
derin dondurucudan c¢ikartilarak buz iizerine alindi. Daha sonra, ekilmesi gereken
orneklerin hacim hesaplamasi, kuyucuk basina son protein konsantrasyonu 50 pg
olacak sekilde yapildi. Uzerine 1:1 oraninda 2X &rnek tamponu (sample buffer)

(Tablo 5) eklendi ve drnekler tampon ile iyice karistirildi.

Ornek tamponu ile karistirilan drnekler 95°C sicaklikta 5 dakika boyunca
kaynatilarak denatiire edildi. Belirlemek istedigimiz proteinin molekiil agirligini
saptamaya yarayan protein standardi da kaynatma islemine tabi tutuldu. Kaynatma

isleminden sonra 6rnekler jele yiiklemek i¢in hazir hale getirildi.

3.13.1.5. Orneklerin Kuyucuklara Yiklenmesi ve Elektroforez Yontemi

ile YUratulmesi

Taraklar kuyucuklarin bozulmamasina dikkat edilerek yavasca kaldirildi.
Taragin olusturdugu kuyularin ici, enjektor ile hava verilerek temizlendi. Jellerin

bulundugu camlar aparattan ¢ikartilip, elektroforez tankina yerlestirildi.
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Elektroforez tanki, alt bolmesindeki isaretli yere (elektrodun temas
edebilecegi bir yiikseklige) kadar elektroforez tamponu ile dolduruldu. ilk kuyuya,
molekiil agirliklar1 bilinen proteinleri igeren marker (8 pl), diger kuyulara da
hazirlanan numuneler pipetlendi (Sekil 10). Orneklerin yiiklenmesi tamamlandiktan
sonra, elektroforez tanki kapatildi. Tanka baglanan giic kaynag 130 V, 40 mA

degerlerine ayarlanarak elektroforez islemi +4°C’de baglatild1 (Resim 4).

Resim 4. Elektroforez sistemi ve gii¢ kaynagi

Kuyucuklara yuklenen ornekler, 6rnek tamponu icinde yer alan boya
nedeniyle jel Uzerinde mavi bantlar olusturdu (Sekil 10). Jelde olusan bantlar, jelin
alt ucuna 0,5 cm mesafe kalana kadar (yaklagik 1,5 saat) yiiriitiildi. Yiriitme islemi
tamamlandiktan sonra camlar elektroforez tankindan c¢ikarildi, plastik bir cetvel
yardimut ile istteki ince cam kaldirildi. Kalin cam iistiinde kalan jelin iist kismindaki
yiikleme jeli kesilerek atildi. Altta kalan ayrigsma jeli, blotlama islemi i¢in hazir hale
getirildi.
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Sekil 10. Orneklerin yiiklenmesi ve elektroforez islemi (143).

3.14. Ayrisma Jelinin Membrana Aktarilmasi (Blotlama Islemi)

3.14.1. Blotlama isleminin Genel Prensibi

Membran Uzerindeki 1-5 ng kadar az miktardaki proteini saptamaya duyarli
bu yontem, ardigtk 2 asamadan olusur. Once jel iizerindeki proteinler, boyama
yapilmaksizin sabit bir ylizeye (membran) aktarilir; sonra da hedeflenen protein
Ozgiin bir belirtecle saptanir. Yaygin olarak immiinolojik belirtegler kullanilir. Bu

asamada protein kendisine 6zgii antikorla isleme tabi tutulur.

3.14.2. Blotlama islemi

Polivinilidin Florir (PVDF) membran ve iki tane kurutma kagidi jel
boyutlarinda kesildi. Membran 15 s %99,7 metanolde aktiflestirildi ve ardindan
distile su i¢inde 2 dk boyunca bekletildi. Iki adet siinger, membran ve kurutma
kagitlar1 soguk transfer tamponu i¢inde 15 dk bekletilerek iyice 1slanmalar1 saglandi.

Sandvig aparatinin igerisine sirasi ile en alta transfer tamponu ile doyurulmus siinger,
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bir kat kurutma kagidi, PVDF membran, jel, bir kat kurutma kagidi ve siinger

yerlestirilerek kapatildi (Tablo 9, Resim 5).

Resim 5. Blotlama islemi igin kullanilan sandvig aparatlari

Hazirlanan sandvig¢ aparati, jel anot tarafina membran katot tarafina gelecek
sekilde transfer tankina yerlestirildi (Resim 6). Tanka baglanan giic kaynagi, 100 V
ve 350 mA degerlerine ayarlanarak transfer islemi baslatildi. +4°C’de 60 dakika
boyunca transfer islemine devam edildi. Bu siirenin bitiminde membran, aparattan

cikarildi ve antikor ile isaretlemeye hazir hale getirildi.

Resim 6. Sandvig aparatinin transfer tankina yerlestirilmesi
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Tablo 9. Sandvig aparatinda olusturulan transfer katmanlari.

Anod
Slnger

Kurutma Kagidi
PVDF Membran
Poliakrilamid Jel

Kurutma Kagidi

Slnger
Katod

3.15. Spesifik Proteinin Saptanmasi

Antikor ile isaretlemeye hazir hale getirilen membran, temiz bir kaba alindi.
10 dk boyunca TBST cozeltisi ile iki kez yikandi. Yikama islemi sonrasinda,
membranin iizerine bloklama ¢ozeltisi eklenerek 30 dakika siire ile oda sicakliginda
calkalayicida birakildi. Siire sonunda bloklama islemi bitirildi ve BSA ¢dozeltisi
dokaldi. Hedeflenen proteine 6zgi primer antikorlar TBST ile dillie edildi.
Incelenecek her bir antikor, membran iizerine eklenerek +4°C’deki buzdolabina
yerlestirilen ¢alkalayici tizerinde 1 gece boyunca bekletildi. Ertesi sabah cozelti
dokiiliip, membran 3 kez 10’ar dk’lik periyotlar halinde TBST ile yikandi. Bu islem
ile zayif baghh ya da baglanmamis antikorlar membran iizerinden uzaklastirildi.
Enzim isaretli sekonder antikor, TBST ile diliie edilerek membranin iistiinii 6rtecek
miktarda eklendi. Membran oda 1sisindaki ¢alkalayicida 60 dk boyunca c¢alkalandi.
Stire sonunda membran tekrar 3 kez 10’ar dk’lik periyotlar halinde TBST ile
yikandiktan sonra boyama islemine gegildi. Satin alinan hazir BCIP/NBT soliisyonu
kullanilarak bantlar goriiniir hale gelene kadar boyama islemi gergeklestirildi.
Boyama iglemi tamamlaninca membranlar Kodak Image Station 2000 MM cihazi ile
goruntilendi. Her bir reseptor icin elde edilen bantlarin optik dansiteleri Kodak 1D

(v.3.6.5, Connecticut, USA) programi kullanilarak hesaplandi.
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3.16. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz SPSS 18.0 (Chicago, Amerika Birlesik Devletleri)
programi ile yapildi. Morris Su Labirenti verileri “Levene homojenite” testi ile
degerlendirildi ve verilerin homojen dagilmadigr goruldi ardindan ilk 5 glnlik
ogrenme perioduna ait veriler, probe test verileri ve gorinlr platform testine ait
veriler agisindan gruplar arasinda fark olup olmadigi “Kruskall-Wallis” testi ile
analiz edildi. Anlamli fark bulunan parametreler icin “Mann-Whitney U” testi ile

gruplar ikiserli olarak karsilastirildi ve p<0,05 ise anlaml1 kabul edildi.

Her grubun kendi iginde 1. glinden 5. giine gelisim siireci “Friedman” testi
degerlendirildi. Istatistiksel anlamliligin hangi giinden kaynaklandigini saptamak
amactyla “Bonferroni diizeltmeli Wilcoxon Signed Ranks” testi uyguland: ve p<0,01
anlaml kabul edildi.

Hipokampuste NR2B, CREB, BDNF protein ekspresyonu verilerinin dagilimi
Levene homojenite testi ile degerlendirilmis ve homojen olmadig1 goriildiikten sonra
her bir reseptoriin yogunlugu agisindan gruplar arasinda fark olup olmadigi
nonparametrik bir test olan “Kruskall-Wallis” ile degerlendirildi ve p<0,05 anlamli
kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. Morris Su Tanki Testi Verileri

S7

Su tanki testinden elde edilen veriler asagida belirtilen sekilde sunulmustur

(Tablo 8).

