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1. OZET

900 Megahertz Elektromanyetik Alanin Adolesan Erkek Sicanlarin Hipokampus

Morfolojisi ve Ogrenme Davramsi Uzerine Etkisi

Calismanin amaci, 900 megahertz elektromanyetik alana (EMA) maruz kalan
adolesan erkek sicanlarin hipokampus morfolojisi ve 6grenme davraniginda meydana
gelen degisikliklerin arastirllmasidir. Calismada 3 haftalik, 24 adet Spraque Dawley tipi
erkek siganlar, her grupta esit sayida olmak iizere kontrol, sham ve EMA gruplarina
ayrildilar. EMA grubu siganlar, EMA kafesi igerisinde 900 megahertz EMA’a maruz
birakilirken, sham grubu si¢anlar ayni kafes igerisine herhangi bir etkiye maruz
birakilmadan tutuldular. Kontrol grubuna ise herhangi bir uygulama yapilmadi. 25
giinlik EMA uygulamasiin bitiminde, si¢anlarin 6grenme ve hafiza performanslarini
tespit etmek i¢in pasif sakinma, sekiz kollu 1sinsal labirent ve Y-labirent testleri yapildi.
Lokomotor aktiviteyi degerlendirmek i¢in agik alan ve rotarod testleri uygulandi.
Testler bittiginde hayvanlar sakrifiye edilerek beyinleri ¢ikartildi. Histolojik doku
takibinden sonra, dokulardan kesitler alindi ve toluidine blue ile boyandi. Stereolojik
yontemlerden optik disektor yOntemiyle hipokampusun CAl, CA2, CA3 ve hilus
bolgelerinde piramidal, dentat girus bolgesinde ise graniiler hiicre sayilarina bakildi.
Ayni bolgelerde histopatolojik degerlendirme yapildi. Biyokimyasal olarak dokuda
oksidatif stres parametrelerinden malondialdehit, siliperoksit dismutaz, glutatyon ve
katalaz degerlerine bakildi. Histopatolojik degerlendirmede EMA  grubunun
hipokampus bdlgesinde vakuolizasyon, piramidal ve graniiler hiicre yapisinda
bozulmalar izlendi. Stereolojik analizlerde EMA grubunun graniiler ve piramidal hiicre
sayilarinin anlamli derecede arttig1 tespit edildi. Biyokimyasal analizlerde EMA
grubu’nun siiperoksit dismutaz aktivitesinin anlamli derecede arttif1 gozlendi. Tim
gruplarda 6grenme, hafiza ve lokomotor davranis testlerinde anlamli bir degisiklik
olmadig1 tespit edildi. Sonug olarak, adolesan donemde uygulanan 900 megahertz
EMA’nin, erkek siganlarin hipokampus bdlgesinde noéron artisina neden oldugu,
morfolojik yapida degisiklikler meydana getirdigi, 6grenme, hafiza ve lokomotor

davraniglarinda degisikliklere neden olmadig1 sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Elektromanyetik alan, Hipokampus, Oksidatif stres, Ogrenme
davranisi, Stereoloji.



xxiii

2. SUMMARY

The Effect of 900-Megahertz Electromagnetic Field on Hippocampus Morphology
and Learning Behavior in Adolescent Male Rats

The aim of this study was to investigate hippocampus morphology and changes in
learning behavior in adolescent male rats exposed to the effect of a 900-megahertz
electromagnetic field (EMF). Twenty-four male Sprague Dawley rats aged 3-weeks
were divided equally into control, sham and EMF groups. EMF group rats were exposed
to a 900-megahertz EMF in an EMF cage, while the sham group rats were placed in the
same cage but exposed to no effect. No procedure was performed in the control group.
Following 25-day application of EMF, passive avoidance, the 8-arm radial maze and Y-
maze tests were performed to determine rats’ learning and memory performances. Open
field and rotarod tests were performed to assess locomotor activity. At the end of the
tests, the animals were sacrificed and their brains removed. Following histological
tissue procedures, sections were taken from tissues and stained with toluidine blue. The
optical dissector technique, a stereological method, was used to investigate pyramidal
cell numbers in the CA1, CA2, CA3 and hilus regions of the hippocampus and granular
cell numbers in the dentate gyrus region. Histopathological evaluation was performed in
the same areas. The tissue oxidative stress parameters malondialdehyde, superoxide
dismutase, glutathione and catalase values were investigated at biochemical
examination. At histopathological examination, vacuolization and impairment of
pyramidal and granular cell structures were observed in the EMF group hippocampus.
Stereological analysis revealed a significant increase in EMF group granular and
pyramidal cell numbers. A significant increase in EMF group superoxide dismutase
activity was observed at biochemical analyses. No significant change was observed in
learning, memory or locomotor behavior in any group. In conclusion, 900-megahertz
EMF applied in adolescence causes an increase in neurons, changes in morphological
structure in the male rat hippocampus, but no changes in learning, memory or locomotor

behavior.

Key Words: Electromagnetic field, Hippocampus, Learning behavior, Oxidative stress,
Stereology.



3. GIRIS ve AMAC

Teknolojinin gelismesi sonucu hayatimizda bir yandan refah bir yasam ortami
saglanirken, diger yandan da yasam kalitemizi zorlayan problemler ortaya ¢ikmaktadir.
19. yiizyilda elektrigin kesfi ile teknolojik yenilikler hizla gelismeye baslamistir (1). Bu
gelismelerle birlikte elektromanyetik alan (EMA) etkisine sahip olan radyo, televizyon,
bilgisayar, cep telefonu gibi cihazlarin giindelik hayatimizda kullanimi artmaktadir. Bu
cihazlar igerisinde en yaygin olarak kullanilan ve neredeyse her yas grubundan insani
etki alani icerisine alan cep telefonudur. Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun (TUIK) 2013
yilinda yapmis oldugu arastirmaya gore 06-15 yas grubu cocuklarin, %60.5’inin
bilgisayar, %50.8’inin internet, %24.3’liniin cep telefonu kullandig1 tespit edilmistir.
Yine Tiirkiye’de TUIK verilerine gére bilgisayar kullanma yas ortalamas 8, cep telefon

kullanma yas1 ise 10’a diismiistiir (2).

Elektromanyetik alan canli doku iizerine etkilerini arastiran ¢aligmalar, EMA
etkisine maruz kalmanin ¢ocuklarda Onemli derecede patolojik ve fizyolojik
degisikliklere ve davranig bozukluklarma sebep olacagini diislindiirmektedir. Bu
nedenle doku ve organlari heniiz erigskin haline ulagsmayan adolesan donemdeki
cocuklarin da yetiskinlere gore EMA’dan daha fazla etkilenecegi ve olas1 patolojik
etkilere daha fazla maruz kalacagi kuvvetle muhtemeldir. Bu bilgiler 1s18inda adolesan
donemde EMA’nin etkilerinin ne olabilecegi sorusu diisiindiirmektedir. Kemirgenlerde
adolesan ¢ag1, erken adolesan (ergenlik Oncesi hayvanlar, 21-34 giin), orta adolesan
(periadolesan, 34-46 giin), ve ge¢ adolesan (geng eriskin, 46-59 giin) olarak ii¢ yas

araliginda siniflandirmastir (3).

Cep telefonu kullanimimin tiim diinyada hizla artmasiyla birlikte EMA’ nin canli
doku tizerindeki etkilerini aragtiran c¢aligmalarda artmistir. EMA’nin canli dokular
tizerinde kisa siireli ve uzun siireli etkileri farkli sonuglar meydana getirir. Kisa siireli
etkiler bas agrisi, gdz yanmasi, yorgunluk, halsizlik ve bas donmesi gibi sonuglarla
kendini gostermektedir. Uzun siireli etkiler ise molekiiler ve kimyasal baglara, hiicre

yapisina, viicut koruma sistemlerine EMA nin yaptig1 etkilerdir (4).

Oksitatif stres endojen ve eksojen birgok nedenden dolay1r pek ¢ok dokuda
olusmakta ve oksidatif hasara neden olmaktadir. Bu dokulardan beyin 6zellikle oksitatif

hasara kars1 savunmasizdir (5). Buna oksidatif metabolik aktivitenin ve reaktif oksijen



metabolitlerinin yogun olarak artisi, diisiik antioksidan kapasite, hasar1 tamir edecek
mekanizmalarin yeterli ¢alismayisi, néronlarin ¢ogalamamasi ve sitoplazmaya oranla
hiicre zar1 yilizeyindeki artig neden olmaktadir (6). Beyin dokularinda ise oksitatif stresin

birgok sebep ve sonucu olusabilir. Bu nedenlerden biri EMA’dir (7-9).

Hipokampus beynin 6grenme, hafiza (10), navigasyon ve diisiinme yetenegi (11)
ile ilgi bolgesidir. Bu nedenle hipokampus tizerindeki birgok faktoriin etkisi, pek ¢ok
bilim insaninin Onemli arastirma konular1 arasindadir. Bunlardan birisi degisik
etkenlerin neden oldugu hipokampus bdlgesindeki hiicresel degisikliklerin 6grenme
tizerindeki etkisidir. Hiicresel seviyede c¢alisma konumuzla ilgili yapilan calismalar
EMA etkisinin 6grenme, hatirlama, motor fonksiyonlar, hafiza ve lokomotor aktiviteler
ile iligkili olabilecegini de diisiindiirmektedir. Ozellikle ¢ocuklarda beyin gelisiminin
devam etmesi nedeniyle EMA etkilerinin beyin dokulari iizerindeki etkisinin ne olacagi
ve daha sonraki yasamlarini nasil etkileyecegi tam olarak bilinmemektedir (12). Divan
ve arkadaslar1 (13, 14) yaptiklar1 ¢alismalarda EMA uygulamasi sonrasinda ¢ocuklarda
ve genglerde davranig bozukluklar1 olabilecegini rapor etmislerdir. Ayrica Almanya'da
cocuk ve ergen bireyler arasinda yapilan vaka calismasi sonucunda genel davraniglar
acisindan problemler oldugu belirtilmistir (15). Bu nedenle bir¢ok bilim insani
tarafindan Ozellikle ¢ocuklarin cep telefonu kullaniminin kisitlanmasi gerektigi ifade

edilmektedir (12).

Hipokampus bolgelerindeki hiicre sayisi verilerini elde etmek icin bilgisayar
destekli stereoloji analiz sistemi kullanilmaktatir. Stereolojik yontemlerden optik
disektdr metodu tercih edilmektedir. Stereoloji, gercekte iic boyutlu olan bir yapinin iki
boyutlu goriintiilerinden yola ¢ikarak, onlarin li¢ boyutlu 6zellikleri ile ilgili sayisal
verilerin elde edilmesini saglayan bir bilim dalidir. Stereolojik yontemlerin kurallarina
uyularak yapilan calismalarda ilgilenilen yapimin sayi, hacim, alan ve uzunluk gibi
verileri elde edilebilir ve elde edilen veriler gergek degere yakin verilerdir. Bu nedenle
stereolojik ¢aligsmalar sonucunda elde edilen verilerden yola ¢ikilarak yapilan yorumlar

gercekei ve kabul edilebilir yorumlardir (16).

Yapilan ¢alismalar incelendiginde, 900 Megahertz (MHz) EMA’nin adolesan
erkek siganlarin hipokampus ve 6grenme davranisi iizerine etkisinin incelendigi bir

calismaya rastlanmamistir. Bu nedenle ¢alismamizda, adolesan donemde uygulanan 900



MHz EMA’nin erkek siganlarin hipokampus iizerine olan etkisi histopatolojik,
biyokimyasal ve stereolojik yontemler kullanilarak degerlendirilmistir. Ayrica, adolesan
erkek sicanlarin 6grenme-hafiza (pasif sakinma, sekiz kollu 1sinsal labirent ve Y-
labirent testleri) ve lokomotor aktiviteleri (agik alan testi ve rotarod testi) ile

degerlendirildi.



4. GENEL BILGILER
4.1. Hipokampus Morfolojisi
4.1.1. Hipomkapusun Embriyolojik Gelisimi

Hipokampus beynin medial temporal lobunda yer alan, kortikal hemisfere bitigik
dorsomediyal telensefalon kaynaklidir (17). Kortikal hemisferin orta boliimiiniin
proliferatif morfogenetik katlanmasi sonucu olusur (18). Hipokampus siganlarda
prenatal dénemde gelisimini tamamlar. insanda ise prenatal donemin sonlarinda baglar
ve postnatal déneme kadar uzanir. Insan hipokampusu 15 ayda gelisimini tamamlar ve
bu stlirede normal hacmine ulasir (18, 19). Hipokampus histolojik olarak cornu ammonis

(CA) ya da ammon boynuzu ve dentat girus (DG) olmak iizere iki bolgeye ayrilir (17).

