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OZET

Hizla gelisen ve yayginlasan kablosuz iletisim teknolojileri nedeniyle, insanlarin maruz
kaldig1 RF alan seviyesi gii¢lii sekilde artmaktadir. IARC tarafindan, RF alanlar muhtemel
karsinojen (Grup 2B) ilan edilmistir. Buna ragmen, RF alanlarin hiicre kiiltiirleriyle
etkilesimi ile ilgili deneysel veriler hem yetersizdir hem de ¢eliskili sonuclar icermektedir.
Literatiirdeki bu ¢eligkili sonuglarin nedeni olarak iyi tanimlanmamis maruziyet kosullari ve
RF alan maruziyet sistemleri gosterilmektedir. Deneylerin kalitesini ve bulgularin
giivenilirligini arttirmak amaciyla, in vitro RF alan maruziyet sisteminin tasarimi ve tiretimi
oncelikli hale gelmistir. In vitro RF alan maruziyet sisteminin tasarim ve optimizasyon
asamalari, FDTD tabanli SEMCAD X ii¢ boyutlu EM alan simiilasyon programi yardimiyla
bilgisayar ortaminda gergeklestirilmistir. Tasarim asamasinin tamamlanmasiyla birlikte, in
vitro RF alan maruziyet sisteminin iiretimi gerceklestirilmistir. Literatlirde, astrositlerin
merkezi sinir sistemi hiicrelerinden 6nemli bir grubu olusturduklar1 ve RF alan maruziyetine
kars1 diger hiicrelerden daha hassas olduklari rapor edilmistir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda
U-118 MG (astrosit kokenli) hiicre kiiltiirlinde, maruziyet siiresine bagli olarak, RF alanlarin
hiicre canliligina (WST-1), apoptoza (Annexin V-FITC/PI) ve mRNA diizeylerine (qQRT-
PCR) etkileri incelenmistir. Deney sonuglari, 2.1 GHz, 3G modiilasyonlu RF alana 48 saat
stire ile maruz birakilan U-118 MG hiicrelerinin; hiicre canlilig1, apoptoz ve gen ekspresyonu
acisindan onemli Ol¢iide etkilendigini gdstermistir. 1 saat ve 24 saat RF alan maruziyeti
uygulanan U-118 MG hiicrelerinde, hiicre canliligt ve apoptozda onemli bir etki
gozlenmemistir. 24 saat ve 48 saat, 2.1 GHz'lik RF alan maruziyetinin gen ekspresyonu
tizerinde istatistiksel acidan onemli degisime neden oldugu belirlenmistir. Etkinin agiga
cikmasinda hiicre tipinin astrosit kdkenli olmasinin 6nemli oldugu goriisiinii destekleyen
bulgular elde edilmistir. Hiicrelerin RF alanlara maruz birakildiklari siirenin; en az hiicrenin
kendi sayisinin ikiye katlanma zamani kadar ya da daha uzun olmasiin etki olusmasinda
onemli oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak, RF alanlarin hiicre kiiltiirii izerindeki etkisi,
hiicre tipine ve maruziyet sliresine bagli olarak degismektedir.

Bilim Kodu : 1008

Anahtar Kelimeler : Radyofrekans, Mikrodalga, Maruziyet Sistemi, Apoptoz,
Glioblastoma, FDTD

Sayfa Adedi 0 128

Danisman : Prof. Dr. Ayse CANSEVEN KURSUN
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ABSTRACT

Due to the rapidly developing widespread wireless communication technologies, the level
of RF field that people are exposed to is increasing strongly. By IARC, RF fields have been
declared as possible carcinogen (Group 2B). Nevertheless, experimental data on the
interaction of RF fields with cell cultures are both insufficient and contain conflicting results.
These contradictory results in the literature are due to not well-defined exposure conditions
and RF field exposure systems. In order to improve the quality of the experiments and the
reliability of the findings, the design and production of the in vitro RF field exposure system
has become a priority. The design and optimization steps of the in vitro RF field exposure
system were performed in computer environment with the aid of FDTD based SEMCAD X
three dimensional EM field simulation program. Upon completion of the design phase, an
in vitro RF field exposure system was produced. It has been reported in the literature that
astrocytes constitute an important group of central nervous system cells and are more
susceptible to RF field exposure than other cells. In this thesis, the effects of RF fields on
cell viability (WST-1), apoptosis (Annexin V-FITC / PI) and mRNA levels (QRT-PCR) were
investigated in U-118 MG (astrocyte-derived) cell culture depending on the duration of
exposure. Experimental results have shown that U-118 MG cells exposed to the 2.1 GHz,
3G modulated RF field for 48 hours are significantly influenced by cell viability, apoptosis
and gene expression. No significant effect on cell viability and apoptosis was observed in
U-118 MG cells exposed to 1 and 24 h RF field. It was determined that exposure to RF field
at 2.1 GHz for 24 and 48 hours causes statistically significant change in gene expression. In
this context, findings, supporting the idea that the cell type to be astrocyte origin is important,
are obtained. It has been found that the time the cells are exposed to RF fields, which should
be at least as long as the number of times the cell doubles its number, is important in terms
of effect formation. As a result, the effect of RF fields on cell culture varies depending on
cell type and duration of exposure.

Science Code : 1008
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1. GIRIS

Mobil iletisim teknolojilerindeki hizli gelisme ile birlikte hayatimiza girmis olan cep
telefonlar1, Radyofrekans (RF) Alan maruziyetinde ciddi bir artisa neden olmaktadir. Cep
telefonlarinin kullanim konumu nedeniyle, beyin bu durumdan diger organlara kiyasla daha
cok etkilenmektedir. Beyinin maruziyeti ile ortaya ¢ikabilecek olas1 saglik etkileri bilimsel

cevrelerde yogun olarak arastirilmaktadir.

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan 2008 yilinda yayimlanan diinya kanser raporunda,
mobil telefonlarin  kullanimindan dogan kanser riski degerlendirilmistir. Bu
degerlendirmede akustik néroma, gliyoma, menenjiyoma ve parotid bezi tiimorleri ilgili
olarak bugiine kadar yapilmis en biiylik epidemiyolojik ¢alisma olan INTERPHONE
calismasi baz alinmistir. Avustralya, Kanada, Danimarka, Finlandiya, Fransa, Almanya,
Israil, Italya, Japonya, Yeni Zelanda, Norveg, Isve¢ ve Ingiltere’de gergeklestirilen bu
calismalarda ortak ¢ekirdek bir protokol kullanilmis ve caligmaya yaklasik 2600 gliyoma,
2300 menenjiyoma, 100 akustik néroma ve 400 parotid bezi tiimdrleri ve ilgili kontroller
dahil edilmistir. Kuzey iilkelerinden ve Ingiltere’nin bir boliimiinden gelen sonuglar bir
havuzda toplanmis, bu verilerden 10 yillik veya daha uzun siireli mobil telefon kullaniminin
kafa tlimorlerinin gelisimi yaninda, gliyoma riskini 6nemli Olgiide arttigi sonucuna

varilmistir (Boyle ve Levin, 2008: 170).

Bu calismaya dayanarak Diinya Saglik Orgiitii (WHO-IARC) radyofrekans alanlar1 2B sinifi
(muhtemel) karsinojen olarak kabul etmistir (Boyle ve Levin, 2008: 170; Baan ve digerleri,
2011). Bu konuda epidemiyolojik ¢alismalar olmasina ragmen, RF Alan maruziyetinin
biyolojik yapilar ile etkilesim mekanizmasint aciklayan yeterli biyolojik c¢alisma
bulunmamaktadir ve konu deneysel calismalar diizeyinde halen tartigilmaktadir. RF
alanlarin biyolojik etkilesim mekanizmasi ile ilgili yeterli bilgi bulunmadigindan, RF
alanlarin kansere etkisinin incelenmesi 6zellikle 6nerilmektedir (Repacholi, 1998). Diinya
Saglk Orgiitii tarafindan 1996 yilinda Elektromanyetik Alanlar Projesi (EMF Project)
baslatilmigtir. Gazi Biyofizik bu kapsamda, 2001 yilindan beri Elektromanyetik Alanlar
Projesi Uluslararasi Danisma Komitesi (WHO EMF IAC) iiyeligini siirdirmektedir.

Cep telefonu kaynakli RF alanlarin olas1 etkilerinin ve etki mekanizmalarinin

arastirilabilmesi i¢in hiicre kiiltlirii ortaminda RF Alan maruziyeti saglayacak in vitro



sisteme ihtiya¢ vardir. RF alanin neden oldugu biyolojik bir etkinin belirlenmesine yonelik
deney tasariminda, dozimetri Onemli bir yer tutmaktadir. Ilgilenilen RF alan
parametrelerinin etkisinin tam ve dogru olarak tespit edilebilmesi i¢in deney ortaminin,
cevresel RF alan kaynaklarindan izole edilmesi, alan uygulamasinin miimkiin oldugunca
homojen olmasi ve sogurulan enerji miktarinin (SAR degerinin) dogru olarak bilinmesi
gerekmektedir. Aksi takdirde incelenilen RF alan parametresinin biyolojik etkisi tam ve

dogru olarak tespit edilemeyecektir.
Bu tez ¢alismasinda 3 temel aragtirma amaglanmustir:

1. Hiicre kiiltiirii caligmalarinda kullanilmak {izere, uluslararasi standartlara uygun, ¢evresel
etki ve etkenlerden korunmus, mobil iletisim teknolojileri ile uyumlu, ilgilenilen
parametrelerin kontrollii deneylerle detayli sekilde incelenebilmesine firsat veren,
dolayistyla deneylerin kalitesini ve bu deneyler neticesinde elde edilen bulgularin
giivenilirligini arttiracak, bu konuda yurtdisina bagimliliktan tilkemizi kurtaracak, in vitro
RF Alan deney sistemi gelistirilmesi amag¢lanmaktadir.

2. Tasarimi yapilan in vitro RF Alan deney sisteminin {iiretiminin gerceklestirilmesi
amaglanmaktadir.

3. RF alanlarin 2B smifi karsinojen ilan edilmis olmast ve RF'nin biyolojik etkilesim
mekanizmasi ile ilgili yeterli bilginin bulunmamasi nedenleriyle RF alanlarin kanseri
nasil etkilediginin arastirilmasi amaglanmaktadir: Uretimi gerceklestirilen In vitro
sistemde RF alana maruz birakilacak U-118 MG insan gliblastoma kiiltiir hiicrelerinde
hiicre canliliginin, apoptozun ve bazi genlerin ifadelenme diizeyinin nasil etkilendikleri

arastirilacaktir.

RF alan maruziyeti kaynakli bir deneyin giivenilirligi, kullanilan deney sisteminin
hassasiyeti ve gelismisligi ile dogrudan iliskilidir. Bu amagla ilk olarak in vitro RF alan

maruziyet sistemi ile ilgili tasarim ¢alismalarina baglanmustir.

In vitro Maruziyet Sisteminin tasarimi SEMCAD X ii¢ boyutlu tam dalga simiilasyon
yazilimi ile bilgisayar ortaminda gerceklestirilmistir. SEMCAD X yazilimi, Maxwell
denklemlerinin diferansiyel seklinin merkezi fark denklemleri ile degistirilip zaman ve
konumda sayisallagtirilmasina dayanan, Zamanda Sonlu Farklar (Finite Differance Time

Domain, FDTD) yontemini kullanmaktadir (SPEAG, 2007).



SEMCAD X ile bir ¢ok prototip tasarimi yapilmis, bunlar arasindan, malzeme ve iiretim
kosullar1 agisindan uygun olan in vitro maruziyet sistem modeli, iiretilmek tizere secilmis ve
iiretim asamasima gecilmistir. Uretim asamasmin tamamlanmas: ile birlikte biyolojik

deneylere baglanmustir.

RF alanlar ile kanser iliskisi literatiirde genel olarak 2 farkli yaklagimla incelenmektedir.
Birinci yaklagim; RF alanlarin dogrudan kanser olusturabilme potansiyelini incelerken;
ikinci yaklagim herhangi bir nedenle gelisen kanserli yapinin ilerleyis siirecine RF alanlarin
etkisini degerlendirmeye odaklanmistir. Bu ¢alismada ikinci yaklasim dikkate alinarak,

kanser kiiltiir hiicreleri lizerine RF alan etkisinin incelenmesi amaglanmugtir.

Arastirmada hipotezimiz; RF alanin herhangi bir nedenle olusmus kanserin gelisimi yada
ilerleyisi iizerinde gen ekspresyonunda aktivasyon yada inhibisyon olusturarak etki

gosterebilecegi yoniindedir.

Deney asamasinda; RF alanin U-118 MG insan glioblastoma hiicrelerinde, hiicre canliligini,
apoptoz ve genlerin ekspresyon diizeylerini nasil etkiledigi aragtirilmistir. RF alanin hiicre
canliligina (proliferasyona) etkileri WST-1 yontemi ile, hiicrelerin apoptotik
aktivitelerindeki degisim Annexin V-FITC/PI yontemi ile ve gen ifadelenme diizeylerindeki

degisimler qRT-PCR ile degerlendirilmistir.

Boylece bu tez caligmasi kapsaminda gergeklestirilen in vitro RF alan maruziyet sisteminde
uluslararas1 standartlara uygun, c¢evresel etki ve etkenlerden korunmus, ilgilenilen
parametrelerin kontrollii deneylerle detayli incelenebilmesine firsat veren in vitro sistemde

RF alanin hiicre kiiltiirii tizerindeki etkileri incelenmistir.

Boliim 2, RF alanlar ve RF alanlarin karakteristiginin yeraldigi bilgiler ile baglamakta,
sayisal dozimetri ve 6zgiil sogurma oranina deginildikten sonra literatiirde kullanilan in vitro
maruziyet sistemleri ve dikkat edilmesi gereken kriterlerden bahsedilmektedir. Daha sonra

apoptoz ile ilgili bilgi verilerek boliim tamamlanmaktadir.

Boliim 3'te, bu tez ¢alismasinda kullanilan tiim malzemeler ve yontemler anlatilmaktadir.
Oncelikle in vitro maruziyet sisteminin tasarmmi igin gergeklestirilen simiilasyon

calismalarinda kullanilan donanim ve yazilimlar belirtilmekte ve bunlara iliskin bilgiler



verilmektedir. Daha sonra ise biyolojik deneylerde kullanilan gereglere deginilmektedir.
Boliim hem simiilasyon ¢alismalarinda hem de hiicre canligi, apoptoz, gen ifadelenme

diizeylerine iligskin deneylerde uygulanan yontemlerin agiklanmasi ile son bulmaktadir.

Boliim 4'de, maruziyet sistemi tasarimu ile iligkili simiilasyon verileri ve hiicre canliligi,

apoptoz, gen ifadelenme diizeylerine iliskin deney bulgular1 verilmektedir.

Boliim S'te, bu aragtirmada yapilan maruziyet sisteminin tasarimi, hiicre canliligi, apoptoz
ve gen ifadelenme diizeylerine iliskin deney sonugclar1 literatiir ile kiyaslanmakta, neden

sonug iligkisi degerlendirilmektedir.

Béliim 6°da ise gergeklestirilen tiim arastirmadan elde edilen sonuglar verilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. RF Alan ve RF Alan Karakteristigi

Elektromanyetik (EM) spektrum, farkli frekans ya da dalga boylarina sahip elektromanyetik
dalgalarin biitliniinii ifade eder. Elektromanyetik spektrumdaki dalgalar iyonize ve iyonize
olmayan radyasyon olmak iizere ikiye ayrilir. Genel olarak 3000 THz {izeri iyonize, alt1 ise
iyonize olmayan radyasyon olarak siniflandirilir. Bu frekans 12.4 eV foton enerjisine ve 100

nm dalga boyuna denk gelmektedir (Kato, 2006).
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Sekil 2.1. Elektromanyetik Spektrum

Iyonize olmayan dalgalar; Cok Diisiik Frekans (ELF), Radyo Frekans (RF), Mikrodalga
(MW), Kizilétesi (IR), Goriiniir Isik ile Morétesi (UV) 1sinlardan olugsmaktadir. X Isinlari
ve Gama Isinlar1 ise iyonize dalgalardir. Spektrumdaki dalgalarin birbirinden farki

frekanslar1 ve buna bagli olarak foton enerjileridir.

3 kHz - 300 GHz frekans arasindaki elektromanyetik dalgalar Radyo Frekans (RF) bandini
olusturur. RF alanlarin dalga boylart 100 m ile 1 mm arasinda degisim gostermektedir.

Enerjisi 1 eV’tan ¢ok diisiik olup, kimyasal baglar1 etkileyerek atom ve molekiilleri iyonize



etmek i¢cin gerekli olan enerjiye sahip degildir. RF alanlar bu nedenle iyonize olmayan

radyasyon olarak tanimlanmaktadir.

EM dalga, Elektrik alan ve Manyetik alan bilesenlerinden olugmaktadir. Elektrik ve
manyetik alan bilesenleri dalganin yayilim vektoriine dik bir sekilde ilerliyorsa bu dalga
diizlem dalga olarak tanimlanmaktadir. EM dalganin diizlem dalga yapis1 gostermedigi, yani
manyetik alan ve elektrik alan bilesenlerinin karmasik yapiya sahip oldugu bolge yakin alan

olarak tanimlanmaktadir.

Duzlem Dalga modelinin gegerli oldugu minimum uzaklik, EM alan kaynagina gore degisir

ve Uzak Alan (far field) mesafesi olarak tanimlanir (Sirav, 2008; IARC Monographs 102).

Ruzak Alan = 2D2/}\, ( 1 )

Bu esitlikte, Ruzak Alan uzak alan mesafesini, A kaynagin olusturdugu EM alanin dalgaboyu,

D ise antenin maksimum boyut uzunlugudur.

RF alanlar kaynaktan uzaklastik¢a (Uzak Alanda) “duzlem dalga — plane wave” seklinde

yayilim gosterirler. Bu kosullar altinda,

o Elektrik Alan Vektori E, Manyetik Alan Vektoru H ve Yayilim Vektoru K

birbirlerine diktir.

e Elektrik alanin, manyetik alana oran1 herhangi bir konumda Dalga Empedansi’n1 (Z)

Verir.

Z=E/H=377Q 2)

Elektromanyetik dalganin giic yogunlugu (S) birim alandan birim zamanda gegen enerji
miktar1 olarak tanimlanir. Gii¢ yogunlugu S, herhangi bir noktada elektrik ve manyetik

alanin vektorel carpimina esittir, birimi W/m?’dir.
S=ExH, 3)
S = E.H.Sind, (4)

S =E.H = E?*377=377H? (5)



Teknolojideki gelisime bagli olarak giiniimiizde RF alan kaynaklarinin ¢esitleri ve kullanim
siklig1 hizla artmaktadir. Bu kaynaklar; cep telefonlari, baz istasyonlari, kablosuz telefonlar,
mikrodalga firlar, TV ve radyo vericileri, radarlar, MRI cihazlari, kablosuz iletigim
teknolojileri (wifi, wlan, wimax, Bluetooth, vs.), bebek telsizleri olarak siralanabilir. Giinliik

yasamda maruz kalinan bazi RF alan kaynaklar1 ve degerleri Cizelge 1.1°de verilmektedir.

Cizelge 1.1. RF alan kaynaklar1 ve mesafeye bagli olarak olusturduklar1 maruziyet seviyeleri
(Mathess, 1996)

Kaynak Frekansi Giicii Uzakhk Maruziyet Miktari
(Eveya8S)
LF Radyo 130-285 kHz 1.8 MW 300 m 90 V/im
MF Radyo 415-1606.5 kHz 1.8 MW 50 m 450 V/m
HF Radyo 3.95-26.1 MHz 750 kW 50 m 121V/m (40W/m2)
220 m 27.5V/m (2W/m2)
Walkie-Talkie 27 MHz Birka¢ Watt Scm < 1000V/m, < 15.08 W/m2
12 cm <200V/m, <3.77 W/m2
Cep Telefonlar: 20MHz-2GHz 25W 10 cm 145 V/m
60 cm 24.2 V/im
UHF TV 470-890 MHz <5MW 1.5 km <5 mW/m2
VHF TV 47-68 MHz 100-300 kW 1.5 km <20 mW/m2
174-230 MHz
FM istasyonlar 87.5-108 MHz <100 kW 1.5 km <50 mW/m2
Mikrodalga Firin 2.45 GHz 600-1000 W 5cm <50 W/m2
1 m <10 W/m2
<0.25 mW/m2
Giivenlik Sistemleri 0.9-10 GHz Sistem iginde <2 mW/m2
Radarlar 1-10 GHz 0.2-20 kW 0.1-1 km 0.1-10 W/m2
<1km <0.5 W/m2
Trafik Radarlar: 9-35 GHz 0.5-100 mW 3m <250mW/m2
10 m <10 mW/m2

Cep telefonlar1 bu kaynaklar arasinda en fazla kullanilan RF alan kaynagidir ve maruziyet

seviyesi (0zgiil sogurma orani) 1 W/kg diizeyindedir.

RF alan maruziyetinin farkli doku ve hiicre hatlarinda; hiicre canliligi, apoptoz (Canseven,
2015; Giiler, 2016; Esmekaya, 2010), DNA hasar1 (Cam, 2012; Giiler, 2012; Gtiler, 2010,
Tomruk, 2010), oksidatif stres (Giiler, 2016; Ozgur, 2013; Esmekaya, 2011; Ozgur, 2010),
kan beyin bariyeri (Sirav, 2011) ve hamile hayvanlar (Kismali, 2012; Giiler, 2010; Budak,
2009) iizerindeki etkileri Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik anabilim dali tarafindan

yogun sekilde ¢alisilmaktadir (http://gnrk.gazi.edu.tr/).

2.2. Dozimetri

RF radyasyonun etkilerini aragtiran deneyler etik olarak, insanlar iizerinde

yiriitilemeyeceginden; arastirmalarda deney hayvanlari ile doku preparatlar1 ve/veya hiicre



kiltlirlerinden yararlanilmaktadir. Ancak hayvanlardan ve in vitro deneylerden elde edilen
sonuglar her zaman dogrudan insanlara uygulanamaz (Michaelson ve Lin, 1987; Chou ve

digerleri, 1996; Tiiysiiz, 2007).

RF alan maruziyetinden kaynakli biyolojik bir etkinin belirlenmesine ydnelik deney
tasariminda dozimetri 6nemli bir yer tutmaktadir. Hayvanlarda biyolojik etkiye neden olan
i¢ alanlarin belirlenmesinde ve insanlarda ayni biyolojik etkilerin goriilmesine neden
olabilecek i¢ alan degerlerinin tespitinde dozimetriye ihtiya¢ duyulmaktadir (Durney ve

digerleri, 1986; Canseven, 1998).

RF dozimetri; biyolojik doku yada maddenin sogurdugu (yuttugu) elektromanyetik
enerjinin, biiylikliigiiniin ve dagiliminin, 6l¢lim yada hesaplama ile {i¢ boyutlu olarak

belirlenmesidir.

RF tarafindan indiiklenmis alanin dagilimi; gelen alanin frekans ve siddetine, gelis agisina,
ortamin empedansina, polarizasyona, biyolojik yapinin boyut ve sekline, dokunun
dagilimina ve dokunun dielektrik karakteristigi gibi ¢ok sayida parametreye bagli karmasik

bir fonksiyondur (Barnes ve Greenebaum, 2007)

Etkilesimle ilgili esas nicelikler, dokular igerisinde indiiklenmis elektrik ve manyetik alan
siddetleri ile akimdir. Gelen dis elektrik ve manyetik alanlar ile iliskili i¢ alan ve akimlar

¢ok karmasik bi¢cimdedir.

Ayni dis elektromanyetik alan siddetine sahip RF radyasyon, farkli degiskenlere (doku tipi,
boyut, geometri vb.) bagl olarak farkli seviyelerde (yada miktarlarda) sogrulabilmektedir.
Cesitli in vivo ve in vitro ¢alismalarda frekansa bagl olarak, ¢ok farkli biyolojik etkiler
gozlenebilmektedir. Bir biyolojik etkiyi agiklayabilmek i¢in, canlida o etkinin goriilmesine
neden olan i¢ elektrik alan siddeti ya da enerji dozunun belirlenmesi gerekmektedir (Chou

ve digerleri, 1996; Barnes ve Greenebaum 2007).

Pratikte in vivo yada invaziv olmayan alan 6l¢iimii miimkiin degildir, bu nedenle dl¢timler
sadece 6liim sonrasinda gerceklestirilebilir. Oliim sonrasi ile ilgili dlgiimlerde de belirli
dokulara erisilebilirlik, dielektrik 6zelliklerdeki degisimler (diisiik doku sicakligi ve kan

icerigindeki azalma gibi), invazif prop nedeniyle alandaki bozulmalar, doku sinirlarinda



hassas 6l¢iim alma ile iliskili biiylik belirsizlikler gibi bazi sinirlamalar mevcuttur (Barnes

ve Greenebaum, 2007).

SAR’1n canliligini siirdiirmekte olan bir biyolojik yapida ol¢iimii genellikle zordur. Bu
nedenle dozimetri caligmalar1 bilgisayar simiilasyonlar1 ya da biyolojik olarak dokuya

esdeger fantomlardaki 6lgiimler ile gergeklestirilmektedir (Kato, 2006).

Dozimetri, EM alanin biyolojik etkilerini arastiran ¢calismalarda, doz-yanit iliskisinin tespiti
ve buna bagli olarak giivenli ve zararli alan maruziyet seviyelerinin belirlenebilmesi i¢in de

oldukga onemlidir.

2.2.1. Biyolojik yapilarda SAR hesab1

RF maruziyet igeren hayvan deneylerinin ¢ogunun en 6nemli amaci RF alan maruziyetinden
kaynakli sonuglar1 insanlarin risk degerlendirmelerine uygulayabilmektir. Bu nedenle deney
hayvanlarinda etkiler gozlendigi zaman bu etkilerin insana ekstrapolasyonu gereklidir
(Michaelson ve Lin, 1987). Biyolojik dokularin sogurdugu EM enerji tespit edilmeden boyle
bir ekstrapolasyonun yapilmasi ve insan ig¢in giivenli maruziyet seviyelerinin ongoriilmesi

miimkiin degildir.

EM alanin doku ile etkilesimi ve doku igerisinde iletimi bir¢ok degiskenden olusan karmasik
bir fonksiyondur. Disardan gelen alanin seviyesi, gii¢ yogunlugu (mW/cm?), dis elektrik alan
siddeti (V/m) ya da manyetik alan siddeti (A/m) gibi farkli birimler ile tanimlanabilir. Bu
biiytikliiklerin higbiri, arastirmaciya EM alanlarin biyolojik dokular ile ne kadar etkilestigi
konusunda yeterli bilgi saglamaz (Chou ve digerleri, 1996).

Bu boslugu doldurmak amaciyla, Ulusal Radyasyondan Korunma ve Olciim Konseyi
(National Council on Radiation Protection and Measurements, NCRP) tarafindan SAR ad1
verilen Doz Orani tanimlanmistir (NCRP, 1981). Amerikan Ulusal Standartlar Enstitiisii
(American National Standards Institute, ANSI), temel dozimetri parametresi olarak RF

maruziyet glivenlik standard1 i¢in SAR’1 benimseyen ilk kurulustur (ANSI, 1982).

Kiitle yogunlugu p ve hacmi V olan bir ortam i¢in SAR, birim kiitle eleman1 (dm) tarafindan
sogrulan (kiitle icinde harcanan) EM enerji elemaninin (dW) zamana gore tiirevi olarak

tanimlanir ve asagidaki formiil ile gosterilmektedir.
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Gur_d (AW \_d [ dv
dt\dm ) dt\ pdv

SAR’1n birimi Watt/kilogram’dir. Hayvan tiirleri ve insan arasinda anlamli bir kiyaslama

(6)

yapabilmek i¢cin SAR’1n degisik doku ve viicut bdlgelerinde li¢c boyutlu analizinin yapilmasi
ve uzaysal dagiliminim tespiti gereklidir. /n vivo ¢aligmalarda SAR hesabr igin “tiim viicut
ortalama SAR degeri” ve “yerel SAR degeri” olmak iizere 2 farkli yaklasim

kullanilmaktadir:

= Tiim viicut ortalama SAR degeri, EM alana maruz kalan biyolojik nesnenin tamamindaki,
uzaysal ortalama SAR degerini temsil eden tek bir deger olarak tanimlanmaktadir.

* Yerel SAR degeri ise, EM alana maruz kalan biyolojik objenin bir bolimiindeki SAR
degerinin biiyiikliigiidiir. Ornegin insanda MW-ilag etkilesiminin davramsa etkilerini
aragtiran caligmalarda biitiin viicut SAR degeri yerine deney hayvanlarinin beyin ve
omurilikteki yerel SAR degerlendirmesinin daha uygun bir parametre olabilecegi

diisiiniilmektedir (Chou ve digerleri, 1996).