1- Bes giinliik 6grenme egzersizlerine ait parametreler

2- Probe trial teste ait parametreler

3- Gorunur platform testine ait parametreler

4.1.1. Ogrenme Egzersizlerine Ait Parametreler (1.-5. giin)

4.1.1.1. Hedef Platformu Bulma Siiresi

Hedef platformu bulma suresi, 6grenmenin 6lgiitii olarak degerlendirilmistir.

Bu siire kisaldik¢a 6grenmenin gerceklestigi kabul edilmistir.

a) Hedef platformu bulma siresinin her bir gin icin gruplar arasi

karsilagtirmasi

Her bir egitim giinii i¢in hedef platformu bulma siiresi bakimindan gruplar

aras1 karsilagtirma yapilmistir (Tablo 10). Bes giinliik 6grenme egzersizleri boyunca

yalnizca 3. ginde Sham grubunun, EMA grubu ve EMA+GA grubuna gore

platformu daha kisa siirede buldugu saptanmistir (p<0,05). Diger egitim giinlerinde

hedef platformu bulma siiresi agisindan gruplar arast anlamli bir fark saptanmamistir
(p>0,05) (Grafik 2).

Tablo 10. Hedef platformu bulma siresine ait veriler (s)

Gruplar (*) 1. Gln 2. Gun 3. Gun 4. GlUn 5. GUn

EMA 36,84+2,09 28,39+3,43 22,32+2,82% 10,99+1,67 16,29+2,83
EMA+GA 42,41+3,44 29,11+44,39 26,71+517* 20,20+5,37 18,32+3,73
GA 34,98+3,54 20,66+2,15 14,96+2,36 15,21+2,72 15,84+1,83
SHAM 45,32+2,74 22,81+4,14 11,89+152 14,08+3,44 14,28+2,58

*Degerler ortalama+tstandart hata seklinde verilmistir. a: Sham grubuna gére p<0,05
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Grafik 2. Hedef platformu bulma siirelerinin gruplar arasi karsilastirmasi
a: Sham grubuna gore p<0,05

b) Hedef platformu bulma siiresinin grup icinde giinler arasi

karsilastirmasi

Tim gruplarin kendi icinde giinden glne hedef platformu bulma siresi
degerlendirilmistir ve p<0,01 anlamli olarak kabul edilmistir. EMA grubunda 1.-3.,
1.-4., 1.-5. ve 2.-4. giinler arasinda, EMA+GA grubunda 1.-4., 1.-5. ve 2.-5. gunler
arasinda, GA grubunda 1.-3., 1.-4. ve 1.-5. arasinda anlamli fark saptanmistir. Sham
grubunda 1.-2., 1.-3., 1.-4., 1.-5. ve 2.-4. giinler arasinda anlamli fark saptanmistir
(Grafik 3). Tim gruplarin 1. gun ile 5. giin verileri anlamlidir bu bize tim gruplarin
sistemi 0grendigini ifade etmektedir. Ancak Sham grubu su labirentinin amacini 2.
giinden itibaren 6grenmis ve 1. giine gore fark olusturmustur. EMA uygulanan grup
3. gunden itibaren 6grenme siirecinde fark yaratabilmisken, EMA+GA ve GA grubu
bu siiregte 4. giinde fark yaratabilmistir. EMA grubu 2. Gine gore 4. Gilnde fark
yaratirken, EMA+GA grubu 2. giine gore 5. giinde §grenme siiresini anlamli diizeyde

kisaltabilmistir.
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Grafik 3. Hedef platformu bulma suresinin grup icinde giinler arasi degerlendirmesi

a: 1. gun verisine gore p<0,01, b: 2. guin verisine gore p<0,01
4.1.1.2. Hedef Kadranda Gegirilen Sure

Ogrenme egzersizleri boyunca hedef kadranda gegirilen siire hayvanm hedef
platformu bulmaya yonelik ¢abasinin bir gostergesi olarak incelenmistir. Hedef
kadranda gecirilen siire bakimindan gruplar arasinda anlamli fark bulunmamistir
(p>0,05) (Tablo 11, Grafik 4).

Tablo 11. Hedef kadranda gecirilen sureye ait veriler (s)

Gruplar (*) 1. Gln 2. GUn 3.GUn 4. GUn 5.GUn

EMA 4,21+0,46 3,80+0,47 3,35+0,41 1,96+0,20 2,94+0,33
EMA+GA 5,64+0,37  3,57+0,39  3,69+0,59  2,54+0,47  2,95+0,54
GA 4,61+0,51 3,18+0,39 2,66+0,45 2,36+0,49 2,83+0,27
SHAM 5,94+0,49 3,20+0,41 2,23+0,27 2,41+0,41 2,91+0,34

*Degerler ortalama+standart hata seklinde verilmistir.
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Grafik 4. Hedef kadranda gegirilen slrenin gruplar arasi karsilagtirmasi

4.1.1.3. Yizme Hiz1

Hedef platformu bulana kadar hayvanin yiizme hizi genel motor performansi

degerlendirmek amaciyla Ol¢iilmiistiir. Gruplar arasinda yiizme hizi bakimindan

anlamli fark bulunmamistir (p>0,05) (Tablo 12, Grafik 5).

Tablo 12. Hedef platformu bulana kadar yiizme hizina ait veriler (cm/s)

Gruplar (*) 1. Gln 2.GUn 3.GUn 4. GUn 5. GUn

EMA 18,65+0,90 20,45+0,78 20,57+0,70 20,91+0,63 18,03+0,67
EMA+GA 20,95+1,28 19,30+1,21 18,58+1,30 18,58+1,39 16,41+1,17
GA 20,38+1,02 22,20+1,47 20,80+1,28 21,57+1,44 19,65+1,68
SHAM 21,41+0,86 21,45+1,10 19,55+1,08 20,32+1,22 17,81+0,88

*Degerler ortalamatstandart hata seklinde verilmistir.



61

25
L
20 +—— A
.
.17 =7
E’ 15 '_g __g 7.EMA
< ,// ,’5 = EMA+GA
T 3
g __? J =SHAM
% =7
= 7
Y W
1. Gun 2.Gun 3. Gin 4. Giln 5. Gln
Ogrenme egzersizleri giinleri

Grafik 5. Yiizme hizinin gruplar arasi karsilagtirmasi

4.1.1.4. Katedilen Mesafe

Hedef platformu bulana kadar hayvanin katettigi mesafe genel motor
performansi degerlendirmek amaciyla 6l¢iilmiistiir. Birinci giin icin EMA-Sham ve
GA-Sham gruplar1 arasinda anlamli fark saptanmistir (p<0,05). EMA ve GA gruplari
Sham grubuna gore ilk giin hedef platformu bulana kadar daha az mesafe katetmistir
(Tablo 13). Ugiincti giinde ise EMA-Sham ve EMA+GA-Sham gruplari arasinda
anlaml fark bulunmustur. EMA ve EMA+GA gruplart Sham grubuna gore hedef
platformu bulana kadar daha fazla mesafe katetmistir. Sham grubu ortalama
katedilen mesafe degeri egitimin ilk giint en yiksek iken 3. gin EMA ve EMA+GA
gruplarina gore anlamli diizeyde diigmiistiir. Hedefe varmak i¢in Sham grubunun
katettigi yol EMA, EMA+GA gruplarina gore anlamli diizeyde kisadir. Bu veri 3.
ginde Sham grubunun hedef platformu bulma siresinin EMA, EMA+GA gruplarina

gore anlaml diizeyde kisa olusu ile uyumludur (Grafik 6).