Hipokampusda bulunan graniiler ve piramidal hiicreler farkli bolgelerde, farkli
sekillerde gelisir. CA’in ilk noronal hiicre tabakasi, piramidal néronlari uyaran
glutamaterjik noronlardan olusur. Piramidal hiicre tabakas1 CA boyunca mevcut iken,
piramidal noronlar farkli morfolojik ve genetik 6zelliklere sahiptir. CA bolgesi CAl,
CA2 ve CA3 bolgelerine ayrilir. CA2 bolgesi daha ¢ok bir gecis alanidir. Her tabaka
farkli ozelliklerden olusan piramidal hiicrelerden olusur. Piramidal hiicre Onciilleri
noroepitelyum kaynaklidir. Bu hiicrelerin dnciilleri radial glia rehberliginde olgunlasana
kadar igten disa dogru goc¢ ederler. Piramidal hiicreler prenatal donemde olusurlar.
Kemirgenlerde gebeligin son haftasinda en iist seviyeye ulasirlar. Piramidal hiicrelerin
dentrit ve aksonlar1 da dogum 6ncesinde gelisir. Yalnizca CA3 bolgesindeki piramidal

hiicrenin dentritleri dogum sonrasi olgunlagsmaya devam eder (17).

Dentat girus graniiler hiicrelerin %851, dogum sonrasindan yetiskin doneme
kadar gelisir. Graniiler hiicre énciillerinde iki hiicresel gé¢ meydana gelir. {lk graniiler
gbgce, graniiler hiicre tabakasinda bulunan dogrudan biiyiime hiicreleri katilir. ikinci
graniiler goce ise piramidal hiicre tabakasi ile graniiler hiicre tabakasi arasinda daha
sonra olusan graniiler hiicrelere katilir. Bu alanda bulunan hiicrelerin gelisimi
yetiskinlik donemine kadar devam etmektedir (17, 18). DG boélgesinin gelisimi hem
kemirgenlerde hem de insanlarda ayni sekilde olmaktadir (18, 19).



4.1.2. insan Hipokampusunun Anatomik Ozellikleri

Olduk¢a karmasik bir yapiya sahip olan hipokampus, ilk kez Italyan anatomist
Julius Caesar Aranzius (1530-1589) tarafindan beynin medial temporal lobu iginde
farkedilmis ve denizati’na benzerliginden dolayr hipokampus adi verilmistir (20).
Hipokampus memelilerin cogunda uzun ekseni C sekline benzer bir yapiya sahiptir (21,
22). Cogu lateral ventrikiil i¢inde olmak {izere ventral yiizeyden ice dogru kivrilan

serebral korteksin uzamis kismi hipokampusu olusturur (23).

Hipokampusun uzun ekseni beynin dorsal ve septal (medial) bolgesinden baslar.
Ventral ve temporal (lateral) bolgelerinde sona erer. Bu kisim septo-temporal veya
dorso-ventral eksen olarak da adlandirilir (24, 25). Anatomik olarak hipokampus, CA ve
DG’tan olusur (26). Baz1 kaynaklarda islevsel igerigi nedeniyle subiculum da
hipokampusun bir bdlgesi olarak kabul edilmektedir (27). Ancak subiculum, manyetik
rezonans gorlintiilerinde CA’dan ayirt edilemez. Bu nedenle bu tip calismalarda ¢ogu
zaman CA terimi subiculum’u da igerir. Ozetle hipokampus CA, DG ve subiculum

bolgelerinden olusur denebilir.

Anatomik olarak hipokampus viicut eksenine paralel, bas (caput hippocampi),
govde (corpus hippocampi) ve kuyruk (cauda hippocampi) olmak {izere li¢ parcaya

ayrilir (26-28).

1. Bas Kismm (Caput Hippocampi): Bu kisim ige ve disa dogru enine
katlanmalar ile karakterize, kalinlasmis ve kavislidir (27). Onde amigdala ve lateral

ventrikiil ’lin temporal boynuzu’nun uncal recessus’u tarafindan sinirlandirilir.

2. Govde Kismi (Corpus Hippocampi): Bu kissm DG’un igini g¢evreleyen
CA’nin gri maddesinden meydana gelir. Govde, iist ve yan tarafi fimbria’nin sebep

oldugu beyaz cevher liflerini iceren alveus tarafindan ¢evrelidir (20).

3. Kuyruk Kismu (Cauda Hippocampi): Hipokampus’un kuyruk kismi ise DG
ve CA ile devam eder. Tabakali bir yapiya sahiptir. Kuyruk subsplenial girus ile
sonlanir ve orta kistmda ambient cistern’in kanatlariyla ¢evrilidir. Yan sinir1 ise lateral

ventrikiil’{in temporal boynuzu tarafindan olusturulur (20, 29).



4.1.3. Insan Hipokampusunun Histolojik Ozellikleri

Palecortikal bir olusum olarak tanimlanan hipokampus esas olarak graniiler
hiicrelerinin olusturdugu iki ve piramidal hiicrelerin olusturdugu bir tabaka olmak iizere
lic esas (primer) néron tabakasindan olusur (30). Bu tabakalar stratum poliforme,
stratum piramidale ve stratum molekiilare olarak adlandirilir. Bu tabakalarda bulunan
hiicrelerin dendrit ve aksonlarinin farkli sekilde diizenlenmesiyle bir¢ok sekonder
tabaka daha meydana ¢ikmistir. Primer ve sekonder tabakalar birlikte ele alindiginda
hipokampus stratum poliforme (oriens), stratum piramidale, stratum radiatum, stratum

lakunozum ve stratum molekiilare tabakalarindan olusur (31).

1. Stratum Poliforme (Stratum Oriens): Hipokampusun en dis tabakasi olup,
alveus ile stratum piramidale arasinda bulunur (31). Stratum poliforme iginde agirlikli
olarak piramidal hiicreler bulunur (32). CA3 piramidal hiicrelerin aksonlar1 hem

karsidaki hem de ayni taraftaki list piramidal bolgenin asagi kesimlerinde sona erer (33).

2. Stratum Piramidale: Tiim katmanlarinda piramidal hiicreler bulunmaktadir.

Bu nedenle piramidal tabaka olarak da adlandirilmaktadir (32).

3. Stratum Radiatum: Yogun olarak akson demetlerinin bulundugu tabakadir.
CA3 piramidal hiicrelerinin aksonlari, hem karsida hem de ayni tarafta bulunan iist
piramidal bolgenin orta kesimlerinde sona erer. DG graniil hiicrelerinin aksonlari,
yosunsu lifleri, list piramidal demetlerden meydana gelen iist piramidal bolgenin

proksimal pargalari da bulunur (33).

4. Stratum Lakunozum: Diger tabakalardan gelen zengin bir lif ag1 igerir. CA3
ve entorhinal korteksten gelen lifler iist piramidal bolgenin distalinde sonra erer ve bu

tabakay1 olusturur (33).

5. Stratum Molekiilare: En dista bulunan tabakadir. Graniiler ve piramidal
hiicrelerin dentritleri molekiiler tabakaya yayilir. Ayrica piramidal hiicre tabakasinda
bulunan biiyiik piramidal hiicrelerin dentritleri hem molekiiler tabakaya hem de ig

tabakaya uzantilar verir (29).

Hipokampus CA ve DG olmak fizere iki histolojik bdlgeye ayrilir (17). Corno
ammonis, i¢erdigi hiicre farkliliklarindan dolay1, CA1, CA2, CA3 ve CA4 olmak iizere



dort alt bolgeye ayrilir. Bu adlandirma ilk defa 1934 yilinda Lorente de No tarafindan
yapilmistir (34).

CA1 baélgesi: Hipokampusun en karmagik ve subiculum’a en yakin olan alanidir
(35, 36). Hipokampus gdvdesinin koronal kesitinde, CA1 bdlgesi, subiculum igine
dogru ilerler, subiculum iginde CAl’e bitisik prosubiculum, subiculum proper,
presubiculum ve parasubiculum olarak tekrar béliinerek entorhinal korteks i¢ine devam
eder (37, 38) Biiyiikliikleri birbirinden farkli piramidal hiicrelerin bulundugu bu

alandaki néronlarin %10’unu internéronlar olusturur (36).

CAZ2 bolgesi: Piramidal hiicrelerin en yogun oldugu alandir ve bu alanda mossy
lifleri’nin kayboldugu goriiliir. Supramamillar bélge ve hipothalamus’tan CA2 alanina

yogun lifler gelir (36).

CA3 bolgesi: DG’a en yakin olan alandir. Bu alanda bulunan hiicrelerin en
onemli 6zelligi, DG graniiler hiicrelerinden gelen mossy lifleri’ni almasidir. Buradaki

piramidal hiicrelerin boyutu diger alanlardaki hiicrelere gore daha biiytiktiir (35, 36).

CA4 bolgesi: DG’un bir pargas: veya hilusu olarak adlandirilan CA4 alani ise
CA3 alani ile DG arasinda bulunmaktadir. Fakat bu alan, igerdigi hiicre yapisi ve
baglant1 lifleri agisindan CA3’ten farkli olmadigi icin modern siniflamadan ¢ikarilmistir

(35, 36).

4.1.4. Sican Hipokampusunun Anatomik Ozellikleri

Sican 6n beyninin genis boliimiinii hipokampus meydana getirir (39). Siganlarin
koronal beyin kesitlerinde DG ve CA, i¢ ice ge¢mis iki C harfi seklinde goriilmektedir.
Anatomik olarak hipokampus sicanlarda dorsal ve ventral olmak {izere iki kisimdan
olusmaktadir. Dorsal hipokampus yanlardan lateral ventrikiillerce ¢evrelenmektedir.
Frontalden kaudale dogru ilerledikge iki hipokampal yapi birlesir. Insanlardaki
hipokampusun septal ve temporal bolgeleri kemirgenlerde sirasiyla dorsal ve ventral
bolgelere karsilik gelir (40). Sican DG’u beynin medialinde bulunur ve genis bir yer
kaplar (41).



4.1.5. Sican Hipokampusunun Histolojik Ozellikleri

Sican hipokampusunda esas olarak graniiler ve piramidal hiicreler bulunur (42).
Sicanlarda, hipokampus piramidal hiicreleri prenatal donemde olusur ve gebeligin son
haftasinda en {ist seviyeye ulasir. DG’taki graniiler hiicrelerin %15’i dogum 6ncesi
donemde, %85’1 ise dogum sonrasindan yetiskin doneme kadar gelismeye devam eder
(18, 19). Sicanlar da dahil olmak iizere memeli hipokampusunun subiculum, DG ve

etorhinal korteks'den meydana geldigi tanimlanmistir (43-45).

Lorente de No tarafindan sicanlardaki hipokampus CAl, CA2 ve CA3 olmak
iizere kendi i¢inde ti¢ ayr1 bolgeye ayrilmistir (46) (Resim 1). Bu tanimlamadaki CA2
ve CA3 alanlar1 Ramon y Cajal’in yaptig1 tanimlamadaki biiyiik hiicreli “regio inferior”
bolgesine, CAl bolgesi ise kiiciik hiicreli “regio superior” bolgesine karsilik

gelmektedir.

Resim 1. Sigan hipokampusunun panoramik goriintiisii (Toluidine blue, X2) DG:
Dentat Girus (yesil ¢izgili alan), CA: Corno Ammonis [CAl (sar1 ¢izgili
alan), CA2 (pembe ¢izgili alan), CA3 (kirmiz1 ¢izgili alan)], Hilus (mavi
cizgili alan)

CAl ve CA3 bolgelerindeki piramidal hiicrelerin biiyiikliik farkliliklarma ek
olarak baglant1 farkliliklar1 da vardir. CA3 piramidal hiicreleri, DG’un yosunsu



liflerinden uyar1 alirken, CA1 piramidal hiicreleri ise almaz. CA2 alani ise tartismali
olup CA3 ve CAIl arasinda, bu iki alanin birbirine karistig1 dar bir gecis alanidir. CA2,
CA3’teki gibi biiyiik hiicre govdeleri igerir, fakat CAl hicreleri gibi yosunsu lif
innervasyonu almaz. CA2, cesitli bakimlardan CA3 alaninin ug pargasi gibidir (29, 46).

4.2. Oksidatif Stres ve Antioksidan Sistem
4.2.1. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Bir veya daha fazla ¢ifttin disg atomatik orbitallerde elektron igeren yiiksek enerjili,
stabil olmayan bilesiklerine serbest radikaller denir (47). Serbest radikaller organizma
tarafindan siirekli olarak olusturulur ve antioksidan savunma sistemi ile diizenli olarak
ortadan kaldirir. Bu mekanizmada serbest radikallerin olusumu ile bunlarin antioksidan
sistem tarafindan ortadan kaldirilmasi arasinda olusan denge oksidatif denge olarak
adlandirilir. Antioksidan savunma mekanizmasinin yetersiz kalmasi1 veya serbest radikal
olusumunun artmasi nedeniyle oksidatif dengenin serbest radikaller yoniine kaymasi

durumunda oksidatif stres meydana gelir (48).