In vitro ¢alismalarda SAR degerinin tespiti icin “hiicre siispansiyonu” (cell suspension) ve
“tek katmanl hiicre” (cell monolayer) olmak iizere, 2 farkli yaklasim kullanilabilmektedir

(Wasoontarajaroen, 2011).

» Hiicre siispansiyonu, RF alana maruz kalan (petri vs. igerisindeki) hiicre kiiltiiriiniin, tim
hacmi dikkate alinarak hesaplanan ortalama SAR degeridir.

» Tek katmanl hiicre yaklasiminda, RF alana maruz kalan (petri vs. icerisindeki) hiicre
kiiltiiriiniin, sadece tabanindaki ince tek bir katman dikkate alinarak hesaplanan ortalama

SAR degeridir.

EM alan ile biyolojik sistem etkilesimini belirlemede; indiiklenmis elektrik alan (E),
indiiklenmis akim yogunlugu (J) ya da SAR parametrelerinden herhangi biri kullanilabilir.

Ciinkii hepsi asagidaki denklemler ile iliskilidir (Chou ve digerleri, 1996):

sAR=ZE
p (Wkg), (7)
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Bu esitlikte E, doku iginde indiiklenen rms elektrik alan (V/m), p kg/m? cinsinden doku

yogunlugu, o dokunun Siemens/metre cinsinden iletkenligidir. Bu esitlikten E alan;

1

E= (ﬁ SAR)2
¢ 8)
olarak elde edilir.
gt
Akim yogunlugu 7 = OF olmak iizere, O ’dur. Bu ifadede E alan i¢in, 8 numarali esitlik
kullanildiginda,
0
J_ (B SARJZ
1
o’ yoj 2 1
J= (— SAR] =(opSAR)?
i (A/m?), (10)

Akim yogunlugu SAR cinsinden bulunmus olur.

Burada dikkat edilmesi gereken konu, eger E alanin pik degeri kullaniliyorsa 7 numarali
SAR denkleminde esitligin sag tarafi /% ile ¢arpilmalidir (denklem 11) (Durney ve digerleri,
1986; Chou ve digerleri, 1996).

SAR=-Z E2
2p (11)

RF alana maruz kalan nesneye kismi oranda enerji transfer edilerek sicaklikta bir artis
olugabilmektedir. Dolayisiyla dokuda ya da in vitro kiiltiir ortaminda SAR’1 belirlemede
yaygin olarak kullanilan tekniklerden biri de bu sicaklik degisiminin 6lgiimii olmustur. SAR

ile sicaklik artis1 arasindaki iliski;
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cy AT
At cdir. (Wikg) (12)

SAR =

Burada cn, J/kg°C cinsinden dokunun 6zgiil 1s1 kapasitesi; AT, °C cinsinden dokudaki

sicaklik artisi; At, saniye cinsinden maruziyet siiresini belirtmektedir.

SAR’1n sicaklik farkindan yola cikilarak hesaplanmasi, gozlenen biyolojik etkinin termal
kokenli bir mekanizmadan kaynaklandigin1 géstermez. Ayrica dielektrik 6zellikler sicaklik
ile degistigi icin, biyolojik dokular ve modeller maruziyet deneyleri sirasinda mutlaka
sogutulmalidirlar. Bu nedenle RF alana maruz kalan in vivo ve in vitro nesnelerdeki biyolojik
etki caligsmalarindan 6nce, ¢aligma esnasinda ve ¢alisma sonrasinda mutlak sicaklik degerleri
ve dagiliminin, kaydedilmesi gerekmektedir. /n vitro calismalarda termal gradyan ve
sicaklik dagilimi ozellikle kritiktir. Sicaklik sabit sicakliktaki etliv yada su banyolari
yardimziyla kontrol edilebilir (Chou ve digerleri, 1996).

Temel dozimetri parametresi olarak hangi parametrelerin kullanildigir énemli olmayip asil
onemli olan maruziyet nedeniyle dokuda olusan EM alaninin belirlenmesidir. Bu
parametreler arasinda ol¢lim birimi olarak SAR, EM alanlarin medikal uygulamalar1 ve
biyolojik etkilerini ¢alisan arastirmacilar tarafindan yaygin olarak tercih edilmektedir. EM
alana maruz kalmis bir nesnenin igerisindeki alan veya enerji miktar1 bilinmeden cesitli
hayvan tiirlerinden ve farkli EM maruziyet parametrelerinden elde edilen arastirma
sonuglarinin karsilastirilmasi zordur. Bununla beraber sadece dis alan degerlerini bilmek ve
i¢ alan degeri bilinmeden RF maruziyet giivenlik standartlarin1 gelistirmek, bu yolla
biyolojik etki arastirma sonuglarin insana ekstrapolasyonu saglamak miimkiin degildir

(Chou ve digerleri, 1996).
2.2.2. FDTD yontemi

Kane S. Yee tarafindan 1966 da Onerilen bu metotta hesap uzayi, boyutlar Axx Ay x Az

NxxNny

olan, toplam tane FDTD hiicresine ayrilmaktadir. Istenilen zaman siiresince

her hiicrede, farkli yerlerde konumlandirilmis ve aralarinda zaman farki bulunan, ii¢ E alan
ve ii¢ H alan bileseni hesaplanmaktadir. Hesap siiresi (7 ); ” tamsay1 zaman adimi ve A?

hesaplama zaman aralig1 olmak iizere,
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T =nxAt (13)

ile bulunur. Hesaplama bitinceye kadar, her hiicrede biitlin bilesenler i¢in hesaplar sirasiyla
bir E alan bir H alan (Leapfrog manner) olmak iizere giincellenmektedir (Sekil 2.2) (Sevgi

1999; ince, 2001).

hJ? ”H Fi/2 }:’” o ”H F3/2 L.n H2

1 1 1 1 1

nAt - (ntU2)YAL (nt DA (nt32)A (ni2)yAr

Sekil 2.2. Tek boyutlu dalga yayilimi i¢in Yee algoritmasinin uzay-zaman grafigi.

Yee notasyonu ile hesap uzayindaki herhangi bir hiicrenin uzay-zaman 0Orgiisii iizerindeki

gosterimi, ¥ herhangi bir fonksiyon olmak {izere asagidaki gibidir (Taflove ve Susan, 2005):

" (le’ ]Ay,kAz,nAt) ~ ik, j, k ve n tamsay1 (14)

U fonksiyonunun alt simgedeki 1, j, k terimleri sirasiyla X, y, z konumlarindaki hiicre
numaralarint ve konumdaki degisimi belirtmektedir. ¥ fonksiyonunun iist simgedeki 7

terimi ise zaman adimini, dolayisiyla zamani belirtmektedir.

Yee hiicresinde E hiicre kenarlarinda, H ise hiicre yiizeyinde konumlandirilmigtir (Sekil 2.3).
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node i,j,k

_Ey(iik)

primary (E) arid

i

Ez(i+1,),k-1) secondary (H) grid

4

Hx(i+1,),k-1)

Hz(i+1,j+1,k-1)

X

Sekil 2.3. Birim FDTD (Yee) hiicresi (SPEAG, 2007)

Zaman Uzayinda Sonlu Farklar (Finite Difference Time Domain, FDTD) metodu, Maxwell
denklemlerinin dogrudan zaman ve konum uzayinda sayisallagtirilmasina dayanan bir
yontemdir. Bu metoda gére Amper ve Faraday yasalarinin diferansiyel hali, merkezi fark

esitlikleri kullanilarak dogrudan zaman ve konum uzayinda sayisallastirilmaktadir (Yee,

1966).

0E, 1 {8Hz oH

ot &| Oy 0z (15a)
OE
. :l aHx - aHZ _(']ka nak; +O_E )
o gl oz ax  \lem T (15b)
oH
aEZ :l : _ai_(‘]ka nak +O-Ez)
ot &| ox Oy e

(15¢)
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OH, 1 {8Ey _OE, (Myp +0H, )}

ot u| 0z Oy (16a)
oH .
ro ) B P (Mo, )
ot Y2 ox oz ety d (16b)
OE .
%:l ai__y_(Mkanak +O—Hz)
ot u| oy Ox e (160)

Bu 6 esitlik, EM dalganin cisimler ile ii¢ boyutlu etkilesimini igeren FDTD algoritmasinin
temelini olusturmaktadir: B manyetik aki yogunlugunu, E elektrik alani, D elektrik aki
yogunlugunu, H manyetik alani, J elektrik akim yogunlugunu, M esdeger manyetik akim

yogunlugunu temsil etmektedir.

Bu esitlikler, asagida belirtilen 2. dereceden dogruluga sahip merkezi fark denklemleri
kullanilarak konum ve zamanda ayriklastirilip diizenlenerek istenilen iteratif esitlikler elde

edilebilmektedir (Taflove ve Susan, 2005; Lazzi, 1998; Sadiku, 2000).

M (ix, jAy kAznr) = s Mo of (ax)’|

Ox Ax (17a)
Z—”( iAx, jAy, kAz,nAt) = ”"’-””“‘A_ Bk g [(Ay)z}

y v (17b)
M (ix, jdy kiz,nar)= 2z " Muisun of (az) |
Oz Az (17¢)

n+l/2 _  n—1/2
%(im, jAvkaznar) =22 o (A |

At (18)
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Esitlik 17 ve 18’deki, “ fonksiyonu E ya da H alani, 0[(A"')2] terimler ise hata terimlerini
belirtmektedir. Burada ¥ fonksiyonunun ¢ alt simgesindeki *1/2 degisim, x ekseninde
+ Ax/2 farka karsilik gelmektedir. Yee bu notasyonu, uzay orgiisiinde E ve H bilesenlerini
Ax /2 aralhkla kullanabilmek amaciyla se¢mistir. Boylece drnegin x ekseninde, uzay orgiisii
iizerinde birbirine komsu iki H ya da iki E bileseni arasinda ki mesafe AX kadar olurken,

birbirine komsu E ve H bilesenleri arasindaki mesafe A% /2 kadar olmaktadur.

U fonksiyonunun 7 iist simgesindeki *1/2 artim, zaman ekseninde A?/2 degisime

karsilik gelmektedir. Yee zaman ile ilgili bu notasyonu zamanda Af/2 araliklari ile

dontigiimlii olarak E ve H bilesenlerini hesaplamak igin se¢mistir.

Esitlikler uygun sekilde diizenlendiginde, esitlik 19 elde edilir.

n+1/2 n+1/2
zli1/2,j41/2,k zliv1/2,j-1/2,
Ay
O.ppy it AL At
] — ik T n+l/2 n+l/2
n+l T 280004 Ein1ia,jk vl Y12, k172
T2k A Cranju A O,y " At Az
1 + 2 . 1 + 2 . n+1/2
& . E. .
i+1/2,).k i+1/2,j.k —
J J JkaynakX 2k

(19)

Sonug olarak uzayin herhangi bir noktasindaki E alan ve H alan bilesenlerini farkli zaman
ve konumda hesaplamak miimkiin olabilmektedir. Ornegin H bileseni, ayn1 noktada bulunan
bir 6nceki zamanda kendi degerine ve diger eksenlerdeki komsu E bilesenlerinin degerlerine
bagl olarak hesaplanabilmektedir. E degeri de benzer sekilde, bir 6nceki kendi degeri ve
komsu H bilesenler yardimiyla hesaplanabilmektedir. Bu durumda hicbir alan bileseni
hesaplama igin verildigi noktadaki, diger alan bilesenlerine ihtiyag duymamaktadir. Ug
boyutlu uzay icin FDTD formiillerinin detayli ¢ikarimina onceki g¢alismalarimizdan

ulagilabilir (Tiysiiz, 2007).

Absorblayict Sinir Kosullari

Higbir bilgisayarin, sonlu bellek kapasitesi nedeniyle sonsuz bir uzay icin gerekli

hesaplamay1 ve veri depolamasini yapabilmesi miimkiin degildir. Bu nedenle FDTD’deki
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hesap uzayinin da sinirlandirilmasi gereklidir. FDTD metodunun en biiylik sorunlarindan
biri EM dalga etkilesim probleminin sinirli olmayan bdélgelerde etkin ve dogru ¢éziimiidir
(Taflove ve Susan, 2005). Bir metodun serbest uzay1r modelleyebilmesi i¢in hesap uzayimin
siirs1z oldugunu da modelleyebilmesi gerekmektedir (Lazzi, 1998). Bu tip problemlerde
sonsuza uzanan Orgiiyii modelleyebilmek icin, dig Orgli sinirlarinda Absorblayict Sinir
Kosullar1 (Absorbing Boundary Condition, ABC) tanimlanmas1 gerekmektedir (Taflove ve
Susan, 2005). Absorblayict ya da acik siir kosullart mevcut olmadiginda 1zgaranin dis
smirindaki dalgalar hesap uzayinin igine geri yansirlar. Dolayisi ile absorblayici sinir kosulu

FDTD hesaplamasinin dogrulugunu dogrudan etkilemektedir (Sadiku, 2000; Speag, 2007).

FDTD denklemleri incelendiginde, ilk hiicre i¢in hesaplamada kullanilacak olan ayni
noktadaki bir onceki alan degerini barindiran hiicrenin mevcut olmadigi, son hiicre icin ise
yine hesaplamada kullanilmasi1 gereken bir sonraki alan degerlerini igeren hiicrenin de
mevcut olmadigr goriilecektir. Bu hiicreler mevcut olmadigi icin bu degerler sifir gibi
algilanacak ve tam yansima s6z konusu olacaktir. Dolayis1 ile FDTD hesap uzayimin sinir
ylizeylerinde iteratif esitlikleri hi¢cbir 6nlem almaksizin aynen uygulamak tam yansimalara

neden olacaktir. Bu ise ele alinan yapinin degismesi demektir (Sevgi, 1999).

Yansima sorununu engellemek amaci ile kullanilan absorblayict sinir kosullart arasinda en
verimli kullanilabileni Miikemmel Uyumlu Katmanlar (Perfectly Match Layer, PML)
yontemi (Berenger, 1994) ve yada onun gelistirilmis versiyonlar1 olan Tek Eksenli
Miikkemmel Uyumlu Katmanlar (Uniaxial Perfectly Match Layer, UPML) yontemidir
(Gedney, 1996). Kendisinden 6nce kullanilan yontemlerle kiyaslandiginda yaklagik 3-4 kat
daha diisiik hata vermektedir (Lazzi, 1998). Jean Pierre Berenger tarafindan 1994°te 6nerilen
PML yontemi, gelen dalgalarin hesap uzaymin dis sinirina konumlandirilan metal plakalar
tarafindan yansima olmaksizin tamamen absorblanmasi temeline dayanmaktadir. Burada
dikkat edilmesi gereken PML katmaninin sadece teorik olarak miikemmel yansitmasiz
oldugudur. Ger¢ek FDTD uygulamalarinda PML materyalinin kalinligina ve iletkenlik
profiline bagl olarak bu katmanlardan bazi yansimalar s6z konusudur (Lazzi, 1998). Bu
olaymn fiziksel uygulama olarak bir benzeri yalitilmis (anechoic) odalarin duvarlaridir

(Taflove ve Susan, 2005).
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Savisal Kararlilik

Kismi diferansiyel denklemleri, sonlu farklar yontemi ile sayisal olarak ¢ozerken yakinsama
icin Courant - Friedrichs - Levy ( CFL ) kosulunun saglanmasi1 gereklidir. FDTD’ye

uygulandiginda kararli sonuclar elde edebilmek i¢in, hesap uzayinda kullanilacak zaman

aralig1 (A7) Courant-Friedrich-Levy (CFL) kriterine uygun se¢ilmelidir. CFL kriteri,

. \/ Lo,
(Ax) (&) (ac) o0

Ax, Ay ve Az kartezyen koordinat sisteminde birim FDTD hiicresinin boyutlarini, ¢ ise hiicre
materyali igindeki 15181n hizin1 belirtmek iizere esitlik 20°de verilmistir (Speag, 2007). CFL

kriterini tek boyut i¢in diisiindiiglimiizde,
c-At < Ax 21)

elde edilir. Bu bagintinin sol tarafi, c 151k hizi nedeniyle dalganin alabilecegi maksimum yolu

vermektedir. Bagintinin sag tarafi ise hiicrenin boyutunu belirtmektedir.

CFL kriterinin fiziksel olarak anlami, segilen At zaman araliginda, dalga ilerlerken alacagi
maksimum yolun hiicre boyutunu asmamasi gerektigidir. Bagka bir deyisle dalga en az bir
At siiresini hiicre igerisinde gecirmelidir. Aksi takdirde dalgayr zaman ve konumda

modellemek ve dalga iletimini izlemek miimkiin degildir (Sevgi, 1999).
2.3. In vitro RF alan maruziyet sistemleri ve tasarim

EM alanlar ile ilgili bilimsel literatiir; RF alan maruziyetinden kaynakli biyolojik etkileri
degerlendiren ¢aligmalar basta olmak iizere, cok sayida celiskili sonuglar icermektedir. Bu
tutarsizliklarin ¢ogu, maruziyet kosullarinin iyi tanimlanmamis olmasit ve hatali
dozimetriden kaynaklanabilmektedir (Paffi, 2010). Bilimsel olarak anlamhi ve
tekrarlanabilen sonuclar elde edebilmek i¢in iyi tanimlanmis maruziyet kosullar1 sarttir

(Kuster ve Schonborn, 2000).
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Ornegin, ortalama alan siddetinin diisiik oldugu, yiiksek oranda diizensiz dagilim gdsteren
(homojen olmayan) RF alanlara maruz kalan in vitro bir deneyde pozitif bir bulgu elde
edilebilir. Fakat arasgtirmaci diisiik seviyeli 1s1l olmayan RF alan maruziyetinin etki
olusturdugunu iddia etmeden Once, bu etkinin lokalize olmus yiiksek alan siddetinden

kaynaklanabilecegini de unutmamalidir (Paffi, 2010).

Sonuglarin degerlendirilebilmesi ve tekrarlanabilirligi i¢in; biyolojik deneylerle ilgili
tanimlanmis maruziyet kosullarinin ¢ok iyi biliniyor olmasi vazgecilmez 6n kosul olmasina
ragmen, tanimlanmasi ve elde edilmesindeki zorluklar nedeniyle bu kosullar, RF alan
maruziyet ¢aligmasi yapan bir¢ok grup tarafindan hafife alinmistir (Kuster ve Schonborn,
2000). Sonug olarak, RF maruziyet kaynakli saglik etkilerinin incelenmesinde maruziyet
sisteminin tasarim ve karakterizasyonu, cogu arastirma programinda birincil oncelikli hale

gelmigtir (Kuster ve Schonborn, 2000; Boyle ve Levin, 2008).

Biyoelektromanyetik konulu arastirmalarda farkli hedefler ve protokoller kullaniliyor
olmas1 nedeniyle maruziyet sistemlerinde bir standardizasyon saglanmasi miimkiin degildir.
Fakat farkli maruziyet sistemlerinde sonuclarin yeniden iiretilebilir ve tekrarlanabilir
olmasini giivence altina alabilmek i¢in dozimertri konusunda gii¢lii kalite kontrol

standartlarinin uygulanmasi zorunludur (Paffi, 2010).

2.3.1. Literatiirde kullanilan in vitro RF maruziyet sistemleri

Verilerin elde edilme durumuna gore RF alan maruziyet sistemleri genel olarak 2 temel
yapida toplanmaktadir. Bunlar deneysel verilerin maruziyet sonrasinda elde edildigi
“Cevrimdis1 (Offline) Sistemler” ile verilerin maruziyet esnasinda elde edildigi “Gergek

Zamanl (Real-Time) Sistemlerdir” (Sekil 2.4).

Yapilarina gore RF alan maruziyet sistemleri; Yayilim Yapan (Propagating), Rezonant
(Resonant) ve Isima Yapan (Radiating) yapilar olmak iizere 3 temel yapida toplanabilirler

(Sekil 2.4), (Paffi, 2010).
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in-Vitro RF Alan

Maruziyet
Sistemleri
N 0 g
] 1

Cevirimdisi Gergek Zamanli
Sistemler Sistemler

1 : | 7 1 1 i 1

Yayilim Yapan Rezonant [NINERETED] Yayilim Yapan Rezonant [SINERETED]
Sistemler Sistemler Sistemler Sistemler Sistemler Sistemler

Sekil 2.4. In vitro RF alan maruziyet sistemlerinin siniflandirilmasi

Yayilim Yapan (Propagating) sistemler, RF alan maruziyeti ile ilgili bircok ¢aligmada
kullanilmakta olup, TEM hiicresi ve farkli dalga kilavuzlari (dikdortgen, dairesel, radyal, es
diizlemli) gibi farkli yapilardan olugsmaktadir. Bu sistemlerin temel avantajlar1 ¢ok yonli

olmalar1 ve alan homojeniteleridir.

Rezonant (Resonant) sistemler; kisa devre dalga kilavuzu, kablo yama anten (Wire Patch
Cell) ve parelel plakali rezonator gibi sistemlerden olusmaktadir. Bunlardan kisa devre dalga
kilavuzu, ¢evre sartlariin siki kontroliiniin gerekli oldugu durumlarda kolayca inkiibator
igerisine yerlestirilebilen kapali ve kompakt bir yapiya sahiptir. Ancak yiiksek verimliliginin
yanisira, alan homojenitesinin bolgesel olarak son derece degisken olmasi nedeniyle,
orneklerin konumlandirilmasit kritik 6neme sahiptir. Diger bir rezonant sistem ise Kablo
Yama Anten (Wire Patch Cell) olup, iki levhas1 metal ¢ubuklar yardimiyla kisa devre edilmis
yama antenden olusur, RF alan uygulanacak oOrnekler antenin iki levhasi arasina

konuslandirilir.

Istma Yapan (Radiating) sistemler genellikle, horn anten ve mikroserit antenler gibi
antenlerden olusmaktadir. Bu sistemler yardimiyla bir¢ok Ornege ayni anda RF alan
maruziyeti uygulanabilir. Fakat genellikle maruziyet uygulanan 6rnekler arasindaki doz

dagiliminin homojenitesi diisiiktiir. Ayrica birim gii¢ basina olusan SAR degeri de diisiiktiir.
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Maruziyet sistemleri i¢in genel olarak 3 temel performans kriteri vardir. Bunlar:

e SAR Verimi: Birim Gii¢ basina elde edilen SAR degeridir. Birimi (W/kg)/W'dir. SAR
veriminin yiiksek olmasi, numunenin maruz birakilmak istenilen SAR degerlerine
yiikselte¢ (amplifikator) kullanmadan yada daha diisiik giiclii yiikselte¢ kullanilarak
ulagilabilmesini saglar. Boylece maruziyet sistemlerinin en yiiksek fiyatl bilesenlerinden

biri olan yiikseltegten kaynakli ciddi fiyat artiglarinin oniine gegilebilir.

e SAR Homojenitesi: RF alana maruz kalan bir Ornegin igindeki SAR homojenitesi,
Varyasyon Katsayisi (Coefficient of variation, CV) ile ifade edilir. SAR homojenitesinin
ya da varyasyon katsayisinin yiiksek olmasi, maruziyetin kalitesi agisindan énemli bir
etken olup, bir numunenin i¢inde farkli bolgelerin yada farkli konumlardaki numunelerin

birbirine daha yakin alan degerlerine maruz kaldiklarinin bir gostergesidir.

Standart Sapma
= x 100

~ Ortalama Deger

e Hacim Verimi: Maruziyet sisteminde numunelerin konumlandirilabilecegi hacmin, tiim
maruziyet sisteminin hacmine orani olarak tarif edilebilir. Hacim veriminin yiiksek
olmas1 daha fazla numunenin ayni sartlar altinda, ayn1 zaman dilimi igerisinde maruz

birakilabilmesine olanak tanir.

Paffi ve ark. biyoelektromanyetik alan aragtirmalarinda kullanilan in vitro RF maruziyet
sistemleri ile ilgili kapsamli bir literatiir arastirmasi gergeklestirmis ve aragtirma bulgularin
karsilastirmali olarak sunmuslardir. Bu bulgular; maruziyet sistemlerinin tiirii ve yapisi,
numune tutucu sayist ve tiirii, frekans, SAR verimi ve homojenitesi olarak Cizelge 2.2’de
verilmistir (Paffi, 2010). Cizelgeden de agikca goriilebilecegi gibi maruziyet sistemleri
arasinda bir standardizasyon (frekans, numune sayisi, numune tutucular, SAR verimi ve

homojenitesi) bulunmamaktadir.
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Cizelge 2.2. In vitro RF alan maruziyet sistemleri ve 6zellikleri (Paffi, 2010)

Numune Tutucu Frekans SA.R . SA.R .
. . . Paffi ve Verimi Homojenite
Maruziyet Sistemi ark Savis
: 1y Tiirii (MHz) (W/kg)/W Yiizdesi
6; Tiip; >0.10 80
[2] 837
2 60 mm Petri 0.10 140
[13] 4 T25 Flask 835 6 <52
[14] 4 25 mL Flask 835 - -
TEM [15] 6 4 Kuyucuklu Plaka 900 0.5 50
Hiicresi [16] 1 5 mL Tiip 895-915 0.0215 53
[17] 1 35 mm Petri 900 0.144 43
[18] 2 25 mL Flask 900 - -
24; 96 Kuyucuklu
[19] 2 Plaka 900 - B,
[20] 4 25 mL Flask 1950 = -
& [21] 2 Petri 835 . -
=I5
>| E GTEM [22] 1 15 mm Tiip 930 0.2 -
= D
B % Hiicresi 23] 1 25 cm2 Flask 935 - -
o
@ E [24] 1 3 mL Kiivet 1950 y -
2 «<
E >~ [25] 10 5 mm kuyucuk 2450 - ;
£
"Z | £ | Dikdirtgen [26] 4 T25 Flask 900 . 16
o >
2| S| Dpaga 4 T25 Flask 0.40; 39,
&) (27] 900
Kilavuzu 2 T75 Flask 0.19 15
[28] 8 Flasklar 1800 - -
[29] 1 T25 Flask 2450 - -
835; 0.016; 15.6;
[30] 16 T75 Flask
Radyal 2450 0.245 20.4
Dalga [31] 24 Silindirik Kaplar 38135330? 0.34 @900 -
835; 915;
Kilavuzu [32] 16 T75 Flask 2450 <0.1 -
Silindirik .
DK [33] 1 Petri 1900 8,6 24
[34] 1 35 mm Plaka 900 - -
Digerleri
[35] 1 13 mm Tiip 900 120 -
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Cizelge 2.2. (devam) In vitro RF alan maruziyet sistemleri ve &zellikleri (Paffi, 2010)

Numune Tutucu Frekans | SAR Verimi | SAR Homojenite
. . . Paffi
Maruziyet Sistemi K
veark. | Sayisi Tiirii (MHz) (Wikg)/W Yiizdesi
> 10 (siisp.) 40 (siisp.)
[36] 6 35 mm Petri 1800
> 50 (mono) <30 (mono)
1.61; 6.8;
[37] 2 Tiipler 800
Kisa Devre 2.28 12.1
. Dikdortgen [38] 1 100 mm Petri 1763 5-10 -
D
s Dalga 0.49 (siisp.) 54 (siisp.)
e [39] 8 35 mm Petri 900
% Kilavuzu 1.3 (mono) 20 (mono)
| = [40] 8 60 mm Petri 1710 1.5-2 25-35
=N
=
E S [41] 2 Petri 872; 900 25 30
D
E = [42] 4 35 mm Petri 1950 >22 <33
o
w [43] 1 Dikdortgen Kiiltiir Kabi 2450 <73 -
P
728
= Paralel Plakah 1=, 1 25 cm2 Flask 830 9.4 -
= Rez.
E Kablo Yama [11] 8 35 mm Petri 900 0.5 30
o
E Antenli Hiicre [45] 4 35 mm Petri 1800 1.25 25
o
[46] 1 96 Kuyucuklu Plaka 2450 - -
g Horn Anten 471 | 1;2;4 35'mm Petri 50000 ; <20
= 2450; 0.10;
a [48] 1 T25 Flask -
= 8200 0.34
«
-
Z'| Dielektrik Lens O'Llfri()“g 59 (49 Petri)
« [49] 49 35 mm Petri 21425
£ 0.138 (25 47 (25 Petri)
z, Petri)
Mikroserit .
Anten [50] 1 35 mm Petri 2100 - -
Modifiye TEM [53] 1 Yuvarlak Kabin 180; 900 - -
1.66;
[53] 1 Yuvarlak Kabin 900; 1800 -
- Modifiye 3.16
D
I~ g Dikdértgen [55] 1 Ozel Organ Banyosu 750-1120 >3 @ 1000 78.9
= =
E Z | Dalga Kilavuzu [56] 1 Coklu Elektrot Dizisi 1900-2200 - -
=
E g_ [57] 1 Maruziyet Hiicresi 9200 3300 20 (r <2 mm)
wn| =
7] >E" Paralel Plaka [59] 1 Perfiizyon Kabini 700 0.01-0.03 -
.
= = 17.3 @ 905;
<| = [61] 1 35 mm Petri 800-2000 -
% > | EsDiizlemli 40.9 @ 1750
E Dalga Kilavuzu [62] 2 35 mm Petri 800-2000 >27 <7
= Modifiye "
(Ci Serit Hat [63] 1 Kiivet 2450 - -
= @«
| §
£ Modifiye [51] I | Hiicre Perfiizyon Aparati | 750-1120 | 2@ 1000 30 (%83 alanda)
S Dikdortgen DK
&
«
i Horn Anten [52] 1 Hiicre Perfiizyon Aparat1 | 1000-6000 | 0.07 @ 6000 66.5
—
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Cevrimdisi (Offline) Sistemler

Diger RF alan maruziyet sistemleri de kullanilmakla birlikte, en ¢ok kullanilan offline

sistemler Yayilim Yapan sistemlerdir/yapilardir (Pafti, 2010).