Tablo 13. Hedef platformu bulana kadar katedilen mesafeye ait veriler (cm)

Gruplar (*) 1. Gun 2.Gun 3. Gln 4. Gun 5.Gln

EMA 662,92+67,88*  583,44+67,22  459,48+59,12%  220,32+34,17  312,98+60,32
EMA+GA 886,18+82,27  523,24+67,11  445,01+59,38%  317,50+64,90 279,54+40,87
GA 724,30+73,81*  460,46+50,80  301,05+47,34  317,49+61,59  312,24+44,19
SHAM 973,30£54,50  472,75+84,41  227,68+31,00 268,91+69,00 260,99+51,51

*Degerler ortalamatstandart hata seklinde verilmistir. a: Sham grubuna gore p<0,05.
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Grafik 6. Katedilen mesafenin gruplar arasi karsilagtirmasi

a: Sham grubuna goére p<0,05.

4.1.1.5. Dis Kadranda Gegirilen Sure

D1s kadranda gecirilen siire anksiyete gostergesi olarak degerlendirmistir.

Burada gegirilen siire arttik¢ca hayvanda anksiyetenin arttig1 kabul edilmektedir.

Di1s kadranda gegirilen siire bakimindan gruplar arasinda fark olup olmadigi

degerlendirilmistir (Tablo 14). Yalnizca 3. ginde EMA-Sham ve EMA+GA-Sham

gruplar1 arasinda anlamli fark oldugu bulunmustur (p<0,05). 3. gilinde anksiyete

diizeyinin Sham grubunda en diisiik oldugu, EMA+GA grubunda en yiiksek oldugu

gorilmistiir (Grafik 7).

Tablo 14. Dig kadranda gegirilen siirenin gruplar arasi degerlendirilmesi (s)

Gruplar (*) 1. Gln 2. GUn 3. GUn 4. GUn 5.GUn

EMA 6,21+0,65  4,21+0,60 2,69+0,48* 0,88+0,22 1,65+0,49
EMA+GA 8,28+0,81  4,74+0,96  3,93+1,06*° 2,84+1,12  2,55+0,90
GA 6,46+0,7 2,95+0,47 1,73#0,35 1,47+0,35 1,59+0,31
SHAM 8,72+0,72  3,32+1,04  1,06+0,23  1,41+0,57 1,52+0,44

*Degerler ortalamatstandart hata seklinde verilmistir. a: Sham grubuna gore p<0,05.
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Grafik 7. Dis kadranda gegirilen siirenin gruplar arasi karsilastirmasi

a: Sham grubuna gore p<0,05

4.1.1.6. Di1s Kadranda Katedilen Mesafe

Dis kadranda katedilen mesafe bakimindan gruplar arasinda fark olup
olmadigma bakildiginda 1. glin ve 3. giinde anlamli farklilik saptanmustir (Tablo 15,
Grafik 8). 1. glin i¢cin EMA-Sham ve GA-Sham gruplar1 arasinda dis kadranda
katedilen mesafe bakimindan anlaml fark bulunmustur (p<0,05). Ilk egitim giiniinde
Sham grubu GA ve EMA grubuna gore anlamli diizeyde fazla mesafe katetmis ancak
3. giinde katettigi mesafe hizla diismiis EMA ve EMA+GA gruplarina gore dis
kadranda gegirdigi siire anlamli diizeyde kisalmustir. (p<0,05).

Tablo 15. Dis kadranda katedilen mesafeye ait veriler (cm)

Gruplar (*) 1. Gln 2.GUn 3.GUn 4. GlUn 5.GUn

EMA 112,64+12,62% 80,46+10,64 52,95+10,21* 17,35+4,28 30,35+9,15
EMA+GA  162,19+16,68 76,96+13,43 56,68+10,80* 35,57+10,47 33,2348,32
GA 126,18+15,51% 62,88+10,62 33,14+6,11 28,94+6,90 31,20+7,64
SHAM 179,31+12,46 64,18+20,16 19,17+3,61 25,93+11,05 28,73+8,63

*Degerler ortalamatstandart hata seklinde verilmistir. a: Sham grubuna gore p<0,05.
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Grafik 8. Dis kadranda katedilen mesafenin gruplar arasi karsilagtirmasi

a: Sham grubuna goére p<0,05.

4.1.1.7. D1s Kadranda Yiizme Hiz1

Dis kadranda yiizme hizi bakimindan gruplar arasinda fark olup olmadigi

incelenmistir (Tablo 16). Gruplar arasinda yalnizca 1. gilinde anlamhi fark

bulunmustur. Farkin hangi gruplar arasinda oldugu incelendiginde EMA-EMA+GA

ve EMA-Sham gruplar arasinda farklilik goriilmistiir (p<0,05). EMA grubundaki

hayvanlarin dis kadranda ylizme hizi EMA+GA ve Sham gruplarina gore daha

yavastir (Grafik 9).

Tablo 16. Dis kadranda yiizme hizina ait veriler (cm/s)

Gruplar (*) 1. Gln 2. GlUn 3. Gln 4. Gun 5. Gln

EMA 13,74+1,22% 14,57+1,18 13,36+1,15 9,52+0,61  9,38+1,00
EMA+GA 18,35+1,34° 13,23+1,37 12,27+#1,01 9,84+1,18  8,88+1,33
GA 17,17+154 14,88+155 11,9+1,07 11,26+1,02 10,36%1,05
SHAM 20,58+1,21 15,16+1,82 11,35+1,27 9,29+1,13  9,63+0,81

*Degerler ortalamatstandart hata gseklinde verilmistir. a: Sham grubuna gore p<0,05; b: EMA grubuna

gore p<0,05.
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Grafik 9. Dis kadranda ylizme hizinin gruplar arasi karsilagtirmasi

a: Sham grubuna goére p<0,05; b: EMA grubuna gére p<0,05.

4.1.2. Probe Trial Teste Ait Parametreler (6. Gun)

Bes gilinliik 0Ogrenme egzersizleri sonunda Ogrenmenin gergeklesip
gerceklesmedigi 6. glinde ‘Probe trial test” uygulanarak kaydedilen veriler
dogrultusunda degerlendirilmistir (Tablo 17).

Tablo 17. Probe trial testte degerlendirilen parametrelere ait veriler

Olgiilen Parametreler (*) EMA EMA+GA GA SHAM
Hedef Kadranda Gegirilen Siire (s) 10,06+0,68 7,97£0,91>° 10,78+0,61 11,77+0,56
Hedef Kadranda Katedilen Mesafe (cm) 191,36+13,33 141,75+16,62* ¢ 216,38+10,94 216,87+10,57
Yiizme Hizi (cm/s) 19,67+0,64 18,07+1,50 21,15+1,02 20,08+0,73
Katedilen Mesafe (cm) 1178,52+38,12 1080,58+91,35 1267,80+61,09 1203,46+43,88

*Degerler ortalamatstandart hata seklinde verilmistir. a: Sham grubuna gére p<0,05; b: GA grubuna
gore p<0,05; ¢: EMA grubuna gore p<0,05

4121 Hedef Kadranda Gegirilen Slrenin Gruplar Arasi

Karsilastirmasi

Hedef kadranda gegirilen siire bakimindan EMA+GA-Sham ve EMA+GA-
GA gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmustur (p<0,05). EMA+GA grubundaki
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hayvanlarin hedef kadranda Sham ve GA grubuna gore daha az siire gegirdigi
goriilmiistiir (Grafik 10). EMA+GA grubu probe trial test gininde en kotl

performansi gostermis ve hedef kadranda en kisa siire gegiren grup olmustur.
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Grafik 10. Hedef kadranda gecirilen siirenin gruplar arasi karsilagtirmasi

a: Sham grubuna gore p<0,05; b: GA grubuna gére p<0,05.