Az miktarda serbest radikal olusumu, bakterilerin nétrofiller tarafindan oksijen
radikalleri ile Oldiiriilmesi gibi, baz1 durumlarda organizmaya yararli olabilir. Fazla
miktarda serbest radikal olusumu sonucu ortaya ¢ikan oksidatif stres nedeniyle hiicrede

deoksiriboniikleik asit, protein, lipit, karbonhidrat ve enzimler zarar gorebilir (49).

Oksidatif streste etkili olan bircok serbest radikal ve nonradikal tiirleri
bulunmaktadir. Siiperoksit (O,), hidroksil (OH"), peroksil (RO,), hidroperoksil (HO)
gibi serbest radikaller ve hidrojen peroksit (H20,), hipokloréz asiti (HOCI) gibi
nonradikaller, nemli reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak sayilabilir (48).

4.2.2. Antioksidan Sistem

Antioksidanlar etkilerini baslica iki sekilde gosterirler (48);

1. Serbest radikal olusumunun engellenmesi (baslatic reaktif tiirevlerini, oksijeni
ve katalitik metal iyonlarin1 ortamdan uzaklastirarak oksijen konsantrasyonunu

azaltmak).

2. Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi (toplayici, bastirici, onarici

ve zincir kiricr etki).



Tiim organizmalar serbest radikallerin etkilerini 6nlemek i¢in endojen antioksidan
sistemlere sahiptirler. Bu sistemler enzimatik olan ve olmayan endojen antioksidanlar

diye iki kisma ayrilabilir (50).

4.2.2.1. Enzimatik Olan Endojen Antioksidanlar

Enzimatik olan endojen antioksidanlarin baslicalar1 siiperoksit dismutaz (SOD),

katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidazdir (GPXx).

1. Siiperoksit Dismutaz: Organizmay1 olusturan ve endojen olarak iiretilen her
hiicre i¢in esansiyel enzimdir. Hiicresel SOD ¢esitli prostetik gruplar tasiyan

metalloenzimlerin bir grubudur. SOD bes farkli sekilde goriilebilir.

1. Bakir ¢inko siiperoksit dismutaz (CuZn-SOD), viicutta oldukca fazladir. Hiicre

sitoplazmasinda bulunur.
2. Manganez siiperoksit dismutaz (Mg-SOD), mitokondrilerde yer alir.

3. Demir siiperoksit dismutaz, Escherichia coli, Bacteroides fragilis ve
Propionibacterium shermanii bakterilerinde anaerobik ortamda Fe iceren SOD

enziminin kKullanildig1 6zel bir sistem seklinde bulunmaktadir.

4. Mangan siiperoksit dismutaz (Mn-SOD), Escherichia coli, Bacteroides fragilis
ve Propionibacterium shermanii bakterilerinde aerobik ortamda ise Mn igeren SOD

enziminin kullanildig: 6zel bir sistem seklinde bulunmaktadir.

5. Nikel siiperoksit dismutaz (Ni-SOD), Streptomyces griseus bakterisinde

tanimlanan homotetramerik yapili nikel i¢eren bir izoenzimdir (50).

Ekstraseliiler siiperoksit dismutaz (EC-SOD), sadece fibroblast ve endotelyal
hiicreler tarafindan sentezlenmektedir. Heparan siilfatlara bagli olarak hiicre yiizeyinden
eksprese olur. Damar endotelinden salmman endotelyal heparin gevsetici faktor,
plazmada O,- tarafindan notralize edildigi icin EC-SOD damar tonusunun

diizenlenmesinde rol oynar.

Siiperoksit dismutaz antioksidan ROS’lardan siiperokside bir elektron vererek
H,O’ye indirger. CAT ve GPx’de H,0’yi suya indirger. SOD antioksidan O2- ile
Fe*’iin, Fe’"’ye indirgenmesi sonucunda OH- radikalinin olugmasmi engelleyerek

antioksidan etkisini gosterir (50).
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2. Katalaz: En etkili protein katalizorlerinden birisi olan CAT enzimi, bir
metalloenzim olarak bilinir (51, 52). SOD antioksidan enzimi faaliyeti sonucunda
meydana gelen toksik H,O,, CAT enzimi sayesinde su ve oksijene doniistiiriilerek
biyolojik sistemlerin H,O, tarafindan zarar gormesini onler (52). Ayrica CAT enzimi
H,0, varliginda peroksidaz etkisi ile metanol ve etanol gibi alkolleri, formaldehid ve

asetaldehide oksitler (50).

3. Glutatyon Peroksidaz: GSH redoks dongiisii, hiicre i¢i hidroperoksitlerin
indirgenmesinde merkezi rol oynamaktadir. GPX, GSH’u okside ederek H,0,’yi H,O’ya
indirgemektedir (50).

4.2.2.2.Enzimatik Olmayan Endojen Antioksidanlar

Enzimatik olmayan endojen antioksidanlarin baslicalar1 glutatyon (GSH), alfa
tokoferol (Vitamin E), B-karoten (Vitamin A), askorbik asit (Vitamin C), melatonin,

bilirubin, albiimin ve tirik asittir.

1. Glutatyon: GSH, viicutta direk olarak sistein, glisin ve glutamattan
sentezlenmektedir. OH- radikalleri ile singlet oksijenin temizlenmesinde gorev
almaktadir. GSH hiicrelerde enzim ve diger hiicresel bilesenlerin rediikte halde
tutulmamalar1 i¢in hayati rol oynar. Direk olarak serbest radikalleri temizlemesinin
yanisira; GPx ile birlikte enzimatik olarak da etki gosterir. En ¢ok karacigerde
sentezlenir ve yaklasik %40°1 safra ile atilir. Safradaki bu GSH’nin diyetteki
ksenobiyotiklere karsi viicudu korudugu, barsak liimenindeki lipit peroksidasyonun
onledigi ve barsak epitelyumunu oksijen radikallerine kars1 savundugu belirtilmektedir

(50).

2. Alfa Tokoferol (Vitamin E): Hiicrelerde bulunan ve yagda ¢oziinen ana
antioksidandir. Ana fonksiyonu membran fosfolipitlerinin peroksidasyonunun ve hiicre

membranlarmin hasar gérmesinin engellenmesidir (50).

3. p-karoten (Vitamin A): Vitamin A onciilleri olarak [-karotenin antioksidan
etkisi vardir. B-karotenin singlet oksijeni yakalamasi, serbest radikalleri temizlemesi ve

hiicre membrani lipitlerini oksidatif dejenerasyona kars1 koruyucu etkisi bulunmaktadir

(50).
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4. Askorbik Asit (Vitamin C): Askorbik asit suda ¢oziinebilen ve zincir kirabilen
bir antioksidan olmasi nedeniyle 6zellikle detoksifikasyon metabolizmasi esnasinda

meydana gelen serbest radikalleri ve ROS’lart etkisiz hale getiren bir antioksidandir

(50).

5. Melatonin: Pineal bez hormonu olan melatonin, OH" radikalini temizleyen en
giiclii ajanlardan biridir. OH- radikalleri ile reaksiyona girdikten sonra indolil katyon
radikaline dontisiir. Buda ortamdaki O, radikalini tutarak antioksidan aktivite gdsterir.
Lipofilik olmasi nedeniyle bir¢cok dokuya ve tiim hiicre organellerine kolaylikla girip
daha genis bir alanda etki gosterebilir. Hiicre gekirdegine girerek deoksiriboniikleik asiti

oksidatif hasarlara kars1 korur (53).

6. Bilirubin: Proteinlerin yikim {iriinii olan bilirubin ayni zamanda etkili bir lipit

antioksidandir. RO, radikallerini etkileyerek zincir kirict bir etki gosterir (54).
7. Albumin: Hipoklordz asitin giiglii bir temizleyicisidir (54).

8. Urik Asit: Viicut sivilarinda yaklasik olarak 0.5 mmol/L kadar bulunur.
Hidrofilik enzimatik olmayan antioksidan O,, OH ve RO, radikallerini temizleyici

ozelligi vardir (50).

4.2.3. Serbest Radikallerin Biyolojik Sistemler Uzerine Etkileri

Serbest radikallere bagli oldugu disiiniilen klinik durumlar inflamatuvar
[romatoid atrit, glomeriilonefritis, vaskiilitis ve benzeri (vb.)], iskemi (felg, myokard,
aritmiler vb.), ila¢ ve toksinlerin indiikledigi reaksiyonlar (demir asir1 yiiklenmesi,
miiltipl kan tranfiizyonlariyla tedavi edilen talasemi ve diger kronik anemliler vb.),
alkolizm (alkolik miyopati), radyasyon hasar1 (niikleer patlama, hipoksik hiicre
duyarlastiricilar1  vb.), yaslanma (prematiir yaslanma hastaliklar1), eritrositler
(fenilhidrazin, kursun zehirlenmesi, orak hiicre anemisi, malaria vb.), akcigerler (sigara
iciminin etkileri, amfizem, oksidan hava kirleticileri vb.), kalp ve kardiyovaskiiler
sistem (ateroskleroz vb.), bobrekler (otoimmiin nefrotik sendromlar, agir metal
nefrotoksisitesi vb.), gastrointestinal traktus (endotoksik karaciger hasari, oral demir
zehirlenmesi, pankreatitis vb.), sinir sistemi, beyin ve noéromiiskiiler hastaliklar
(hiperbarik oksijen, ndrotoksinler, travmatik hasar, hipertansif serebrovaskiiler hasar,

vitamin E eksikligi, muskiiler distrofi, multipl sklerozis, aliminyum asir1 yiiklenmesi,
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parkinson vb.), gbz (okiiler kanama, dejeneratif retinal hasar vb.), deri (termal hasar,

solar radyasyon vb.) etkileri 6rnek olarak verilebilir (55).

4.2.4. Serbest Radikallerin Beyin Uzerine Etkileri

Serbest radikallerin hiicre dist etkileri hiicrelerarasi bosluk ve sivilarda ortaya
cikar. Ozellikle eklem ve beyin omurilik sivilarinda antioksidan savunmanin yetersiz
olmas1 nedeniyle, bu bolgelerde serbest radikallere bagli yikimin daha fazla oldugu

gbzlenmektedir (56).

Hiicre ici kalsiyum seviyelerinin stirekli artig1 ksantin oksidaz gibi sitozolik
enzimlerle oldugu kadar solunum zinciriyle O2- anyon radikallerinin olusumuyla da
iliskilidir. Bu radikallerdeki artis ise oksidatif streste artisa neden olur ve beyin oksidatif
hasardan etkilenir. Bunun nedenleri oksidatif metabolik aktivitenin ve reaktif oksijen
metabolitlerinin yogun olarak artisi, diisiikk antioksidan kapasite, hasar1 tamir edecek
mekanizmalarin yeterli ¢alismayisi, noronlarin ¢ogalamamasi ve sitoplazmaya oranla
hiicre zar1 yiizeyindeki artis olarak verilebilir. ROS {iretiminin artmasi lipid
peroksidasyonuna sebep olur (6). Hiicreler kendilerini serbest radikallerin olusturacagi
hasarlardan korumak i¢in enzimler, antioksidanlar ve serbest radikal yok edicileri gibi
detoksifikasyon sistemlerine baghdirlar. Plazma malondialdehit (MDA) konsantrasyonu

enzimatik olmayan oksidatif lipid peroksid pargalanmasi sonucu olusur (56).

4.3. Ogrenme ve Hafiza

Ogrenme bireyin sahip oldugu zihinsel yapilar ve biligsel siireclerin sonunda
gelisir (57). Ogrenme bireyin sahip oldugu zihinsel yapilar ve bilissel siireclerin
sonunda davranigta olusan kalici degisikliklerdir. Hafiza ise diisiincelerimizi,
algilarimiz1 ve deneyimlerimizi bir arada tutan yapistiricidir (58). Ogrenme ve hafizanin

anlamina bakildiginda i¢ ige girmis bir biitiin oldugu gortilmektedir (59).

Ogrenme ve hafiza, cevresel uyaranlar ile organizmanin etkilesiminden
kaynaklanan kalic1 davranis degisikliklerinde rol oynamaktadir (59). Ogrenme siireci
sonucunda noronlara yiiklenen bilginin geri ¢agrilabilmesi hatirlama eylemini olusturur.
Hafiza hem ogrenme (bilgilerin yiiklenmesi) hem de hatirlama (depodan bilginin

cikarilmasi) siireglerini kapsar (60). Hafiza, 6grenme siirecinin hemen sonrasinda
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baslar, dakikalarca hatta yillarca zihinde korunur. Bunun i¢in ndronlar arasinda

elektriksel ve kimyasal degisimler ve yeni noronlar arasi1 baglantilar olusur (60).

Hafiza bilginin depolanmasini ve gerektigi zamanda bilgilere erisimi saglar.
Duyussal kayit, kisa ve uzun siireli hafizadan olusan bir bilgi isleme sistemidir.
Duyussal kayit, goz, burun ve kulak gibi organlardan gelen bilgileri birka¢ saniye (sn)
(5 sn’den kisa ) saklar. Kayit siiresi kisa oldugu igin zihinsel isleme tabi tutulmak tizere
bilginin kisa siireli bellege yerlestirilmesi gerekmektedir. Bilginin islem yapilmaksizin
kisa siireli bellekte tutulma siiresi yaklasik 15 sn kadardir. O nedenle gelen bilgi hemen
islenerek Onemli ve anlamli goriilenler kismi uzun siireli bellege gonderilir. Diger

bilgiler ise unutulur (58).