1)

2)

Yayilim Yapan Yapilar: Bu yapilar ¢ogunlukla kapali yapilardir ve RF alani igerisinde
sinirlarlar. Farkli kosullar i¢in uygun ve ¢ok yonliidiir, genellikle biyolojik drnekler
icerisinde homojen alan dagilimini garanti eder. En ¢ok tercih edilenleri TEM hiicresi ve

Dikdortgen Dalga Kilavuzlaridir.

TEM hiicresi, serbest uzaya benzer maruziyet kosullar1 saglar ve farkli deneysel
ihtiyaclara cevap verebilecek cok yonli bir sistemdir. Standart inkiibatorler igerisine
kolayca yerlestirilebilmesi nedeniyle in vitro c¢alismalarda tercih edilmektedir.
Karakteristik ortalama verimi 1 (W/kg)/W civarinda olmakla birlikte, sisteme gore
degisiklik gosterebilir. SAR dagiliminin homojenligi biiyiik oranda, alan polarizasyonuna
ve maruziyet esnasinda kullanilan kabin sekline baglidir. Homojenligin maksimum
oldugu SAR degeri, petri tabaninin manyetik alana paralel oldugu durumda elde edilir.
Standart kaplar igerisindeki hiicre siispansiyonlar1 i¢in SAR homojenligi %70’in

altindadir (Guy ve digerleri, 1999; Paffi, 2010).

GTEM hiicreler, TEM hiicrelerin gigahertz mertebesinde kullanilan 6zel bir versiyonu
olup, genis bant araliginda kullanilabilen, potansiyel olarak biiyiik kapasiteye ve ¢ok
diisiitk hacim verimine (hedef kismin hacmi/tim maruziyet sisteminin hacmi) sahiptir.
Biiyiik boyutlar1 nedeniyle ¢evre kosullarini saglayacak standart inkiibatorler icerisine

sigmazlar.

Hem TEM hiicresinin hem de dikdortgen dalga kilavuzunun ortak karakteristik
ozellikleri, maruz birakilacak numunelerin konumlandirilmalar1 i¢in kii¢iik bir hacme

sahip olmasidir.

Rezonant Yapilar: Rezonant yapilarin ¢ogu kisa devre dikdortgen dalga kilavuzu
yapisindadir ve bu yapilar genellikle tiim yansimalarin igeride kalmasina izin verirler.
Yiiksek hacim verimine sahiptirler ve genellikle hem RF alan maruziyet gruplari hem de

kontrol gruplari birlikte ayn1 inkiibator icerisine sigacak kadar kiigiik boyutlu yapilardir.
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Rezonant yap1 olmasi nedeniyle, biyolojik 6rneklerin boyut ve pozisyonlarindan kuvvetli
sekilde etkilenirler ve dar bir ¢calisma frekansina sahiptirler. E yada H alanin maksimum
oldugu konumlara yerlestirildiginde yiiksek SAR verimine sahiptirler. Sicaklik genellikle
aktif olarak (fan vb) kontrol edilir. Bu sistemlerde, hacim verimi ve alan homojenitesi
frekansa bagl olarak kuvvetli sekilde degismektedir. SAR ve alan homojenitesini
arttirmak i¢cin monolayer Ornekler H alanin maksimum oldugu bdlgeye, hiicre
siispansiyonlart ise E alanin maksimum oldugu bolgeye konumlandirilmaktadir

(Schuderer ve digerleri, 2004; Pafti, 2010).

Rezonant sistemlerin bir diger tipi olan Wire Patch cell ise iki adet kare yapidaki paralel
plakanin, koselerindeki metal destekler yardimiyla kisa devre edilmesi ile tretilmis
yapilardir. 1ki tabakadan biri koaksiyel kablo yardimiyla beslenir. Petri kaplari
icerisindeki biyolojik 6rnekler bu iki plaka arasina yerlestirilirler. Sistemin boyutu
caligma frekansina bagli olarak degisim gostermektedir. Kii¢iik boyutlu olanlar inkiibator
icerisine sigmaktadir. Bu sistemin verimliligi diger rezonant yapili maruziyet sistemlerine
gore dusiliktiir, ancak Yayilim Yapan (Propagating) yapilarla kiyaslanabilecek
durumdadir. Sicaklik kontrolii i¢in su ceketi kullanilan yapilar mevcuttur (Ardoino, 2004;

Paffi, 2010).

Istma Yapan Yapilar: Bu sistemler bir¢ok 6rnege ayni anda ayni siddette RF alanin
uygulanabilmesine olanak taniyan ve genis kapsamli deneylerin yapilmasi miimkiin olan
sistemlerdir. Bu sistemler giiniimiizde 2.45 GHz iistii frekanslarda kullanilan tek
sistemlerdir. Literatiirde bu yapilarda kullanilan antenlerin genellikle Horn antenler ve
mikroserit antenler oldugu goze ¢arpmaktadir. Bu sistemlerin diisiik gii¢ yogunlugu
nedeniyle verimleri diisiik ve alan homojenitesi zayiftir. Agik sistemler oldugundan alan
sinirlamas1 yoktur ve EM uyumlulugun gbézden gecirilmesi gerekmektedir. Ayrica
cevresel kosullarin kontrol edilebilmesi i¢in ilave cihazlarin gerekmesi nedeniyle sistem

daha karmasik olabilir.

Gercek Zamanli (Real Time) Sistemler

RF alan maruziyeti esnasinda muhtemel kiimiilatif ve/veya geri doniisiimlii etkilerin

tanimlanabilmesi i¢in gergek zamanl veri toplamaya 6zel dnem verilmektedir. Ozellikle,

sinir sistemi RF alan etkilesimi ile ilgili olarak gliniimiizde elektrofizyolojik teknikler yaygin
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olarak calisilmaktadir. Ger¢ek zamanli analizler gergeklestirilirken, incelenen biyolojik
orneklere kolayca ulasilabilmesi ve verilerin minimal diizeyde etkilenmesi gibi ek
ozelliklere ihtiya¢c duyulmaktadir. Ger¢ek zamanli sistemlerin ¢ogu, Yayilim Yapan
Ozellikte olabilmektedir. Ancak Rezonant ve Isima Yapan yapida olan sistemler de

mevcuttur.

Yayilim Yapan Yapilar: Ger¢ek zamanli Yayilim Yapan Yapilar, TEM hiicresi ve
Dikdortgen dalga kilavuzu gibi genellikle kapali yapilar olup, biyokimyasal yada
biyofiziksel parametrelerin gercek zamanli olarak incelenebilmesi, perfiizyon ve 6rnegin
gozlenebilmesi i¢in delik agilarak modifiye edilmis sistemlerdir. Su ana kadar RF alan
maruziyeti calismalarinda genellikle ¢evrimdisi sistemler kullanilmis olmasina ragmen,

gercek zamanli sistemlere kars1 yonelim artmaktadir (Paffi, 2010).

RF alan maruziyet sistemlerini Cevrimdis1 yada Gergek zamanli sistemler diye ayirmaksizin

sistemlerin genel olarak dezavantajlar Cizelge 2.3.’de 6zet olarak verilmistir.

Bu tez calismasi kapsaminda, eszamanli olarak cok sayida numuneye maruziyet
uygulanabilmesine olanak saglamasi ve uygulanabilecek yiiksek frekanslar i¢in esneklige

sahip olmasi nedeniyele 151ma yapan bir sistemin gelistirilmesi ve tiretimi dngorilmiistiir.



Cizelge 2.3. In vitro RF alan maruziyet sistemlerinin genel dezavantajlari

Maruziyet Sistemi

Istma Yapan

£
5
—
=
5
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»n
=
=
=5
<
P
g
|
-
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<
>~

Rezonant Sistemler

Sistemler

Horn/ Mikroserit

Antenler

TEM Hiicresi

GTEM Hiicresi

Dalga Kilavuzu

Kisa Devre

Dalga Kilavuzu

Kablo Yama

Anten

RF alan doz dagilim homojenitesinin diisiik olmas1
Birim gii¢ basina olugan SAR degeri veriminin diisiik
olmas1
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Calisma frekansinin 1 GHz ve alt1 seviyelerde olmast
Yiiksek frekansl yeni teknolojileri desteklememesi

Boyutlarinin biiyiik olmast

Boyutlari nedeniyle CO2'liinkiibatér igerisine sigmamasi
Iklimlendirme kosullar1 (Sicaklik, nem, CO2) i¢in ek
sistemler gerektirmesi

Boyutlarinin frekansa bagl degisiyor olmasi

Sinirh bir frekans araliginda kullanilabiliyor olusu
Frekans arttikca, dalga kilavuzu icerisindeki kullanilabilir
alanin azalmasi

Calisma frekansina bagl olarak, boyutlarimimn degisiyor
olmasi

Calisma frekansindaki artiga bagli olarak, dalga
kilavuzunun boyutlariin kii¢iilmesi nedeniyle, igerisine
yerlestirilecek numuneler igin yeterli alanin bulunmamasi
Sinirli bir frekans araliginda kullanilabiliyor olusu

Boyutlarinin frekansa bagl degisiyor olmasi

Dar bir frekans araliginda kullanilabiliyor olusu
Yiiksek Elektrik alan seviyelerinde sicakligin ¢ok
yiikselmesi

Etrafinin agik olmasi nedeniyle RF sogurucu malzeme
ihtiyacinin bulunmasi
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2.3.2. Optimum in vitro RF alan maruziyet sistemini olusturabilmek icin dikkat

edilmesi gereken kriterler

Diistik giiclii RF alan maruziyetinden kaynakli riskleri aragtiran ¢alismalarda, yasanan iki

temel zorluk bulunmaktadir:

1) Bilinen veya makul etkilesim mekanizmalarinin olmayisi,

2) Toksikolojik yaklasima uygun olarak, halkin maruz kaldig1 alan seviyesinden ¢ok daha
yiliksek doz seviyelerinin uygulanamamasi. Dolayisiyla etkilerin gozlenebilecegi RF alan

seviyesinin ve etkilerin neler oldugunun belirlenmesindeki imkansizlik

Ikinci maddeye gore, yiiksek doz seviyeleri uygulanarak etki goézlenen RF alan siddeti
belirlenebilir. Etki gozlenen RF alan doz seviyeleri kademeli olarak diistiriilerek, giivenli
sinirlarin belirlenmesi miimkiin olabilir. Fakat asir1 yiiksek dozda RF alan uygulamasi,
dokuda onemli Ol¢lide 1sinmaya neden olarak olasi 1sil olmayan etkilerin gozden

kacirilabilmesine neden olabilir (Kuster ve Schonborn, 2000).

RF alan maruziyeti c¢alismalarinda en hassas biyolojik deneyler, genellikle gelismis
donanimlarin kullanilmasini ve siki standart protokollerin uygulanmasini gerektirmektedir.
Cinkii RF alan kaynakli etkilerin kanitlanmast ve ciddi saglik riski olusturup
olusturmadiginin tespiti sadece miimkiin olan en hassas deney sistemleri ve protokolleri ile

miimkiin olabilecektir (Kuster ve Schonborn, 2000).

Ornegin, yiiksek homojeniteye sahip tiim viicut maruziyeti, toksikolojik galigmalar igin
tercih edilen elzem bir durumdur fakat RF alan maruziyeti i¢cin bu durumun elde edilmesi;
dokularin kaynaktan farkli uzakliklarda olusu, farkli doku tipleri, farkli geometri ve boyutlar
vs. gibi nedenlerle pek miimkiin degildir. Arastirmalarda homojen tiim viicut maruziyetinin
saglanmast gerekliligi ve biyolojik kosullar nedeniyle bunun saglanamamasi; RF alan
maruziyet sistem gereksinimleri ile biyolojik deney kosullarinin saglanmasi arasindaki temel
catigmalar1 gostermektedir. Bu nedenle her tasarim igin farkli kosullar arasinda denge

saglayabilen, uygulanabilir bir yaklagim bulunmalidir.

Maruziyet sistemleri i¢in temel tasarimlar mevcuttur, ancak maruziyet sisteminin belirli

biyolojik protokollere ve sec¢ilen maruziyet kosullarina miimkiin olan en iyi sekilde adapte
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edilmesi yada optimize edilmesi gerekmektedir (Cizelge 2.4.). Bu nedenle tiim
deneylere/kosullara uygun tek bir standart maruziyet sisteminin tasarlanmasi yada
kullanilmast miimkiin degildir. Béyle bir durum sadece deneye zarar verir (Kuster ve

Schonborn, 2000).

Deney i¢in gerekli olan maruziyet kosullar1 ile biyolojik kosullar arasinda optimum
kosullarin  saglanmast  biyolojik ve miihendislik gruplar1 arasinda isbirligini
gerektirmektedir. Bu durum genel hedefleri agisindan optimize edilmis bir kurulum
gerceklestirmek i¢in, disiplinler arasi birgok isbirliginin gerekli oldugu anlamina

gelmektedir (Kuster ve Schonborn, 2000).
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Cizelge 2.4. RF alan maruziyeti ¢alismalarinda kullanilacak maruziyet sistemleri i¢in temel
gereksinimler (Kuster ve Schonborn, 2000)

Biyolojik Protokol

Sistem standart biyolojik protokollerden kaynakli asgari
gereksinimleri kargilayabilir olmali.

Biyolojik
Gereksinimler

Cevresel Sartlar

Gergeklestirilecek deney i¢in gerekli tiim ¢evre kosullari ile
ilgili gereksinimler siki sekilde mutlaka saglanmalidir.
(sterilizasyon, sicaklik, hava kosullari, diisiik stres seviyesi,
erigebilirlik vs.)

Sistem istatistiksel olarak degerlendirme yapilabilecek

Istatistik yeterli sayida Ornegi RF alana maruz birakabilecek
kapasiteye sahip olmalidir.
. . | Sinyal kaynagi hassas bir sekilde belirlenmis olmali.
Sinyal Kaynag (Frekans, modiilasyon, gii¢ stabilitesi, giiriiltii seviyesi vs.)
indiiklenmis Hiicre kultqrunup yada hayvamn bulpr}dugu konum i¢in, E
ve H alan siddeti ve polarizasyonun iyi tanimlanmig olmasi
E ve H .
gerekir.
Alan Dagilimi Alan 'da'glhml homojenligi oldl}kg{% . yukself "olmah ve
;o homojeniteden sapmalarin olabildigince diisiik olmasi
(In vitro) -
saglanmali.
Cogu durumda homojen bir viicut maruziyeti elde edilemez.
Maruziyet tim dokular i¢in iyi tamimlanmali ve
homojeniteden sapmalar minimumda tutulmaya
Alan Dagilim | calisilmalidir. Belirli bir organ yada doku maruziyeti
(In vivo) calisiliyorsa, kismi viicut maruziyeti uygulamasi homojenite
Elektromanyetik acisindan c.laha. iyi bir tercih olacaktir. Uygun olan diger bir
. yaklasim ise insanlarin maruz kaldiklari alanlara benzer
Gereksinimler .
maruziyetler olugturmaktir.
Deneysel farkliliklardan kaynakli, alan siddeti ve dagilimi
Deneysel o . . . . .
Farkhliklar gibi deneyin hassasiyetini etkileyebilecek kosullara dikkat
edilmelidir. (Konum, postiir, hayvan boyutu vs.)
Tiim cihazlar i¢in en kotli durum senaryolar1 dikkate
EM Girisim | alinarak Elektromanyetik girisim ile ilgili tiim kontroller
(EMI) yapilmalidir. Aksi takdirde girisimden kaynakli arizalar
meydana gelebilir.
EM Uyumluluk Sistem .tarafmdan yay}lgn alan!ar, .lgboratuvar sinirlart
(EMC) disindaki kablosuz iletisim servisleri ile EM uyumluluk

gostermelidir.

Personel Giivenlig

Maruziyet sistemi, sistemi kullanan personelin giivenlik
standartlarinin Ustiindeki alanlara maruz kalmasina neden
olmamalidir.

RF alan maruziyet sistemleri, ELF alanlar da {iretebilirler.

ELF Alanlar | Bu alanlar iyi tanimlanmali ve miimkiin oldugunca
minimum seviyelerde tutulmalidir.
Gériintiileme Maruziyet sistemi deney sirasindaki teknik ve biyolojik
parametrelerin izlenebilmesine imkan saglamalidir.
Diger Kullanilabilirlik Sistqm tekgik bilgisi olmayan kullanicilarin neden
Gereksinimler olabilecekleri hatalara kars1 korumali olmalidir.
Kor Calisma | Tasarim, kor yada cift kor calismalart i¢in uygulanabilir
Tasarim olmalidir.

Maliyet

Sistem maliyeti makul 6l¢iilerde olmalidir.
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Optimum Maruziyet Sistemi Tasarimi Prosediirii

Biyolojik protokollerin ¢ok ¢esitli olusu ve kat1 gereksinimleri nedeniyle, elektromanyetik
alan maruziyeti i¢in standardize edilmis bir maruziyet sisteminin gelistirilmesi imkansizdir.
Optimum RF alan maruziyet sistemi tasarimina ulagabilmek i¢in 6rnek olarak Paffi ve ark.

tarafindan Onerilen yontemin basamaklari asagida verilmistir.

[k olarak, maruziyet uygulanacak biyolojik sisteme uygun bir deneysel hipotez formiile
edilmelidir (adim 1). Daha sonra hipotezi test etmek icin biyolojik modelleri, sonuglari,

teknikleri ve maruziyet parametrelerini iceren deney tanimlanmalidir (adim 2).

Tanimlanan bu parametrelere uygun maruziyet sistemi igin gerekli olan ihtiyaclar tespit
edilmelidir (adim 3). Eger var olan mevcut bir sistemin adapte edilmesi tercih ediliyorsa
literatiirde boyle bir sistemin var olup olmadig1 ve yapinin boyutlari incelenmeli, s6z konusu
duruma gore sistemin teorik temelli olarak tasarim asamasina gegilmelidir (adim 4). Tasarim
parametreleri (boyutlar, malzeme se¢imi, biyolojik drnegin konumlandirilmasi, vs.) sayisal
simiilasyonlar yardimiyla belirlenmeli ve optimize edilmelidir (adim 5). Sonraki iki asama

ise iretim (adim 6) ve deneysel dogrulama siirecidir (adim 7) (Paffi, 2010).
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Sekil 2.5. Optimum maruziyet sistemi tasarimi i¢in Onerilen standardize edilmis yontem

(Paffi, 2010)

DURUM Yetersiz:

A. Model igin 5.
adima gidin

adima gidin

adima gidin

B. Uretim igin 6.

c. Olgum igin 7.
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Hem biyolojik protokoller icin iyi adapte edilmis hem de tiim gereksinimleri karsilayan iyi
karakterize edilmis EM alan maruziyeti saglayan bir deney sisteminin kurulabilmesi i¢in
biyologlar, medikal bilimciler ve miihendisler arasinda yakin isbirligi olmas1 gerekliligi

aciktir.

2.3.3. Radyofrekans sistemlerde kalkanlama®

Elektromanyetik kalkanlama, iletken veya manyetik malzemeler yardimi ile
elektromanyetik dalgalarin  belirli bir alandaki emisyon diizeylerinin azaltilmasi
uygulamasidir. Yiiksek frekans icin ideal zirh, sonsuz iletkenlige sahip olan ve kesintiye
ugramadan devam eden bir yapidir. Fakat pratikte boyle bir durum pek miimkiin degildir.
Yiiksek frekansta ekranlama i¢in EM alan kaynaginin tamamen zirhla kaplanmasi ve EM
sizintilarin olusmas1 muhtemel olan agikliklarin, birlesim noktalarinin ve kablo girislerinin

oldugu noktalarda sizintilar1 6nleyecek onlemlerin alinmasi gereklidir (LearnEMC.com).

Acikliklar (Aperture)

Zirhlanmus bir yapida, havalandirma, goriintiilleme, plastik malzemeler veya mekanik destek
icin gerekli agikliklar bulunabilmektedir. Zirhin islevselligini devam ettirebilmesi igin
akimlarin yiizey iizerinde engellenmeden akabilmesi gereklidir. Dalga boyundan ¢ok daha
kiigiikk boyutlu olan agikliklar, iletken bir ylizey tizerindeki akima karsi ¢ok az direng
gosterirler. Bu nedenle birkag tane biiyiik agiklik kullanmak yerine ¢ok sayida kiiciik agiklik
kullanmay1 tercih etmek gerekir (LearnEMC.com).

i _ o

Sekil 2.6. Iletken bir yiizey iizerindeki havalandirma kanallar1 etrafinda akim gegisleri
(LearnEMC.com)

* Kalkanlama, zirhlama ve ekranlama terimleri ayni islem igin kullanilmistir.
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Sekil 2.6. da Iletken bir yiizey iizerindeki havalandirma kanallar etrafinda iki farkli akim
gecisleri goriilmektedir. Sekil 2.6a daki akim hem daha fazla engellenmekte, hem de
acikliklarin dalga boyuna kiyasla Sekil 2.6b den daha biiyiik oldugu agik¢a gézlenmektedir.
Her iki yapida da toplam agik alan miktar1 benzer boyutlarda olmasina ragmen, EM zirhlama
performansi agisindan 2.6b yontem olarak ¢ok daha iyi bir tercihtir. Agikliklarda dikkat

edilecek temel nokta acikliklarin boyutunun dalga boyundan 6nemli 6l¢iide kiigiik olmasidir.

Bir agikligin zirhlama performansi, o acikligin en biiyiik boyutunun bir fonksiyonu olarak
degisim gosterir. Acikliklar oyuklar (slot’lar) ve yuvarlak delikler olmak iizere 2 kategoriye
ayrilirlar. Zirhlama Etkinligini (Shielding Effectiveness dB, SEdB; attenuation dB) dB
cinsinden asagida belirtilen formiiller yardimiyla tek bir oyuk, tek bir yuvarlak delik i¢in
yada oyuk/yuvarlak delik dizisi i¢in hesaplamak miimkiindiir (LearnEMC.com, digikey.hk)
(Cizelge 2.5).

Cizelge 2.5. Zirhlama etkinligine iliskin formiiller

Zarhlama Etkinligi (dB)
1 Oyuk icin SEdB = 20 logio A/2 L
1 Yuvarlak Delik i¢in SEdB =40 logio /2 L

Oyuk Dizisi icin K=20 SEdB =K logio A/2 L - 20 log n
Yuvarlak Delik Dizisi icin K=40 (L= 2y w2 gt oLl el L e

Burada, L: Slotun En uzun boyutu (m) ( L>>t), A: dalga boyu (m) ve t: kalinlig1 ifade
etmektedir (digikey.hk).

Agikliklardan kaynakli enerji sizintisin1 azaltmak igin, agikliklarin derinlikleri arttirilarak
kiigiik bir dalga kilavuzu gibi davranmasi da saglanabilir. Boylece dalga kilavuzunun kesim

frekansi nedeniyle her frekansin iletimi miimkiin olmaz (LearnEMC.com).

Baglant1 Yeri

Birden fazla parcaya sahip olan sistemlerin baglant1 yerleri, daha biiyiik boyutlar1 nedeniyle
acikliklara kiyasla daha biliyiik alan sizintilarina neden olurlar. Yarim dalga boyu
uzunlugundaki bir baglant1 noktas1 ¢ok etkili bir radyasyon kaynag: olabilir. Hatta yarim

dalga boylu bir dipol anten gibi davranabilir.
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Ciplak gozle bakildiginda iyi temas ettigi diisliniilen bir baglanti noktasi, yiizeydeki
akimlarin akiginin bozulmasina ve zirhlama performansinin 6nemli 6l¢iide azalmasina neden
olabilir. Ayrica metal yiizeylerdeki paslanma, korozyon ve egrilme gibi durumlar elektriksel
iletkenligin kalitesinin azalmasina neden olarak zirhlama performansini diistirmektedir

(LearnEMC.com). Baglant1 yerleri i¢in farkli ¢6ziim Onerileri mevcuttur (Sekil 2.7.)

=
£ .
. |
(a) (b)
i T _‘; a
(c) (d)
——
E =
)
(€) (f)

Sekil 2.7. Baglanti yerleri i¢in farkli ¢6ziim 6nerileri (LearnEMC.com)

Sekil 2.7a veya Sekil 2.7b birbirine basit¢e temas iki metal yiizey nadiren yiiksek
frekanslarda yeterince gilivenilir sizdirmazlik saglamaktadir. Vidalar veya perginler (Sekil
2.7¢), noktalar arasinda iyi bir elektrik temasi saglayabilir fakat tam bir sizdirmazlig1 garanti
edemez. Baglant1 yerleri arasindaki empedansi diisiirmek i¢in kullanilan diger bir teknik ise
plakalarin her iki tarafinin temasl olmasidir (Sekil 2.7d). En yaygin kullanilan yontemler

ise iletken 6zellige sahip RF contalardir (Sekil 2.7e ve 2.71).

Kablo Girisi

Zirhlanmamis tek bir kablo girisi, tim zirhlama performansini tamamen yok edebilir. Kablo
ile ekranlama malzemesi arasindaki voltaj farki, bir dipol gibi davranisa neden

olabilmektedir. Hem ekranlama malzemesi hem de kablo uzun metalik yapilar oldugu i¢in
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genellikle diistik frekansta ¢ok etkili bir anten gorevi goriirler. Bu nedenle kablonun iyi
zirhlanmasi ya da ekranlama malzemesi ile ayni1 potansiyelde tutulmasi ¢ok onemlidir. Bu
sorun, kablonun zirhi ile ekranlama malzemesinin tiimiiyle temas etmesi saglanarak

engellenebilir (LearnEMC.com).
2.4. Apoptoz

Cok hiicreli organizmalarin biliyiimesi, gelisimi ve canliliklarinin korunmasi sadece hiicre
biliylimesine/cogalmasina bagli olmayip yok edilme mekanizmalarina da baghdir.
Hemostazinin korunmasi i¢in hiicrelerin ¢ogaldiklart oranda dlmeleri gerekmektedir. Hem
doku ve uzuvlarin boyut ve sekli i¢in hem de zarar gérmiis yada enfekte olmus hiicrelerden
organizmanin kurtulabilmesi i¢in hiicre 6liimiine ihtiya¢ duyulmaktadir. Boyle durumlarda
hiicre dliimii rastgele bir siirecle degil de Apoptoz olarak isimlendirilen programlanmis

hiicre 6liimii yoluyla gergeklesir (Alberts ve digerleri, 2015).

Hiicresel etkilesimler iki temel mekanizma ile hiicre Sliimiinii diizenlerler. Birincisi ¢ok
hiicreli organizmalarda ¢ogu hiicrenin hayatta kalmasi i¢in Trofik Faktor adi verilen hayatta
kalma sinyallerine ihtiyact vardir. Bu sinyaller olmadig:1 takdirde, hiicreler bir intihar
programini harekete gecirirler. ikinci olarak ise bagisiklik sistemi yada farkli sinyaller
araciliiyla hiicreleri 6ldiiren bir cinayet programi olustururlar. Hiicrelerin hayatta kalma
sinyallerinin yoklugu nedeniyle intihar etmeleri yada diger hiicrelerden gelen cinayet

sinyalleriyle oldiiriilmesine ortak bir molekiiler yol aracilik eder (Lodish ve digerleri, 2008).

Hiicrelerin programlanmis olarak 6liime gidisi, Apoptoz, iyi tanimlanmis bir dizi morfolojik
degisiklikler gostermektedir. Apoptoz kelimesi agagtan yapraklarin diismesi gibi "diismek"

anlamina gelen yunanca bir sozciikten tliretilmistir ( Lodish ve digerleri, 2008).