412.2. Hedef Kadranda Katedilen Mesafenin Gruplar Arasi

Karsilastirmasi

Hedef kadranda katedilen mesafe verileri degerlendirildiginde EMA-
EMA+GA, EMA+GA-GA, EMA+GA-Sham gruplari arasinda anlamli fark oldugu
goriilmiistiir (p<0,05). EMA+GA grubunun hedef kadranda katettigi mesafenin diger
gruplardan az oldugu, saptamistir (Grafik 11).
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Grafik 11. Hedef kadranda katedilen mesafenin gruplar arasi karsilastirmasi

a: Sham grubuna goére p<0,05; b: GA grubuna gore p<0,05; c: EMA grubuna gore p<0,05

4.1.2.3. Yiizme Hizinmin Gruplar Arasi Karsilastirmasi

Probe trial testte yiizme hizi bakimindan gruplar arasinda anlamli fark

bulunmamustir (p>0,05) (Grafik 12).
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Grafik 12. Probe trial testte yiizme hizinin gruplar arasi karsilagtirmasi
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4.1.2.4. Katedilen Mesafenin Gruplar Aras1 Karsilastirmasi

Probe trial testte katedilen mesafe bakimindan gruplar arasinda anlamli fark
bulunmamustir (p>0,05) (Grafik 13).
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Grafik 13. Probe testte katedilen mesafenin gruplar arasi karsilastirmasi

4.1.3. Gorunur Platform Testine Ait Parametreler (6. Gun)

Gorilndr platform testinde, gortnir platformu bulma suresi, yiizme hiz1 ve

katedilen mesafe verileri esas alinmis ve gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli

bir fark saptanmamuistir (p>0,05) (Tablo 18, Grafik 14, 15, 16).

Tablo 18. Gorundr platform testine ait veriler

Olgulen Parametreler

*) EMA EMA+GA GA SHAM

Hedef Platformu

o 17,66+4,01 27,31+5,62 17,83+4,47 14,00+2,08
Bulma Siresi (s)

Katedilen Mesafe (cm)  263,68+44,04 352,10+56,16 342,30+77,94 250,97+41,30

Yuzme Hizi (cm/s) 16,83+1,04  15,77+2,14 20,33+1,51 18,81+1,11

*Degerler ortalama+standart hata seklinde verilmistir
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70

25
20 FERERLTLTAL
AR
D FRETEROREN
Z r -[ AR
g / AR
L HEE LT CLT LT
215 y FERERLTLTAL ~EMA
) AR
= AR @ +
= AR # EMA+GA
& AR
E 10 +— S RN = GA
N FERERLTLTAL
= AR
- AR =SHAM
AR
AR
5 — — AR
AR
AR
AR
AR
AR
0 - :
EMA  EMA+GA GA SHAM

Grafik 16. Gorunur platform testinde yiizme hizinin gruplar arasi karsilastirmasi

4.2. Western Blot Bulgular

Protein ekspresyonlar1 degerlendirilirken tiim gruplar i¢in sham grubunun her
bir protein igin optik dansite verilerinin ortalamasi alinmig, bu veri 100 kabul edilmis
ve diger gruplarin optik dansiteleri ile sham grubuna gore oranlanmistir (144). Tum

gruplarin her bir protein igin optik dansiteleri Tablo 19 *da toplu olarak verilmistir.

Tablo 19. Saptanan spesifik proteinlerin optik dansite yuzdeleri

Gruplar (*) EMA EMA+GA GA Sham
NR2B 100,17+0,39 98,89+0,49 98,70+0,76 100,00+0,00
CREB 101,00+4,35 101,68+4,30 102,67+4,45  100,00+0,00
BDNF 96,14+1,46 92,26+3,45 98,41+0,66 100,00+0,00

*Degerler ortalama+standart hata seklinde verilmistir.

4.2.1. NR2B Reseptor Ekspresyonu

Hipokampus dokusunda NR2B reseptOr ekspresyonu bakimindan gruplar

arasinda istatistiksel olarak fark saptanmamistir (p>0,05) (Grafik 17).
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Grafik 17. Hipokampus dokusunda NR2B reseptor ekspresyonunun gruplar arasi
karsilastirmasi.
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Resim 7. NR2B ve B-aktin membran gorintusu.

(EMA:1, EMA+GA:2, GA:3, Sham:4)

4.2.2. CREB Ekspresyonu

Hipokampus dokusunda CREB ekspreyonu bakimindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak fark saptanmamustir (p>0,05) (Grafik 18).



72

100 -

R
R
R

RERAE AR,
RERAE AR,
80 AERALRAEEEE
RERAE AR,
RERAE AR,
RERAE AR,
RERAE AR, L EMA
60 - RERARAREE,

RERAERAREE, 5
FERRRRRRARAN #EMA+GA
RERAE AR,
RERAE AR, = GA
RERAE AR,
40 ; P
SRR = S h am
RERAE AR,
RERAE AR,
RERAE AR,
20 - AERARAREE,

AERAERAREE,
RERAE AR,
RERAE AR,
RERAE AR,
RERAE AR,

CREB Ekspresyonu (%)

EMA EMA+GA GA SHAM

Grafik 18. Hipokampus dokusunda CREB ekspresyonunun gruplar arasi
karsilastirmas.

A2KD el [3-2IN
1 2 3 4

Resim 8. CREB ve B-aktin membran gorintisu

(EMA:1, EMA+GA:2, GA:3, Sham:4)

4.2.3. BDNF Ekspresyonu

Hipokampus dokusunda BDNF ekspresyonu bakimindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak fark saptanmamustir (p>0,05) (Grafik 19).
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Grafik 19. Hipokampus dokusunda BDNF ekspresyonunun gruplar arasi

karsilastirmasi.
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Resim 9. BDNF ve B-aktin membran gorintisi

(EMA:1, EMA+GA:2, GA:3, Sham:4)

p-aktin



74

5. TARTISMA

Glinimiizde ¢ok disiik ve yiiksek frekansli EMA’lara maruziyet modern
yasamin ve teknolojideki gelismelerin bir sonucu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu
sistemlerin giinliik yasantimiza girmesiyle birlikte 0zellikle cep telefonu ve kablosuz
aglarin yaydiklar1 EMA’nin insan saglhig lizerine etkileri toplumda ve bilim
diinyasinda merak konusu olmustur. Kablosuz aglarin yaydigt EMA’nin insan sagligi

uzerine olumsuz etkileri giderek kabul gérmektedir (1, 2).

Kablosuz ag sistemlerinin yaydigt EMA’dan en fazla etkilenen gruplardan
birinin gelisim ¢agindaki ¢ocuklar oldugu bilinen bir gercektir. Bu aglarin ilk ve orta
dereceli okullarda kullanilmasi, gelisme c¢agindaki ¢ocuklarin giiniin biiyiik
bolimanu gecirdikleri okullarda tehlike arz etmektedir (8, 9). Gelisme ve 6grenme
cagindaki cocuklar1 bu zararli etkilerden korumak ve 6grenme-bellek gibi islevler
tizerinde olusabilecek olumsuz etkileri en aza indirmek amaciyla kullanilabilecek

farmakolojik etken maddelerin arastirilmasi bu ¢alismanin temelini olusturmaktadir.

Bu caligsma ile kablosuz aglarin yaydig1 2,45 GHz EMA’nin geng siganlardaki
ogrenme-bellek islevleri Gzerindeki etkisi ve GA’nin bu mekanizmadaki rolu

aydinlatilmaya caligilmistir.

Calismada, 6grenme ve bellegi degerlendirmek amaciyla Morris tarafindan
modellenen Morris su tanki testi kullanilmigtir. Su tanki testinde degerlendirilen
hedef platformu bulma siiresi Ogrenmenin gergeklesip gerceklesmediginin bir
gostergesidir. Bu siire kisaldikca O6grenmenin arttigi kabul edilmektedir. Hedef
platformu bulma siiresinin her bir giin i¢in gruplar aras1 karsilastirmasi yapildiginda
yalnizca 3. giinde gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmigstir. Sham grubundaki
hayvanlarin hedef platformu daha kisa siirede bulduklari, EMA uygulanan gruptaki
hayvanlarda ise bu siirenin uzadigi gézlenmistir. EMA+GA grubundaki hayvanlarin

ise hedef platformu en uzun siirede bulduklari goriilmustiir.