4.3.1. Ogrenmenin Asamalari
Ogrenme ve hafiza siireglerinin gerceklestirilmesinde ii¢ temel asama vardir (61).
1. Ogrenmenin kazanilmasi (bellege alma)
a) Kodlama
b) iliskilendirme
2. Ogrenilen bilginin saklanmas1 (depolama)
a) Kalic1 hale getirme
b) Yeniden yapilandirma
3. Ogrenilen bilginin geri cagrilmasi (hatirlama)
a) Tarama
b) Geri ¢agirma
4.3.2. Ogrenme Cesitleri

Cesitli siniflandirmalart olan 6grenmede en sik kullanilan siniflandirma asagidaki

gibidir (61):
1. Cagrisimsiz (nonasosiyatif) 6grenme
a) Alisma (habitiiasyon)

b) Duyarlilagma (sensitizasyon)
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2. Cagrisimli (asosiyatif) 6grenme
a) Klasik sartlanma (sartl refleks)
b) Aletli (operan) sartlanma

3. Refleks 6grenme

4.3.2.1. Cagrisimsiz (Nonasosiyatif) Ogrenme

Bu 6grenmede, Ogrenilen bilgi ve diger uyaricilar arasinda belirli bir iligki
bulunmamaktadir. Tek uyaranla ilgili bilgi edinilen 6grenme ¢esididir (59). Cagrisimsiz

ogrenme iki yolla olmaktadir.

a) Alisma (Habitiiasyon): Beyinin dikkatini gekmeyen ve tekrarlayan uyaranlara

kars1 gelisen ¢agrisimsiz 6grenme tiiriidiir(62).

b) Duyarhlasma (Sensitizasyon): Alismanin tam tersi olan ¢agrisimsiz 6grenme
teknigidir. Uyariya agr1 veya 0diil eslik ediyorsa, 6grenen bu uyaranin tekrarlamasi

durumunda bir sonraki cevabi daha kuvvetli verir (63).

4.3.2.2. Cagrisimh (Asosiyatif) Ogrenme

Bir uyarana bagka bir uyaranin sabit zamansal bir iligki icerisinde eslik etmesi

durumunda olusan 6grenme tipidir. Cagrisimsiz 6grenme iki yolla olmaktadir (61).

a) Klasik Sartlanma (Sarth Refleks): Tek basina bir cevaba neden olmayan
sartli uyaran, sartsiz uyaran ile belirli bir zaman iligkisine bagl olarak yapilir. Iki uyaran
tekrar tekrar uygulanir. Uygulamadan bir siire sonra yanit olusturmayan uyaran (sartl
uyaran) tek basina bir cevap olusturmaya baslar. Klasik sartlanmada sartli uyaran ve
sartsiz uyaran arasindaki zamanlama Onemlidir. Sartli uyaran, sartsiz uyarandan

yaklasik 0.5 sn 6nce gelmelidir (60).

Ivan Pavlov klasik sartlanmay: kopekler iistiinde denemis ilk arastirmacidir.
Pavlov agiz salyasindaki artisin sadece besinin agiza alindiginda olmadigini, aym
zamanda besin goriildiigiinde ve hatta besin getiren kisinin ayak sesleri duyuldugunda
bile gerceklestigini gdzlemlemistir. Daha sonra sartli uyaran olarak bir zil kullanmistir.
Zil tek basina calindiginda kopekte bir degisiklik olmazken, zil ¢alindiktan bir siire
sonra kopege et verilmesi agiz salyasinin artisina neden olmustur. Zil ve et verilmesi

birbiri ardina tekrarlandiktan bir siire sonra tek basina zil sesi kopekte salya artisim

15



saglamistir. Kopek zil sesinin ardindan et verilecegini 6grenmistir. Boylece kopekte
sarth 6grenme meydana getirilmistir. Klasik sartlanmada iki uyaran birbiriyle eslenip

ogrenme saglanir (61).

b) Aletli (Operan) Sartlanma: Aletli sartlanmada beyindeki 6diil ve ceza
merkezlerinin uyarilmasi sonucu 6grenme olusturulmaktadir (61).
4.3.2.3. Refleks Ogrenme

Refleks 6grenme zeka ile iliskili daha iist merkezlerin karismadig: sadece fiziksel
beceri gelistirilen 6grenme tipidir (61).
4.3.3. Hafiza Tipleri

Hafiza tipleri ti¢ baslikla incelenebilir (61).

1. Igerigine Gére Hafiza (Episodik, Semantik)

2. Siiresine Gore Hafiza (Kisa-Orta-Uzun Siireli)

3. Depolanan Bilginin Tiirline Gore Hafiza (Deklaratif, Prosediirel)

4.3.3.1. Icerige Gore Hafiza

Icerige gore hafiza kendi icinde episodik ve semantik hafiza olmak iizere ikiye
ayrilir (64).
1. Episodik Hafiza: Kisisel tecriibelerin depolandig1 hafizadir. Episodik bellek

sadece insanlara ozgiidiir.

2. Semantik Hafiza: Gergekliklerin depolandigi hafizadir. Kitabi bilgilerin

bilinmesini saglayan hafizadir.
4.3.3.2. Siiresine Gore Hafiza

Stiresine gore hafiza kisa, orta ve uzun siireli hafiza olmak tizere iige ayrilir.

1. Kisa Siireli Hafiza: Siiresi sn’ler ile dakikalar arasinda degisen, bilginin kisa
stireli muhafaza edilmesini saglayan, isletim bellegi olarak da bilenen hafiza tipidir.
Bilgi kisa siireli hafizaya alindiktan sonra 6nemsiz kabul edilirse unutulur. Fakat bilgi

ile ilgili uyarilar tekrarlanir ve korunmaya karar verilirse, uzun siireli bellekteki

bilgilerle iliskilendirilerek kaydedilir (61).
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2. Orta Siireli Hafiza: Bu hafiza tiiriiniin siiresi dakikalar ile haftalar arasinda
degisir. Bilgi tekrar edilerek hatirlanmazsa zamanla kaybedilir veya islenerek uzun
stireli hafiza formuna da dontstiiriilebilir. Orta siireli hafizada bilgiler, ayrintilar yerine

genellemeler ile kodlanir (63).

3. Uzun Siireli Hafiza: Uzun siireli hafizanin olusumu yapisal degisikliklerin
neticesinde gerceklesir ve bu degisiklikler sayesinde sinyal iletimi giiclenir veya

zayiflar (61).

4.3.3.3. Depolanan Bilgilere Gore Hafiza

Depolanan bilgilere gore hafiza kendi i¢inde dekleratif ve prosediirel olmak {izere

ikiye ayrilir (65).

1. Deklaratif (Eksplisit) Hafiza: Olaylar ve gerceklerin bilingli hatirlanmasini

saglayan hafizadir. Bu hafizanin fonksiyonlarinda medial temporal lop gorev alir.

2. Prosediirel (Implisit) Hafiza: Klasik sartlanma ile 6grenilen bilgi, beceri ve
aligkanliklar gibi  bilingsiz yapilan davramislarimizi  yonetir. Bu hafizanin

fonksiyonlarinda hipokampus goérev alir.

4.3.4. Ogrenme ve Hipokampus

Beyinde bulunan bir¢ok bdlgeyle yakin iliski i¢inde ve yapisal olarak karmasik
olmasi1 hipokampusun fonksiyonlarinin tanimlanmasini zorlastirmaktadir. Hipokampus
limbik sistemin dikkat ¢ekici bir parcasidir (10). Hipokampusa ulasan hemen hemen her
tiirlii duyusal aktivasyon, hipokampusun kiigiik bir kismin1 aktive eder. Bu aktivasyonla
birlikte hipokampus, 6zellikle en biiyiik ¢ikis yolu olan forniks yoluyla 6n talamus,
hipotalamus ve limbik sistemin diger bolgelerine sinyaller gonderir. Boylece
hipokampus gelen duyusal sinyalleri farkli amaglar i¢in uygun davranis reaksiyonlarinin

icerisinden gegiren ek bir kanal rolii oynar (31, 66).

Yapilan bir¢cok calisma incelendiginde hipokampusun Ogrenme ve hafiza
stirecinde ¢ok onemli rol oynadigi kanitlanmistir (7, 10). Hipokampusun kisa siireli
bellegin uzun siireli bellege ¢evrilmesi glidiisiinii sagladig diisiiniilmektedir. Bir bagka
ifadeyle, hipokampusun yeni bilginin kalic1 olmasina kadar zihnin onu tekrarlamasin

gerektiren sinyal veya sinyaller ilettigi ileri siirlilmiistiir. Mekanizma ne olursa olsun
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hipokampus olmadan sozlii ya da sembolik uzun stireli anilarin kalict olmas1 miimkiin

olamaz (31).

Hipokampusun bilinen diger fonksiyonlarindan biri de depolama ve depolanan
anilar1 hatirlamaktir (67). Hipokampusun CA1 ve CA3 bolgelerinin bildirisel anilarinin
depolanmast i¢in iliskili oldugu da ileri siiriilmiistiir (68). Hipokampus ndronlar
arasinda olusan mikro devreler, néronlarin bilgiyi depolamasi ve belli bir uyum i¢inde
calismast i¢in olusmus devrelerdir. Bu mikro devrelerin baskin uyarici hiicreleri;
piramidal hiicre, graniiler hiicre ve yosunlu hiicrelerdir (69). Bu hiicreler arasinda

iletisim aglar1 vardir ve bu aglar hipokampusun temel bilgi isleme yapilaridir (67).

Hipokampus sag ve sol hipokampus olmak tizere ikiye ayrilir ve her bir boliimiin
islevselligi farklidir. Cogu bireyde, baskin olan sol hipokampus Oncelikle s6zel 6grenme
ve bellekte aracilik eder. Ancak baskin olmayan sag hipokampus s6zel olmayan bellekte
aracidir (28). Dorsal hipokampus uzaysal bellek islemlerinden sorumlu tutulurken,

ventral hipokampus anksiyete de rol oynar (70).

4.4, Elektromanyetik Alan

Elektromanyetik alan, belirli bir konumda bir elektromanyetik (EM) enerji
varligini belirtmek i¢in kullanilir (71). EMA, elektrik alan1 ve manyetik alanin bir arada
olmasiyla olusur (72).

4.4.1. Elektrik Alan

Elektrik alan, bir vektordir ve “E” harfi ile simgelenir. Bir elektrik yiikii
tarafindan olusturulur ve birim yiike etki eder (4). Viicut i¢inde ve viicut diginda elektrik
alan bulunmaktadir. Viicut disindaki elektrik alan viicut i¢indekinden ii¢ kat daha

fazladir (12).
Elektrik alanin 6zellikleri su sekilde 6zetlenebilir.
1. Elektrik alan bir vektordiir ve yonii vardir.

2. Eksi yiik i¢in elektrik alan vektorii elektrik alan radial (yiikten olan dogrusal
uzaklik) olarak eksi yiike dogru yonelmistir.

3. Art1 yiik i¢inse durum radial olarak yiikten disar1 dogrudur. Bu vektoriin anlami

R kadar uzaklikta art1 birim yiik iizerine etki eden kuvvetin biiylikliigli ve yonii ile ayni
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olmasidir. Yani R kadar uzakliga konan bir art1 birim yiikiin, ne kadar kuvvet ve ivme
ile nereye dogru hareket edecegini gosterir. Alan siddeti uzakligin karesi ile ters

orantilidir.

4. Elektrik alan vektorii, ¢izgileri olusturur ve ¢izgilerin nerden nereye gittigini

gosterir.

5. Elektrik alan ¢izgileri, artidan ¢ikip ekside son bulur.

6. Ayn1 kutuplu yiiklerden ¢ikan ¢izgiler birbirlerini kesmezler ve sonsuzda son
bulur (4, 73).
4.4.2. Manyetik Alan

Manyetik alan, hareketli ve elektrik yiiklii zerrelerin gii¢ etkisinde kaldigi bosluk
olup, atomlarin i¢indeki elektronlarin ¢ekirdek etrafinda ve kendi ekseninde donmeleri
sonucu olusan vektorel kuvvettir. Manyetik alan “B” harfiyle simgelenir ve birimi

olarak Tesla (T) ve Gauss (miligauss) kullanilir (4, 74).
Manyetik alanin 6zellikleri su sekilde 6zetlenebilir.
1. Manyetik alan bir vektordiir.
2. Bu vektor yonil yiiklerin hareket yoniine diktir.

3. Elektrik alan vektoriiniin aksine bir yiikte baglaylp diger bir ylikte
sonlanmazlar. Tersine alan ¢izgileri kendi iizerine kapanan egriler olustururlar ve

birbirlerini kesmezler.