Apoptoz gegiren hiicreler, komsu hiicreler ile baglantisin1 koparirlar, hiicre hacmi azalip
biiziisiir ve sitoplazma yogunlasir, kromatin ¢ekirdek membranina yonelir ve yogunlasir,
DNA’s1 niikleozomlarindan kesilir. Hiicre zarinin i¢ yiliziinde bulunan Fosfatidil Serin (PS)
erken evrede membranin dis yiizeyine dogru yer degistirir. Cekirdek kiigiiliip parcalara
ayrisir. Hiicre ylizeyinde disa dogru ¢ikintilar olusur, bunlar hiicreden ayrilarak apoptotik
cisimcikleri olustururlar. Hiicre ve apoptotik cisimciklerin ylizeyi de kimyasal olarak

degisim gegirir, boylece komsu hiicre yada makrofajlar tarafindan kolayca taninir
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sindirilirler. Boylece hiicre inflamatuar (yangisal) bir etkiye neden olmadan ortadan

kaldirilmis olur (Alberts ve digerleri, 2015; Coskun ve Ozgiir, 2011).

[k bakista sindirim/hiicrenin yutulmasi 6liim sonrasi bir temizleme siireci gibi gériinse de
aslinda yutma nihai 6liim kararinin bir parcasidir. Yutmayi bloke eden mutasyonlar,

normalde 6lecek olan hiicrelerin yasamasina izin verir (Lodish ve digerleri, 2008).

Apoptozda artis Aids, ndrodejeneratif hastaliklar, insiiline bagimli tip diyabet, hepatit C
enfeksiyonu, miyokard enfarktiisii, arteroskleroz gibi hastaliklarda gbzlenirken; apoptozdaki

azalma ise otoimmiin hastaliklar ve kanserde gozlenmektedir (Ulukaya, 2003).

Apoptozun aksine, akut hasar nedeniyle olusan hiicre 6liimii nekrozis denen bir siirec ile
gerceklesir. Nekroz geciren hiicreler tipik olarak sisip patlarlar. Bu patlama neticesinde,
cevredeki hiicrelere zarar verebilecek ve inflamasyona neden olabilecek hiicre i¢i iceriklerini

hiicreler aras1 ortama salarlar (Lodish ve digerleri, 2008; Alberts ve digerleri, 2015).
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Apoptoz ve nekroz arasindaki benzerlikler/farklar Cizelge 2.6.’da verilmistir.

Cizelge 2.6. Nekroz ve apoptoz karsilastirmasi (Ulukaya, 2003)

OZELLIK NEKROZIiS APOPTOZIiS

Iskemi Biiyiime faktorii eksikligi
Hipertermi Hiicre yaslanmasi (Senescence)
Hipoksi HIV
Litik (eritici) viral enfeksiyon Kanser ilaglar

Yol Acan Nedenler E(‘)’ESS:; tf;zggillzzn s Radyasyon

Morfolojik
Ozellikler

Biyokimyasal
Ozellikler

Diger Ozellikler

Siddetli oksidatif stress

Hiicre membrani biitiinliginiin kayb1

Kromatin “flocculation”u

Hiicre sismesi

Organellerin disintegrasyonu
Endoplazmik retikulumun dilatasyonu
Biiyiik vakuollerin olusumu

Hiicre lizisi

Bozulmus iyon hemostazisi

ATP gerekmez (pasif siirec)

+4°C°de gergeklesebilir

DNA rastgele pargalanir

Postlitik DNA fragmentasyonu (geg
sathada)

Hiicreler gruplar halinde 6liir

Patolojik etkiler sonucu gergeklesir
Lizozomal enzimler salinir

Inflamasyona neden olur

Yiiksek doz glukokortikoid
Fas veya TNFR-1 reseptorlerinin aktivasyonu
Sitotoksik T lenfositler

Cok siddetli olmayan oksidatif stress

Hiicre membrani saglam fakat membranda tomurcuk
olusumu

Kromatinin niikleer membran civarinda toplanmasi ve
yogunlagmast

Hiicre kiigiilmesi
Organellerde disintegrasyon yok

Hiicrenin membranla kapli apoptotik cisimciklere
pargalanmast

Iyi kontrollu, baz1 aktivasyonlarin ve enzimatik
basamaklarin olmas1

ATP gereklidir (aktif siireg)
+4°C>de gergeklesmez

DNA agaroz jel elektroforezinde merdiven deseni sekilde
karilir

Prelitik DNA fragmentasyonu (erkenevrede gerceklesir)

Hiicreler tek tek veya birkaci birarada 6liir

Fizyolojik sartlarda da gergeklesebilir

Komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan fagosite
edilirler

Inflamasyon goriilmez

Apoptozun diizenlenmesinde Ca, Seramid, Bcl-2 ailesi gibi molekiiller, p53, kaspazlar,

sitokrom-c gibi proteinler ve mitokondri rol oynamaktadir (Coskun ve Ozgiir, 2011).

Kaspazlar, 100 kadar farkli hedef proteini keserek apoptoza neden olurlar Kaspaz (C-asp-
ase) ismi, aktif bolgelerinde sistein (Cysteine) amino asidini barindirmalari ve substrati olan
proteinleri aspartik asitten (Asp) kesmeleri nedeniyle verilmistir. Insanlarda 15 farkli kaspaz
(CASP) vardir. Biitlin kaspazlar baslangicta inaktif Onciiller (pro-kaspaz) olarak iiretilir,

daha sonra diger kaspazlar ve molekiiller araciligiyla kesilerek aktif kaspaz haline gecerler



39

(Cooper ve Hausman, 2006; Lodish ve digerleri, 2008). Kaspazlarin ana hedefleri arasinda
aktive edildigi zaman DNA ’nin par¢alanmasindan sorumlu olan bir DNaz inhibitorii yer alir.

Kaspazlar 3 tipe ayrilirlar:

e Baslatic1 Kaspazlar: Kaspaz 2, 8, 9, 10
o Efektor Kaspazlar: Kaspaz 3, 6, 7
e Inflamatuar Kaspazlar: Kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13, 14

Baslatici kaspazlar, apoptotik uyari ile baglayan 6liim sinyallerini efektor kaspazlara iletirler.
Efektor kaspazlar da hiicre iskeleti proteinlerini, niikleer Laminleri, DNA tamirinde rol alan
Poli ADP-Riboz Polimeraz (PARP) gibi ¢esitli proteinleri keserek c¢ekirdegin
parg¢alanmasina, hiicre zarinin tomurcuklanmasina ve hiicrenin pargalanmasina neden olur.
Kaspazlar “Apoptoz Proteinleri Inhibitdrleri” (IAP) olarak adlandirilan ve direkt olarak
kaspaz aktivitesini baskilayarak apoptotik mekanizmayi1 engelleyen bir protein ailesi
tarafindan diizenlenirler (Cooper ve Hausman, 2006; Coskun ve Ozgiir, 2011; Ulukaya,

2003).

Bcl-2 ailesi, mitokondride gorev yapan ve apoptozun kontroliinde merkezi 6neme sahip olan
molekiillerdir. Bcl-2 ailesinin bazi {iyeleri kaspazlar1 ve dolayisiyla apoptozu aktive eden
pro-apoptotik yapr gostermekteyken, diger Bcl-2 ailesi tiyeleri ise kaspazlar1 ve apoptozu
inhibe eden anti-apoptotik 6zellik gostermektedirler (Cooper ve Hausman, 2006; Ulukaya,
2003).

e Pro-Apoptotik Bcl-2 ailesi iiyeleri: Bax, Bcl-Xs, Bad, Bim, Bak, Bok, Bid, Puma,
Noxa’dir. Bu proteinler sitozolde yer alirlar; Apoptoz Indiikleyici Faktor (AIF) ve
mitokondriden sitokram-c salmimini arttirarak apoptozu indiiklerler (Coskun ve Ozgiir,
2011; Ulukaya, 2003).

e Anti-Apoptotik Bcl-2 ailesi iiyeleri: Bcl-2, Bcl-X1, Mcl-1°dir. Bu proteinler ise
mitokondrinin dig zarinda, endoplazmik retikulumda ve ¢ekirdek zarinda yer alirlar. Por
olusumunu saglayip, basta Ca olmak flizere iyon transportunu yonetirler. AIF ve

mitokondriden stokrom-c salmimimi bloke ederler (Coskun ve Ozgiir, 2011; Ulukaya,

2003).
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P53 proteini, hiicrede DNA hasar1 meydana geldigi durumlarda, hiicre dongiisiinii G1
fazinda durdurarak, hiicrenin DNA’sin1 tamir edebilmesi i¢in zaman saglar. Hiicre hasari
tamir edilemeyecek durumda ise Bax, Apaf-1 ve Fas yapimini arttirip, Bel-2 ve Bel-X1'yi
baskilayarak programlanmus hiicre 6liimii olan apoptozu indiikler (Coskun ve Ozgiir, 2011).
P53 genindeki mutasyon, tiim tiimdr tiirleri arasinda en yaygin mutasyon oldugu i¢in ¢ok
onemlidir.. Bu mutasyon neticesinde DNA tamir mekanizmasi dogru calisamaz ve tiim

hiicreler potansiyel olarak tiimor olusturabilirler (Altunkaynak ve Ozbek, 2008).
Hiicreler 2 yolak aracilig1 ile apaptoza gidebilirler. Bunlar:

e Hiicre Oliim Reseptorlerini Kullanan (Dis) Yolak
e Mitokondrial (I¢) Yolak

2.4.1. Hiicre oliim reseptorlerini kullanan (dis) yolak

Hiicre 6limii, hayatta kalma faktorlerinin yoklugundan 6tiirii ortaya ¢ikabilecegi gibi, 6lim
sinyalleri tarafindan da uyarilabilir (Sekil 2.8.). Ornegin makrofajlar tarafindan salinan
Tilimor Nekrozis Faktorii o (TNFa) veya aktive olmus dogal katil hiicreler yada sitotoksik T
Lenfositleri tarafindan {iretilen Fas Ligand (FasL) hiicre 6liimiine neden olabilmektedir

(Lodish ve digerleri, 2008).

Hiicre 6liim reseptorleri kaspazlar direkt olarak aktive ederek apoptozu uyarir (Sekil 2.8.).
Oliim reseptorlerine baglanan ligandlar neticesinde inaktif durumdaki prokaspaz 8 kendini
keserek aktif hale geger. Aktif kaspaz 8 de efektor kaspazlari keserek aktive eder. Kaspaz 8
ayrica apoptozu uyaran Bcl-2 ailesinin bir {iyesi olan Bid’i de keserek, Bid’in sitozolden
mitokondriye gecisine ve mitokondri zarii parcalayarak sitozole sitokrom-c salinmasina
neden olur. Bu durum kaspaz 9 (i¢ yolak) aktivasyonu nedeniyle yolagin daha da

kuvvetlenmesine neden olur (Cooper ve Hausman, 2006).
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2.4.2. Mitokondrial (i¢) yolak

Apoptozu tetikleyen hiicre i¢i sinyaller, DNA hasari, hiicre i¢i Ca diizeyindeki artis, pH
azalist, hipoksi ve hiicre dongiistindeki bozukluklara neden olmaktadir. Hiicre i¢i apoptotik
sinyal alindiktan sonra proapoptotik bir protein olan Bid, Bcl-2’yi inaktive edip, Bax ve
Bak’1 aktiflestirir (Sekil 2.9.). Aktiflenen Bax ve Bak, mitokondri membraninda por
olusumu indiikleyip, zar potansiyelini degistirir. Boylece mitokondri membranindaki
porlardan sitokrom c basta olmak iizere, Smac, Ca ve AIF saliimi gerceklesir (Coskun ve

Ozgiir, 2011).

Smac, apoptoz inhibitorii olan IAP’1 inhibe ederek, kaspaz 3 ve 8’in IAP tarafindan inhibe
edilmesini engeller. Mitokondriden salinan sitokrom-c, Apaf-1 (Apoptotik Proteaz Aktive
eden Faktor) ve ATP nin birlesimi ile sitozolde Apoptozom olarak adlandirilan bir kompleks
olusur. Apoptozom prokaspaz 9’u keserek aktif hale getirir. Kaspaz 9 ise prokaspaz 3’
aktiflestirir. Aktiflesen kaspaz 3 ise birlikte inaktif halde bulunan, ICAD (inaktif kaspaz
aktive edici DNaz)-CAD (kaspaz aktive edici DNaz) kompleksinden ICAD’1 inaktif hale
getirerek CAD’in serbest kalmasini saglar. CAD ise kromatin yogunlasmasina ve niikleer

fragmantasyona sebep olur (Coskun ve Ozgiir, 2011).
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2.4.3. Apoptoz tespitinde kullanilan yontemler

Hiicrede apoptozu belirlemek i¢in ¢esitli yontemler kullanilmaktadir (Ulukaya, 2003). Bu

yontemler ve bazi 6zellikleri asagida verilmistir:

1. Morfolojik Yontemler
a. Isik Mikroskobu

1. Hematoksilen Boyama (en ucuz ve en kolay yontem olup kromatini
boyar, cekirdek morfolojisi degerlendirilir. Boyama neticesinde

hiicrelerin tamamui 6liir.)

ii. Giemsa Boyama (¢ekirdek morfolojisi esas alinarak apoptotik
hiicreler tanimlanir. Hematoksilen boyamaya gore sitoplazma sinir
daha iyi sec¢ilebilmekle birlikte belirgin bir iistiinliigli yoktur. Boyama

nedeniyle hiicreler 6liir.)
b. Floresan / Lazerli Konfokal Mikroskop

Hoechst (canli ve 6lii tiim hiicreleri boyar) ve Propidium iyodiir (sadece
olii hiicreleri boyar) birlikte kullanilarak &lii hiicreler tespit edilir. Olii

hiicrelerin morfolojisi incelenerek de apoptoz degerlendirmesi yapilir.
c. Elektron Mikroskobu

Apoptoz degerlendirmesinde en dogru ve detayli yontem olmasi

nedeniyle altin standart olarak kabul edilmektedir.
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d. Faz Kontrast Mikroskobu

Mitoza giden hiicreler ile erken evredeki apoptotik hiicrelerin

karistirilma riski mevcuttur.
2. Histokimyasal Yontemler
a. Anneksin V Yontemi

Normal kosullarda hiicre zarinin i¢ yiiziinde bulunan PS, apoptoz
nedeniyle erken evrede hiicre zarinin dis yiizeyine transloke olur. Bu
PS’ler floresan boya ile isaretlenmis Anneksin V kullanilarak apoptotik

hiicreler tespit edilebilir.
b. Tunel Yontemi

DNA kiriklarinin belirlenmesi yardimi ile apoptozun tespiti saglanir.
c. M30 Yonemi

Sadece sitokeratin 18 bulunan dokularda kullanilabilir. Sitokeratin

18’in kaspazlar etkisiyle kirilan bolgesinin boyanmasi esasina dayanir.
d. Kaspaz 3 Yontemi
Yontem aktif kaspaz 3’iin tespitine dayanmaktadir.
3. Biyokimyasal Yontemler
a. Agaroz Jel Elektroforezi

Apoptozda DNA, 180 baz cifti yada katlar1 seklinde kirilir, bu da
merdiven gorlintlisii olusturur. Bu durum apoptoz igin karakteristik

olup, nekrozda gozlenmez.
b. Western Blotting

Bu metod ile apoptoza 6zgii proteinlerin eksprese olup olmadiklar1 yada

kirilip kirilmadiklarinin tespitine dayanmaktadir.
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c. Akim Sitometri

Propidium iyodiir ve Annevin V kullanilarak, membran biitiinliigii ve
PS’in yardimiyla apoptotik, nekrotik ve canli hiicrelerin tespitine
dayanmaktadir. Kolay uygulanabilir ve kantitatif sonug¢ alinabilmesi

nedeniyle kullanisghdir.
4. Immiinolojik Yéntemler
a. Elisa
i. DNA fragmantasyonu tespiti ile apoptoz belirlenebilir.
ii. Yada M30 diizeyinin 6l¢iimii ile apoptoz tespit edilebilir.
b. Florometrik Yontem

Kaspaz antikorlar1 kullanilarak kaspaz aktivitesinin tayinine dayanan
bir yontemdir. Floresan siddetine bagli olarak kaspaz aktivitesi tespit

edilir.
5. Molekiiler Biyoloji Yontemleri
a. DNA Microarrays

Apoptoza 0Ozgii genlerin ekspresyon seviyelerine bakilarak tespit

edilmesine dayanan bir yontemdir.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda, RF alan maruziyetinin apoptoz iizerindeki etkileri,

Anneksin V-FITC/PI kullanilarak akim sitometride degerlendirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Hizla yayginlasan kablosuz iletisim teknolojileri ile birlikte toplumda RF alan
maruziyetinden kaynakli olas1 saglik etkileri ile ilgili endise giderek artmaktadir. RF alan
maruziyeti ile ilgili calismalarda, deneyin sonucunu dogrudan etkilemesi ve deneyin
kalitesini belirlemesi nedeniyle maruziyet sistemi 6ncelikli oneme sahiptir. Bu tez ¢alismasi
kapsaminda, ilk olarak in vitro RF alan maruziyet sistem tasarimi, bilgisayar ortaminda 3D
EM alan simiilasyonlari ile gergeklestirilmistir. Tasarim siirecini takiben, sistemin iiretimi
gerceklestirilmistir. Daha sonra ise iliretimi gerceklestirilen in vitro RF alan maruziyet
sistemi yardimiyla, insan glioblastoma hiicre hattinda RF alan maruziyetinin apoptoz ve

sinyal iletim yolaklar1 tizerine etkisi arastirilmistir.
Bu baglamda;

e Hiicre proliferasyonu, WST-1 ile Elisa okuyucu’da,
e Apoptoz, Annexin-V-Fitc/PI ile Akim Sitometri’de,
e Apoptotik ve proliferatif yolakta gorevli genlerin ekspresyonlart qRT-PCR ile analiz

edilmistir.

In vitro RF alan maruziyet sisteminin tasarimi, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik
Anabilim Dalinda mevcut olan simiilasyon bilgisayarlar1 kullanilarak gergeklestirilmistir.
RF alan maruziyeti ve tiim biyolojik analizler Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Eriskin

Hematoloji laboratuvarinda gerceklestirilmistir.
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3.1. Gereg

3.1.1. In vitro RF alan maruziyet sistemi tasarim ve iiretiminde kullanilan cihaz ve

yazilimlar

Cizelge 3.1. In vitro RF alan maruziyet sistemi tasariminda kullanilan yazilim ve cihazlar

Yazilim ve Cihazlar Marka

3D EM Alan Simiilasyon Yazilimi SEMCAD X V14.8 (Ziirih, Isvicre)
Simiilasyon Bilgisayar: — 1 Markasiz
(Hizlandirict Donanim: Nvidia Quatro FX 4500)
Simiilasyon Bilgisayari — 2 Markasiz
(Hizlandirict Donanim: Nvidia Quatro FX 5600)

Cizelge 3.2. In vitro RF alan maruziyet sistemi iiretiminde kullanilan cihazlar

Cihazlar Marka / Model

Lazer Kesim Cihaz1 BystronicBySpeed 3015 4.4 KW

Abkant Biikiim Cihazi Amada HFB-0 125-3

TIG (Tungsten Inert Gas) Kaynagi -
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Cizelge 3.3. In vitro RF alan maruziyet sistemi iiretiminde kullanilan malzemeler

Malzemeler Marka

Aliiminyum Plaka 2 mm, Al-5754
RF Absorber ETS-Lindgren FL-2250CL
Pleksiglas Plaka 2-5 mm, Markasiz
RF Conta -1 Holland Shielding, Clip-on shield 6595
RF Conta -2 Holland Shielding, Standard Shield 700064
Diisiik Kayiph RF Kablo Amphenol LMR-240
Dipol Anten (68 mm) Amphenol LMR-240, upTech SMA
RF Konnektorler upTech (N ve SMA tipi)
/e N Holland Shielding, Flexible Shielding
Tube-4800
Aliiminyum Kaplama Alodin Kaplama
RF Absorber Yapistirici 3M Hi-Strength 90 Sprey Yapistirict
Pleksiglas Yapistirici Henkel Loctite 3430 Epoksi Yapistirici

Pleksiglas Yalitim Malzemesi Henkel, Sista FT101
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3.1.2. Hiicre Kkiiltiirii calismalarda kullanilan kimyasallar ve cihazlar

Hiicre kulturi calismalarda kullanilan kimyasallar

Cizelge 3.4. Hiicre kiiltiirii calismalarda kullanilan kimyasallar

Kimyasallar Marka

DMEM Life Tech (Gibco)

200 mM L-Glutamine Life Tech (Gibco)

Penicillin-Streptomycin Life Tech (Gibco)

0.25% Trypsin-EDTA (1X) Life Tech (Gibco)

FBS (Cert, USA Origin) Life Tech (Gibco)
PBS Lonza

Hiicre kultiria calismalarda kullanilan kitler

Cizelge 3.5. Hiicre kiiltiirti calismalarda kullanilan kitler

Kitler Marka

Cell Proliferation Reagent WST-1 Roche (Isvigre)

FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit-I BD Pharmingen (Amerika)

High Pure RNA Isolation Kit Roche (Isvigre)
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Hiicre kiltiria calismalarda kullanilan cihazlar

Cizelge 3.6. Hiicre kiiltiirli ¢alismalarda kullanilan cihazlar

Cihazlar Marka

CO2 inkiibatorii Niive EC 160
CO2 inkiibatorii Memmert
Laminar Flow Esco
Kantitatif Real-time PCR Roche LightCycler 480 Instrument II
Akim Sitometri BD FACSCalibur

3.2. Yontem
3.2.1. In vitro RF alan maruziyet sistemi tasarmm

In vitro Maruziyet Sisteminin tasarim bilgisayar ortaminda gerceklestirilmistir. Bunun igin
Maxwell denklemlerinin diferansiyel seklinin merkezi fark denklemleri ile degistirilip
zaman ve konumda sayisallastirilmasina dayanan Zamanda Sonlu Farklar (Finite Differance
Time Domain, FDTD) tabanli SEMCAD X ii¢ boyutlu tam dalga simiilasyon yazilimi
kullanilmistir. Bu amagla iki adet simiilasyon bilgisayar1 ve iki farkli hizlandirict donanim

kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Simiilasyon ve optimizasyon ¢alismalar1 dahil olmak tizere farkli kosullar i¢in yaklasik 7000

adet simiilasyon gerceklestirilmistir.

2 Inkiibator, igerisine kablo giris/gikisinin gergeklestirilebilmesi igin 6zel iiretilmistir.
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Tasarim Parametreleri (On kabuller ve Temel parametreler)

Maruziyet sisteminin ¢aligma frekansi olarak 1800 MHz ve 2100 MHz secilmistir.
Dipol anten (A/2) tabanli bir maruziyet sisteminin gelistirilmesi 6ngdriilmiistiir.
Maruziyet sistemi CO2 inkiibatorii i¢erisine sigacak boyutlarda tasarlanmistir.
Maruziyet sistemi igerisinde hava akismin saglanabilmesi i¢in hava kanallarinin
bulunmasina, fakat bu hava kanallarindan RF alan sizintisinin minimum diizeyde
tutulmasina 6zen gosterilmistir.

RF alan homojenitesinin yliksek olmasi i¢in 6zen gosterilmistir.

Kiiciik boyutlar1 nedeniyle alan homojenitesi i¢in daha uygun olan 35 mm’lik petrilere
uygun olarak tasarim gergeklestirilmistir.

Dis alan kaynaklariin, maruziyet sistemi igerisine sizmamasina dikkat edilmistir.
Maruziyet sistemi icerisindeki yansimalardan kaynaklt RF alan homojenitesinin
minimum diizeyde etkilenmesine 6zen gosterilmistir.

Birim gii¢ basina elde edilen SAR degerinin, (SAR Veriminin) yiiksek olmasina dikkat
edilmistir.

Ayn1 anda ¢ok sayida 6rnege maruziyet uygulayabilmek icin Hacim veriminin yiiksek
olmasina dikkat edilmistir.

Cevre kosullar1 (CO2, nem, 1s1) ve RF alanin miimkiin oldugunca homojen dagilim
gostermesi i¢in, RF alan maruziyet sisteminin sade ve minimalist bir yapida
tasarlanmasina 6zen gosterilmistir.

Maruziyet sisteminin kolayca temizlenebilecek ve sterilize edilebilecek yapida olmasina

0zen gosterilmistir.

In vitro RF alan maruziyet sisteminin tasarimi i¢in, “Tasarim Simiilasyonlar1 (9 simiilasyon

paketi)” ve “Uretim Oncesi Optimizasyon Simiilasyonlar” olmak iizere 2 asamali

simiilasyon yontemi kullanilmigtir.

Tasarim Simiilasyonlari’nda herbir asama bir “simiilasyon paketi” olarak tanimlanmis olup

9 simiilasyon paketi igermektedir. Her simiilasyon asamasinda farkli parametrelerin SAR

degerine ve alan homojenitesine etkileri degerlendirilmis ve bir sonraki simiilasyon kosullar

bir onceki simiilasyonun sonucuna gore belirlenmistir. Ornegin 1800 MHz frekansla

baglanilan simiilasyon calismalari, 2100 MHz ile siirdiiriilmiis ve sistem iiretiminde bu

frekans referans alinmstir.
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In vitro RF alan maruzivet sisteminin tasariminda takip edilen simiilasyon asamalari

(paketleri) sirasiyla asagida verilmistir:

1800 MHz frekans’ta SAR ve alan homojenitesindeki degisim; tek bir petri i¢in, dipol anten
merkezinden yataydaki uzaklhik degisimine bagli olarak, kabin icermeyen durum igin
incelendi.

1800 MHz frekans’ta SAR ve alan homojenitesindeki degisim; tek bir petri i¢in, dipol anten
merkezinden dikey konumdaki uzaklik degisimine bagh olarak, kabin icermeyen durum
icin incelendi.

1800 MHz frekans’ta SAR ve alan homojenitesindeki degisim; tek bir petri i¢in, metal
kabinin ortasinda bulunan dipol anten merkezinden yataydaki uzaklik degisimine bagli
olarak incelendi.

1800 MHz frekans’ta SAR ve alan homojenitesindeki degisim; tek bir petri icin, metal
kabinin ortasinda bulunan dipol anten merkezinden yatay ve dikey uzaklik degisimine bagl
olarak, incelendi.

1800 MHz frekans’ta SAR ve alan homojenitesindeki degisim; 3 petrinin oldugu durum
icin, metal kabinin ortasinda bulunan dipol anten merkezinden yatay ve dikey uzakiik
degisimine bagl olarak, incelendi.

1800 MHz frekans’ta SAR ve alan homojenitesindeki deZisim; 4 petrili, tek katli petrilerin

kabinin kdsesinde bulundugu durum igin, metal kabinin ortasinda bulunan dipol anten
merkezinden yatay ve dikey uzaklik degisimine bagl olarak, incelendi.
1800 MHz frekans’ta SAR ve alan homojenitesindeki degisim; 4 petrili, tek katl petrilerin

kabinin kenarinda bulundugu durum i¢in, metal kabinin ortasinda bulunan dipol anten

merkezinden yatay ve dikey uzaklik degisimine bagl olarak, incelendi.

1800 MHz frekans’ta SAR ve alan homojenitesindeki degisim; 4 petrili ve ¢ift katli durum
icin, metal kabinin ortasinda bulunan dipol anten merkezinden yatay ve dikey uzaklik
degisimine bagl olarak, petrilerin kabinin kenarlarinda yada koselerde bulunduklari
kosullar ayr1 ayr1 incelendi.

2100 MHz frekans’ta SAR ve alan homojenitesindeki degisim; 4 petrili ve ¢ift katli durum
icin, metal kabinin ortasinda bulunan dipol anten merkezinden yatay ve dikey uzakiik

degisimine bagl olarak, petrilerin kabin kenarlarinda bulundugu durum i¢in incelendi.
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Uretim Oncesi Optimizasyon Simiilasyonlari

Kabin boyutlar1 ve Petri tutucular i¢in en performansli model, konum, boyutlar ile, alt ve {ist
kisimlardaki hava bosluklarinin boyutlarinin belirlenebilmesi i¢in Optimizasyon ¢aligmalari

gergeklestirildi.
3.2.2. In vitro RF alan maruziyet sistemi iiretiminde kullamlan yéntemler

Maruziyet sisteminin iiretiminde aliiminyum levhalar, lazer kesim cihazi ile uygun boyutta
kesilmis, abkant biikiim cihazi ile uygun sekiller verilmis ve Tig Kaynagi kullanilarak
aliiminyum malzemeler birbirlerine kaynaklanmistir (Cizelge 3.2). Uretim ve montaj

asamasinda kullanilan malzemeler Cizelge 3.3 te yer almaktadir.