Birinci glinden 5. giine kadar yapilan 6grenme egzersizlerinde giinden giine
O6grenmenin nasil degistigi incelendiginde Sham grubunun 2. gunden itibaren, EMA
ve GA grubunun 3. giinden itibaren, EMA+GA grubundaki hayvanlarin ise 4.

giinden itibaren hedef platfomu bulmay1 6grendikleri goriilmiistiir.
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Lu ve ark. tarafindan yapilan bir g¢alismada 2,45 GHz EMA bizim
calismamizda da oldugu gibi 30 giin boyunca giinde 3 saat uygulanmis ve su tanki
testi uygulanarak hipokampus aracili 6grenme ve bellegin bozuldugu One
strilmistiir (8). Shahin ve ark. 2,45 GHz EMA’nin kisa ve uzun dénem etkilerini
ogrenme ve bellek fonksiyonlar iizerindeki etkilerini gézlemlemek amaciyla glinde 2
saat 15 gun, 30 gin ve 60 gin boyunca EMA uygulamislar. Sonug¢ olarak
calismamizda sunulan bulgularla uyumlu sekilde, 6zellikle 30 giin ve 60 giin kronik
EMA’ya maruz kalan gruplarda hedef platformu bulma siiresinin anlamli diizeyde

uzadigini gostermislerdir (145).

Hedef platformu bulma siiresi bakimindan sonug¢larimiz mevcut literatiir ile
karsilastirildiginda, EMA’nin 68renme ve bellegi olumsuz yonde etkiledigi diger

calismalarla uyum gostermistir.

GA’nin, 6grenme ve bellek mekanizmasi iizerinde olumlu etkilerine dair
calismalar mevcuttur (132). Mansouri ve ark. tarafindan gerceklestirilen bir
caligmada streptozotosin ile indiiklenen sporadik Alzheimer modelinde olusan
serebral oksidatif stres ve kognitif fonksiyonlardaki bozulmaya kars1 26 giin kronik
uygulanan 30 mg/kg GA tedavisinin olumlu sonuglar verdigi yapilan su labirenti testi
ile gortilmistiir (14). Sarkaki ve ark., serebral iskeminin neden oldugu ndronal hasar
ve bellek fonksiyonlarini da igine alan hipokampal LTP’de azalma iizerinde GA’nin
farkli dozlarim1 uygulamislar (50-100-200 mg/kg) ve 100 mg/kg’lik dozun bu

olumsuz etkiler {izerinde en giiclii etkiye sahip oldugunu 6ne siirmiislerdir (132).

GA tedavisinin bozulan 6grenme ve bellek islevleri iizerindeki olumlu
etkilerine dair sunulan ¢aligsmalar bulgularimizdan farklidir. Morris su tanki testinin
sonuglarina gore degerlendirme yapildiginda, ¢alismamizda kullanilan 30 mg/kg’lik
GA dozunun yetersiz kalmig olabilecegini diisiindiirmektedir. Cinku Sarkaki ve ark.
tarafindan gercgeklestirilen calismada hipokampal LTP mekanizmasi iizerindeki
bozulmada 100 mg/kg’lik dozun en etkin doz oldugu ifade edilmistir (132).
Calismamizda EMA+GA grubunun hedef platformu bulma siiresinin EMA
grubundan c¢ok daha kisa olacagr ya da Sham grubuna yakin bir siirede olacag:
diisiiniilmekteydi ancak hipotezimizin tam aksine EMA+GA grubu Morris su tanki

testinde hedef platformu en uzun sirede bulan grup olmustur. Bu durum gesitli
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ihtimalleri akla getirmektedir. Dozun yetersiz kalmis olmasi ihtimalinin yaninda
diger bir ihtimal ise EMA uygulamasi ile GA uygulamasi arasinda belli bir stre
birakilmamis olmasidir. Enjeksiyondan sonra GA’nin absorbsiyonu ve dagilimi i¢in
belli bir siire taninmamis olmast GA’nin etkisini tam olarak gdsterememis olmasina
neden olmus olabilir. Diger bir nokta ise EMA uygulamasinin, GA’nin kimyasal
yapisinda degisiklik olusturmus olabilecegi ihtimalidir. Nitekim yapilan literatiir
taramasinda Du ve ark.’larinin yaptiklar1 bir ¢alisma dikkati gekmektedir. Calismada
UV radyasyonun GA’nin kimyasal yapisini par¢aladigi, hidroksil iyonlar1 tarafindan
GA’nin okside oldugu ve ROS olusumunun meydana geldigi bildirilmistir (146).
Ghazizadeh ve ark. tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada 2,45 GHz EMA’nin
hipokampusteki noronlarda Ca*? girisini artirdigini, bu artisin sitozolik ROS
olusumunu tetikleyerek oksidatif stresi ve apoptozu indiikledigini one siirmiislerdir
(147). EMA’ nin direkt oksidatif stresi tetikleyici etkisi ile birlikte, GA’nin kimyasal
yapisi lizerinde ROS olusumuna neden olacak sekilde yapmis oldugu degisiklikler
EMA+GA grubunu, sadece EMA uygulanan gruptan cok daha fazla olumsuz
etkilemistir. Bu nedenlerle EMA+GA grubu hedef platformu en uzun surede bularak

ogrenme ve bellek fonksiyonlar1 olumsuz etkilenmis gruptur.

Hedef platformu bulana kadar hayvanlarin ylizme hizlart genel motor
performanst degerlendirmek amaciyla Olglilmiistir ve gruplar arasinda fark
saptanmamigtir. Mitchell ve ark. 2,45 GHz EMA’y1 kisa donem olarak 7 saat
boyunca uygulamislar ve uygulama esnasinda 30 dk. boyunca her 5 dk.’da bir
hayvanlarin lokomotor aktivitelerini incelemislerdir. EMA uygulanan hayvanlarda
lokomotor aktivitede yavaslama oldugunu rapor etmislerdir (148). Calismamizda
Mitchell ve ark.’nin yaptig1 ¢aligmadan farkli olarak 30 giin boyunca kronik olarak
ve uzun déonem EMA uygulanmig ve uygulama tamamlandiktan sonra hayvanlarin
genel motor performansi izlenmistir. Galvin ve ark. perinatal (gebeligin 5.-20.
giinleri arasinda) ve postnatal (dogumdan sonra 2.-20. giinler arasinda) dénemde
uygulanan 2,45 GHz EMA’nin dogumdan sonraki donemde bazi davranis
parametreleri Uzerine etkilerini aragtirmislardir. Her iki donemde de EMA uygulanan
hayvanlarin lokomotor aktivitelerinde azalma, ylizme testinde hayvanlarin daha

tahammulsiiz, streksiz ve isteksiz olduklar tespit edilmistir (149).
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Hedef platformu bulana kadar su tankinda katedilen mesafe yine genel motor
performansi degerlendirmek amaciyla incelenmistir. Bulgularimiza gore 1. ve 3.
giinde gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmustir. Birinci giin i¢in Sham grubu ile
kiyaslandiginda EMA ve GA gruplar1 hedef platformu bulana kadar daha az mesafe
katetmigtir. Katedilen mesafeyi degerlendirirken Oncelikle hedef platformu bulma
siiresi ve daha sonra yiizme hizi parametreleriyle birlikte yorumlamak daha dogru
olacaktir. Ciinkii hayvanin hedef platformu bulma siiresi ne kadar kisa ise platformu
bulana kadar katedilen mesafe kisalacaktir. Ayrica cut off siiresi boyunca ortalama
yiizme hiz1 diisiik ise stire boyunca hayvanlar yiizmeden sabit kalacagi i¢in katedilen
mesafe de bu oranda kisa gorinebilir. Birinci gun i¢in gruplardaki hedef platformu
bulma siiresine bakildiginda GA grubundaki hayvanlarin platformu en kisa siirede
bulduklar1 goriilmektedir bu nedenle platformun yerini 6grendikleri ve platformu
dogru kadranda arayarak en kisa mesafeyi katetetmeleri dogaldir. Sham grubundaki
hayvanlar 1. giinde en hizli yiizen grup olmasina ragmen hedef platformu bulma
siresi en uzun olan gruptur. Sham grubundaki hayvanlar platformun yerini ilk gin
Ogrenememis ancak sudan kurtulmak icin caba gostererek daha hizli yiizmiis ve
platformu ararken daha fazla mesafe katetmistir. EMA grubundaki hayvanlar ilk gln
en az mesafeyi kateden grup olmustur. Bu gruptaki hayvanlar hedef platformu GA
grubundan daha uzun surede, Sham grubundan daha kisa siirede bulmuslardir bu
nedenle ortalama ylizme hizlarina bakildiginda en yavas yiizen grup olduklar
goriilmektedir. EMA’nin lokomotor aktiviteyi yavaslattigina dair c¢aligmalar
mevcuttur (148, 149). Calismamizda EMA grubundaki hayvanlarin ylizme hizinin
yavas olmasi cut off siiresi boyunca hedef platformu aramayi birakip belli bir sure
yiizmeden kaldiklari1 sonucuna ulasilabilir. Yiizme hizindaki bu yavaglama EMA’ya
maruziyet sonucu genel motor performansin azalmasinin bir sonucu olarak

diistiniilmektedir.