4. Manyetik alan vektoriiniin yoniinii bulmak i¢in sag el bagparmagimizi akim
yoniinde tutup diger parmaklarimizi ters etrafina doladigimizda bulunur (4).
4.4.3. Yiik ve Alan Kavram

Yiik, bir cisim iizerinde birikmis elektrik yiikleri tarafindan belirlenen bir nicelik
olarak ifade edilir. Negatif isaretli elektron ve pozitif isaretli proton yiikii tasiyan temel

pargaciklardir. Ayni isaretler birbirini ¢eker, zit isaretliler ise birbirini iter (4).

Elektrik akimi, elektrik yiiklerinin bir noktadan baska bir noktaya hareket
etmesine ile olusur. Yiikli pargaciklarin yol agtig fiziksel olguya elektrik denir (4).
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Alan kavramu, yiikler tarafindan yiiklerin etrafinda olusan, yiiklerin uzakligina ve
hareketine bagli olarak degisen ve yiiklerin birbirlerine olan etkilerini ortaya koyar.
Alan kavramlarindan en 6nemlileri elektrik alan, manyetik alan ve bu iki alanin Faraday

ve Maxwell tarafindan birlestirilmesi ile olusan EMA’dir (73).

4.4.4. Frekans, Dalga Boyu, Gii¢ Yogunlugu ve Anten
Frekans: EM dalgalarin bir sn’de yaptigi salinim sayisina denir. Frekans “f”
harfiyle gosterilir ve birimi Hertz (Hz)’ dir (75).

Dalga boyu: Birim yiizeyden gecen ortalama gii¢ ise EM dalga siddeti olarak
adlandirilirlar ve siddet (I) ile gosterilir. EM dalganin bir salinimda aldig1 yola dalga

boyu (A) denir. Birimi metre (m) ve dalganin ortalama hizi ise (v) ile gosterilir (4, 75).
Anten: elektrik sinyallerini (voltaj ve akim) EM dalgalara ya da EM dalgalari
elektrik sinyallerine doniistiirmek igin kullanilan araca denir (75).

Giic yogunlugu: Birim yiizeyden gecen ortalama gii¢ olarak ifade edilir. Giig

yogunlugu metrekare basina watt olarak dlgiiliir (W/m?) ve ‘I’ simgesi ile gosterilir (12).
4.4.5. Elektromanyetik Dalgalar ve Spektrum

Elektrik ve manyetik alanlarin salinimindan olusan dalga hareketine EM dalga
denir (75). EM dalgalar cesitli frekans bilesenlerine ayrildiginda olusan dagilim iiriiniine
spektrum denir (Sekil 1).
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Sekil 1. Elektromanyetik spektrum, iyonlastirict ve iyonlastirict olmayan radyasyon
bolgelerinin frekanslara gore dagilimi (Robert’ten degistirilerek alinmistir)

4.4.6. Radyasyonun Siniflandirilmasi

Elektromanyetik dalganin herhangi bir ortamda yayilmasi sonucu EM radyasyon
olusur. EM dalga “iyonlastirict EM radyasyon” ve “iyonlagtirmayan EM radyasyon”

olmak tizere ikiye ayrilir.

Iyonlastirict EM radyasyon, madde ile etkilestiginde elektrik yiiklii par¢aciklar
veya iyonlar olusturan X-isinlari ile radyoaktif maddelerden yayilan alfa, beta, gama
1ismlar1 gibi radyasyonlar olarak tanimlanir (76). Iyonlastiric1 radyasyon c¢ok diisiik
dozlarda zararsiz olmasina ragmen yiiksek yogunluklarda zarar verici olabilir. Ornegin,
151k bizim gérmemizi saglarken, 1511 yogunlugunun artirilmasiyla gézlerimizde ciddi

hasarlar meydana gelebilir (12).

Iyonlastiric1 radyasyon, EM dalgalar, carptiklar1 cisimlerden elektron koparak
iyonlasabilirler. Radyo dalgalari, 1s1, 151k, kizil ve mor Gtesi i1sinlar iyonlastirict
radyasyon olarak tanimlanabilir. Mobil iletisim sistemlerinin neden olduklari 1ginim,

bolgesi i¢inde yer almaktadir (75).
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4.4.7. Ozgiil Sogurma Hiz1 (SAR)

Ozgiil sogurma hizi (SAR: Specific Absorption Rate), EM enerjinin viicut
dokular1 tarafindan sogurulma hizidir ve kilogram bagina watt (W/kg) olarak ol¢tiliir
(12). Ozgiil sogurma hiz1 yalnizca viicudun sicakliginin élgiilmesiyle elde edilebilecek
bir deger degildir. Her ne kadarda viicut 1sisinda kullanmayla ilgili bir miktar artis s6z
konusu olsa da bu SAR degerini degistirmemektedir (12). Giin i¢inde bir bireyin EMA
maruziyeti 10 MHz ve 100 Gigahertz (GHz) frekanslarin1 gegmemelidir (71).

Viicuttaki dokularin konumu, iletkenligi ve elektrik alanlar1 doku tipine gore
degistigi icin SAR degerleri bir noktadan digerine degisiklikler gosterir (12). Ozgiil
sogurma hizinin dogrudan 6lgiilmesi neredeyse imkansizdir. Bu nedenle sinir degerlerin
belirlenmesinde kolay gozlemlene bilen ve dlgiilebilen, elektrik alan siddeti, manyetik
alan siddeti ve gii¢ yogunlugu degerlerinden yararlanilmaktadir (75). Elektrik alan
siddeti E (V/m) olan bir ortamda dokularda sogrulmaya neden olan doku iletkenligi “c”
(S/m), yogunlugu “p” (kg/m3) olan ve “V” hacmine sahip dokuda yutulan SAR degeri
asagidaki formiile gore hesaplanir (4).

SAR=[ff, Z-{Wikg]

1974 yilinda Uluslararast1 Radyasyon Koruma Dernegi (IRPA) Iyonlastirict
Olmayan (NIR) bir calisma grubu kurdu. 1977 yilinda bu Uluslararas: Iyonlastirict
Olmayan Radyasyondan Koruma Komitesi (ICNIRP) olarak degisti. Diinya saglik
orgiitii ¢cevre saglhigi boliimii ile isbirligi iginde, IRPA/ICNIRP arastirmalarina devam
etti. IRPA/ICNIRP arastirmalar1 sonucu insan viicudundaki sicaklik artiginin 1°C olmasi
EM enerjinin zararl oldugu diisiincesine varilmistir. Bunun sonucunda kilogram basina
dokularin yutabilecegi en yiiksek giic 4 W olarak bulunmustur. ICNIRP genel halk i¢in
temel limiti 50 kat giivenlik payi ile 0.08 W/kg, giiniin belirli saatlerinde bulunulan is
yerleri i¢in 10 kat giivenlik pay1 ile 0.4 W/kg SAR degeri olarak belirlemistir (77).
Ozgiil sogurma hizinin degeri ¢ocuklarda yetiskinler oldugundan biraz daha biiyiiktiir
(12).

Cep telefonlar1 diinya da yaygin olarak 900-1800 MHz frekans araliklarinda
kullanilirken (78) Avrupa’da ve iilkemizde ise 900 MHz frekansinda calisan cep
telefonlar1 daha yaygindir (78-80). 900 MHz ve 1800 MHz Groupe Speciale Mobile
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(GSM) sistemleri i¢in siir degerleri incelendiginde, 42 V/m ve 59 V/m, gig¢
yogunluklar1 4.5 W/m? ve 9 W/m? olarak belirlenmistir (4). Tirkiye’de ICNIRP simir
degerleri esas alinarak hazirlanan genel yasam alanlarinda GSM 900 ve 1800 MHz

sistemleri i¢in sinir degerler Tablo 1’de gosterilmistir (75).

Tablo 1. Tiirkiye’de kontrolsiiz etkilenme i¢in sinir degerleri (75)

Frekans 900MHz 1800MHz
Tek bir cihaz  Ortamin toplam Te.k.blr cihaz ~ Ortamn
.. o o . icin sinir toplam simir
icin sinir deger sinir degeri N ..
deger degeri
Elektrik Alan 10.23V/m 41.25 Vim 1447VIm  58.34V/m
siddeti
';i";(;z‘l?“k Alan 0 027Am 0.111A/m  0.038A/M  0.157A/m
Gii¢ yogunlugu 0.28W/m2 4.5 W/m2 0.56W/m2 9.0W/m2

4.4.8. Elektromanyetik Alan Olciim Yontemi

Elektromanyetik alan maruziyeti 6l¢iimii, temel olarak alan siddeti veya gii¢ akim
yogunlugu Olcerek elde edilir. EMA maruz kalma durumlarinda elektrik ve manyetik
alan siddetleri arasindaki basit iligki yoktur. Bu iki degerin birbirlerine doniistimii
mevcut olmadigindan her bir deger ayr1 ayri1 Olgiilmelidir. Alan algilayicilar
kullanilarak Olgtimler yapilir. Algilayicilar tarafindan alinan isaretler baglanti
kablolariyla 6lgme ve degerlendirme birimine iletilir. Olgiilecek biiyiikliik

degerlendirilerek 6l¢ii aletinin ekraninda verilir.

Kullanilan 6l¢ii  aleti asagida verilen parametrelerin bir veya birkagini

gosterebilecek sekilde diizenlenmis olmalidir (1).
» Ortalama gii¢ yogunlugu (W/m?, mW/cm?)
* Ortalama elektrik alaninin (V/m) veya elektrik alaninin karesel ortalamasi

* Ortalama manyetik alaninin [Amper/metre (A/m)] veya manyetik alanin karesel

ortalamasi

* Bolgesel ortalama alan siddeti
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4.4.9. GSM Sistemi

Mobil iletisimde kiiresel sistemin kisaltmast olan GSM  kisaltmasi
kullanilmaktadir. Cep telefonlar1 baz istasyonu denilen sabit tesislerle iletisim kurarak
calisir. Sinirlt bir menzile sahip cep telefonlar1 operatorlerinin, genis kapsam alani elde
etmek icin ulusal baz istasyonlar1 kurmalar1 gerekmektedir. Diinya ¢apinda bu sistemler
genel olarak 900 MHz veya 1800 MHz bandinda kullanilmaktadir (12). Tiirkiye’de
kullanilan hiicresel haberlesme sistemleri GSM 900 ve Dagitilmis kontrol sistemleri
(DCS) 1800°diir. GSM 900’iin ¢alisma frekans bandi 880-960 MHz, DCS 1800’{in
frekans bandi1 ise 1710-1880 MHz’dir (75).

GSM sistemlerinin kullanimi diinya capinda hizla artmaktadir. Ozellikle Avrupa
tilkelerinde cep telefonu kullanimi olduk¢a yaygindir (12). Ulastirma, Denizcilik ve
Haberlesme Bakanligi, Bilgi Teknolojileri ve iletisim Kurumu’nun (TUIK), 2014
Haziran aymnda yapmis oldugu arastirma sonuglarina goére Tiirkiye’de de cep telefonu

kullanan kisi sayisinin yillara gore artig1 goriilmektedir (Sekil 2).

Cep Telefonu Abone Sayisi
80000000
70000000 /\/‘
60000000 /
50000000 /

40000000 = Cep Telefonu
30000000 / Abone Sayist
20000000 //
10000000 J

0

1990 1995 2000 2005 2010 2015

Sekil 2. TUIK, Ulastirma, Denizcilik ve Haberlesme Bakanlig1, Bilgi Teknolojileri ve
[letisim Kurumu, 2014
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4.4.10. Elektromanyetik Alanmin Biyolojik Sistemler Uzerine Etkileri

Cep telefonu kullanimin son yillarda hizla artmasi, biyolojik sistemler iizerindeki
etkilerinin merak edilmesine sebep olmustur. Yapilan hayvan ve insan c¢aligmalarinda
radyo frekans radyasyonuna maruz kalma sonucu saglik iizerine bazi etkileri oldugu
ifade edilmektedir (12). EMA biyolojik dokular iizerindeki etki ve yan etkilerini
incelemeden Once bu iki terimin anlamlarinin ayirt edilmesi 6nemlidir. Biyolojik etki,
sistemin EMA maruziyeti sonucu 6lgiilebilen veya kendisini fiziksel bir degisim sonucu
gosteren degisikliklerine denir. Yan etki ise biyolojik etkinin viicudun tolere etme

sinirlarini asarak, canli dokulara zarar vermesiyle ortaya ¢ikan degisikliklerdir (4).

Elektromanyetik alan dokular tizerinde kisa siireli ve uzun siireli etkileri farkli
sonuglar meydana getirir. Kisa siireli etkiler bas agrisi, géz yanmasi, yorgunluk,
halsizlik ve bag donmesi gibi sonuglarla kendini gostermektedir. Uzun siireli etkiler ise,
molekiiler ve kimyasal baglara, hiicre yapisina, viicut koruma sistemlerine EMA’nin

yaptig1 etkilerdir (4).