3.2.3. Hiicre kiiltiirii

Gliomalar, néronlar1 ¢evreleyen ve destek gorevi goren glial hiicrelerden koken alan habis
beyin tiimérleridir. U-118 MG de bir glioma olup Diinya saglk Orgiitii tarafindan 2007

yilinda, en agresif tiimdrlerin siniflandirildigr grup olan grade 4 olarak siniflandirtlmigtir.

U-118 MG hiicre hatti, 50 yasindaki Kafkas kokenli bir erkekten elde edilmistir. Morfolojisi
karisik olup, hem glioblastoma hem de astrositoma hiicreleri icermektedir. Farkli
kaynaklardan elde edilmelerine ragmen U-138 MG hiicre hatt1 ile biiylik benzerlikler

gostermektedir.

U-118 MG (HTB-15), insan glioblastoma hiicre hatti, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Immunoloji Anabilim Dalinda Prof. Dr. Umit Bagriagik'tan temin edilmistir. Hiicre hatti,
%10 Fotal Sigir Serumu (FBS, Gibco), 100 pgr/ml penisilin ve 100 pgr/ml streptomisin
iceren Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) besiyerinde kiiltiire edilmistir.

3.2.4. Hiicre kiiltiirii icin RF alan maruziyet protokolii

2.1 GHz frekansli RF alan maruziyetinin, U-118 MG insan glioblastoma hiicre hatti
tizerindeki etkilerini incelemek amaciyla (i) kontrol, (ii) 1-saat maruziyet, (iii) 24-saat

maruziyet, ve (iv) 48-saat maruziyet olmak iizere 4 farkli grup ¢alisilmistir. Her grup igin
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RF maruziyet sonrasi hiicre proliferasyonu, apoptoz ve gen ifadelenme diizeyleri

incelenmistir (Sekil 3.1.).

Biyolojik Analizler Calisma /Deney Gruplari

2.1GHz
RF Alan Maruziyet Grubu ve Kontrol Grubu Kontrol
[ | [ |
I Ll 1 I 1 1
Analiz Edilen Parametreler
Hiicre Proliferasyonu, Apoptoz 1 Saat 24 Saat 48 Saat 1 Saat 24 Saat 48 Saat
Gen Ekspresyonu

Sekil 3.1. 2.1 GHz frekanshi RF alan deney maruziyet gruplari

RF alan maruziyet protokolii agagidaki verilmistir:

= U-118 MG insan glioblastoma hiicre hatti, 35 mm hiicre kiiltiir kaplarina, her kiiltiir
kabina 2,5 x10° hiicre olacak sekilde esit sayida ekim yapaldi.

» Daha sonra hiicreler, hiicre kiiltiir kabina yapismalari ve strese girip, apoptoza
gitmemeleri i¢cin CO2 inkiibatdrde (37° C, %5 CO2, %95 nem) 24 saat siire ile
inkiibasyona birakildi.

= [nkiibasyon siiresinin sonunda, 8 adet 35 mm hiicre kiiltiir kaplarma, es zamanl olarak
2.1 GHz, 3G modiilasyonlu RF alan maruziyeti 1/24/48 saat siire ile uygulanmstir.

» Maruziyet sonrasi, hiicreler es zamanl olarak in vitro RF alan maruziyet sisteminden
cikarilmstir.

* Daha sonra hiicreler, tripsin ile kaldirilarak falkon tiiplerine alinmistir.

= Falkon tiiplere alinan hiicrelerin iizerlerine PBS eklenerek 1200 devir/dakika’da santirtij
edilip st s1vist uzaklastirilmistir.

= Pelet lizerine DMEM eklenerek hiicre siispansiyonu hazirlanmis ve gergeklestirilecek

deneylere uygun biyolojik protokoller uygulanmistir.

Hiicrelerin RF alan maruziyetinden kaynaklt SAR degerleri, SEMCAD X V14.8 {i¢ boyutlu
EM alan simiilasyon yazilimi kullanilarak tespit edilmistir. Simiilasyonda kullanilan
malzemelerin dielektrik 6zellikleri asagida Cizelge 3.7.°de verilmektedir (Schuderer ve

digerleri, 2004).



56

Cizelge 3.7. Simiilasyonda kullanilan malzemelere iligskin dielektrik 6zellikler

& ¢ (S/m) p (kg/m’)
DMEM 71 2.5 1000
Pleksiglas 2.5 0.001 1100
RF Sogurucu 2.3 0,76 70

2100 MHz frekansli RF alan uygulamasindan kaynakli kiiltiir hiicrelerinin maruz kaldiklar1
1 gr ortalama SAR degeri 1,12 + 0,18 W/kg olarak tespit edilmistir.

3.2.5. Hiicre canlihig tespiti: WST-1 yontemi

U-118 MG hiicre hattinda 2.1 GHz RF alan maruziyetinin hiicre canlilig1 tizerine etkileri

Hiicre Proliferasyon Reaktifi WST-1 ile ELISA okuyucuda tespit edilmistir.

»= U-118 MG insan glioblastoma kiiltiir hiicreleri, 96 kuyucuklu, diiz tabanli, mikroplaklar
igine her kuyucuga, son hacmi 100 pl olacak sekilde 1x10* hiicre ekildi. Nemli ortamda
bekletildi (37°C, %5 COz).

= Her kuyucuga 10 pl/kuyucuk olacak sekilde, WST-1 eklendi.

= Hiicreleri nemli bir atmosferde (37°C, %5 CO»), 4 saat siire ile inkiibe edildi.

= Siire bitiminde, bir ¢alkalayici tizerinde 1 dakika boyunca iyice ¢alkalandi.

» Orneklerin absorbans1 ELISA okuyucu kullanarak 6l¢iildii. (450 nm, Referans dalga boyu
620 nm).

3.2.6. Apoptoz tespiti : Anneksin V-FITC/PI yontemi

U-118 MG hiicre hattinda, 2.1 GHz RF alan maruziyetinin apoptoz iizerine etkileri FITC

Annexin V Apoptosis Detection Kit kullanilarak, akim sitometride tespit edilmistir.

» Hiicreler 2 kere soguk PBS ile yikandi, daha sonra konsantrasyon 1x10° hiicre/ml olacak
sekilde Baglama Tamponu (binding buffer) eklenerek siispansiyon olusturuldu.

» 5 ml'lik bir kiiltiir tiipiine, 100 pl ¢ozelti (1x10° hiicre olacak sekilde) aktarild.

* Daha sonra 5 pl FITC Annexin V ve 5 pl PI eklendi.
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= Hiicreler hafifce vortekslenip, oda sicakliginda (25°C) karanlik bir ortamda 15 dakika
boyunca inkiibe edildi.

= Her tiipe 400 pl Baglama tamponu eklendi ve 1 saat i¢cinde akim sitometri ile analiz edildi.

3.2.7. Apoptotik ve proliferatif gen ekspresyonlari

Hiicre kiiltiirinden Total RNA izolasyonu

2.1 GHz RF alan maruziyeti uygulanan, U-118 MG insan glioblastoma hiicrelerinde, RNA
izolasyonu, “High Pure RNA Isolation Kit” kullanilarak, asagida yazili olan protokole uygun
olarak gergeklestirilmistir. Kontaminasyonun engellenmesi amaci ile saflagtirma igleminin

tiim agamalar1 biyogiivenlik kabininin i¢inde gerceklestirilmistir.

= Hiicrelerin tizerine 200 pL soguk PBS ve 400 pL Lizis tamponu eklenip 15 saniye
vortekslendi.

= Filtre, toplama tiipiine yerlestirilip tim karisim filtre Gistiine aktarildi.

= Tiip 9000 rpm’de 45 saniye santrifiij edilerek, toplama tiipiinde toplanan sivi atilip filtre
ayni tiipe tekrar yerlestirildi.

» Her bir 6rnek i¢in 90 uL. DNaz inkiibasyon tamponu steril tiipe alind1 ve 10uL DNaz I
eklenerek, pipetaj ile karistirildiktan sonra karigim filtrenin ortasina birakildi. 15 dakika
oda sicakliginda bekletildi.

= 500 pL’lik 1. yikama ¢ozeltisi filtre {izerine eklendi ve tekrar 9000 rpm’de 15 saniye
santrifiij edildi. Filtre altinda toplanan kisim atildiktan sonra ayn1 toplama tiipii icerisine
yerlestirildi.

= 500 pL’lik 2. yikama ¢ozeltisi filtre tizerine eklendi ve 9000 rpm’de 45 saniye santrifiij
edildi. Filtre altinda toplanan kisim atildiktan sonra ayni toplama tiipii igerisine
yerlestirildi.

= 200 pL’lik 3. yikama ¢ozeltisi filtre iizerine eklendi ve 13500 rpm’de 3 dk santrifiij edildi.

» Toplama tiipii atilarak, filtreli tiip, steril 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipii i¢ine yerlestirildi.
Filtre iizerine 20-40 uL seyreltme ¢ozeltisi eklendi ve 9000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

* Elde edilen RNA’larin miktarlar1 ve safligi “NanoDrop ND-2000 Spektrofotometre”
cihazinda olgiilerek RT-PCR’da kullanilana kadar -80 °C derin dondurucuda saklandi.
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Tamamlayict DNA (cDNA) sentezi (RT-PCR)

Hiicreden RNA izolasyon protokolii ile elde edilen RNA’lar spektrofotometre’de
(NanoDrop, ND-2000, Thermoscientific, ABD) 260/280 nanometre (nm) dalga boyunda
Ol¢iilerek mikrolitredeki mikrogram degerleri belirlendikten sonra, primer olarak Random
Hekzamerler kullanilarak cDNA sentez kiti ile total RNA’dan cDNA sentezi gergeklestirildi.
cDNA sentezi sirasinda kullanilan kimyasallar ve miktarlar1 Cizelge 3.8’de verilmistir.
cDNA sentezi i¢in Reverse Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) karigimi

ince ¢eperli 0.2 mI’lik tiiplere dagitildiktan sonra saflastirilan total RNA {izerlerinde eklendi.

Cizelge 3.8. cDNA RT-PCR tepkime karigimi

Son konsantrasyon Hacim
Steril HO-PCR grade - RNA miktaria gore degisken
Reaksiyon Tamponu 1x (8mM MgCly) 4 ul
dNTP ImM 2 ul
Random hegzamer primeri 60 uM 2 ul
RNaz inhibitorii 20 iinite 0.5 ul
Ters Transkriptaz 10 iinite 0,5 ul
Total RNA 1ug 1 pg olacak sekilde

RT-PCR protokoli

RT-PCR i¢in otomatik 1s1 dongiisii programi

Otomatik 1s1 dongii cihazi, Cizelge 3.9’da belirtilen programa ayarlanarak elde edilen
RNA’lardan cDNA sentezi elde edildi. Reaksiyon sonucunda elde edilen cDNA ornekleri
Real-Time PCR’da kullanilincaya kadar -20°C’lik derin dondurucuda saklandi.
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Sicaklik Zaman Dongii sayisi
Primer Baglanmasi 25°C 10 dk 1 dongii
Ters transkripsiyon 50°C 60 dk 1 dongii
Inaktivasyon 85°C 5dk 1 dongii
Sogutma 4°C - 1 dongii

Gen ifade diizeylerinin real-time PCR ile degerlendirilmesi

CASP3, CASPS, CASPY9, BCL2, BAX, CYCDI, c-MYC ve c-FOS genlerinin mRNA

ifadesinin kantitatif degerlendirmesi Real-time PCR yéntemi ile Light Cycler 480™ (LC)

cihazi kullanilarak belirlendi. Amplifikasyonlar 10 pl toplam tepkime hacmi igerisinde,

cDNA, mRNA'ya 6zgii primerler, UPL probu ve LC TagMan Master karisim1 kullanilarak
gergeklestirildi. CASP3, CASPS, CASP9, BCL2, BAX, CYCDI, c-MYC ve c-FOS gen

ifadelenme miktarlarini normalize etmek i¢in elde edilen cDNA oOrnekleri, Glyceraldehyde

3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) genine 6zgii primer ve UPL TagMan probu kullanild1

ve GAPDH mRNA diizeyi referans olarak alindi. Secilen genler ile ilgili 6zgiin primer ve

UPL prob listesi Cizelge 3.10’da verilmistir. Kullanilan problar Roche Diagnostic’ten temin

edilmistir. Tim cDNA 6rnekleri her bir gen i¢in en az tiger kez calisilmistir.

Cizelge 3.10. Gene 0zgii primer dizileri ve prob numaralari

Gen adi

Forward Primer

Reverse Primer

UPL Prob
Numarasi

GAPDH
CASP3
CASPS8
CASPY

BCL2
BAX

CYCDI
c-MYC
c-FOS

5’- AGCCACATCGCTCAGACAC -3’
5’- TGGAATTGATGCGTGATGTT -3’
5-TCCAAATGCAAACTGGATGA -3'
5’-CCATATGATCGAGGACATCCA-3’
5’- AGTACCTGAACCGGCACCT -3’
5’- ATGTTTTCTGACGGCAACTTC -3’
5’- TGTCCTACTACCGCCTCACA -3’
5’- GCTGCTTAGACGCTGGATTT -3’
5’- ACTACCACTCACCCGCAGAC -3’

5’- GCCCAATACGACCAAATCC -3’
5’- TGGCTCAGAAGCACACAAAC -3’
5'- TCCCAGGATGACCCTCTTCT -3'
5’-GACTCCCTCGAGTCTCCAGAT-3’
5’- GCCGTACAGTTCCACAAAGG -3’
5’- ATCAGTTCCGGCACCTTG -3’

5’- CAGGGCTTCGATCTGCTC -3°

5’- CACCGAGTCGTAGTCGAGGT -3’
5’- CCAGGTCCGTGCAGAAGT -3’

60
68
62
27
75
57
16
75
67
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CASP3, CASPS, CASPY, BCL2, BAX, CYCDI, c-MYC, c-FOS ve GAPDH genleri i¢in
real-time PCR tepkime karigimi

CASP3, CASPS, CASPY, BCL2, BAX, CYCDI, c-MYC, c-FOS ve GAPDH genlerine uygun
verilen primer ve problar kullanilarak Real-time PCR tepkimesi LC cihazinda
gergeklestirildi. Tepkime karisimini hazirlamak i¢in kullanilan bilesenler Cizelge 3.11°de

verilmistir.

Cizelge 3.11. CASP3, CASPS, CASPY, BCL2, BAX, CYCDI, c-MYC, c-FOS ve GAPDH
Real-time PCR tepkime karigimi

Son konsantrasyon Hacim
dHO - 6.2 uL
MgClL (25 mM) 4 mM 1.2 uL
Primer F (10 pmol/ul) 2.5 pmol 0.25 pL
Primer R (10 pmol/pl) 2.5 pmol 0.25 pL
TagMan prob (100 pmol/ul) 10 pmol 0.1 pL
LC TagMan karigim (10x) Ix 1 pL
cDNA - 1 uL

Light-Cycler (LC) Deney Programi

Real-time PCR karisimlar1 hazirlandiktan sonra kapiller tiiplere dagitildi ve {izerine
cDNA’lar eklendi. Kapiller tiipler 3000 rpm’de 10 sn santrifiij edildi. Tiipler cihaza
yerlestirildikten sonra LC cihazinda Cizelge 3.12°de belirtilen amplifikasyon programi
kullanilarak PCR tepkimesi gergeklestirildi. CASP3, CASPS, CASP9, BCL2, BAX, CYCDI,
c-MYC, c-FOS ve GAPDH genleri igin ayn1 PCR programi kullanildi.
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Cizelge 3.12. CASP3, CASPS, CASPY, BCL2, BAX, CYCDI, c-MYC, c-FOS ve GAPDH
genlerinin ifade diizeylerinin belirlenmesi i¢in kullanilan Real Time PCR

tepkime programi

Program 1. Ayrilma (Denatiirasyon)

Program Verisi Deger
Déongiiler 1

Analiz Modu -
Sicaklik Hedefleri Kisim 1
Hedef Sicaklik (°C) 95
Inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 10:00 dk
Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn) 20.0

Program 2. Primer Baglanmasi ve Uzama (Hibridizasyon ve Polimerizasyon)

Program Verisi Deger

Dongiiler 50

Analiz Modu Cogalma

Sicaklik Hedefleri Kisim 1 Kisim 2
Hedef Sicaklik (°C) 95 60
Inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 10 sn 20 sn
Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn) 20.0 10.0
Program 3. Sogutma

Program Verisi Deger

Dongiiler 1

Analiz Modu =

Sicaklik Hedefleri Kisim 1

Hedef Sicaklik (°C) 40

Inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 30 sn

Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn) 20.0

Reaksiyon sonucu deney gruplarina ait CASP3, CASPS, CASPY9, BCL2, BAX, CYCDI, c-
MYC, c-FOS ve GAPDH genlerinin mRNA ifade diizeylerini gosteren Crossing point (Cp)
degerleri kullanilarak Pfaffl ve karsilastirmali CT matematiksel metodlart ile gruplar
arasinda mRNA ifade diizeylerindeki degisimler belirlendi. GAPDH mRNA diizeyi CASP3,
CASPS, CASPY, BCL2, BAX, CYCDI, c-MYC ve c-FOS gen ifade diizeylerini normalize

etmek amaci ile kullanildi.
3.2.8. Istatistiksel analiz

Istatistik degerlendirme, hiicre proliferasyonu ve apoptoz i¢in Mann-Whitney testi ile, gen
ekspresyonu c¢alismalar1 iginse Karsilastirmali CT (AAct) yontemi kullanilarak 2-4ACt
formiilii (Livak, 2001) ile hesaplanmistir. p<0.05’ten kii¢iik olan degerler anlamli olarak

degerlendirilmistir. Veriler ortalama + standart hata ile gosterilmektedir.
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4. BULGULAR

4.1. In vitro RF Alan Maruziyet Sistemine iliskin Simiilasyon Bulgulari

In vitro RF Alan Maruziyet Sistemine Iliskin Simiilasyon calismalar1 iki asamada

gerceklestirilmistir;

- Tasarim simulasyonmlart

- Optimizasyon simiilasyonlart

Tasarim Simiilasyonlar: 'nda herbir asama bir “simiilasyon paketi” olarak tanimlanmis olup
9 simiilasyon paketi icermektedir (Sayfa 53). Bu paketlere ait simiilasyon kosullari, SAR ve
alan homojenitesine etkileri degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeler dikkate alinarak bir

sonraki “simiilasyon paketi” igin uygun parametreler belirlenmistir.

Tasarim simiilasyonlarmi1 takip eden asamada “Uretim Oncesi Optimizasyon

Simiilasyonlar:” gerceklestirilmistir.

Her simiilasyon asamasi ile ilgili kosullar ve incelenen parametreler, o asamanin basinda
tablo seklinde verilmistir. Ayrica tablolarda 3 boyutlu konum bilgisini verebilmek i¢in (Mx
Hz) seklinde bir gosterim kullanilmis olup, burada M boyutu, x (yatay konumda cm
cinsinden) koordinati, H boyutu, z (dikey konumda cm cinsinden) koordinat1 gostermektedir
(Sekil 4.1). Orijin noktas1 (0,0) olarak, dipol antenin dikey ve yatay konumdaki merkezi
secilmigtir. Belirtilen mesafeler bu orijin noktasindan, petrinin en yakin kismina olan

uzaklig1 gostermektedir.
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Sekil 4.1. Simiilasyon asamasinda kullanilan koordinat sistemi

Simiilasyon boyutlari, simiilasyon kosullarina bagli olarak 40 ila 125 milyon voksel arasinda
degisim gostermektedir. SAR degerleri, anten girig giliciiniin 1 watt’a normalize edilmesi ile
elde edilmistir. /n vitro RF alan maruziyet sisteminin tasarimi i¢in kullanilan 10 asamali

simiilasyon paketine iligkin bulgular asagida verilmektedir.

Bir sonraki boliimde ¢izelgelerde verilen,

o +£3dB = 2 kati artig/azalis
o +5dB = 3.16 kat1 artig/azalis
e +0.025dB =1 kat1 artig/azalig

anlamina gelmektedir. Alan homojenitesindeki degisim, bu dB degerleri i¢indeki hacim

ylizdesi olarak ifade edilmektedir.
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4.1.1. Tasarim simiilasyonlar1

i. 1800 MHz frekans’ta SAR ve alan homojenitesindeki degisim; tek bir petri i¢in, dipol
anten merkezinden yataydaki uzaklik degisimine bagh olarak, kabin icermeyen durum

icin incelendi.

Cizelge 4.1. Simiilasyon paketi i. i¢in incelenen kosullar

Frekans Sistemdeki Kattaki

(MHz) Petri Konumu Kat Savisi  Petri Savisi Incelenen Durum
M 1800 | M Kabinsiz M 1 Kath M 1 Petri M Yatay Uzaklik

... | O Kenar Ortasinda O 3 Petri O Dikey Uzaklik
0 2100 | O Rabinli =550 O 2Kath "570500i [0 Yatay/Dikey Uzaklik

Cizelge 4.2. Simiilasyon paketi i. i¢in hesaplanan degerler

Konum SAR + 3dB icerisindeki + 5dB icerisindeki + 0.025dB icerisindeki
" W/kg Hacim Yiizdesi Hacim Yiizdesi Hacim Yiizdesi

M1 HO 0,119 44,89 65,74 0,44
M2 HO 0,064 51,32 73,75 0,49
M3 HO 0,042 54,49 77,41 0,52
M4 HO 0,030 57,20 79,42 0,53
M5 HO 0,022 59,01 80,73 0,60
M6 HO 0,017 60,35 81,82 0,64
M7 HO 0,014 61,74 82,80 0,47
M8 HO 0,011 63,08 83,70 0,48
M9 HO 0,009 64,35 84,54 0,45
MI10HO 0,008 65,22 85,33 0,44

Petrinin yatay konumda antene en yakin oldugu durum (M1 HO) i¢in, SAR degeri diger
durumlara kiyasla en yiiksek seviyede, alan homojenitesi en diisiik seviyede bulunmustur.

Antene yakinlagtikca SAR degeri artarken, alan homojenitesinde bozulma gozlenmektedir.
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ii. 1800 MHz frekans’ta SAR ve alan homojenitesindeki degisim; tek bir petri i¢in, dipol
anten merkezinden dikey konumdaki uzakiik degisimine bagh olarak, kabin icermeyen

durum i¢in incelendi.

Cizelge 4.3. Simiilasyon paketi ii. i¢in incelenen kosullar

Sistemdeki Kattaki
Kat Sayis1  Petri Sayisi

incelenen Durum

Petri Konumu

M 1800 | M Kabinsiz M 1 Katht M 1 Petri O Yatay Uzaklik
... | O Kenar Ortasinda O 3 Petri M Dikey Uzaklik
[l 2100 | Tl Kabinli O Kosede O 2 Kath O 4 Petri O Yatay/Dikey Uzaklik

Cizelge 4.4. Simiilasyon paketi ii. i¢in hesaplanan degerler

Konum SAR + 3dB Icerisindeki + 5dB Icerisindeki + 0.025dB Icerisindeki
(W/kg) Hacim Yiizdesi Hacim Yiizdesi Hacim Yiizdesi

M3 HO 0,042 54,49 77,41 0,52
M3 H1 0,177 59,48 92,36 0,55
M3 H2 0,487 73,83 94,16 0,79
M3 H3 0,757 79,08 95,13 0,79
M3 H4 0,824 82,84 96,46 0,80
M3 H5 0,708 85,77 97,52 0,82

Antenin merkezinden, u¢larina dogru ilerlerken hem SAR hem de alan homojenitesinde artig
gozlenmektedir. Antenin u¢ kismindan daha yiiksege ¢ikildiginda ise SAR degeri azalmaya
baslamaktadir.
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ili. 1800 MHz frekans’ta SAR ve alan homojenitesindeki degisim; tek bir petri i¢in, metal
kabinin kenar ortasinda bulunan dipol anten merkezinden yataydaki uzaklik

degisimine bagli olarak incelendi.

Cizelge 4.5. Simiilasyon paketi iii. i¢in incelenen kosullar

Sistemdeki Kattaki

Petri Konumu T T — Incelenen Durum
M 1800 | O Kabinsiz M 1 Katht M 1 Petri M Yatay Uzaklhk
. . | M Kenar Ortasinda O 3 Petri O Dikey Uzaklik
0 2100 | B Kabinli O Kosede O 2 Kath O 4 Petri O Yatay/Dikey Uzaklik

Cizelge 4.6. Simiilasyon paketi iii. i¢in hesaplanan degerler

Konum SAR + 3dB Icerisindeki + 5dB Icerisindeki + 0.025dB Icerisindeki
(W/kg) Hacim Yiizdesi Hacim Yiizdesi Hacim Yiizdesi

M2 HO 0,090 40,47 67,29 0,30
M3 HO 0,076 40,53 67,57 0,37
M4 HO 0,066 42,59 69,47 0,34
MS HO 0,057 47,15 74,10 0,36
M6 HO 0,050 56,03 83,95 0,51

Bir metal kabin igerisinde bulunan petri i¢indeki numunede, kabinsiz duruma (Cizelge
4.2’ye) kiyasla daha yiiksek SAR degerleri gozlenmistir. Fakat alan homojenitesinin Cizelge
4.2’ye kiyasla azaldig1 gozlenmistir.
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iv. 1800 MHz frekans’ta SAR ve alan homojenitesindeki degisim; tek bir petri i¢in, metal
kabinin kenar ortasinda bulunan dipol anten merkezinden yatay ve dikey uzaklik

degisimine bagli olarak incelendi.

Cizelge 4.7. Simiilasyon paketi iv. i¢in incelenen kosullar

Sistemdeki Kattaki

Petri Konumu KatSayisi  Petri Sayist Incelenen Durum
M 1800 | O Kabinsiz M 1 Katht M 1 Petri O Yatay Uzaklik
. . | M Kenar Ortasinda O 3 Petri O Dikey Uzaklik
0 2100 | B Kabinli O Kosede O 2 Kath O 4 Petri M Yatay/Dikey Uzaklik

Cizelge 4.8. Simiilasyon paketi iv. i¢in hesaplanan degerler

+ 3dB icerisindeki + 5dB icerisindeki + 0.025dB icerisindeki
Hacim Yiizdesi Hacim Yiizdesi Hacim Yiizdesi
M2 HO 0,090 40,47 67,29 0,30
M2 H1 0,193 67,14 90,91 0,52
M2 H2 0,660 72,25 92,00 0,78
M2 H3 1,124 77,26 93,34 0,78
M2 H4 1,197 82,22 95,04 0,84
M3 HO 0,076 40,53 67,57 0,36
M3 H1 0,086 70,99 90,84 0,67
M3 H2 0,292 73,72 93,56 0,74
M3 H3 0,546 78,86 94,58 0,84
M3 H4 0,685 82,98 95,87 0,82
M4 HO 0,066 42,59 69,48 0,34
M4 H1 0,046 70,19 88,76 0,69
M4 H2 0,143 73,42 94,24 0,67
M4 H3 0,295 77,64 94,97 0,85
M4 H4 0,420 81,73 96,06 0,81
M5 HO 0,057 47,15 74,10 0,36
MS5 H1 0,029 58,55 83,95 0,65
M5 H2 0,072 72,65 94,56 0,56
M5 H3 0,164 75,17 95,15 0,74
M5 H4 0,260 79,62 96,22 0,83
M6 HO 0,050 56,03 83,95 0,51
M6 H1 0,021 49,84 75,50 0,40
M6 H2 0,036 72,92 93,76 0,87
M6 H3 0,088 72,61 96,05 0,64
M6 H4 0,156 77,36 97,19 0,75

Daha 6nceki simiilasyonlar ile uyumlu olarak en yiiksek SAR degeri ve alan homojenitesi
(M2 H4), petrinin yatayda antene en yakin oldugu, dikeyde ise antenin u¢ kismina yakin
yiikseklikte bulundugu konumda tespit edilmistir.
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v. 1800 MHz frekans’ta SAR ve alan homojenitesindeki degisim; 3 petrili durum igin, metal
kabinin kenar ortasinda bulunan dipol anten merkezinden yatay ve dikey uzakiik

degisimine bagli olarak incelendi.