Katedilen mesafe agisindan 6grenme egzersizlerinin Uclncu glniinde de
gruplar arasinda anlamli fark bulunmustur. Uglincti giinde ise yine Sham grubu ile
kiyaslandiginda EMA ve EMA+GA gruplari, hedef platformu bulana kadar daha
fazla mesafe katetmistir. Sham grubundaki hayvanlar platfomun yerini 2. ginden
itibaren 6grenerek diger gruplara gore fark yaratmistir. Dolayisiyla hedef platformu

bulma stiresi kisaldikca katedilen mesafe de kisalmigtir. EMA grubundaki hayvanlar
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1. glin en az mesafeyi kateden grup iken 3. giin en fazla mesafeyi kateden grup
olmustur. Hedef platformu bulma siresi 1. ginde Sham grubundan kisa iken 3.
ginde bu siirenin daha uzun oldugu goriilmektedir bu nedenle katedilen mesafe
Sham grubuna gore daha fazladir. EMA+GA grubundaki hayvanlar 3. giinde hedef
platformu bulmak igin en uzun sureyi harcayan ve EMA grubundan sonra en fazla

mesafeyi kateden grup olmustur.

D1s kadranda gegirilen siire, katedilen mesafe ve ylizme hizi hayvanlarin
anksiyete diizeylerinin gostergesi olarak degerlendirilmistir. Anksiyetesi yiiksek olan
hayvanlar tankin orta bolimiinde yiizmek yerine tankin duvar kisimlarina yonelerek
kendini giivende hissetmeye calismistir. Bu bilgiden hareketle dis kadranda gegirilen
siire bakimindan 5 giinliikk 6grenme egzersizleri boyunca yalnizca 3. giinde gruplar
arasinda anlaml fark saptanmistir. Sham grubu, dis kadranda en az siireyi gegiren
grup olmustur. Bu gruptaki hayvanlarin 3. giinde hedef platformu en kisa siirede
bulan grup olmasi nedeniyle hedefe yonelik davranis gosterdikleri anlasilmaktadir.
Di1s kadranlarda kisa siire gecirmeleri nedeniyle anksiyetelerinin diisiik oldugu ve
platformu bulmaya odaklandiklari sonucuna varilmaktadir. EMA+GA grubu dis
kadranda en fazla stre gegiren gruptur, elde edilen sonuclara gore bu gruptaki
hayvanlarda anksiyetenin yiiksek olmasi nedeniyle hedef platformu bulmaya yonelik
caba gostermemis oldugu anlasilmaktadir. Nitekim bu gruptaki hayvanlar 3. gilinde
platformu bulma siiresi bakimindan en uzun siireyi harcayan ve en kotii performansi
gosteren grup olmustur. EMA grubundaki hayvanlar, EMA+GA grubundaki
hayvanlardan sonra dis kadranda en fazla sireyi geciren gruptur bu bulgu ile uyumlu

olarak EMA+GA grubundan sonra hedef platformu en uzun suirede bulan gruptur.

EMA’nin canlilarin davranislar lizerindeki etkileri hala tartisiimaktadir. Bu
konu tlizerinde yapilan arastirmalara bakildiginda hala iki farkli goriis oldugu
anlasilmaktadir. Lai ve ark.’nin gerceklestirdikleri bir caligmada 2,4 GHz EMA’ nin
benzodiazepin reseptorlerinin ekspresyonuna ve bu reseptorlere olan afiniteye olan
etkisi incelenmis. EMA giinde 45 dk olmak iizere 10 giin boyunca uygulanmus. lk
uygulama giiniinde serebral kortekste benzodiazepin reseptdrlerinin sayisinda artis
gbzlenmis ve 2,45 GHz EMA’nmn hayvanlar iizerinde stres ve anksiyete kaynagi
olabilecegi sonucuna varilmistir ¢UnkU beyindeki benzodiazepin reseptorleri

anksiyete ve stres durumlarinda ekspresyonu artan ve bu duruma cevap olarak
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olusturulan reseptorlerdir (150, 151). EMA’nin anksiyete ve stres tUzerindeki etkileri
farkli frekanslarda da arastirilmis ve stresi indiikledigi hatta olusan stres nedeniyle
uzaysal hafizadaki performansin etkilendigi goriilmistiir (10, 152, 153). Cosquer ve
ark. bu bilgilerin aksine 2,45 GHz EMA’nin anksiyeteye neden olmadigini 6ne
stirmislerdir. Calismada EMA 45 dk. boyunca uygulanmis ve hayvanlarin
anksiyetesi ylikseltilmis arti labirent testi ile Olclilmiistir. EMA’nin uygulama
siiresinin kisa olmasi tam etkinin goriilmemesine neden olmus olabilir ¢linkii
calismamizda giinde 3 saat 30 giin boyunca yapilan uygulama sonucunda EMA
grubundaki hayvanlarin 3. giinde Sham grubundan daha fazla dis kadranda siire
gecirdikleri  gozlenmistir. EMA+GA grubundaki hayvanlarin dis kadranda
gegirdikleri stire en uzundur. Bu durum GA’nin anksiyeteyi artirmis olabilecegi
sonucunu akla getirmektedir. Ancak GA’nin anksiyete lizerindeki etkilerini arastiran
calismalar bunun tam tersini isaret etmektedir ve GA’nin diigsiik dozlarda oldukca
etkili bir anksiyolitik oldugu gosterilmistir (127, 154-157). Calismamizda yalnizca
GA tedavisi alan gruptaki hayvanlarin dis kadranda gegirdikleri siirenin Sham
grubuna yakin oldugu goriilmektedir bu durum GA’nin anksiyolitik etkisi oldugunu

gosteren galismalarla uyumludur.

D1s kadranda katedilen mesafe, dis kadranda gecirilen siireye benzer sekilde
anksiyete gostergesi olarak kabul edilmektedir. Hayvanin bu kadranda katettigi
mesafe platformu bulma amacindan uzaklastigini, sudan kurtulma istegini ifade
etmektedir. Ogrenme egzersizleri boyunca yalnizca 1. giinde gruplar arasinda anlamli
fark saptanmigtir. Dig kadranda katedilen mesafeyi hedef platformu bulma suresi ve
dis kadranda yilizme hiziyla birlikte degerlendirmek daha dogru olacaktir. Birinci giin
Sham grubuna ait hayvanlar dis kadranda en fazla mesafeyi kateden EMA grubu ise
en az mesafeyi katettigi goriilmektedir. Ogrenme egzersizleri icin birinci gin
verilerinin istatistiksel olarak anlamli olsa da ¢ok saglikli sonuglar vermemektedir
clinkii hayvanlar farkli ve hoslanmadiklart bir ortama adapte olmaya
calismaktadirlar. Ugiincii giin verilerine bakildiginda Sham grubu hedef platformu en
kisa siirede bulan, dis kadranda en az siireyi gegiren ve dis kadranda en az mesafeyi
kateden gruptur. Tim bu veriler Sham grubunun sisteme en iyi adapte olan, testin
amacima uygun hedef platformu bulmaya odaklanan ve anksiyetesi en diisiik olan

grup oldugunu gostermektedir. Yalnizca EMA uygulamasi alan gruptaki hayvanlar 3.
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ginde Sham grubuna kiyasla hedef platformu daha uzun siirede bulmus, dis kadranda
daha fazla siire gec¢irmis ve burada katettigi mesafe de uzun olmustur. Sonuglara
bakildiginda EMA’nin tek basina 6grenme ve bellek bozukluguna neden olmasinin
yani sira hayvanlardaki stresi ve anksiyeteyi artirarak 6grenme ve bellegin gelisimine
olumsuz etkisi de s6z konusudur. Yalnizca GA tedavisi alan grupta sayilan tim bu
parametreler Sham grubuna olduk¢a yakindir. Ancak EMA+GA grubundaki
hayvanlar Sham grubu ile karsilastirildiginda bu parametreler tizerinde en koti
performansi sergileyen gruptur. EMA ve EMA+GA gruplar1 arasinda anlamh
farkliligin bulunmamasi1 EMA’nin yarattigir 6grenme ve bellek bozuklugu, anksiyete
artis1 ve genel motor performansta diisiis iizerine GA tedavisinin olumlu bir etkisinin

olmadigin1 géstermektedir.