Elektromanyetik alan ile ilgili ¢alismalar incelendiginde, ayni miktarda ve
sartlarda uygulanan EMA’nin degisik dokular iizerine farkli etkileri oldugu tespit
edilmis. Insan viicudunun farkli bélgelerinin farkli sekilde etkilenmesinin sebebi ise
viicuttaki dokularin EM 6zelliklerinin birbiriyle 6zdes olmamasindan kaynakli oldugu
ifade edilmektedir. Dokular tarafindan emilen giiciin miktari, dokunun iletkenligi ve
1stya duyarhigina gore bu etkilenme degismektedir (81). Ornegin testis ve gozler fazla
1s1y1 dagitacak kan akisina sahip olmadiklar1 i¢in EMA’dan en ¢ok etkilenen organlar

oldugu belirtilmektedir (71).

Elektromanyetik alan bir¢ok doku ve organa biyolojik etkide bulundugu ifade
edilmektedir. Tek bir hiicre veya hiicre sistemleri, hiicre i¢i molekiiler sistemler,
genetik, mutajenik, teratolojik, biiylime ve gelisme, testis, kardiyak fonksiyonlar,
hematolojik, immiinolojik, metabolizma, davranig néroendokrinolojik tepkiler ve sinir

sistemi lizerine etkilerinin bulundugu belirtilmektedir (1, 4).

4.4.11. Elektromanyetik Alanin Merkezi Sinir Sistemi Uzerine Etkileri

Beyine yakin kullanilmasi nedeniyle, cep telefonu kullanimi sirasinda olusan

EMA’nin merkezi sinir sistemi (MSS) tlizerine olan etkileri arastiricilarin ilgisini
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cekmistir. EMA MSS iizerine etkilerinin arastirildigir c¢alismalarda EMA’nin MSS
tizerine etkilerinin goriilmesi i¢in kan-beyin bariyer gegirgenliginin degismesi
gerekmektedir. Bu konuda yapilan ¢alismalar incelendiginde, uzun siireli EMA
maruziyet sonrast yapilan invitro (82) ve invivo (83, 84) caligmalarda kan-beyin

bariyerinde gecirgenligin art1g1 ifade edilmektedir.

Laboratuvar ¢alismalar1 incelendiginde prenatal ve postnatal EMA’nin
uygulanmas1 sonucunda MSS dokulari tlizerinde etkileri oldugunu gosteren g¢aligmalar
bulunmaktadir. Incelenen ¢alismalarda postnatal EMA uygulamas: sonrasinda
hipokmapusda bulunan piramidal hiicrelerin (79) ve DG bdlgesinde graniiler hiicrelerin
azaldig1 (86), bas agrilarina sebep olabilecegi (85), beyincikte Purkinje hiicre kaybina
neden oldugu (87) bildirilmistir. Fragopoulou ve arkadaslarinin (88) yaptiklar1 bir
calismada, frontal lob, beyin ve beyincik proteinlerindeki degisiklikler incelenmis ve bu
proteinlerden bazilarinin (glial fibriler asidik protein, alfa-siniiklein, glia olgunlagsma
faktorii beta ve apolipoprotein E gibi) baskilandigini rapor edilmistir. Prenatal donemde
uygulanan EMA’nin, postnatal doénemde incelendiginde omurilikte patolojik
degisikliklere yol actig1 (8), beyinde noron sayisini azalttigi (89, 90), Purkinje hiicreleri
tizerinde elektrofizyolojik degisiklikler meydana getirdigi bildirilmistir (91).

Insanlar iizerinde yapilan bazi ¢alismalar incelendiginde EMA etkisine maruz
kalma, amyotrofik lateral skleroz, yasliliga bagli demans, Parkinson ve Alzheimer
hastaligr gibi norolojik hastaliklarla iliskilendirilmistir (92). EMA’nin insan beyni
tizerindeki etkilerinin incelendigi 1925 yili sonrasinda Danimarka’da dogmus, >30
yasinda olan ve tiim Danimarkalara uygulanan bir anket calismasi sonrasinda cep
telefonun beyin timdrii arasinda bir baglanti olmadig: ifade edilirken (93), 2007 ve
2009 yillar1 arasinda Isvegte yapilan vaka-kontrol ¢aligmasi sonucunda mobil ve
kablosuz telefon kullanimi ile malign beyin tiimoérleri arasinda bir iliski oldugu ifade
edilmistir (94). Diger bir vaka ¢alismasinda ise 1985-2008 yillar arasinda Isvigre'de
yasayan tiim ¢ocuklar calisma gurubu olarak se¢ilmis, ¢ocukluk doneminde goriilen

kanserle EMA arasinda bir baglant1 olmadigi ifade edilmistir (95).

4.4.12. Elektromanyetik Alanmin Ogrenme Uzerine Etkileri

Merkezi sinir sistemi ve 6zellikle de beyinle ilgili yapilan ¢aligmalar, beyinin bir

bolgesi olan ve d6grenme, hafiza (10), navigasyon ve diisiinme yetenegi (11) ile ilgisi
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bulunan hipokampus bélgesine ¢alismalarin yogunlasmasina sebep olmustur. Ozellikle
hiicresel kayipla 6grenme iizerinde bir etkinin olup olmadigi arastirma konularinin
basinda gelmektedir. Hiicresel seviyede yapilan bu ¢aligmalar, EMA etkisinin 6grenme,
hatirlama, motor fonksiyonlar, hafiza ve lokomotor aktiviteler ile iligkili olabilecegini
de diislindiirmektedir. Yapilan ¢aligmalar incelendiginde, prenatal donemde uygulanan
EMA’nin, postnatal donemde etkilerine bakildiginda, 6§renme ve motor davraniglar

etkiledigi ve beyinde ndron sayisini azalttigi ifade edilmektedir (7, 8, 90).

Elektromanyetik alanin hiicresel bir aragtirma olmaksizin 6grenme, hatirlama,
motor fonksiyonlar, hafiza ve lokomotor aktiviteler ile iliskili olabilecegini diisiindiiren
caligmalar da bulunmaktadir. Yapilan bazi c¢alismalarda EMA uygulanan yetiskin
sicanlarda 6grenme ve hafizayla ilgili sorunlar oldugu (78, 96), duygusal degisimler ve
biligsel bozukluklar (6zellikle dikkat bozukluklar1) goriildigi ifade edilirken (97), 14
giinliikken baglanip 19 aylik olana kadar uygulanan 900 MHz EMA sonrasi, disi
siganlarda 6grenme becerilerinde ve davranislarinda herhangi bir etki olmadig1 ifade
edilmistir (98). Ayrica EMA’nin kisa siireli bir maruziyet sonrasi davranis
degisikliklerine (99), 6grenme sorunlarina ve anksiyeteye neden olmadigi, sadece

davranislarda stres gozlendigini (100) ifade eden ¢alismalar da mevcuttur.

Ozellikle ¢ocuklarda bas ve boyun gelisiminin devam etmesi nedeniyle EMA
etkilerinin ne olacagi ve ilerki yasamlarmi nasil etkileyecegi bilinmemektedir (12).
Divan ve arkadaslar1 2008 ve 2012 (13, 14) yillarinda yaptiklar1 caligmalarinda
cocuklarda ve genclerde EMA etkisinin davranis bozukluklarina neden olabilecegini
ifade etmislerdir. Ayrica Almanya'da ¢ocuk ve ergen bireyler arasinda yapilan vaka
calismast sonucunda genel davranigsal problemler oldugu belirtilmistir (15). Prenatal
donemde uygulanan EMA’nin erkek yavrulardan daha c¢ok disilerin davraniglari
tizerinde etkili oldugu da rapor edilmistir (101). Bu nedenle bir¢ok bilim insani
tarafindan hamile bayanlarin ve c¢ocuklarin cep telefonu kullaniminda asiriya

kagmamalari tavsiye edilmektedir (12).

4.5. Biyolojik Calismalarda Say1 Hesaplama Yontemleri

Say1 birgok alanda oldugu gibi bilimsel ¢alismalarda da 6dnemli bir veridir. Bir
calismanin sonucunu sayisal olarak vermek ve bu sonuca dayanarak c¢aligsma

hipotezlerini ifade etmek oldukca gergek¢i bir yaklasimdir. Ancak burada en 6nemli
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nokta, sayisal verinin elde edilmesinde kullanilan yontemin dogrulugudur. Bir bagka
ifadeyle eger sunulan ¢alismada herkes tarafindan kabul goren, bilimsel temeli olan ve
matematiksel olarak da dogrulugu ispat edilmis bir yontem kullanmigsaniz, ¢alisma
sonuclar1 giivenilir demektir. Aksi takdirde ¢alisma sonuglari herhangi bir sey ifade

etmez.

Bir biyolojik yap1 veya doku i¢indeki hiicre ve hiicre i¢i elemanlarin sayisini
bulmak i¢in en yaygin kullanilan yontemler genel olarak ilgilenilen yapidan arastiricinin
degisik kriterlere gore belirledigi sayida kesitler almasi ve kesitler lizerinde degisik
yontemler kullanilarak mikroskop altinda hesaplama yapilmas: seklindedir (102). Hiicre
sayis1 hesaplamasiyla ilgili yontemler incelendiginde ise caligmalarda bir¢cok farkl
yontem uygulanmasina ragmen, giiniimiizde en fazla tercih edilen yontemlerin modern

tabanli stereolojik yontemler oldugu gortilmektedir (103).

Klasik yontemlerin kullanildigi hiicre sayisi ile ilgili ¢aligmalarda, ¢alismadan
elde edilen doku kesitlerinde derinlik boyutu goz ardi edildiginden, ilgilenilen objelerle
ilgili veriler ancak objelerin kesitteki iki boyutlu izdiigiimlerine aittir. Cogu zaman bu iz
diistimler yapinin kendisi gibi degerlendirilir. Ancak ilgilenilen yapinin gergek sayisi ile
onun iki boyutlu kesit diizlemindeki izdiisiimlerinin sayis1 arasinda dogrudan bir iliski
yoktur ve gercek sayi ile iz diisiim arasinda birebir kurulacak bir iliski cogu zaman
giivenilir sonuglar vermeyecektir. Buna karsilik gercekte ii¢ boyutlu olan ancak sadece
iki boyutlu kesit diizlemleri lizerinde kesit goriintiilerini inceleyebildigimizi yapilarin,
tic boyutlu o6zelliklerini de hesaplamalara dahil eden yontemler de gelistirilmeye
baslanmistir. Bu yontemlerden birisi de “disektor” yontemidir. Disektor yontemi
modern tabanli stereolojik yontemlerden birisidir ve bu ydntem sayesinde yapilarin

derinlik boyutu g6z Oniine alinarak sayisal veriler elde edilir (102).

Modern tabanli stereolojik yontemlerin kullanildigi ¢alismalar incelendiginde
sinaps ve noron sayisi gibi verilerin elde edildigi cogu uygulamada disektdér yonteminin
kullanildig1 goriilmektedir (103-105). Disektor yontemi fiziksel ve optik disektdr olmak
tizere iki farkli sekilde uygulanmaktadir. Her iki yontem kullanilarak da ndron sayisi
hesaplanabilir. Memeliler ve kuslarin MSS ve periferik sinir sistemi noronlari, glialar
ve diger hicrelerinin sayisal hesaplamalarinda siklikla optik disektor yontemi

kullanilmustir (106).
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4.6. Stereolojik Yontemler

Stereoloji bilim dali, gergekte li¢ boyutlu olan herhangi bir yapinin iki boyutlu
goriintiilerinden yola ¢ikarak, onlarin ii¢ boyutlu 6zellikleri ile ilgili veriler elde
edilmesini saglar. Biyolojik yapilarla ilgili caligmalarda eger dokuyu elde etmek
miimkiin ise uygun histolojik yontemler kullanilarak dokudan kesitler elde edilmesi,
kesitlerin boyanmas1 ve elde edilen bu kesitler lizerinde stereolojik ¢alisma yapilmasi

mimkiindiir (16, 106).

Modern stereolojik yontemler kullanilarak gergek degere yakin veriler elde etmek
miimkiindiir. Bu yontemlerle iki boyutlu goriintiiler kullanilmaktadir. Ancak iki boyutlu
goriintiilerden yola cikilarak elde edilen verilerde, {igiincii boyutta hesaplamalara dahil
edildiginden c¢alisma sonucunda elde edilen veriler gergek degere daha yakindir.
Stereolojik yontemlerin en Onemli Ozelligi tarafsiz ve etkin bir yontem olmasidir.
Yontemin uygulanmasi sirasinda da dncelikle 6n ¢aligma yapilmasi ve sistematik rastgele

ornekleme (SRO) yapilarak kesitlerin elde edilmesi gerekmektedir (16, 106).