Cizelge 4.9. Simiilasyon paketi v. i¢in incelenen kosullar

Sistemdeki Kattaki

Petri Konumu KatSayisi  Petri Sayist Incelenen Durum
M 1800 | O Kabinsiz M 1 Katht O 1 Petri O Yatay Uzaklik
. . | M Kenar Ortasinda M 3 Petri O Dikey Uzaklik
0 2100 | B Kabinli O Kosede O 2 Kath O 4 Petri M Yatay/Dikey Uzaklik

Cizelge 4.10. Simiilasyon paketi v. i¢in hesaplanan degerler

+ 3dB lcerisindeki | +5dB icerisindeki | + 0.025dB icerisindeki

Petri No

Hacim Yiizdesi Hacim Yiizdesi Hacim Yiizdesi
1 0,971 77,54 93,87 0,78
2 M2H3 0974 77,50 93,81 0,79
3 0,968 77,48 93,73 0,89
Ortalama 0,971 77,49 93,80 0,78
1 1,040 82,99 95,72 0,85
2 M2 H4 1,049 83,01 95,52 0,83
3 1,042 83,00 95,47 0,81
Ortalama 1,043 83,00 95,56 0,82
1 0,516 79,61 95,16 0,92
2 M3 H3 0,524 79,64 95,03 0,72
3 0,522 79,59 95,07 0,80
Ortalama 0,521 79,61 95,10 0,78
1 0,651 83,54 96,42 0,81
2 M3 H4 0,669 83,58 96,28 0,83
3 0,666 83,55 96,32 0,82
Ortalama 0,662 83,59 96,33 0,82
1 0,291 78,20 95,47 0,85
2 M4 H3 0,300 78,45 95,49 0,79
3 0,299 78,47 95,54 0,76
Ortalama 0,297 78,42 95,48 0,84
1 0,418 82,19 96,52 0,82
2 M4 H4 0442 82,05 96,58 0,87
3 0,441 82,09 96,57 0,84
Ortalama 0,434 82,08 96,55 0,83

Petri sayisinin artisi, SAR degerinde azalmaya neden olurken, alan homojenitesinde ise
artisa neden olmustur. Daha 6nceki simiilasyonla uyumlu olarak en performansl durum M2

H4 konumunda tespit edilmistir.
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vi. 1800 MHz frekans’ta SAR ve alan homojenitesindeki degisim; 4 petrili, tek kath

petrilerin kabinin kosesinde bulundugu durum i¢in, metal kabinin ortasinda bulunan

dipol anten merkezinden yatay ve dikey uzakiik degisimine bagh olarak incelendi.

Cizelge 4.11. Simiilasyon paketi vi. i¢in incelenen kosullar

Sistemdeki Kattaki

Petri Konumu KatSayisi  Petri Sayist Incelenen Durum
M 1800 | O Kabinsiz M 1 Katht O 1 Petri O Yatay Uzaklik
... | O Kenar Ortasinda O 3 Petri O Dikey Uzaklik
0 2100 | B Kabinli M Kogede O 2 Kath M 4 Petri M Yatay/Dikey Uzaklik

Cizelge 4.12. Simiilasyon paketi vi. i¢in hesaplanan degerler

+ 3dB lcerisindeki | + 5dB icerisindeki | + 0.025dB icerisindeki

Petri No Hacim Yiizdesi Hacim Yiizdesi Hacim Yiizdesi

1 0,869 78,04 94,08 0,75
2 M2 H3 0,869 78,04 94,08 0,75
3 4 Petrili Kosede 0,869 78,04 94,08 0,75
4 0,869 78,04 94,08 0,75
1 0,933 83,91 96,02 0,94
2 M2 H4 0,933 83,91 96,02 0,94
3 4 Petrili Kosede 0,933 83,91 96,02 0,94
4 0,933 83,91 96,02 0,94
1 0,484 79,80 95,29 0,89
2 M3 H3 0,484 79,80 95,29 0,89
3 4 Petrili Kosede 0,484 79,80 95,29 0,89
4 0,484 79,80 95,29 0,89
1 0,620 84,14 96,74 0,89
2 M3 H4 0,620 84,14 96,74 0,89
3 4 Petrili Kosede 0,620 84,14 96,74 0,89
4 0,620 84,14 96,74 0,89
1 0,287 78,38 95,84 0,85
2 M4 H3 0,287 78,38 95,84 0,85
3 4 Petrili Kosede 0,287 78,38 95,84 0,85
4 0,287 78,38 95,84 0,85
1 0,424 82,41 97,35 0,91
2 M3 H4 0,424 82,41 97,35 0,91
3 4 Petrili Kosede 0,424 82,41 97,35 0,91
4 0,424 82,41 97,35 0,91

4 petrili durumda, 3 petrili duruma gore, SAR degerlerinde kismi azalma ve alan

homojenitesinde artis oldugu goézlenmistir.
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vii. 1800 MHz frekans’ta SAR ve alan homojenitesindeki degisim; 4 petrili, tek kath

petrilerin kabinin kenar ortasinda bulundugu durum igin, metal kabinin ortasinda

bulunan dipol anten merkezinden yatay ve dikey uzakhik degisimine bagh olarak

incelendi.

Cizelge 4.13. Simiilasyon paketi vii. i¢in incelenen kosullar

Bt Petri Konumu Sistemdelki Kattaki incelenen Durum
(MHz) Kat Sayis1  Petri Sayisi
M 1800 | O Kabinsiz M 1 Kath O 1 Petri O Yatay Uzaklik
. .. | M Kenar Ortasinda O 3 Petri O Dikey Uzaklik
0 2100 | M Kabinli 5 e O 2Kath "o b | & Yatay/Dikey Uzaklik

Cizelge 4.14. Simiilasyon paketi vii. i¢in hesaplanan degerler

+ 3db lcerisindeki | + 5db icerisindeki | + 0.025db icerisindeki

L Hacim Yiizdesi Hacim Yiizdesi Hacim Yiizdesi
1 0,868 78,13 94,12 0,80
2 M2 H3 0,868 78,13 94,12 0,80
3 4 Petrili Kenarda 0,868 78,13 94,12 0,80
4 0,868 78,13 94,12 0,80
) 0,925 83.83 96,01 0.87
2 M2 H4 0,925 83,83 96,01 0,87
3 4 Petrili Kenarda 0,925 83,83 96,01 0,87
4 0,925 83,83 96,01 0,87
1 0,484 79,71 95,28 0,78
2 M3 H3 0,484 79,71 95,28 0,78
3 4 Petrili Kenarda 0,434 79,71 95,28 0,78
4 0,484 79,71 95,28 0,78
1 0,605 83,89 96,48 0,81
2 M3 H4 0,605 83,89 96,48 0,81
3 4 Petrili Kenarda 0,605 83,89 96,48 0,81
4 0,605 83,89 96,48 0,81
) 0,282 78,64 95,58 0,87
2 M4 H3 0,282 78,64 95,58 0,87
3 4 Petrili Kenarda 0,282 78,64 95,58 0,87
4 0,282 78,64 95,58 0,87
1 0,400 82,37 96,61 0,96
2 M3 H4 0,400 82,37 96,61 0,96
3 4 Petrili Kenarda 0,400 82,37 96,61 0,96
4 0,400 82,37 96,61 0,96

Tek katmanli petrilerin kenarda yada koselerde bulunmasinin, incelenen kosullar altinda

SAR ve alan homojenitesinde dnemli bir farkliliga neden olmadig1 gézlenmistir.
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viii. 1800 MHz frekans’ta SAR ve alan homojenitesindeki de8isim; 4 petrili ve ¢ift kath
durum i¢in, metal kabinin ortasinda bulunan dipol anten merkezinden yatay ve dikey

uzaklik degisimine bagli olarak incelendi.

Cizelge 4.15. Simiilasyon paketi viii. i¢in incelenen kosullar

Sistemdeki Kattaki

Petri Konumu Kat Sayisi Petri Sayist Incelenen Durum

M 1800 | O Kabinsiz O 1 Kath O 1 Petri O Yatay Uzaklik

M Kenar Ortasinda
M Kosede

O 3 Petri O Dikey Uzaklik

M 2Katlh o peti | & Yatay/Dikey Uzaklik

O 2100 | M Kabinli

Cizelge 4.16. Simiilasyon paketi viii. i¢in hesaplanan degerler

+ 3dB lcerisindeki | + 5dB icerisindeki | + 0.025dB icerisindeki

LEETIND Hacim Yiizdesi Hacim Yiizdesi Hacim Yiizdesi
1-ALT 1,126 81,12 97,74 1,08
2-ALT M2 H-2 1,126 81,12 97,74 1,08
3-ALT 1,126 81,12 97,74 1,08
4-ALT Cift Kath 1,126 81,12 97,74 1,08
4 Petrili Kenarda
1-UST 0,990 78,99 95,53 0,82
2-UST M2 H+2 0,990 78,99 95,53 0,82
3-UST 0,990 78,99 95,53 0,82
4-UST 0,990 78,99 95,53 0,82
1-ALT 1,132 80,74 97,60 0,80
2-ALT M2 H-2 1,132 80,74 97,60 0,30
3-ALT 1,132 80,74 97,60 0,80
4-ALT Cift Kath 1,132 80,74 97,60 0,80
4 Petrili Kosede
1-UST 0,983 78,27 95,27 0,30
2-UST M2 H+2 0,983 78,27 95,27 0,30
3-UST 0,983 78,27 95,27 0,30
4-UST 0,983 78,27 95,27 0,30
1-ALT 0,732 84,50 98,59 0,79
2-ALT M3 H-2 0,732 84,50 98,59 0,79
3-ALT 0,732 84,50 98,59 0,79
4-ALT Cift Kath 0,732 84,50 98,59 0,79
4 Petrili Kenarda
1-UST 0,614 81,26 97,26 0,98
2-UST M3 H+2 0,614 81,26 97,26 0,98
3-UST 0,614 81,26 97,26 0,98
4-UST 0,614 81,26 97,26 0,98




Cizelge 4.16. (devam) Simiilasyon paketi viii. i¢in hesaplanan degerler

Petri No

Konum ’ SAR ‘

+ 3dB Icerisindeki
Hacim Yiizdesi

+ 5dB lcerisindeki
Hacim Yiizdesi
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+ 0.025dB I¢erisindeki

Hacim Yiizdesi

1-ALT 0,753 84,15 98,47 0,79
2-ALT M3 H-2 0,753 84,15 98,47 0,79
3-ALT 0,753 84,15 98,47 0,79
4-ALT Cift Kath 0,753 84,15 98,47 0,79
4 Petrili Kosede
1-0ST 0,618 80,70 97,08 0,87
2-UST M3 H+2 0,618 80,70 97,08 0,87
3-0ST 0,618 80,70 97,08 0,87
4-UST 0,618 80,70 97,08 0,87
1-ALT 1,617 84,71 97,90 0,71
2-ALT M2 H-3 1,617 84,71 97,90 0,71
3-ALT 1,617 84,71 97,90 0,71
4-ALT Cift Kath 1,617 84,71 97,90 0,71
4 Petrili Kenarda
1-UST 1,482 83,36 97,10 0,81
2-UST M2 H+3 1,482 83,36 97,10 0,81
3-0ST 1,482 83,36 97,10 0,81
4 -UST 1,482 83,36 97,10 0,81
1-ALT 1,633 84,79 98,05 0,83
2-ALT M2 H-3 1,633 84,79 98,05 0,83
3-ALT 1,633 84,79 98,05 0,83
4-ALT Cift Kath 1,633 84,79 98,05 0,83
4 Petrili Kosede
1-UST 1,477 83,12 96,93 0,96
2-UST M2 H+3 1,477 83,12 96,93 0,96
3-0ST 1,477 83,12 96,93 0,96
4 -UST 1,477 83,12 96,93 0,96
1-ALT 1,120 87,35 98,58 0,75
2-ALT M3 H-3 1,120 87,35 98,58 0,75
3-ALT 1,120 87,35 98,58 0,75
4-ALT Cift Kath 1,120 87,35 98,58 0,75
4 Petrili Kenarda
1-UST 1,000 85,36 98,08 0,92
2-UST M3 H+3 1,000 85,36 98,08 0,92
3-0ST 1,000 85,36 98,08 0,92
4 -UST 1,000 85,36 98,08 0,92
1-ALT 1,157 87,17 98,50 1,01
2-ALT M3 H-3 1,157 87,17 98,50 1,01
3-ALT 1,157 87,17 98,50 1,01
4 -ALT Cift Kath 1,157 87,17 98,50 1,01
4 Petrili Kosede
1-UST 1,006 85,10 98,05 1,13
2-UST M3 H+3 1,006 85,10 98,05 1,13
3-0ST 1,006 85,10 98,05 1,13
4 -UST 1,006 85,10 98,05 1,13
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Cizelge 4.16. (devam) Simiilasyon paketi viii. i¢in hesaplanan degerler
perito | Komm | sar | *piRiereied | =300 el |20 Ve
1-ALT 1,643 87,24 98,43 1,05
2-ALT M2 H-4 1,643 87,24 98,43 1,05
3-ALT 1,643 87,24 98,43 1,05
4-ALT Cift Kath 1,643 87,24 98,43 1,05
4 Petrili Kenarda
1-0ST 1,544 86,67 98,31 1,01
2-U0ST M2 H+4 1,544 86,67 98,31 1,01
3-UST 1,544 86,67 98,31 1,01
4-UST 1,544 86,67 98,31 1,01
1-ALT 1,665 87,26 98,41 0,81
2-ALT M2 H-4 1,665 87,26 98,41 0,81
3-ALT 1,665 87,26 98,41 0,81
4-ALT Cift Kath 1,665 87,26 98,41 0,81
4 Petrili Kosede
1-0ST 1,540 86,58 98,20 0,95
2-UST M2 H+4 1,540 86,58 98,20 0,95
3-UST 1,540 86,58 98,20 0,95
4-UST 1,540 86,58 98,20 0,95
1-ALT 1,260 88,35 98,64 0,73
2-ALT M3 H-4 1,260 88,35 98,64 0,73
3-ALT 1,260 88,35 98,64 0,73
4-ALT Cift Kath 1,260 88,35 98,64 0,73
4 Petrili Kenarda
1-0ST 1,171 87,38 98,65 0,97
2-UST M3 H+4 1,171 87,38 98,65 0,97
3-0ST 1,171 87,38 98,65 0,97
4-UST 1,171 87,38 98,65 0,97
1-ALT 1,308 88,71 98,61 0,87
2-ALT M3 H-4 1,308 88,71 98,61 0,87
3-ALT 1,308 88,71 98,61 0,87
4-ALT Cift Kath 1,308 88,71 98,61 0,87
4 Petrili Kosede
1-0ST 1,177 87,34 98,74 0,75
2-U0ST M3 H+4 1,177 87,34 98,74 0,75
3-UST 1,177 87,34 98,74 0,75
4-UST 1,177 87,34 98,74 0,75

Petrilerin ¢ift katli olarak konumlandirilmasi, hem SAR degerleri agisindan hem de alan
homojenitesi agisindan pozitif katki saglamistir. Petrilerin kenarda yada kdsede bulunmalari
tek katmanl yerlestirildiginde oldugu gibi 2 kath yerlestirildiginde de dnemli bir fark

olugturmamustir.
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ix. 2100 MHz frekans’ta SAR ve alan homojenitesindeki degisim; 4 petrili ve ¢ift kath
durum i¢in, metal kabinin ortasinda bulunan dipol anten merkezinden yatay ve dikey

uzaklik degisimine bagli olarak incelendi.

Cizelge 4.17. Simiilasyon paketi ix. i¢in incelenen kosullar

Sistemdeki Kattaki

Petri Konumu T T — Incelenen Durum
O 1800 | O Kabinsiz O 1 Kath O 1 Petri O Yatay Uzaklik
. . | M Kenar Ortasinda O 3 Petri O Dikey Uzaklik
#2100 | B Kabinli O Kosede ¥ 2 Kath M 4 Petri M Yatay/Dikey Uzaklik

Cizelge 4.18. Simiilasyon paketi ix. i¢in hesaplanan degerler

% 3dB o * 5dB * 0.025dB
Petri No Icerisindeki Icerisindeki Icerisindeki
Hacim Yiizdesi Hacim Yiizdesi Hacim Yiizdesi

1-ALT 1,508 70,99 92,39 0,54
2-ALT M2 H-2 1,508 70,99 92,39 0,54
3-ALT 1,508 70,99 92,39 0,54
4-ALT Cift Kath 1,508 70,99 92,39 0,54

4 Petrili

Kenarda
1-UST 1,339 69,26 91,14 0,70
2-UST M2 H+2 1,339 69,26 91,14 0,70
3-UST 1,339 69,26 91,14 0,70
4 -UST 1,339 69,26 91,14 0,70
1-ALT 1,055 72,30 94,91 0,84
2-ALT M3 H-2 1,055 72,30 94,91 0,84
3-ALT 1,055 72,30 94,91 0,84
4-ALT Cift Kath 1,055 72,30 94,91 0,84

4 Petrili

Kenarda
1-U0ST 0,885 70,28 92,99 0,55
2-UST M3 H+2 0,885 70,28 92,99 0,55
3-UST 0,885 70,28 92,99 0,55
4 -UST 0,885 70,28 92,99 0,55
1-ALT 1,848 75,69 94,05 0,75
2-ALT M2 H-3 1,848 75,69 94,05 0,75
3-ALT 1,848 75,69 94,05 0,75
4-ALT Cift Kath 1,848 75,69 94,05 0,75

4 Petrili

Kenarda
1-UST 1,688 74,40 93,08 0,72
2-UST M2 H+3 1,688 74,40 93,08 0,72
3-0ST 1,688 74,40 93,08 0,72
4 -UST 1,688 74,40 93,08 0,72
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Cizelge 4.18. (devam) Simiilasyon paketi ix. i¢in hesaplanan degerler
Petri No Konum + 3dB Icerisindeki + 5dB Icerisindeki + 0.025dB I¢erisindeki
Hacim Yiizdesi Hacim Yiizdesi Hacim Yiizdesi
1-ALT 1,450 75,52 94,79 0,70
2-ALT M3 H-3 1,450 75,52 94,79 0,70
3-ALT 1,450 75,52 94,79 0,70
4-ALT Cift Kath 1,450 75,52 94,79 0,70
4 Petrili Kenarda
1-0ST 1,291 74,12 94,05 0,63
2-UST M3 H+3 1,291 74,12 94,05 0,63
3-0ST 1,291 74,12 94,05 0,63
4 -UST 1,291 74,12 94,05 0,63
1-ALT 1,817 77,27 94,72 0,61
2-ALT M2 H-3.45 1,817 77,27 94,72 0,61
3-ALT 1,817 77,27 94,72 0,61
4-ALT Cift Kath 1,817 77,27 94,72 0,61
4 Petrili Kenarda
1-U0UST 1,679 76,29 94,02 0,79
2 -UST M2 H+3.45 1,679 76,29 94,02 0,79
3-0ST 1,679 76,29 94,02 0,79
4-UST 1,679 76,29 94,02 0,79
1-ALT 1,509 76,64 95,03 0,72
2-ALT M3 H-3.45 1,509 76,64 95,03 0,72
3-ALT 1,509 76,64 95,03 0,72
4-ALT Cift Kath 1,509 76,64 95,03 0,72
4 Petrili Kenarda
1-UST 1,372 75,32 94,53 0,69
2-UST M3 H+3.45 1,372 75,32 94,53 0,69
3-0ST 1,372 75,32 94,53 0,69
4-UST 1,372 75,32 94,53 0,69
1-ALT 0,774 72,40 96,04 0,56
2-ALT M4 H-2 0,774 72,40 96,04 0,56
3-ALT 0,774 72,40 96,04 0,56
4-ALT Cift Kath 0,774 72,40 96,04 0,56
4 Petrili Kenarda
1-0ST 0,618 70,03 93,99 0,61
2-UST M4 H+2 0,618 70,03 93,99 0,61
3-0ST 0,618 70,03 93,99 0,61
4 -UST 0,618 70,03 93,99 0,61
1-ALT 1,142 75,28 95,32 0,63
2-ALT M4 H-3 1,142 75,28 95,32 0,63
3-ALT 1,142 75,28 95,32 0,63
4-ALT Cift Kath 1,142 75,28 95,32 0,63
4 Petrili Kenarda
1-U0ST 0,998 73,37 94,51 0,68
2-UST M4 H+3 0,998 73,37 94,51 0,68
3-0ST 0,998 73,37 94,51 0,68
4-UST 0,998 73,37 94,51 0,68
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ix simiilasyon paketi (2100 MHz) calismasinda, bir 6nceki paket olan simiilasyon viii (1800

MHz)’in benzer kosullar1 sinanarak frekanstan kaynaklanan degisimler tesbit edilmistir.

Bu sonugclara gore;

e Frekans 1800 MHz’den 2100 MHz’e ¢ikarken genel olarak, SAR degerleri artmis ve alan
homojenitesini azalmistir.

e Her iki frekans1 birden dikkate alarak gerceklestirilecek optimizasyonda
yasanabilecek SAR ve homojenite uyumsuzluklar: dikkate alinarak, tasarima daha

yeni bir teknoloji olan 2100 MHz frekansla devam edilmistir.

Gergeklestirilen simiilasyon g¢alismalar1 sonucunda, 4 farkli in vitro RF Alan Maruziyet
Sistemi Prototipi tasarlanmistir (Sekil 4.1-4.6). Sistem prototipleri temel olarak 4 ana
malzemeden/bilesenden olugsmaktadir. Bu malzemelerin neler oldugu ve hangi amaglar ile

tercih edildigi asagida belirtilmistir.
Metal Kabin

e Disaridaki EM alanin, i¢eriye sizmasini onlemek,

e i¢ EM alanin disarrya sizmasini 6nlemek,

o Yiiksek iletkenlik nedeniyle, RF sogurucunun performansh ¢alismasini saglamak,

e Darbelere kars1 sistemi korumak,

e Nem, sicaklik ve sterilizasyonda kullanilan (alkol, camasir suyu, klor) gibi c¢evresel

etkenlere dayanikli olmasi ve kolayca sterilizasyon isleminin uygulanabilmesi

RF Sogurucu

e In vitro RF alan maruziyet sistemi igerisindeki anten kaynakli olusan EM alanlarin,
sistemin metal yiizeylerinden yansiyarak alan homojenitesini bozmasini engellemek
amaciyla kullanilmistir.

e Sistem igerisindeki mevcut alan1 daha fazla kiigiiltmemesi i¢in, liggen yapil1 versiyonlari
yerine, daha kii¢iik hacim kaplayan, yaklasik 6 cm kalinlikli diiz plaka seklinde olan RF

sogurucular kullanilmistir.
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e RF sogurucu malzemenin tam performansla ¢alisabilmesi i¢in, metal kabine tam temas
etmesi gerekmektedir. Bu nedenle RF sogurucu malzeme metal kabin yakininda

konumlandirilmistir.

Pleksiglas Destek Malzemesi

e RF sogurucu malzemenin nemden korunmasi,

e RF sogurucu malzemenin ortami kontamine etmesini engellemek,

¢ Deneylerde kullanilan malzemelerin RF sogurucuya zarar vermesini engellemek,

e Sert bir yiizey olusturularak, her in vitro deney Oncesi gerceklestirilen sistem
sterilizasyonunun, kolayca yapilmasini saglamak,

e Petrileri yerlestirirken, RF sogurucuya takilmasimni ve c¢esitli kazalar yasanmasini

engellemek.

Anten

e Dipol anten dalga deseni, ¢ift katli maruziyet sistemine izin veren bir yapiya sahiptir.
e Her katta birden fazla petriye eszamanli alan uygulanmasina olanak saglamasi nedeniyle
Dipol antenin tercih edilmis ve sistemde EM alan kaynagi olarak kullanilmak tizere, 68

mm uzunluga sahip yarim dalga dipol anten tasarimi yapilmistir.

Yukarda belirtilen kosullar dikkate alinarak, 4 farkli prototip (Prototip V-1 — Prototip V-4)

tasarlandi.



79

Prototip V-1

e [n vitro RF alan maruziyet sistemi igin ilk prototip olarak 30 x 30 x 40 cm (en x boy x
yukseklik) boyutlarinda dikdortgenler prizmasi seklinde metal bir kabin tasarlanmistir
(Sekil 4.2.).

e Prototip V-1, metal bir kabin, RF sogurucu malzeme ve antenden olusmaktadir.

e RF alanin kabin i¢erisinde homojen dagilimina katki saglamasi i¢in kabinin yan kenarlar1
yuvarlatilmagtir.

e Alt ve iist kisimda hava delikleri mevcuttur.

e Kabin i¢i yan kenarlarin 5.7 cm kalinligindaki RF sogurucu malzeme ile kaplanacagi
varsayilmistir.

e SOz konusu prototip icin RF alan kaynagi olarak dipol anten kabin igerisinde dikey

konumlandirilmistir.

Sekil 4.2. In vitro RF alan maruziyet sistemi Prototip V-1’in farkl1 agilardan genel goriiniimii
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Prototip V-2

e RF sogurucu malzemenin sistem igerisinde fazla yer kaplamasi, fiyatinin yiiksek olusu,
nem dayaniminin sinirlt olmasi gibi nedenler ile Prototip V-1’den vazgecilmis ve 57 mm
kalinliga sahip RF sogurucu yerine bu islevi gorecek daha ince alternatif malzeme
arayisina girilmistir.

o Silindirik sekilli kabinin, dipol anten dagilim deseniyle daha uyumlu olmasi nedeniyle
Prototip V-2 silindir seklinde tasarlanmistir (Sekil 4.3.).

e Prototip V-2, metal bir kabin, RF boya ve antenden olugsmaktadir.

e Petrileri yerlestirmek i¢in sistemin 0n tarafina, destek malzemelerinin yerlestirilmesi igin
ise sistemin st tarafina kapak yerlestirilmistir.

o Alt ve iist kapakta hava delikleri mevcuttur.

Sekil 4.3. In vitro RF alan maruziyet sistemi Prototip V-2’in farkl1 acilardan genel goriiniimii
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Prototip V-3

e RF boyalarin, sogurucu 6zelliginin olmamasi nedeniyle sistem i¢in kullaniminin uygun
olmadig1 tespit edilmistir. Uygun RF sogurucu malzeme alternatifi bulunamamasi
nedeniyle Prototip V-2’den vaz gegilmistir.

e Karbon emdirilmis RF sogurucu silingerlerin nemden etkilenmeyecegi yeni bir prototip
tasarlanmasina ihtiya¢ duyulmus ve Prototip V-3 tasarlanmistir.

e Uretim asamasindaki kosullara ve malzemelere bagl olarak iiretimde esneklik saglamasi
amaciyla Prototip V-3, dikdortgenler prizmasi (Sekil 4.4.) ve silindir (Sekil 4.5.) yapili
olmak {izere 2 farkl: tipte tasarlanmugtir.

e Prototip V-3, metal bir kabin, RF sogurucu malzeme, pleksiglas destek malzemeleri ve
antenden olusmaktadir.

e Demonte ve sade bir tasarima sahip olmasi nedeniyle iiretimi kolaydir.

e Demonte ve sade yapisi nedeniyle sterilizasyon isleminin daha kolay yapilmasi miimkiin
olacaktir.

e Demonte yapisi nedeniyle yandan kap1 agmaya gerek kalmamustir.

e Sistemin i¢ ylizeylerinin pleksiglas ile kaplanmasi, RF sogurucu malzemenin, nemden ve
basingtan korunmasini miimkiin kilmistir.

e Hava kanallari, hava akisin1 engellemeyecek ve dogrudan igeri ya da disar1 akabilecek

sekilde tasarlanmustir.
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Sekil 4.4. In vitro RF alan maruziyet sistemi Prototip V-3 (dikdortgen yapili) igin farkli
acilardan genel goriiniim

Sekil 4.5. In vitro RF alan maruziyet sistemi Prototip V-3 (silindir yapili) i¢in farkh
acilardan genel goriiniim
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Prototip V-4

e Prototip V-4, RF alan maruziyet sistemindeki hava kanallarindan alan sizintisini
minimuma indirmek {izere tasarlanmuistir.

e Govde yapist Prototip V-3 ile ayni olup, alt ve iist kapak yapilar1 farklidir.

e Prototip V-4’de, hava akis1 Prototip V-3’teki gibi dogrudan degilde, zig zag yaparak
disart acilmaktadir. Boylece EM alan sizintilarinin  minimuma indirgenmesi
saglanabilecektir.

e Uretim asamasindaki kosullara ve malzemelere bagl olarak iiretimde esneklik saglamasi
amaciyla Prototip V-4’de, Prototip V-3 gibi dikddrtgenler prizmasi (Sekil 4.6.) ve silindir
(Sekil 4.7.) seklinde olmak tizere 2 farkl tipte tasarlanmustir.