NMDA reseptorleri postsinaptik membranda bulunan iyonotropik glutamat
reseptorlerindendir (158). Merkezi sinir sisteminde 6nemli bir uyarici ndrotransmitter
olan glutamat tarafindan aktive edilirler (159). NMDA reseptorlerinin aktive
edilmesiyle postsinaptik membrana Ca* iyonu akisi baslar ve LTP olusumu igin
gerekli olan reaksiyon kaskadmin baslangicini olusturur (160). NMDA kanallar
bircok alt birimden olugmaktadir (NR1,NR2A-2D, NR3). Bu alt birimler iginde
o0grenme ve bellegin regiilasyonunda en onemli role sahip alt birim NR2B olarak
tanimlanmistir (161, 162). Bu nedenle ¢alismamizda hipokampus dokusunda NR2B
alt biriminin ekspresyonu Western Blot yontemi ile analiz edilmistir ve gruplar

arasinda anlaml fark saptanmamustir.

Win-Shwe ve ark.’nin yaptiklari ¢alismada orta frekansli EMA’nin (21 kHz,
15 giin, lsaat/glin) NMDA reseptor alt birimlerinden NR2B’nin ekspresyonunun
manyetik alandan etkilenmedigi bildirilmistir (163). Sonuglar ¢alismamiz ile
uyumludur ancak kullanilan EMA frekanst ve uygulama suresi farklilik
gostermektedir. Calismamizda uyguladigimiz 2,45 GHz EMA’nin NR2B reseptor
ekspresyonu Uzerindeki etkisine dair c¢alismaya rastlanmamistir. 2,45 GHz’in
O0grenme ve bellek {izerine etkilerini inceleyen c¢alismalarda mekanizmanin
molekiiler diizeyine inilmedigi, olusan etkilere dair sonuglarin davranis testleriyle
elde edilen bulgularla sunuldugu gérilmistir (9, 11, 157, 164). Bu nedenle bu
calisma ile sundugumuz sonuglar literatiirde ilk kez yer alacaktir ve EMA nin farkh

frekanslarinin uygulandigi benzer ¢alismalarin sonuglari ile karsilastirma yapilmistir.
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EMA’nin farkli frekanslarinin 6grenme ve bellek fonksiyonlarinda NR2B’nin
ekpresyonu tizerindeki etkilerine dair ¢alismalar mevcuttur. Bu ¢alismalarda NR2B
reseptOr alt biriminin miktarindaki artisa yonelik 2 farkli yaklasim getirilmistir. Duan
ve ark. asir1 diisiik frekansli EMA nin (50 Hz, 28 giin, 4 saat/giin) glutamat, Ca*? ve
NR2B reseptor ekpresyonunda artisa neden oldugunu 6ne siirmiistiir (165). Ogrenme
ve bellek fonksiyonlarinda NMDA reseptdor aktivasyonu ve  reseptor
ekpresyonundaki artis elbette onemlidir (166). Yapilan ¢alismalar asir1i glutamat
salinnmmimn NMDA reseptorlerinin asir1 aktivasyonuna ve NR2B alt tipinin
ekspresyonunda artisa neden oldugunu gostermektedir (167). NMDA reseptorlerinin
asir1 uyarilmast NMDA reseptor-kanal kompleksinin agilmasini artirarak ytiksek
miktarda Ca*? girisine neden olarak bu durumun néronal apoptozla sonuglanacagini
ve LTP’nin de i¢inde bulundugu ogrenme ve bellek fonksiyonlarinin bundan
etkilenecegi ileri stirtilmiistiir (168). Reseptor ekspresyonundaki artigin asirt uyarilma
sonucu olugmast 6grenme ve bellek lizerinde zayiflatict etkiye sahipken, LTP’nin
olusmasi i¢in gerekli olan fizyolojik diizeydeki artis tam tersine 6grenme ve bellegi
artiric1 yonde etki gostermektedir. Bu nedenle reseptdr ekspresyonundaki artist Ca*?,
glutamat ve hatta GABA miktarlarindaki degisiklikle birlikte yorumlamak daha

dogru sonuclar alinmasina neden olacaktir.

Merkezi sinir sisteminde eksitatdr ve inhibitér ndrotransmitterler arasinda bir
denge bulunmaktadir. Bu denge glutamat lehine bozuldugunda asir1 eksitasyon
sonucu NMDA reseptorlerinin uyarilmasi ve ekpresyonlarinda artis s6z konusudur.
Bu artis LTP’nin olusumu igin gerekli olan miktardan fazla oldugu durumda hiicrede
oksidatif yanitin artisiyla baglayan ve hiicreyi apoptoza gotiiren reaksiyonlar zinciri
baslamaktadir. Duan ve ark. tarafindan gerceklestirilen ¢calismada EMA uygulanan
grupta goriilen asir1 glutamat salinimiyla birlikte NR2B reseptor miktarinda artis
goriilmiistiir ancak bu durum hiicreyi apoptoza siiriiklemistir (165). NR2B
resptorlerinin miktarindaki azalma ise Ogrenme ve bellegi olumsuz yonde
etkilemektedir (166). Wang ve ark. tarafindan yapilan calismada yalnizca 6 dk
boyunca uygulanan 2.856 GHz EMA’nin uzaysal 6grenme ve bellek {izerine etkileri
degerlendirilmistir. Bes dk boyunca EMA uygulanan gruba ait hayvanlarin
hipokampus dokularinda GABA, glutamat ve NMDA reseptor alt birimlerinin

ekspresyonlar1 analiz edilmis, hem norotransmitter miktarinda hem de reseptor



82

ekspresyonunda azalmanin meydana gelmesiyle birlikte uzaysal 6grenme ve bellek

fonksiyonlarinda bozulma gergeklestigi gosterilmistir (169).

CREB-1 LTP’nin olusumunda kritik oneme sahip olan ve kisa dénem
hafizayr uzun donem hafizaya doniisten anahtar molekiildiir (60). CREB-1 aym
zamanda yeni ve kalic1 proteinler ile yeni sinaptik baglanti olusturacak proteinlerin
sentezini tetikleyecek transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu aktive eder (61).
Ogrenme ve bellegin olusumunda &nemli role sahip BDNF’nin ekspresyonu ise
CREB’in fosforilasyon yoluyla aktive olmasina bagldir (62). Calismamizda
hipokampus dokusunda CREB-1 ekspresyonu western blot yontemi ile ¢alisilmis ve
gruplar arasinda anlaml fark gorilmemistir. 2,45 GHz EMA’nin CREB-1 diizeyine
olan etkisini arastiran calisma bulunmamaktadir. Ogrenme ve bellek
mekanizmasinda yer alan CREB-1 ekspresyonu uzerinde EMA’nin etkisine dair ise
literatirde az sayida calisma bulunmaktadir. Bu c¢alismalar EMA’nin farkli
frekanslar1 uygulanarak gergeklestirilmistir. Duan ve ark. 28 ginlik 50 Hz asiri
diisiik frekansli EMA uygulamasiin hipokampal CREB fosforilasyonunda azalmaya
neden oldugunu tespit etmisler ve Ogrenme-bellek fonksiyonlarinda bozulma
oldugunu o6ne stirmiiglerdir (165). Aym sekilde Zuo ve ark. galismalarinda 2.856
GHz EMA’nin o6grenme ve bellekle iliskili olan CREB dizeyini azalttigini
gostermiglerdir (170).