4.6.1. Stereolojide Tarafsizhik ve Etkinlik Kavramlar:

Stereoloji bir yontemler biitliniidiir. Bu yontemlerin en 6nemli 6zelligi de tarafsiz
ve etkin yontemler olmalaridir. Tarafsizlik ve etkinlik stereolojik yontemleri diger
yontemlerden ayiran en 6nemli 6zelliklerdir (106). Tarafsizlik, stereolojik yontemlerin
dogru bir sekilde uygulanmasi ile ortaya cikan oOnemli bir kavramdir. Tarafsizlik
kavraminin 0zilinli, calismada ilgilenilen yap1 ile ilgili herhangi bir 6n kabul
yapilmamasi olusturur. Tarafsiz olarak tanimlanan bir yontem uygulandiginda, yontemi
uygulayan kisi degisse bile sonuclar istatistiksel olarak birbirinden farklilik géstermez
(107) ve tekrarlayan 6l¢iimler sonucunda gergek degere daha fazla yaklasilir. Bir bagka
ifadeyle ger¢ek degerden istatistiksel anlamda sistematik bir sapma gostermeyen veriler
elde edilmesini saglayan yontemler tarafsiz yontemler olarak ifade edilebilir (29).
Stereolojideki bir diger 6nemli prensip de etkinlik prensibidir. Etkinlik en az sayida
birey veya Ornek kullanarak, yeterli dogrulukta ve daha az degiskenlik gdsteren

sonuglarin nispeten kisa bir zaman diliminde elde edilmesinin saglanmasidir (108).
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4.6.2. Stereolojide Sistematik Rastgele Ornekleme

Bilimsel c¢alismalarda dogru veri elde edilebilmesi i¢in temel ve vazgecilmez
sartlardan birisi Orneklemenin dogru olarak yapilmasidir. Yapilan calismaya bagl
olarak, ilgilenilen yapinin tamaminda 6l¢iim yapmak her zaman miimkiin olmayabilir.
Bu gibi sartlarda yapidan SRO yaparak hesaplama yapmak en dogru olanmidir. Bu zaman
ve ekonomik kayiplar1 da en az seviyeye indirecektir. Ornegin, sayilar1 milyonlarla
ifade edilen beyin dokusu igerisindeki néronlarin tamamini saymak yerine, tarafsiz ve
etkin bir bigimde sistematik ve rastgele 6rnekleme yaparak beyinden elde edilen kesitler
lizerinde sayim yapmak ¢ogu zaman yeterli olacaktir (102, 109). SRO tarafsiz ve etkin
bir Ornekleme modelidir. Ilgilenilen yapilarda bir &rnekleme yapilacagi zaman,
ornekleme sonucu elde edilecek kesitlerin tiim yapiy1 temsil edebilmesini saglayan bir
modeldir. Sistematik rasgele ornekleme, incelenecek yapinin tamamina esit olasilikla
incelenme sansi verilmesi temeline dayanmaktadir. Stereolojik c¢alismalarda dogru
sonuca ulasma sartlarindan en &nemlisi, islemlerin her asamasinda SRO kosuluna
bagliliktir. Burada “sistematik” sozciigii ile Orneklemenin tekrar edilen periyodu,
“rastgele” sozciigii ile 6n ¢aligmada belirlenen periyodun tesadiifi bir bicimde se¢ilmesi

anlatilmaktadir (29, 102, 109).

4.6.3. Stereolojide On Cahsma

Stereolojik calismalarda en O6nemli asamalardan birisi ¢alismaya baslamadan
once, 6n calismayla calisma planinin ortaya konmasidir. On ¢alisma bir baska ifadeyle
deneme yanilma yontemi olarak da ifade edilebilir. On calismada birka¢ hayvan
tizerinde degisik siklikta yapilacak 6rneklemeler istatistiksel analizlere tabi tutularak en
uygun Ornekleme semasi belirlenir ve bu sema daha sonra tiim caligmalara aynen
uygulanir (108). Istatistiksel analizlerin basinda ¢aligmanin toplam hata miktarinin
hesaplanmasi gelir. Ornekleme ile yapilan bir ¢alismada &lgiim yonteminde belli bir
miktar hata pay1 olacaktir. Hata miktari, yapilan 6rnekleme miktarina gore degisir. Cok
fazla sayida ornek alinan sik bir 6rnekleme iizerinden yapilan hesaplamalar daha diisiik
hata miktarina sahip olurken, daha seyrek ve az 6rnek alinarak yapilan ¢aligmalarda hata
miktar1 daha fazla olacaktir. Bir calismadaki hata miktari, hata kat sayis1 (Coefficient of
Error) ile belirlenir. Genellikle 0.05 degerinin altinda bir hata katsayis1 (HK) stereolojik
bir ¢aligmanin giivenirligi i¢in yeterli kabul edilir (109-111). Hata katsayisinin 0.05
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degerinin altinda ya da bu degerde tutabilmek i¢in ¢cogu zaman bir grupta en az 5

hayvanin olmas1 gerekir (109).

Gergek degere daha fazla yaklagmak icin calisilan birey sayisinin artmast
gerekmektedir. Fakat ¢ok fazla sayida bireyde galigmak, hem stereoloji’nin “etkinlik”
prensibine uymamaktadir hem de deney hayvanlarinin fazla miktarda kullanmasina
neden olacaktir. Yapilan ¢alismalarda hi¢bir zaman hata kat sayis1 “sifir’a” indirilemez.
Cilinkii canlilar arasinda biyolojik degiskenlik vardir. Calisilacak gruptaki birey sayisi ne
kadar arttirilirsa arttirilsin, biyolojik canlilar arasindaki yapisal degiskenlikten ve sayisal
farkliliklardan kaynaklanan hesaplama hatasini belli bir sabit deger altina indirmek

olanaksizdir (109).

Biyolojik degiskenligin hata payma katkisi, c¢alisilan canliya gore de degisir.
Ornegin sican, fare ve civciv gibi deney hayvanlar ile yapilan calismalarda, bireyler
arasindaki biyolojik degiskenler az oldugu igin, istenilen HK 5 adet hayvanin ¢aligmaya
dahil edilmesi ile saglanabilir. insan 6rneklerinde ayn1 HK degerini elde edebilmek igin
ise en az 25 bireyin lizerinde ¢alismak gereklidir (112). Yapilan her ¢aligma belli bir HK
siir1 i¢inde gergeklestirilecek ve bu simirlar iginde elde edilen veriler arastirici igin

yeterli giivenlikte olacaktir (108).

4.6.4. Stereolojide Boyut, Sonda ve Tanecik Kavram

Stereolojide iki boyutlu diizlemde calisilacak yapilarin {i¢ boyutlu seklinin
yorumunu yapabilmek icin baz1 noktalara dikkat edilmesi gerekmektedir. Gergekte ii¢
boyutlu olan yapilarin, iki boyutlu diizlemdeki izdiisiimlerinden yola ¢ikarak kesitlerden
sonug elde edilmeye calisilmaktadir. Fakat say1, uzunluk ve hacim gibi parametreleri ii¢
boyutlu ortamda bulunduklar1 sekilde iki boyutlu ortamda gézlemek miimkiin degildir.
Gergekte uzunluk bir, alan iki, hacim ii¢ boyutlu, nokta ise boyutsuzdur. Bu boyutlara
sahip yapilar iki boyutlu kesit diizlemlerinde boyut azalmasina ugrarlar. Bir baska ifade
ile gercekte uzunluk seklinde olan yap1 kesit diizleminde nokta (0 boyutlu), alan ¢izgi (1
boyutlu), hacim diizlem (2 boyutlu) seklinde izlenir (16, 29, 102).

Boyut kavramiyla ilgili olan bir diger terim ise sondadir. Sonda, ilgilenilen
yapiya, elde edilmek istenen veriye bagli olarak sorulan ‘geometrik sorular’ olarak
tanimlanabilir. Stereolojide bir, iki ve {i¢ boyutlu sondalar bulunmaktadir. Incelenecek

yapinin boyutu ve sonda boyutunun toplaminin ii¢ etmesi gerekmektedir (yapinin
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boyutu + sondanin boyutu = 3 boyut). Bir baska deyisle tek boyutlu uzunluk iki boyutlu
diizlem sondasi (1 boyut + 2 boyut = 3 boyut), iki boyutlu alan tek boyutlu ¢izgi sondasi
(2 boyut + 1 boyut = 3 boyut), ii¢ boyutlu hacim ise boyutsuz (sifir boyutlu) nokta
sondast (3 boyut + 0 boyut = 3 boyut) ve boyutsuz tanecik sayisi ii¢ boyutlu disektor
hacim sondasi (0 boyut + 3 boyut = 3 boyut) ile ile hesaplanmalidir (16, 29, 102, 113).

Stereolojide sayilabilir yapilar genel olarak tanecik olarak tanimlanmaktadir
(hiicre, ¢ekirdek, glomeriil vs.). Ornegin hiicre sayis1 hesaplana bir ¢alismada hiicre,
bobrek glomeriillerinin sayisinin hesaplamasinda glomeriil tanecik olarak tanimlanir
(16). Tiirkce olarak yayinlanan ilk stereolojik calismalarda ve bilimsel dokiimanlarda
onceden partikiil terimi kullaniliyordu. Artik partikiill yerine tanecik terimi
kullanilmaktadir (102, 113).

4.6.5. Fiziksel ve Optik Parcalama Yontemleri

Parcalama, ilgilenilen yapidaki sayi, uzunluk, ylizey alani gibi herhangi bir
niceligin tiim yapidaki toplam degerini bulmak amaciyla kullanilir. Parcalama temel
olarak, bir yapiy1 kiiglik pargalarina ayirarak, bu parcalarda hesaplama (6rnegin tanecik
sayimi) yapma esasina dayanir. Aslinda tek basina bir sayim yontemi olmayip,
istatistiksel bir Ornekleme bi¢imi ile bir Ol¢lim ydnteminin bileskesi olarak tarif
edilebilir. Stereolojik yontemler arasinda en pratik ve basit olanidir. Pargalama, dokuya
uygulanan histolojik  islemlerden, dokunun sisme, biiziisme gibi yapisal
degisimlerinden, kesit alma sirasindaki zedelenme ve hacim degismelerinden
etkilenmeyen sonuclar elde edilmesini saglar. Bir baska ifadeyle bu degiskenler ¢alisma
sonucunu etkilemez ve bu degiskenlerden bagimsizdir. Ayrica, calisilan yapi, organ ve

taneciklerle ilgili hi¢bir 6n bilgiye veya 6n kabule gereksinim yoktur (108, 114).

Parcalama ydnteminin 6rnekleme stratejisini SRO olusturur. Pargalama aslinda bir
ornekleme bigimi olup giivenirligini tamamen SRO sisteminin ispatlanmis
giivenirliginden almaktadir (109). Parcalama metodunda herhangi bir tanecigin
orneklenmesi (yani sayilmasi) ihtimali, sadece o tanecigin fiziksel varligina baghdir.

Goriinen tiim tanecikler sayilir (114) ve asagidaki sekilde formiile edilir (108).

N hesap=YQ" x (L/f1) x (1/f2) x (L/f3) x (L1/f4) x (L/f5)
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Bu formiilde N hesap, hesaplama ile bulunan toplam tanecik sayisini, Y Q- toplam

disektor tanecigi sayisini, f ise parcalama katsayisini ifade etmektedir.

Pargalama yonteminin, fiziksel pargalama (114) ve optik par¢alama (115) olmak
tizere iki farkli uygulanma sekli vardir. Temelde ayni1 mantig1 igeren her iki yontemin,

uygulamada bazi farkliliklar1 mevcuttur (108).

Fiziksel parcalama, parcalamanin ilk uygulanan bi¢imidir. Belli bir 6rnekleme
semast ile elde edilen organ pargalarinda, fiziksel disektor metodu araciligryla tanecik
sayimi yapilmasi ve buradan toplam tanecik sayisinin hesaplanmasi esasina dayanir
(108). Mikroskobik bir ¢alismada, 6rnegin hiicre sayim1 yapabilmek i¢in, ¢aligilabilecek
tek ornek tipi kesit adin1 verdigimiz ince doku dilimidir. Bu dilimlerin kalinliklar1 2-60
um arasinda degisebilir. Dolayisiyla, ¢alistigimiz yap1 ne olursa olsun, tanecik sayimi
yapmak i¢in 6nce onu kesitler haline getirmeliyiz. Ancak, bir koyun beyninde bulunan
toplam ndron sayisini veya insan karacigerindeki toplam hepatosit sayisini belirlemeye
calistigimiz1 diistiniirsek, bu denli biiylik yapilarin basindan sonuna kadar histolojik
kesitlere ayrilmasi zordur. Bundan dolayi, toplam tanecik sayisim1 hesaplamak igin
yapilacak sey organi daha kiiciik parcalara ayirmaktir. Organ dyle parcalara ayrilmali ve
bunlarin arasindan dyle parcalar sec¢ilmeli ki, bu parcalar hem bizim calismamiza izin
verecek boyutlarda olmali, hem de tiim organi miimkiin oldugunca tarafsiz bir sekilde
temsil edebilmelidir. Bu gibi ¢aligmalarda organ veya yapimnin tiim bdliimlerinin esit

ihtimallikle 6rneklenmesi ancak SRO ile saglanabilir (108-111).