Sekil 4.6. In vitro RF alan maruziyet sistemi Prototip V-4 (dikddrtgen yapil) igin farkl
acilardan genel goriiniim
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Sekil 4.7. In vitro RF alan maruziyet sistemi Prototip V-4 (silindir yapilr) i¢in farkli agilardan
genel goriiniim
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4.1.2. Uretim 6ncesi optimizasyon simiilasyonlari

In vitro RF alan maruziyet sistemi tasarimu ile iliskili olarak en kapsamli simiilasyon

caligsmalar1 bu bolimde gergeklestirilmistir.

Tasarimi gerceklestirilen 4 prototip arasindan, iiretim kosullarinin uygunlugu, sterilizasyon
isleminin kolayca uygulanabilmesi ve hava akimina minimum direng gostermesi

nedenleriyle, Prototip V-3’iin dikdortgen yapili olaninin {iretimine karar verilmistir.

In vitro RF alan maruziyet sistemi icerisindeki bilesenler simiilasyon sonuglarina baglh
olarak tekrarlanan tasarimlarla optimize edilmeye calisgilmigtir. Prototip V-3’lin sistem
performansin1 miimkiin olan en yiiksek seviyeye ¢ikarabilmek optimizasyon simiilasyonlari
ile saglanmis; kabin boyutlar1 ile petri tutucular i¢cin en uygun model, konum ve boyutlar

sayilar1 begbin ile ifade edilen simiilayonlar sayesinde tesbit edilebilmistir.

Tasarimi gerceklestirilen in vitro RF alan maruziyet sistemi bilesenlerine iligkin parca

semas1 Sekil 4.8.’de verilmektedir.

In vitro RF alan maruziyet sistemi, en dista 2 mm kalinliginda metal, metalin i¢ yiizeyinde
RF sogurucu malzeme ve RF sogurucu malzemeyi koruyan pleksiglas yiizeyler iceren bir

yapi olarak tasarlanmistir (Sekil 4.9).

35 mm hiicre kiiltiir kaplarinin maruziyet sistemi icerisinde maksimum SAR verimi ve
homojenitesinin elde edilebilece§i konuma yerlestirilmesi amaciyla “Petri Tutucu”
tasarlanmistir. Pleksiglas malzemeden tiretilmesi planlanan petri tutucular gévde ve kapak

kismi1 olmak tizere 2 pargali bir yapiya sahiptir (Sekil 4.13).

Ayrica petri tutucularin sabit ve belirli konumda tutulmasina imkan veren alt ve st “Petri
Kabinleri”, 2 mm kalinliginda pleksiglas malzeme olarak tasarlanmistir. Alt ve {ist petri
kabinleri, birlikte Sekil 4.10°da ve ayr1 ayr1 genel goriiniimleri ise Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de

verilmektedir.
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Ust Kapak

Alt Kapak
Kapak
Kapak RF

Sogurucu Kilifi

Govde

Govde
RF Sodurucu

Petri Kabinleri

I “—)  Govde RF

@\* Sogurucu Kilifi
Kabin RF

Sogurucu Kilifi

Kabin
RF Sogurucu

Sistem
Tabani

Sekil 4.8. Uretim ©Oncesi optimizasyon simiilasyonlarma uygun olarak tasarim
gergeklestirilen in vitro RF alan maruziyet sistem bilesenlerine iliskin parca
semast
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Sekil 4.9. In vitro RF alan maruziyet sisteminin, kapak acik genel goriiniimii

Sekil 4.10. In vitro RF alan maruziyet sistemi, alt ve {ist petri kabinlerinin birlikte genel
gorinumu
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Sekil 4.11. In vitro RF alan maruziyet sistemi, {ist petri kabininin genel goriiniimii

Sekil 4.12. In vitro RF alan maruziyet sistemi, alt petri kabininin genel gériiniimii
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Sekil 4.13. In vitro RF alan maruziyet sistemi, Petri tutucu govdesi ve kapagi’nin genel
gorinumu
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Maruziyet sistemi icerisindeki hava RF alan kaynag1 nedeniyle 1sinabileceginden, sistemde
bir sogutucuya (fan) ihtiyac duyulmaktadir. Sistem igersindeki havanin 1sinmasini
engellemek amaciyla 3mm kalinliga sahip pleksiden iiretilmis “Havalandirma Unitesi”
icersinde kullanilan 20 cm ¢apinda bir fan ile aktif sogutma saglanmistir (Sekil 4.14). Ayrica
bu iinite maruziyet sistemini tasiyict gorevi de gérmektedir. Boylece inkiibator igerisindeki

su kabinin konumu korunmustur.

Sekil 4.14. In vitro RF alan maruziyet sisteminin havalandirma {initesi

Optimizasyon g¢aligmalar1 sonucunda, in vitro RF alan maruziyet sisteminin SAR ve alan
homojenitesine iligkin tasarim degerleri Cizelge 4.19 ve 4.20°de verilmistir. Bu ¢izelgelerde

verilen,

e +3dB =2 kat1 artig/azalis
e +5dB = 3.16 kat1 artis/azalis
e +(0.025dB =1 kat1 artig/azalig

anlamina gelmektedir. Alan homojenitesindeki degisim, bu dB degerleri i¢indeki hacim

ylizdesi olarak ifade edilmektedir.
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Hiicre kiiltiir kab1 igerisindeki biyolojik numunenin 10 gr’dan az olmasi nedeniyle SAR degerleri 1

gr i¢in hesaplanmustir.

Ortalama bir cep telefonunun SAR degeri olan 1 W/kg degerde calisabilmek icin; anten giris giicii
olarak 23 dBm (0.2 W) tercih edilmistir.

Vektor sinyal jeneratoriinden elde edebilen maksimum ¢ikis giicii 25 dBm (0.316 W) oldugundan

maksimum ¢iki¢ giiciinde ¢alisabilmek amaciyla da bu deger tercih edilmistir.

Optimizasyon simiilasyonlart sonucunda 1800 MHz ve 2100 MHz frekanslar i¢in ayr1 ayri elde
edilmis olan SAR dagilim desenleri; daha net anlagilabilmesi amaciyla farkli dB 6l¢eklerinde olmak

tizere Sekil 4.15 ve 4.16’da verilmistir.

Cizelge 4.19. In vitro RF alan maruziyet sisteminin 2100 MHz, 23 dbm anten giris giicii igin
SAR (W/kg) ve alan homojenite degerleri

2100 MHz SAR + 3dB Icerisindeki
Hacim Yiizdesi

Alt Petri-1 1,0675 80,9648

_ Alt Petri-2 1,0674 80,9648
lgr SAR (W/kg)  [PI Petri-3 1,0675 80,9648

23 dBm Alt Petri-4 1,0674 80,9648

Ust Petri-5 1,0917 80,5209

Ust Petri-6 1,0917 80,5209
Ust Petri-7 1,0917 80,5209

N Ust Petri-8 1,0917 80,5209

Cizelge 4.20. In vitro RF alan maruziyet sisteminin 1800 MHz, 25 dbm anten giris giicii
icin SAR (W/kg) ve alan homojenite degerleri

1800 MHz SAR + 3dB I¢erisindeki
Hacim Yiizdesi

Alt Petri-1 0,7730 89,2576

Alt Petri-2 0,7731 89,2576

1gr SAR (W/kg) Alt Petri-3 0,7730 89,2576
25 dBm Alt Petri-4 0,7731 89,2576

Ust Petri-5 0,8740 88,0865

Ust Petri-6 0,8740 88,0865

Ust Petri-7 0,8740 88,0865

Ust Petri-8 0,8740 88,0865
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10 dB normalize 20 dB normalize

5 dB normalize

Sekil 4.15. 2.1 GHZ'de in vitro maruziyet sisteminin 23 dBm i¢in RF alan dagilim deseni
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Ust Kattaki Petrilerin Tabani Alt Kattaki Petrilerin Tabam

20 dB normalize

10 dB normalize

5 dB normalize

Sekil 4.16. 1.8 GHz'de in vitro maruziyet sisteminin 25 dBm i¢in RF alan dagilim deseni
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“Tasarim Simiilasyonlar:1” sonucunda 1800 MHz i¢in, SAR Verimi yaklasik 12.9 kat artarak,
0.12 (W/kg)/W’dan, 1.55 (W/kg)/W degerine ulasmistir. Ayni frekanstaki “Uretim Oncesi
Optimizasyon Simiilasyonlar:” sonucunda SAR Verimi 1.68 kat artarak, 1.55 (W/kg)/W’dan,
2,606 (W/kg)/W degerine ulagmistir. 2100 MHz i¢in SAR Verimi yaklasik olarak 5.4
(W/kg)/W elde edilmistir.

In vitro RF alan maruziyet sistemi alan homojenitesi agisindan degerlendirildiginde, 1800
MHz i¢in + 3dB igerisindeki hacim yiizdesi, “Tasarim Simiilasyonlar:” sonucunda %65 ten
%84’e , “Uretim Oncesi Optimizasyon Simiilasyonlar:” ile de %88.67 degerine ulasmistir
(1800 MHz). Varyasyon Katsayist 1800 MHz i¢in 6.55 olarak tespit edilirken, 2100 MHz

i¢in 1.2 olarak tespit edilmistir.

Tasarimint gerceklestirdigimiz in vitro RF alan maruziyet sisteminde, 8 adet 35 mm’lik
hiicre kiiltiir kabma eszamanli olarak %80.7 homojenlige sahip (+3dB Igerisindeki hacim
yiizdesi) RF alan uygulanabilmesi maruziyet sisteminin yiiksek alan verimligine sahip

oldugunu gostermektedir.
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4.2. In vitro RF Alan Maruziyet Sistemi Uretimi

In vitro RF alan maruziyet sisteminin tasarimi, “tasarim simiilasyonlar1” ve “iiretim oncesi
optimizasyon simiilasyonlar1” ile son haline ulagmistir. Simiilasyon sonuglarina uygun

olarak tasarimi gergeklestirilen sistemin iiretimi i¢in gerekli caligmalar yapilmistir.
4.2.1. In vitro RF alan maruziyet sistemi anten bulgulari

In vitro RF alan maruziyet sistemi biinyesinde kullanilmak iizere 68 mm uzunlugunda yarim
dalga dipol anten kendi imkanlarimiz dahilinde iiretilmistir. Anten iiretimi i¢gin Amphenol
LMR-240 diisiik kayipli RF kablo ve upTech SMA konnektdr kullanilmustir. Uretimi
gerceklestirilen anten test edilmis ve SWR degeri 2.07 (yansiyan gii¢ orant %12.2) olarak
Olctilmiistiir (Resim 4.1.).

Resim 4.1. In vitro RF alan maruziyet sistemi anteni ve SWR &l¢iimii
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4.2.2. In vitro RF alan maruziyet sistem bilesenlerinin iiretimi ve montaji

In vitro RF alan maruziyet sisteminin kapak ve gévde kismi, 2 mm kalinliginda aliiminyum
plakadan imal edilmistir. Alliminyum plakalar lazer kesim cihazi ile uygun boyutlarda
kesilmis, abkant biikiim cihaz ile istenilen sekiller verilmis ve TIG kaynag: kullanilarak
aliminyum plakalar tek parca haline getirilmistir. Kapak ve taban kisminda sistem icerisine
hiicrelerin yagamasi i¢in gerekli olan hava girisini saglamak tizere delikler agilmistir. Alan
sizintisint minumum diizeyde tutmak i¢in delik ¢cap1 2 mm olarak se¢ilmistir. Homojen alan
maruziyeti i¢in sistem tabani ve yan yiizeyler simetrik olacak sekilde tiretilmigtir. Sistemin
i¢ ylizeylerindeki iletkenligin bozulmamasi ve korozyondan korunmasi i¢in boyanmayip
sadece alodin kaplama yapilmistir. Dis ylizeyde ise korozyona kars1 6nlem almak amaciyla

alodin kaplama {izerine boya yapilmistir.

Metal yiizeylerden kaynakli yansimalar nedeniyle alan homojenitesinin bozulmamasi i¢in
aliminyumdan imal edilen kabinin i¢ ylizeyi, RF sogurucu malzeme ile kaplanmigtir. RF
sogurucu malzeme, elektrikli kil testere kullanilarak uygun boyutlarda kesilmistir.
Aliiminyum yiizeylere, RF sogurucu malzeme sprey yapistirict (3M Hi-Strength 90)
kullanilarak yapistirilmistir.

In vitro RF alan maruziyet istemi i¢ yiizeylerinin, kolayca temizlenebilmesi, sterilize
edilebilmesi, RF sogurucu malzemenin nemden ve asinmalardan korunabilmesi igin,
pleksiglas malzeme ile kaplanmistir. Pleksiglas destek malzemelerini aliiminyum yiizeylere
yapistirmak i¢in epoksi yapistirict (Loctite 3430) kullanilmigtir. Nem sizdirmazliginin
saglanabilmesi i¢in yalittm malzemesi (Henkel Sista FT101) kullanilmistir. Petri tutucu,
petri kabinleri ve tiim pleksiglas destek malzemeleri lazer kesim cihazi kullanilarak uygun

boyutlarda kesilerek islenmistir.

RF alan sizintilarin1 6nlemek amaciyla aliminyum kapak ve govde arasinda RF contalar
(Holland shielding, Clip-on shield 6595 ve standart shield 700064) kullanilmistir. Kablo
girisinden kaynakli RF zirhlamada bir sorun yasanmamasi i¢in aliiminyum govde ile temasl

kablo kalkan1 (Holland shielding, Flexible shielding Tube 4800) kullanilmistir.

In vitro RF alan maruziyet sisteminin montaj dncesi genel goriiniimii Resim 4.2deki gibi

olup, montaj sonras1 durum ise Resim 4.3’te verilmektedir.
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Resim 4.1. In vitro RF alan maruziyet sisteminin montaj dncesi bilesenlerin genel goriiniimii
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Resim 4.2. In vitro RF alan maruziyet sisteminin ve Havalandirma Unitesinin farkli
acilardan genel goriiniimii
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4.3. Hiicre Kiiltiirii Calismasi ile Tlgili Bulgular

4.3.1. Hiicre canlihigi bulgulari: WST-1 sonuclari

H Kontrol

H RF Alan

Absorbans (450nm-620nm)
N
[=)
=)

1 Saat 24 Saat 48 Saat

Sekil 4.17. U-118 MG, Kontrol ve RF alan maruziyet gruplarinin, hiicre canlilig1 sonuglari

RF alanin hiicre canlilig1 tizerindeki etkilerini incelemek i¢in U-118 MG insan glioblastoma
hiicreleri, 1, 24 ve 48 saatlik siireler boyunca 2.1 GHz frekansli, 3G modiilasyonlu RF alana
maruz birakildi, hiicre canliligt WST-1 yontemi ile tespit edildi. 1 ve 24 saat siire ile RF alan
uygulanan, U-118 MG insan glioblastoma hiicre hatlarinda, hiicre canlilig1 agisindan 6nemli
bir degisim gozlenmemistir. 48 saatl RF alana maruz kalan hiicrelerde ise kontrol grubuna

kiyasla hiicre canliliginda istatistiksel anlamda 6nemli azalma tespit edilmistir.
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4.3.2. Apoptoz bulgulari: Anneksin V-FITC/PI sonuglar:

12,00

10,00

8,00

6,00 H Kontrol

H RF Alan

4,00

Annexin-V Pozitif Hlicreler (%)

2,00 -

0,00 -
1 Saat 24 Saat 48 Saat

Sekil 4.18. U-118 MG, Kontrol ve RF maruziyet gruplarinin apoptoz sonuglari

2.1 GHz frekansli, 3G modiilasyonlu RF alana maruz birakilan, U-118 MG insan
glioblastoma hiicrelerinde apoptozun nasil etkilendigi Annexin-V-Fitc/PI yontemi ile akim
sitometride incelenmistir. 1 ve 24 saat siireli RF alan uygulanan, U-118 MG insan
glioblastoma hiicre hattinda, apoptozda istatistiksel acisindan 6nemli olmayan artis, 48
saatlik RF alan maruziyet grubunda ise kontrol grubuna kiyasla istatistiksel agidan 6nemli

artis tespit edilmistir.

4.3.3. Apoptotik ve proliferatif gen ekspresyon bulgular:

2.1 GHz RF alanin CASP3, CASP8, CASP9, BCL2, BAX, CYCDI, c-MYC ve ¢-FOS

Genlerinin Ifade Diizeylerine Etkisi

Real Time PCR’da primerlerin ilgili gen dizileri ile baglanmasi, bu genin ortamdaki derigimi
ile dogru orantilidir. U-118 MG hiicreleri, 1, 24 ve 48 saatlik 2.1 GHz 3G modiilasyonlu RF
alan uygulanmasindan sonra; hiicrelerin CASP3, CASPS, CASP9, BCL2, BAX, CYCDI, c-
MYC ve c-FOS genlerinin mRNA ifadelenme diizeyleri kontrolleri ile karsilastirilarak
degerlendirildi. Bu genlerin mRNA diizeylerini belirlemek i¢in kantitatif Real-time PCR
(qQRT-PCR) yontemi kullanildi.
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Her bir RF uygulama siiresi i¢in (1 saat, 24 saat ve 48 saat) gen ifade diizeylerinin kontrol

gruplarina gore karsilastirilmasiyla elde edilen sonuglar asagida verilmistir.

3,5

2,5

2 B 1 saat Kontrol

M 1 saat RF Alan

ifadelenme diizeyi

CASP3 CASP8 CASP9  BCL2 BAX CYCD1 c-MYC c-FOS

Sekil 4.19. U-118 MG, 1 saat RF alan maruziyet grubunda kontrole gére mRNA
diizeylerindeki degisim

U-118 MG hiicrelerinde 1 saatlik RF alan maruziyeti sonunda gen ifadelenme diizeylerinde
olusan degisim Sekil 4.18’de verilmistir. Apoptozda gorev alan CASP3, CASPS, CASP9
genleri ile anti-apoptotik 6zellikteki BCL2 ve pro-apoptotik BAX geninin mRNA ifadelenme
diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla artis gézlenirken, bu artigin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 belirlendi (p>0.05). Bunun yani sira hiicre dongiisiinde gorevli olan CYCDI
geninin ve proliferasyonda goérev alan c-MYC ile c-FOS genlerinin mRNA ifadelenme

diizeylerinde gozlenen artisin da istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlendi (p>0.05).
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M 24 saat Kontrol

M 24 saat RF Alan

ifadelenme diizeyi
N

CASP3 CASP8 CASP9  BCL2 BAX CYCD1 c-MYC c-FOS

Sekil 4.20. U-118 MG, 24 saat RF alan maruziyet grubunda kontrole gére mRNA
diizeylerindeki degisim

U-118 MG hiicrelerinde 24 saatlik RF alan maruziyeti sonunda gen ifadelenme
diizeylerinde olusan degisim Sekil 4.19°da verilmistir. Apoptozda goérev alan CASP3,
CASPS, CASPY9 genlerinin mRNA ifadelenme diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlaml diizeyde artis gézlendi (p<<0.05). Bunun yan1 sira pro-apoptotik
ozellikteki BAX geninin mRNA ifadelenme diizeyinin kontrol grubuna kiyasla arttig1, anti-
apoptotik BCL2 geninin mRNA ifadelenme diizeyinin ise kontrol grubuna gore azaldig,
ancak bu artis ve azalisin istatistiksel olarak anlamli olmadig: belirlendi (p>0.05). Hiicre
dongiisiinde gorev alan CYCDI geni ile proliferasyonda gorev alan ¢-MYC ve c-FOS
genlerinin mRNA ifadelenme diizeylerinde ise degisiklik olmadigi gozlendi (p>0.05).
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M 48 saat Kontrol

M 48 saat RF Alan

ifadelenme diizeyi
N

CASP3 CASP8 CASP9  BCL2 BAX CYCD1 c¢-MYC c-FOS

Sekil 4.21. U-118 MG, 48 saat RF alan maruziyet grubunda kontrole gére mRNA
diizeylerindeki degisim

U-118 MG hiicrelerinde 48 saatlik RF alan maruziyeti sonunda gen ifadelenme
diizeylerinde olusan degisim Sekil 4.20’de verilmistir. 48 saatlik maruziyetin sonunda
CASP3, CASPS, CASP9 ve BAX genlerinin mRNA ifadelenme diizeylerinin kontrol grubuna
kiyasla sirasiyla 2.4, 3.6, 2.4 ve 2.1 kat arttig1, BCL2 mRNA ifade diizeyinin ise istatistiksel
acidan anlamhi diizeyde azaldig1 gozlendi (p<0.05). c-FOS genlerinin mRNA diizeylerinde
48 saat uygulanan RF alan etkisi ile degisiklik olusmadig1 gézlendi Hiicre dongiisiinde gérev
alan CYCDI geni ile proliferasyonda gorev alan c-MYC geni mRNA diizeylerinin kontrol
grubuna kiyasla azaldigi, ancak bu azaligin istatistiksel olarak anlamli olmadigi tesbit edildi

(p>0.05).
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5. TARTISMA

Her gegen giin daha da cok yayginlasan kablosuz iletisim teknolojileri ile birlikte,
insanoglunun RF alan maruziyeti daha da ¢ok artmakta ve buna bagl olarak RF alanlarin
olas1 saglik etkileri insanlar iizerinde tedirginlik yaratmaktadir. Literatiirde mevcut olan ve
RF alanlarin Merkezi Sinir Sistemi’ne (MSS) etkilerini inceleyen hiicre kiiltiirii
caligsmalarinda celiskili sonuglara rastlanmaktadir. RF alan maruziyetinden kaynakli apoptoz
ve gen ekspresyonunda énemli degisim gdzlendigini rapor eden ¢aligmalar (Liu, 2012; Lu,
2014; Perez-Castejon, 2009; Zhao, 2007) oldugu gibi, RF alan maruziyetinden kaynakli etki
gozlemeyen calismalar da (Liu, 2015; Chauhan, 2007; Sekijima, 2010; Sakurai, 2011)
mevcuttur. Amerikan Ulusal Toksikoloji Programi (The US National Toxicology Program -
NTP) tarafindan erkek sicanlar ile yapilan 2 yillik arastirma sonucunda; RF alan maruziyeti

ile gliomalar arasinda iliski gézlendigi rapor edilmistir (Wyde ve digerleri, 2016).

RF-EM alanlar, epidemiyolojik calismalara (INTERPHONE) dayanilarak IARC tarafindan
muhtemel karsinojen (Group 2B) olarak ilan edilmesine ragmen, in-vitro deney sonuglar1 bu
konuda celiskili ve yetersiz veriler igermektedir. Bu nedenle RF alanlarin MSS ile ilgili
muhtemel etkilesim mekanizmalarin1 arastiran in vitro deneylerin sayisinin artmasi
onemlidir. Literatiirdeki celiskili verilerin, iyi tanimlanmamis maruziyet sistemlerinden
kaynakli olabilecegi ifade edilmektedir (Kuster ve Schonborn, 2000). Bu nedenle in vitro
RF alan ¢aligmalari i¢in 6ncelikle maruziyet sisteminin tasarimi ve iyi tanimlanmis giivenilir

bir deney sistemin kurulmasi 6nem kazanmaktadir.

Bu tez kapsaminda, RF alanlarin beyin kanserine etkisini in vitro diizeyde arastirmak
planlanmis oldugundan, ¢alismanin ilk adiminda in vitro RF maruziyet sisteminin kurulmasi
hedeflenmistir. Bilgisayar ortaminda SEMCAD X, 3 boyutlu EM alan simiilasyon yazilimi
kullanilarak 4 farkli in vitro RF alan maruziyet sistemi tasarlanmis, tasarimi yapilan 4 farkl
prototip arasindan en uygunu oldugu saptanan 3 numarali in vitro RF Alan Maruziyet

Sistemi Prototipinin tiretimi gergeklestirilmistir (Sekil 4.4.).

Tasarimin1 gergeklestirilen in vitro RF alan maruziyet sistemi, literatiirdeki mevcut
maruziyet sistemleri (Cizelge 2.2.) ile karsilastirildiginda, TEM hiicreli yapilarin ¢cogundan
daha yiiksek SAR verimine ve alan homojenitesine sahip iken, dalga kilavuzlari ile

kiyaslandiginda ise ortalama bir seviyeye yakin olarak géziikmektedir.
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Cep telefonlarmin kullanim pozisyonu nedeniyle RF alana en ¢ok maruz kalan organimiz
beynimizdir. Beyin temel olarak noronlar ve glial hiicreler olmak {izere iki tip hiicre
icermektedir. Zhao ve arkadaslarimin (2007) yaptigr c¢alismada glial kokenli olan
astrositlerin, noronlara kiyasla RF alan maruziyetine karsi daha hassas oldugu rapor
edilmistir. Astrosit hiicrelerinin RF alan maruziyeti konusundaki hassasiyeti Liu ve
arkadaslar1 (2012) tarafindan yapilan ¢alisma ile de dogrulanmistir. RF alan maruziyetine
kars1 hiicrelerin cevabi, hiicre tipine bagli olarak degisiklik gdstermektedir (Liu, 2012;
Nylund, 2006; Remondini, 2006).

Leszczynski ve arkadaglari tarafindan farkli donorlerden elde edilen ayni tip iki hiicre hatti,
ayni maruziyet sistemi ve ayni kosullar uygulanmasina ragmen, hiicre hatlarindan elde
edilen sonuglar farkli oldugu rapor edilmistir. Liu ve arkadaslar1 ayni1 maruziyet kosullar1 ve
biyolojik islemleri uygulamis olmasina ragmen astrosit hiicrelerinde gozledikleri etkiyi,

diger gliomalarda gézlemleyememistir.

Astrositlerin RF alan maruziyetine karsi daha hassas oldugu rapor edilen bu caligmalar
dikkate alinarak, bu tez ¢alismasinda; morfolojisinde hem glioblastoma hem de (astrosit
kokenli) astrositoma hiicreleri igeren U-118 MG insan glioblastoma hiicre hatti ile

calisilmasi uygun gorilmiistir.

Bu tez caligmasi kapsaminda in-vitro RF alan maruziyet sistemi tasarimi yapilmais, liretilmis
ve DSO tarafindan grade IV olarak smiflandirilan, en sik ve en agresif goriilen beyin timérii
olan Glioblastoma hiicre kiiltiirlinde RF alan etkileri arastirilmistir. Bu amagla 2100 MHz
RF alana 1 saat, 24 saat ve 48 saat maruz birakilan U-118 MG insan gliblastoma hiicre

hattinda, hiicre canlilig1, apoptoz ve gen ifadelenme diizeyleri ¢calisiimistir.

Literatiirde U-118 MG insan glioblastoma hiicre hattina RF alanin etkilerini inceleyen bir
calismaya rastlanamamistir. Bu nedenle tartismanin bundan sonraki boliimiinde, arastirma
bulgularimizin karsilastirmasi, kdken olarak yakin hiicre hatlar1 tizerinden ve ¢alisilan her

parametre i¢in ayr1 ayr1 sunulmaktadir.
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RF Alan Maruzivetinin Hiicre Canlhihigina Etkisi

2.1 GHz frekansli 3G modiilasyonlu RF alan maruziyetinin U-118 MG insan glioblastoma
hiicre hattinda, hiicre proliferasyonu iizerine etkileri WST-1 kiti kullanilarak incelenmigtir.
Elde edilen bulgulara gore, 1 saat ve 24 saatlik maruziyetlerde kontrol gruplarina kiyasla;
onemli bir degisim gozlenmezken, 48 saatlik maruziyet grubunda hiicre canliliginin 6nemli

Olclide azaldig1 gézlemlenmistir.

(izelge 5.1. RF alan maruziyetinin, glial hiicreler ve gliomalarda (glioblastoma, astrositoma,
vb.) hiicre canliligina etkisi

. . . Maruziyet Kosullari
1 H T
Calsma uere 1ipt Frekans/Mod. Siire SAR
Liu et al. T98, A127, 1950 MHz Onemli Bir
(2015) U251, U7 TD-SCDMA | !2/24/48 Saat 5 Skke S8 Degisim Yok
Sekijima et al. A172, H4, 2.1425 GHz 24/48/72/96 80/250/800 CellTiter-Glo Onemli Bir
(2010) IMR-90 CW, W-CDMA Saat mW/kg (ATP kit) Degisim Yok
French et al. 864.3 MHz 3 x 20dk x 2 . Azalig Tespit
(1997) uUs7 oW iz 8.1 mW/cm 3H-Thymidine bt
837 MHz
NIH3T3, U87 - e
Kang et al. ’ ’ (CDMA), Onemli Bir
(2014) P(:Sg’ng' 1950 MHz g 2 Whe MIT Degisim Yok
(W-CDMA)
Liu et al. Rat Astrosit, 1950 MHz Azalis Tespit
(2012) it | ndeny | RRORERT SO L i
Cao et al. 900 MHz + . 2/4/6 mW/cm? Azalig Tespit
(2009) SRR Ezn o ZEHB 5Gy e it
Miyakoshi et 1950 MHz Coulter Particle Onemli Bir
al. (2005) MO54 cwW 2 Saat 2/10 Wikg Counter Degisim Yok
C6 Rat Glioma. - L.
Stagg et al. . ? 836.55 4/24 Saat, 0.59-59 uW/g, - Onemli Bir
(1997) P “‘gﬁrafat TDMA 14 Giin 0.15-15uw/g | SH-Thymidine | p o cim Yok
24 Saat
Perez-Castejon 1321N1 9.6 GHz 15/30/60dk maruziyette
ctal. (2009) | (Astrositoma) (Pulslu) 24 Saat el EE T e s
edilmis

Literatiirde RF alan maruziyetinin, glial hiicreler ve gliomalarda (glioblastoma, astrositoma)
hiicre canliligina etkisini inceleyen deneysel ¢alisma sayisi ¢ok sinirli olup, ulagabildigimiz
tim literatiir Cizelge 5.1°de verilmektedir. Bu ¢alismalardan 5 tanesinde RF alan
maruziyetinden kaynakli hiicre canliliginda 6nemli bir etki gézlenmemis, 3 ¢alismada hiicre

canliliginda azalis tespit edilmis, 1 calismada ise hiicre canlilig1 artmistir.