BDNF norotrofin ailesinin  bir (yesidir ve ndrogenez, sinaptogenez
olaylarinda 6nemli role sahiptir ayrica hipokampuste LTP mekanizmasini fizyolojik
olarak fasilite ederek Ogrenme ve bellek fonksiyonlariyla iligkilidir oldugu
bilinmektedir. Artmis BDNF diizeyinin hipokampal norojenik kapasiteyi artirdigi ve
bunun sonucu olarak da hipokampus bagimli hafizanin iyilestigi yapilan ¢aligmalarla
gosterilmistir  (44). Calismamizda hipokampus dokusunda BDNF ekspresyonu
western blot yontemi ile ¢alisilmis ve gruplar arasinda anlamli fark goriilmemistir.
Win-Shwe ve ark. farkli frekansta uyguladiklart EMA’nin (21 kHz, 15 gun,
1saat/giin) hipokampal BDNF diizeyleri iizerinde degisiklik olusturmadigi sonucuna
ulagsmiglardir (163). Harry ve ark. 60 Hz (18,5 saat/gin, 1 hafta) EMA’y1 gestasyon
ve laktasyon siirecindeki sicanlara uygulamislar ve BDNF diizeylerini analiz

etmigler. Sonu¢ olarak uygulanan EMA’nin BDNF diizeyinde degisiklige neden
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olmadigini bulmuslardir. Calismanin verileri bizim ¢alismamizla uyumludur ancak

EMA frekansi ve uygulama siiresi farklidir (171).

Aynm1 EMA frekasinda ve GA kullanilarak yapilacak sonraki ¢alismalar i¢in
GA dozunun yeniden gozden gecirilerek farkli doz araliklarinin denenmesi, GA
enjeksiyonu ile EMA uygulamasi arasinda farmakokinetik olaylar agisindan belli bir
siire birakilmasi, hipokampus dokularinda eksitotoksisitenin degerlendirilmesi
bakimindan glutamat ve Ca*? dizeylerinin analizi, oksidatif stres ve apoptozis
diizeyini goOsteren parametrelerinin incelenmesi ile konunun daha ayrintih

aydinlatilmas1 gerekmektedir.



84

6. SONUC VE ONERILER

Iletisim saglamak ve yasam kolaylastirmak amaciyla kullanilan fakat EMA
yayan cihazlardan uzak kalmak giiniimiiz teknolojisini ve ihtiyaglarin1 g6z 6niinde
bulundurdugumuzda gergekten imkansizdir. Bu cihazlarin giinliik yasantimiza
girmesiyle birlikte yaydiklart EMA’nin insan sagligi tizerindeki etkileri toplumda ve
bilim dinyasinda merak konusu olmustur. Cihazlarin yaydigt EMA nedeniyle en
fazla etkilenen risk gruplar1 i¢ine gelisim cagindaki ¢ocuklarin girdigi bilinen bir
gercektir. Bu aglarin Ozellikle ilk ve orta dereceli okullarda kullanilmasi gelisme
cagindaki cocuklarin giiniin buyuk bolimind gecirdikleri okullarda tehlike arz
etmektedir. S6z konusu ¢agdaki ¢ocuklari bu zararl etkilerden korumak ve 6grenme-
bellek islevlerinde olusacak olumsuz etkileri en aza indirmek icin yapilan bilimsel
calismalar 6nem kazanmaktadir. Bilimsel verilerle desteklenerek bu konunun
aydinlatilmasi bir toplum sorununun pargasini olusturmanin yani sira saglikli bireyler

yetistirmek i¢in de 6nem arz etmektedir.

Calismamizda 2,45 GHz EMA’nin ve GA tedavisinin hipokampus aracili
ogrenme-bellek mekanizmasi tizerinde nasil bir role sahip oldugu, Morris su tanki
testi ve hipokampuste bu mekanizma ile iliskili molekiiler parametrelerin (NR2B,
CREB, BDNF) western blot analizi ile degerlendirilmistir. Otuz giin boyunca
uygulanan EMA’nin su labirenti testinde Ogrenme ve bellek fonksiyonlarinda
bozulmaya neden oldugu ancak 30 mg/kg dozunda uygulanan GA’nin bu bozulma
tizerinde olumlu etkiye sahip olmadigi sonucuna varilmistir. Hipokampuste
ekspresyonlar1 analiz edilen NR2B, CREB ve BDNF’nin diizeylerinde gruplar
arasinda fark olmadigi goriilmiistiir. Calismamizda sunulan bulgularm, konu
hakkindaki tartismalara yeni bir bilimsel boyut katacagi ve daha sonra yapilacak

calismalara referans olacagi kanaatindeyiz.
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OZET

Ogrenme-Bellek Mekanizmasindaki Postsinaptik Modifikasyonlara Kablosuz
Aglarin Etkisi ve Gallik Asidin Rolu

Calismamizda kablosuz aglarin yaydigi 2,45 GHz elektromanyetik alan
(EMA)’in hipokampus aracili 6grenme-bellek mekanizmasi tizerindeki etkisi ve
gallik asit (GA)’in bu mekanizmadaki rolii incelenmistir.

Calismada saglikli, 6 haftalik, 48 adet, erkek sican kullanildi. Dort farkl
deney grubu olusturuldu (n=12). Grup 1: EMA; 3saat/giin EMA uyguland:1 ve 0,1
ml/gun distile su verildi. Grup 2: EMA+GA; 3saat/giin EMA uygulandi ve 30
mg/kg/giin dozunda GA verildi. Grup 3: GA; 30 mg/kg/gun dozunda GA verildi.
Grup 4: Sham; 0,1 ml/gin distile su verildi. Deney 30 giin sirdi ve deney suresince
tim gruplara kisitlama uygulandi. EMA uygulamasini takiben, 6grenme ve bellegi
degerlendirmek amaciyla Morris su tanki testi kullanildi. Alti giinliik mekansal
O0grenme ve hafiza testinden 24 saat sonra deney sonlandirildi. Anestezi altinda
hayvanlar dekapite edildi ve hipokampus dokular1 alindi. Dokulardaki NR2B, CREB
ve BDNF protein ekspresyonlart Western Blot yontemi ile analiz edildi.

Otuz giin boyunca uygulanan EMA’nin su labirenti testinde 0grenme ve
bellek fonksiyonlarinda bozulmaya neden oldugu ancak GA tedavisinin bu bozulma
tizerinde olumlu etkiye sahip olmadigi sonucuna varilmistir. Hipokampus
dokusundaki ekspresyonlart analiz edilen NR2B, CREB ve BDNF’de gruplar
arasinda farklilik olmadig1 goriilmiistiir.

Anahtar sézcukler: Elektromanyetik alan, Gallik Asit, Ogrenme ve Bellek,
Hipokampus
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ABSTRACT

Effects of Wireless Networks and The Role of Gallic Acid in The Postsynaptic
Modifications of Learning and Memory Mechanism

We aimed to evaluate the effect of 2.45 GHz electromagnetic field (EMF) and
the role of gallic acid (GA) on the hippocampus-mediated learning-memory
mechanism.

The healthy male rats aged 6-week were divided into four different
experimental groups (n = 12). Group 1: EMF; 3 hours / day EMF was applied and
0.1 ml/day distilled water was given. Group 2: EMF + GA; 3 hours / day EMF was
applied and GA at a dose of 30 mg/kg/day was administered. Group 3: GA; GA at a
dose of 30 mg/kg/day was given. Group 4: Sham; 0.1 ml/day distilled water was
supplied. The experiment lasted 30 days and all rats included in experiment were
restricted during 30 days. Following the application of the EMF, the Morris water
tank test was used to assess learning and memory. Twenty-four hours after the six-
day spatial learning and memory test, the experiment was terminated. Under
anesthesia animals were decapitated and hippocampus tissues were removed. NR2B,
CREB and BDNF protein expressions were analyzed by Western blot analysis.

EMF applied for 30 days resulted in deterioration of learning and memory
functions in the water maze test, but gallic acid treatment did not have positive effect
on this deterioration. There was no change in the levels of NR2B, CREB and BDNF
analyzed in concentrations of Hipokampus tissue.

Keywords: Electromagnetic field, gallic acid, learning and memory, hippocampus
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