Literatiirde 2100 MHz RF alan maruziyetinin hiicre canliligina etkilerini inceleyen tek
calisma Sekijima ve arkadaglarina (2010) ait olup yaptiklar1 ¢alismada hiicre canliliginda

onemli bir degisim gdzlenmemistir.

Liu ve arkadaslar1 bu tez kapsaminda calisilan frekansa gorece yakin bir deger olan 1950

MHz’de ve kendi maruziyet kosullarinin farkli hiicre hatlarina uygulandig1 2 ayr1 ¢alisma
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gerceklestirmislerdir. Bu caligmalardan birinde (Liu, 2012) sican astrosit hiicrelerinde etki
gozlemelerine ragmen, diger calismada (Liu, 2015) RF alan maruziyetinden kaynakli 6nemli
bir etki gozlemlemediklerini rapor etmislerdir. Bu durum RF alan maruziyetine hiicrelerin,

hiicre tipine gore farkli yanitlar verdigini gostermektedir.

U87 hiicre hatt1 ile ¢alismis olan Kang (2014) ve French (1997); ayni hiicre hattin1 ve yakin
frekans degerlerini kullanmalarina ragmen farkli sonuglar bulmuslardir. Bu durumun
modiilasyon farkindan, uygulama siiresinden, RF alan doz degerinin farkli olmasindan ya da
farkl1 RF alan maruziyet sistemleri kullanilmasindan kaynaklanabildigi diistiniilmektedir.
Goriildiigl tizere literatliirdeki verilerin smirli ve celigkili olmasi nedeniyle kiyaslama

yapabilmek oldukca giictiir.

Insan astrositoma (SHG44) hiicreleri ile calismis olan Cao ve arkadaslar tarafindan; 6nce 3
giin boyunca giinde 2 saat farkli giiclerde 900 MHz RF alan ve sonrasinda tek doz gama
radyasyon uygulanan hiicrelerde hiicre canliliginin RF dozuna bagli olarak dnemli dlciide
azaldig1 ve RF diizeyi arttikca hiicre canliliginda daha fazla azalma tespit edildigi rapor

edilmistir (Cao, 2009).

Miyakoshi ve arkadaslarinin ¢aligmasinda, insan glioma (M054) hiicrelerine 2 saatlik 1950
MHz RF alan uygulandiginda, kontrol ve maruziyet gruplari arasinda Onemli fark

gozlenmemistir (Miyakoshi, 2005).

Sican glioma (C6) hiicreleri ile primer sigan glial hiicrelerinde 836.55 MHz RF alanin hiicre
canliligini etkilemedigi rapor edilmistir (Stagg, 1997).

9.6 GHz RF alana 24 saat maruz kalan insan astrositoma (1321N1) hiicrelerinin

proliferasyonunda artis tespit edilmistir (Perez-Castejon, 2009).

RF Alan Maruzivetinin Apoptoza Etkisi

U-118 MG insan glioblastoma hiicre hattina 1 saat, 24 saat ve 48 saat uygulanan 2.1 GHz
3G modiilasyonlu RF alanin apoptoza etkisi akim sitometri ile incelenmistir. 1 saat, 24 saat
ve 48 saat maruziyet gruplarinda maruziyet siiresinin artisi ile birlikte apoptoz oraninda artis

gbzlenmistir. 1 saat ve 24 saatlik RF alan maruziyeti istatistiksel anlamda 6nemli bir fark
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olusturmamus, ancak 48 saat RF alan uygulamasinin apoptozda istatistiksel anlamda 6nemli

degisim olusturdugu saptanmustir.

RF alanlarin glial kokenli hiicre kiiltiirlerinde apoptoza etkilerini inceleyen literatiire
bakildiginda, sayilar1 kisitli olan bu ¢aligmalarda RF alanin apoptozu arttigini (Liu, 2012;
Cao, 2009) ya da apoptozda dnemli bir degisim gozlenmedigini (Liu, 2015; Terro, 2012;
Hirose, 2006) ifade eden raporlarla karsilagilmaktadir.

Cizelge 5.2 ‘de verilen bu c¢alismalardanRF alanlarin apoptozu etkiledigini rapor

edenlerinde, genel olarak astrosit kokenli hiicreler ile ¢alisilmis oldugu dikkat ¢ekmektedir.

Cizelge 5.2. RF alan maruziyetinin, glial hiicreler ve gliomalarda (glioblastoma, astrositoma,
vb.) apoptoza etkisi

Maruziyet Kosullar:

Calisma Hiicre Tipi Frekans/Mod. Siire SAR Sonug¢
. . . Onemli Bir
Liu et al. T98, A127, 1950 MHz Annexin V-Fitc o .
(2015) U251, US7 TD-SCDMA 12/24/48 Saat 5 W/kg PI Degisim Yok
(Apoptoz)
SH-SYSY, Onemli Bir
de Gannes FP| 507 cpmEs, JEOOIMEdz 1/24 Saat 2 Wikg DCFH-DA Degisim Yok
etal. (2011) f ’ GSM Edge 10 W/kg
primer néron (ROS)
Hirose et al. Al72, 2.1425 GHz 24/48 Saat 80/250/800 | Annexin V-Fitc D‘Z‘}f‘i"rﬁ Egk
(2006) IMR-90 CW, W-CDMA 28 Saat mW/kg PI £15
(Apoptoz)
837 MHz - R
Kang et al. NIH3T3, U87, (CDMA), Or3§rp11 Bir
PC12, SH- 2 Saat 2 W/kg DCFH-DA Degisim Yok
(2014) Sysy 1950 MHz (ROS)
(W-CDMA)

. Protein bazinda
TN BT T VIR I
) Bax Azalmisg
Primer Serebral A o
Terro et al. . 900 MHz DAPI + Western Onemli Bir
(2012) K‘g&ﬁijj“ GSM 24 Saat 0.25 Wikg Blot (Casp3) Degisim Yok

RF alan maruziyetinden kaynakli apoptotik etki inceleyen 5 ¢alismada onemli bir etki
gozlenmemis, 2 calismada apoptozda artis tespit edilmis, 1 ¢aligmada ise apoptoz azaldigi

rapor edilmistir.
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U-118 MG insan glioblastoma hiicre hattinda RF alan maruziyetinin apoptoza etkilerini

inceleyen bir caligmaya rastlanmamastir.

2.1 GHz frekansh tek ¢alisma olan Hirose ve arkadaglarinin (2006) calismasinda apoptozda

onemli bir degisim olmadig1 rapor edilmistir.

Liu ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢calismada 1950 MHz’de ayni maruziyet kosullarinin farkli
hiicre hatlarina uygulandigi 2 farkli ¢alisma gergeklestirmislerdir. Ayni maruziyet kosullar
uygulanmasina ragmen si¢an astrosit ve C6 hiicrelerinde (Liu, 2012) apoptozda énemli
oranda artig goriilmesine ragmen insan glioblastoma (U87 ve U251) hiicre hatlarinda (Liu,
2015) onemli bir degisim gozlenmemistir. 1950 MHz frekansh alan etkisinde C6 glioma
hiicre hattinda 6nemli bir degisim gozlenmemistir. Sigan astrosit hiicrelerine 12 saat, 24 saat
ve 48 saat RF alan uygulandiginda; 48 saat uygulamanin diger gruplara kiyasla 3 kat daha
fazla apoptoz olusturdugu tespit edilmistir. Bu etki, 48 saat uygulama siiresinin; ¢aligilan
hiicrelerin ikiye katlanma siiresinin (doubling time of cell culture) iizerinde olmasi ile izah
edilmistir. Bizim ¢alistigimiz U-118 MG hiicre hatt1 48 saatten 6nce ikiye katlanma siiresine
ulagmakta oldugundan 48 saat i¢in etki gozlenmesi literatiir ile uyumlu bulunmustur. RF
alan maruziyetine hiicrelerin yaniti, hiicre tipine gore farklilik gostermektedir. Deneysel
verilerin sinirl ve geligkili olmasi nedeniyle kiyaslama yapabilmek oldukca giictiir. (Liu,
2012). De Gannes ve arkadaslari, 1 saat ve 24 saat 1800 MHz GSM maruziyetinin apoptoza
etkilerini; glioblastoma (U87), ndroblastoma (SH-SY5Y) ve insan mikroglia (CHME-5)
hiicrelerinde ROS tayini ile arastirmis ve Onemli bir etki gdzlemlemediklerini rapor

etmislerdir (de Gannes, 2011).

Insan glioblastoma (A172) ve insan fibroblast (IMR-90) hiicrelerinde 2.1 GHz RF alanin
apoptoza etkisi Hirose ve arkadaslar tarafindan incelenmis, kontrol ve maruziyet gruplar

arasinda onemli bir fark gézlenmedigi rapor edilmistir (Hirose, 2006).

Kang ve arkadaglar1, 837 MHz ve 1950 MHz alanlar1 birlikte, 2 saat siireyle, fare fibroblast
hiicresi (NIH3T3), insan glioblastoma (U87), sican feokromositoma (PC12) ve insan
noroblastoma (SH-SY5Y) hiicre hatlarma uygulamislar ve bu maruziyetin ROS’u
etkilemedigini rapor etmislerdir (Kang, 2014).
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Cao ve arkadaslari, insan astrositoma (SHG44) hiicre hatti ile yaptiklar1 aragtirmada RF alan

doz degeri arttik¢a, apoptozun da arttigini rapor etmislerdir (Cao, 2009).

Insan astrositoma (1321N1) hiicre hattina 24 saat siire ile 9.6 GHz frekansli RF alan
uygulanmis, antiapoptotik Bcl-2 proteininde Onemli oranda artig, proapoptotik Bax

proteininde ise 6nemli oranda azalis tespit edildigi belirtilmistir (Perez-Castejon, 2009).

Terro ve arkadaslar tarafindan primer serebral kortikal sigan hiicre hattina, 24 saat boyunca
uygulanan 900 MHz GSM alanin apoptoz olusumunu etkilemedigi rapor edilmistir (Terro,

2012).

Hiicre proliferasyonu ve apoptozda RF alan maruziyetinden kaynakli etkinin 48 saatlik
maruziyet sonrasinda gozlenmesi, hiicrelerin ikiye katlanma siireleri acisindan oldukc¢a
anlamlidir. Bu nedenle RF alan maruziyeti ile ilgili hiicre kiiltiirii calismalarinda, maruziyet
stireleri belirlenirken hiicrenin ikiye katlanma siiresinin de dikkate alinmasinin literatiirdeki

celigkili calisma sonuglarini azaltma potansiyeli oldugunu diisiinmekte ve 6nemsemekteyiz.

RF Alan Maruzivetinin Gen ifadelenme Diizeyine Etkisi

U-118 MG insan glioblastoma hiicrre hattinda 2.1 GHz frekansli, 3G modiilasyonlu RF
alanin apoptotik ve proliferatif yolakta gorevli genlerin ekspresyonunu nasil etkiledigi, qRT-

PCR kullanilarak analiz edildi.

1 saat RF alan grubunda, apoptoz ile iliskili genlerin ifadelenme diizeylerinde kontrol
grubuna kiyasla artis gdzlenmis fakat istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. 24 saatlik
RF alan maruziyetinde CASPS, CASP9 ve CASP3 genlerinin ifadelenme diizeylerinde

onemli oranda artig (up-regulation) gézlenmistir.

48 saatlik RF alan etkisinde ise hem CASPS, CASP9 ve CASP3 genlerinin regiilasyon
miktarininda artig, hem de BAX (up-regulation) ve BCL2 (down-regulation) geninde énemli

degisimler gézlenmistir.

Glial kokenli hiicre kiiltiirleri, RF alanin gen ekspresyonu iizerindeki etkileri agisindan
incelendiginde, hem ekspresyon seviyesinin 6nemli 6l¢iide degistigini (Liu, 2012; Lu, 2014;

Zhao, 2007) ve hem de Onemli bir degisimin gozlenmedigini (Liu, 2015; Sekijima, 2010;
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Chauhan, 2007; Hirose, 2007; Qutob, 2006; Cao, 2009; Stagg, 1997; Sakurai, 2011) rapor

eden calismalar mevcuttur.

Cizelge 5.3. RF alan maruziyetinin, glial hiicreler ve gliomalarda (glioblastoma, astrositoma,

Calisma

Liuetal.

Hiicre

Maruziyet Kosullari

Frekans/Mod.

1950 MHz

vb.) gen ifadelenmesi diizeylerine etkisi

Metod

Sonu¢

Onemli Bir Degisim

(2015) U251, U7 TD-SCDMA 12/24/48 Saat 5 W/kg qRT-PCR Yok
Sekijima et al. A172, H4, 2.1425 GHz 24/48/72/96 80/250/800 %\IA Onemli Bir Degisim
(2010) IMR90 | CW, W-CDMA Saat mW/kg FLrosip, Yok
(GeneChip) _
1.9 GHz DNA Onemli Bir Degisim
Chauhan et al. us7, Pulslu (Sirekli), 24 Saat, 0.1/1/10 ikroci Yok (Sadece 1 saat
(2007) Mono Mac-6 | Pulslu (5dk on/ 6 Saat Wikg TIKIOGIP, | 43¢ grubunda degisim
qRT-PCR
10dk off) var)
Onemli Bir Degisim
Hirose et al. Al72, 2.1425 GHz 2/24/48 Saat 80/250/800 DNA Yok (Sadece 3 saat
(2007) IMR-90 CW, W-CDMA 2/28 Saat mW/kg mikrog¢ip 43C grubunda degisim
var)
. DNA - i s
Hirose et al. Al72, 2.1425 GHz 24/48 Saat 80/250/800 Btrocip Onemli Bir Degigim
(2006) IMR-90 CW, W-CDMA 28 Saat mW/kg RT-PCR Yok
Onemli Bir Degisim
Qutob et al. Us7 1.9 GHz 4 Saat 0.1/1/10 DNA Yok (Sadece 1 saat
(2006) (Pulslu) Wikg mikrogip 43C grubunda degisim
var)

) Hsp70 geninde
Caoct al. SHG44 Q00MHz + | Gatx3gin | 2ZVEMWEM | R pCR | Onemli Bir Degisim
(2009) Gama Isin1 5 Gy Yok
C6 Rat
Stagg et al. Glioma, 836.55 4/24 Saat, 0.59-59 uW/g, 3H- Onemli Bir Degisim
(1997) Primer Rat TDMA 14 Giin 0.15-15 uW/g Thymidine Yok
Glial
DNA Mikrogipte 28
Sakurai et al 2.45 GH. 1/4124 DNA G ?end? digisimd
rai et al. . z Lo 6zlenmis, bunlardan
(2011) SVGpl2 CW Saat 1/5/10 Wikg ‘E‘}“g&% 22 gene RT-PCR'da
bakilmus bir etki
O0zlenmemis.

Literatiirde, glial hiicreler ve gliomalarda mRNA diizeylerine RF alan maruziyetinin etkisini

inceleyen deneysel ¢alisma sayist siirli olup, ulasabildigimiz literatiir Cizelge 5.3’de

verilmektedir. Bu tabloda 9 calismada RF alan maruziyetinden kaynakli gen ekspresyonunda

onemli bir etki gozlenmemisken, diger 3 calismada gen ifadelenme diizeylerinde etki tespit
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edilmistir. U-118 MG insan glioblastoma hiicre hattinda, RF alan maruziyetinin etkilerini

inceleyen bir caligmaya rastlanmamastir.

RF alan maruziyetinin, mRNA diizeylerini 6nemli oranda etkiledigini ifade eden 3
calismanin ortak noktasi astrosit hiicrelerinin kullanilmis olmasidir. Bu ¢alismalar, RF alan

maruziyet deneylerinde, hiicre tipinin ne kadar 6nemli oldugunu gostermektedir.

2.1 GHz g¢alisma frekansinda literatiirde 3 adet calisma (Hirose, 2006; Hirose, 2007;
Sekijima, 2010) mevcut olup, bu ii¢ ¢aligmada da mRNA diizeylerine RF alanin 6énemli bir
etkisi olmadig1 rapor edilmistir. Bu tez ¢alismasi ile literatiirdeki benzer 3 ¢alismanin farkl
sonugclar elde etmesinin nedeni farkli hiicre hatlari1 kullanilmasi olarak diisiiniilmektedir. Bu
3 ¢alismaya dikkat edildiginde tek bir ekibin, ayn1 maruziyet sistemi ve ayni hiicre hatlarini
kullanarak ayni kararli sonuclar1 aldig1 goriilmektedir. Bu veriler de maruziyet sistemi,
maruziyet kosullart ve ayni hiicre hatlarinin kullanimi durumunda literatiirdeki geligkili

deneysel verilerin azalabilecegini agikc¢a gostermektedir.

Liu ve arkadaglarinin ¢alismasinda, glioblastoma (U87 ve U251) hiicre hatlar1 12, 24 ve 48
saat siire ile 1950 MHz RF alana maruz birakilmis BAX, BCL2, c-MYC ve EMP-1 genlerinin

ifadelenme diizeylerinde 6nemli bir fark gozlemlenmedigi bildirilmistir (Liu, 2015).

Glioblastoma (A172), ndroglioma (H4) ve insan fibroblast (IMR-90) hiicre hatlarina 24 saat
ile 96 saat arasinda 2.1 GHz RF alan maruziyeti uygulanan arastirmada DNA mikrogip
kullanilarak gen ifadelenme diizeyleri incelenmistir. Deney sonucunda DNA mikrogipte
bulunan 16000-19000 arasindaki genlerden %1'den daha azinda degisim gozlenmistir. H4
hiicre hattinda 2 kat ya da daha fazla degisim gozlenen gen sayis1 8, A172 hiicre hattinda 5,
IMR-90 hiicre hattinda ise 1 tanedir. RF alan maruziyetinin gen ifadelenme diizeyi profili

tizerinde 6nemli bir etkisinin olmadig ifade edilmistir (Sekijima, 2010).

Chauhan ve arkadaslarinin ¢alismasinda glioblastoma (U87) ve insan 16semi (Mono Mac-6)
hiicre hatlarina 6 ve 24 saat boyunca 1.9 GHz alan maruziyeti uygulanmis ve gen ifadelenme
diizeyinde onemli bir etki gdozlenmedigi belirtilmistir. Buna karsin hiicre hatlarina 1 saatlik
43°C sicaklik uygulamasinin gen ifadelenme diizeyini degistirdigi belirtilmistir (Chauhan,
2007).
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Hirose ve arkadaslar1 insan glioblastoma (A172) ve saglikli akciger dokusuna ait (IMR-90)
hiicre hatlarin1 kullanarak yaptiklar1 calismada, 2.1 GHz alan1 2 saat ile 48 saat arasinda
degisen siirelerde uygulamislar ve RF alanin HSP ile iliskili genlerin ifadelenme diizeyinde
dikkate deger bir farklilik olusturmadigini rapor etmislerdir. Pozitif kontrol (43°C 3 saat)
grubunda ise HSP ile iligkili genlerin ifadelenme diizeyinde 6nemli derecede artig tespit

edildigi belirtilmistir (Hirose, 2007).

Glioblastoma (A172) ve akciger dokusuna ait (IMR-90) hiicre hatlarina 2.1 GHZz'lik RF
alanin 24 saat ve 48 saat uygulandigi ¢alismada P53 geni ile iliskili genlerde dikkate deger
bir farklilik gézlenmedigi rapor edilmistir (Hirose, 2006).

Qutob ve arkadaglari RF alanin gen ifadelenme diizeyi iizerindeki etkisini incelemek
amaciyla glioblastoma (U87) hiicre hattina 4 saat 1.9 GHz alan uygulamiglar ve gen
ifadelenme diizeyi iizerinde bir etki tespit etmediklerini, fakat 43°C 1 saat sicaklik
uygulamasinin (pozitif kontrol) strese bagli genlerin ifadelenme diizeylerinde artisa neden

oldugu ifade etmislerdir (Qutob, 2006).

1950 MHz RF alana 12, 24 ve 48 saat siire ile maruz birakilan sigan astrosit ve C6 glioma
hiicrelerinin Bcl-2 ve Bax gen ifadelenme diizeyleri incelendiginde, 48 saatlik maruziyet
uygulanan astrosit hiicrelerinde Bax'ta 6nemli derecede bir artig gozlenirken, Bcl-2 geninde

ise onemli derecede ifadelenme diizeyinde bir azalis tespit edildigi belirtilmistir (Liu, 2012).

Astrositoma (SHG44) hiicrelerine 900 MHz RF alan ve takiben yapilan gama radyasyon
uygulmasi ¢aligmasinda RF alan tek olarak uygulandiginda HSP70 gen ifadelenme
diizeyinde artis gozlenirken, gama 1511 ile birlikte uygulandiginda 6nemli bir degisim

gozlenmemistir (Cao, 2009).

C6 sigan glioma ve primer si¢an glial hiicrelerine 836 MHz RF alan maruziyeti uygulanmus,
sonuclar degerlendirildiginde primer sigan glial hiicrelerinin DNA sentez miktarinda énemli
bir etki gozlenmezken, C6 glioma hiicrelerinde az miktarda ama istatistiksel agidan 6nemli

bir artis tespit edildigi ifade edilmistir (Stagg, 1997).

Sakurai ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢aligmada insan astroglia (SVGp12) hiicre hattina 1 saat, 4

saat ve 24 saat olmak tizere 2.45 GHz RF alan maruziyeti uygulamis ve gen ifadelenme
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diizeylerine etkisini incelemisler ve deney sonucunda kontrol ve maruziyet gruplar1 arasinda

onemli bir fark tespit edilemedigi ifade edilmistir (Sakurai, 2011).

Lu ve arkadaslarinin calismasinda fare mikroglia (N9) ve astrosit (C8-D1A) hiicreleri
kullanilmuis, 1 saat ile 24 saat arasinda farkli maruziyet siirelerinde hiicre kiiltiirlerine 1800
MHz alan uygulamasi gergeklestirilmis ve pro-inflamatuar sitokinler ile proteinlerin (IL1p,
IL-6, TNF-a, CCL2) gen ifadelenme diizeyleri RT-PCR ile incelenmistir. RF alan
maruziyetinin mikroglia ve astrosit hiicrelerinde, farkli STAT3 aktivasyonlarin1 da igeren

pro-inflamatuar yanitlar1 indiikledigi ifade edilmistir (Lu, 2014).

Zhao ve arkadaglar1 tarafindan primer néron ve astrosit hiicreleri kullanarak yapilan
calismada 2 saat 1900 MHz, RF alan maruziyetinin apoptoz ile iligkili genlerdeki ifadelenme
diizeyleri incelenmistir. Deney sonucunda néronlarda Casp2, Casp6 ve ASC genlerinin ifade
diizeylerinde bir artis gozlenirken, astrositlerde Casp2 Casp6, ASC, Bax genlerinde artis
gozlenmistir. Noronlardaki gen ifadelenme diizeylerindeki artig, cep telefonunun hem
"konusma" hem "bekleme" modunda gbzlenirken, astrositlerde bu durum sadece "konugma"
modunda gerceklesmistir. Bu nedenle ndronlarin astrositlere gore daha hassas olduklari
ifade edilmistir. RF alan maruziyetinin apoptotik yolaktaki tiim genler iizerinde etkili

olmadigi sadece belirli genleri etkiledigi ifade edilmistir (Zhao, 2007).

Ozet olarak, U-118 MG insan glioblastoma hiicre hattinda RF alan maruziyetinden kaynakli
etkilerin, hiicre proliferasyonu, apoptoz ve gen ekspresyonu ile degerlendirildigi bu
calismada U-118 MG hiicrelerinin RF alan maruziyetine yanitinin, RF alanin uygulama
stiresine bagli olarak degisim gosterdigi saptandi. RF alan maruziyetinden kaynakli en
onemli etkiler, hiicrelerin ikiye katlanma zamanini (doubling time) da icine alan 48 saatlik
maruziyet grubunda gozlenmistir. Diger bir 6nemli nokta, gerceklestirdigimiz deney
sonuglar1 RF alan maruziyetinden kaynakli etkilere kars1 astrosit kokenli hiicrelerin hassas
oldugunu gostermistir. Bu sonug ta literatiir ile uyumlu bulunmustur. Ancak gelecek
calismalarda, RF alan etkilerinin arastirilacagi astrosit kokenli hiicre hatlarinin, hiicrenin
ikiye katlanma zamaninin da dikkate alinarak, farkli giic ve frekanslarda incelenmesi

gereklidir.
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6. SONUC

Epidemiyolojik caligmalar RF alan maruziyetine bagh olarak kanser riskinde ve goriilme
sikliginda artis1 isaret etse de RF alan maruziyeti ile ilgili deneysel calismalar g¢eligkili ve
sinirlt veriler igermektedir. Dolayisiyla, hiicre kiiltiirii ortaminda hipotezlerin kontrollii
deneyler ile sinanabilecegi in vitro ortamda deneysel ¢aligmalara ihtiya¢c duyulmaktadir.
Literatiirdeki geligkili deneysel verilerin ana kaynag: olarak, iyi tanimlanmamis maruziyet
sistemleri gosterilmektedir. Bu nedenle iyi tanimlanmis maruziyet sistemlerine ihtiyag

duyulmaktadir.

Sunulan ¢aligma, maruziyet sistemi kurulumu ve biyolojik deneyler olmak iizere iki asamada

gergeklestirilmistir:

A. Deneylerin kalitesini ve giivenilirligini arttirmak amaciyla in vitro RF alan
maruziyet sisteminin tasarimi ve iiretimi gergeklestirilmistir:
e Tasarmm gerceklestirilen maruziyet sistemi inkiibator icerisine sigacak
boyutlara sahiptir.
e 8 adet 35 mm hiicre kiiltir kabina es zamanli olarak RF alan
uygulanabilmektedir.
e yiiksek SAR verimi ve alan homojenitesi nedeniyle kiiltiir hiicrelerine daha
yiliksek seviyelerde ve homojenlikte RF alanin uygulanabilmesi miimkiin

olabilmektedir.

B. U-118 MG insan gliblastoma hiicre kiiltlirlinde, RF-EM alanlarin, hiicre canliligi,
apoptoz ve gen ekspresyonu iizerindeki etkilerinin incelenmesi amaglanmigtir. Bu
kapsamda, U-118 MG insan gliblastoma hiicreleri, 2.1 GHz frekansli, 3G modiilasyonlu RF
alana 1 saat, 24 saat ve 48 saat siirelerle maruz birakilmistir. Hiicrelerin RF alana yaniti,
hiicre canliligr icin WST-1 yontemiyle Eliza okuyucuda, apoptoz i¢in Anneksin V-FITC/PI
yontemiyle akim sitometri cihazinda, proliferatif ve apoptotik yolaktaki bazi genlerin

mRNA ifadelenme diizeylerindeki degisimler qRT-PCR ile tespit edilmistir.

U-118 MG hiicre hatt1 i¢in, hiicre canlilif1, apoptoz ve gen ekspresyonu testleri birlikte
degerlendirildiginde:
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e 1 saatlik RF alan maruziyetinin 6nemli bir etkiye neden olmadig,

e 24 saatlik RF alan maruziyetinin gen ifadelenmesinde etkili oldugu fakat proteinin sentez
(translasyon) asamasina gecemedigi

e 48 saatlik RF alan maruziyetinin hem gen hem de protein (WST-1 ve Akim Sitometri)

diizeylerinde etkili olarak apoptozu indiikledigi gdzlemlenmistir.

Incelenen deney kosullarinda, RF alan maruziyetinin dissal apoptotik yolak iizerinde daha

etkili olabilecegi gbzlenmistir.
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