Optik parcalama, kisaca tiim yapiya olan orami (pargalama orani) bilinen
ornekler iizerinde, optik disektdr yontemi ile tanecikleri orneklemektir. Uygulama
kolaylig1 sebebiyle, en cok tercih edilen tanecik 6rnekleme ve sayim yontemi optik
parcalamadir. Fiziksel pargalamaya gore ¢ok daha kolaydir ve daha az zaman alan
metottur. Bu kolaylik, optik disektor uygulamasinin sagladigi kolayliklardan
kaynaklanmaktadir. Fiziksel disektorde, iki ayr1 fiziksel kesitin karsilastirilmasi
zorunlulugu vardir. Optik disektér yonteminde ise boyle bir zorunluluk
bulunmadigindan, ¢ok daha yaygin olarak kullanilan bir metottur. Ozellikle sinir sistemi
ile ilgili ¢aligmalarda yaygin olarak kullanilan optik parcalama, bazi durumlarda,

fiziksel parcalamada oldugu gibi uygulanamamaktadir. Kalin kesitlerin alinamamasi,
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kesitlere boya niifuzunda zorluk yasanmasi ve biiyiik yapilarla ¢alisma yapilmasi séz

konusu oldugu durumlarda, fiziksel par¢alama kullanilmasi bir zorunluluktur (108-111).

4.6.6. Fiziksel ve Optik Disektor Yontemleri

Modern anlamda ilk defa 1984 yilinda Sterio tarafindan gelistirilerek yeniden
tanimlanan ve ndron sayist hesaplamalarinda siklikla kullanilan metot disektordiir. Bu
yontemle doku ya da organ igerisindeki tanecik sayisi, kesitlerin alinma yonii, sayilacak
olan tanecigin biuytikligi, doku i¢indeki yonelimi ve dokunun histolojik islemler
sirasinda biizligme ve genislemesi gibi hesaplama hatalarina sebep olabilen tiim hata
kaynaklarindan bagimsiz olarak, tarafsiz bir bicimde hesaplanabilmektedir (116).
Disektor bilinen bir t mesafesi ile birbirinden ayrilmis iki kesit diizleminden olusan ve
tic boyutlu bir hacimde say1 parametresinin hesaplanmasina imkan veren bir yontemdir
(113). Bu metodun temelini iki boyutlu, iki ardisik kesit diizleminin birlikte
degerlendirilmesiyle olusturulan {i¢ boyutlu bir sorgulama araci diye de tanimlanan {i¢

boyutlu sonda olusturmaktadir (102).

Disektor metodu kullanilarak yapinin tamaminin degerlendirilmesine gerek
kalmadan, SRO sonucu elde edilen kesitler kullanilarak, biyolojik ortamlardaki sayisal
cokluklarin hesaplanmasinda dogru ve tarafsiz sonuglara ulasilabildigi bircok ¢aligmada
gosterilmistir (113, 117). Disektor yonteminin optik ve fiziksel disektdr olmak tizere iki

tipi vardir.

Fiziksel disektor, tanecik sayimi icin kullanilan temel stereolojik yontemlerden
birisidir (116). Aralarinda belli bir mesafe olan iki ardisik kesitin fiziksel olarak
karsilastirilmasini igerir. Bu kesitlerden birisi “O6rnek™ digeri “gdézlem” kesit olarak
adlandirilir. Kesitler {izerinde yapilacak sayimlarda dikkat edilmesi gereken en énemli
nokta birinde goziiken ancak digerinde goziikmeyen taneciklerin sayilmasidir. Diger bir
husus ise kesitler alinirken “SRO” ile kesitlerin alinmasidir (113). Fiziksel disektor
yonteminin temel mantifi, sayilmak istenen taneciklerin “uglarin1” saymak olarak
Ozetlenebilir. Taneciklerin herhangi bir yondeki uglar1 sayildiginda, bu sayim, tanecik

sayisina esit olacaktir (113).

Optik disektor ise sanal olarak mikroskop altinda olusturulmus {i¢ boyutlu sayim
kutucuklarinda uygulanir. Ug¢ boyutlu sanal sayim kutucuklari, tarafsiz sayim

cercevesinin li¢ boyutlu esdegeri olarak da diisiiniilebilir. Tarafsiz sayim gercevesi,
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sanal olarak doku kesiti icerisinde ilerletilir ve {i¢ boyutlu sanal bir optik disektor
sondasi olusturularak sayim gercgeklestirilir. Bu sonda ile yapilacak sayimin kurallari ise

iki boyutlu tarafsiz sayim cercevesinin sayim kurallarinin, {i¢ boyuta aktarilmis halidir

(29, 113).

4.6.7. Tarafsiz Sayim Cerc¢evesi

Tanecik hesaplamalari ile ilgilenen birgok arastirici, mikroskop goriintiisiindeki
tanecikleri tek tek sayma yerine 6rnekleme yapmak ve belli bir alan igerisindeki
tanecikleri sayma yoluna gitmislerdir. Degisik ¢aligmalar incelendiginde aragtiricilar
alan smirlamasinda kare, dikdortgen, daire veya tiggen gibi geometrik sekilleri tercih
ettikleri dikkati ¢cekmektedir. Ancak bu sekilde yapilan calismalarda bir kez sayilan
tanecigin tekrar sayilabilecegi ya da sayim sirasinda sistematik bir hata ve taraflilik
olabilecegi dikkati ¢ekmektedir. Tanecik sayisinin tarafsiz bir sekilde hesaplanabilmesi
icin sayimm ¢ercevesinin Ozelligi ve sayimm sirasinda uygulanan prensipler oldukca
onemlidir. Sayim c¢ergeveleri arasinda bilinen en tarafsiz kurallara sahip olani, tarafsiz
sayim cercevesi olarak tanimlanan ¢ergevedir (118). Gundersen tarafindan 1977 yilinda
tanimlanan tarafsiz sayim cercevesi, komsu iki kenar1 serbest kenar, diger komsu iki
kenar1 yasak kenar olan ve yasak kenarlarin uzantilarinin sonsuza dogru uzandig bir

dortgen veya karedir (113, 118) (Sekil 3).
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Sekil 3. Tarafsiz sayim ¢ergevesi

Tarafsiz sayim cercevesinde bir tanecigin sayim sirasinda yalnizca bir defa
sayilabilmesi i¢in iki boyutlu kesit diizleminde uygulanan bir takim sayim kurallari

vardir. Tarafsiz sayim ¢ergevesi kurallar1 sdyle dzetlenebilir (113, 118).

1. izdiisiimleri tamamen sayim gergevesi icerisinde kalan tanecikler sayima dahil
edilir.

2. Cercevenin yasak kenarlar1 olarak tanimlanan kenarlar ile kesisen izdiistimler

say1llmaz (kirmizi ¢izgiler).

3. Serbest kenar ile temas eden tanecik izdiigiimleri sayima dahil edilir (yesil

cizgiler).
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4. Cercevenin yasak kenarlarinin uzantilar1 ile herhangi bir sekilde kesisen
izdlistimler, izdiisiimiin tamamina yakini sayim c¢ergevesinin i¢inde olsa bile sayima

dahil edilmezler (kirmiz1 gizgilerin uzantilari) (Sekil 3).
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Deneysel Calisma Siireci
5.1.1. Etik Kurul Onay1 ve Deney Hayvanlarinin Temini

Calismaya Karadeniz Teknik Universitesi (KTU), Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurul onay1 alinarak baslandi (Tarih: 22.01.2014, Say1:17522305/40). Calismada iig¢
haftalik, Spraque Dawley tiirii, 24 adet erkek sican kullamildi. Siganlar KTU Cerrahi

Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edildi.

5.1.2. Sicanlarin Calisma Siiresince Bakimi ve Laboratuvar Sartlari

Calisma siiresince siganlarin bakimi, beslenme ve barmmmasi siganlarin ¢evre
stresi, uyum, cevre ve ortam degisikligi problemleri yasamamasi i¢in KTU Cerrahi
Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde bulunan sican takip odalarinda yapildi. Hayvan
bakimi ve uygun fiziki ortamin saglanmasi i¢in KTU Cerrahi Uygulama ve Arastirma

Merkez’inde ¢alisan veteriner ve teknikerlerden yardim alindu.

Sicanlarin barindirildigr odanin 1sist ortalama 22 + 2 °C, nisbi nemi %50 + 5
olacak sekilde ayarlandi. Is1 oda termometresi ile siirekli olarak kontrol edildi. Isik 12
saat acik, 12 saat kapali olacak sekilde otomatik ayarlandi. Siganlarin beslenmesinde
standart sican yemi (Bayramoglu Yem ve Un Sanayi Tic. A.S., Erzurum, Turkey)
kullanild1 ve su ihtiyaglarini gidermek i¢cin musluk suyu kullanildi. Calismada sicanlarin
barindirilmas1 amaciyla standart Tip III sican kafesleri kullanildi. Sicanlar {i¢ gruba
ayrildi ve ayn1 gruptaki hayvanlar (n=8) bir kafeste barindirildi. Si¢anlarin bulundugu
ortamin temiz olmasi igin kafeslerin altlarina talag serildi (Resim 2 A). Calisma

sliresince tiim deney hayvanlari ayni odada takip edildi (Resim 2 B).
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Resim 2. Deney hayvanlarinin barinmasinda kullanilan Tip III kafesler (A), siganlarin
bulundugu alan (B)

5.1.3. Gruplarin Ozellikleri ve Cahisma Siiresince Takibi

Calismaya ii¢ haftalik (21 giinliik), Spraque Dawley tiirii erkek sicanlar ile
baslandi. Calismada toplam 24 sigan kullanildi. Her biri sekiz hayvandan olusan ti¢ grup
(sham, kontrol ve EMA grubu) olusturuldu. Calisma gruplari, ayni1 anda dogan ve 21.
giininii dolduran erkek sicanlardan rastgele olarak segildi. Olusturulan gruplarin

ozellikleri:
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1. Grup: Kontrol grubu siganlar (n=8): Bu gruptaki si¢anlara herhangi bir
uygulama yapilmayip calisma siiresince kendi kafeslerinde serbestge beslenmeleri

saglandi.

2. Grup: Sham grubu siganlar (n=8): Bu grup siganlar 25 giin boyunca her giin
aym saatte (10.00-11.00), bir saat siireyle EMA fanusu i¢ine alind1 ancak herhangi bir

etkiye maruz birakilmadi.

3. Grup: EMA grubu siganlar (n=8): Bu gruptaki sicanlar ise 25 giin boyunca her
giin ayn1 saatte (11.00-12.00) EMA fanusu i¢inde, bir saat siireyle 900 MHz’ lik EMA

etkisine maruz birakildi.

Calismanin deney asamas1 ve dokularin elde edilmesi islemlerinin tiimii KTU
Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde 6zel olarak hazirlanmis EMA odasi,
hayvan takip ve cerrahi miidahale odalarinda gergeklestirildi. Calismaya baslamadan
once gruplardaki sicanlarin tamamu tartildi ve hayvanlarin sirtlar1 Bouin soliisyonu ile
boyanarak numaralandirildi. Hayvanlar deney siiresince bes giinde bir (toplam yedi kez)
tartildi ve kaydedildi. Hayvanlara yapilan uygulamalar her giin ayn1 saatler arasinda
(saat 10.00-11.00 ve 11.00-12.00 arasinda) yapildi. Deney siiresinin bitiminde (25 giin

sonunda) davranis testlerine baglandi.

5.1.4. Deney Diizenegi ve EMA’nin Olusturulmasi

Calismamizda daha 6nce KTU Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal1 ve Elektrik
ve Elektronik Miihendisligi birlikte calisarak planlanip yapilan ve Anabilim Dalimiz
tarafindan onceki calismalarda kullanilan EMA diizenegi kullanildi. Bu diizenek yine
KTU Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde 6zel olarak hazirlanmis EMA odas1
olarak adlandirdigimiz odaya kuruldu. Deney siiresince bu oda sadece g¢alismamiza

tahsis edildi ve bagka herhangi bir islem i¢in kullanilmadi.

Siganlara EMA uygulamasi yapmak igin, pleksiglasdan yapilmis ve EMA fanusu
olarak adlandirilan bir fanus (boyutlar1 30 cm X 42 cm x 50 cm) kullanildi. Fanus
siganlarin serbestce hareket edebilecekleri taban alani biiyiikliigiine (126 cm taban alani)
sahiptir (Sekil 4). Fanus igerisinde 900 MHz’lik EMA olusturulmasi igin ¢ikis giicii
yaklasik 300 mW ve frekans1 900 MHz’e ayarl yiiksek hizli frekans elde edilebilen bir
osilatér (1218-BV, Lockable Oscillator, 900-2000 MHz, General Radio Company,
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Concord, Mas-sachusetts, USA, Serial No. 1483) kullanildi. Osilatoriin hem ¢alismasi
hem de siirekli enerji ihtiyacinin karsilanmasi i¢in kesintisiz sabit giic kaynagi (1267-B
Regulated Power Supply, General Radio Company, Concord Massachusetts, USA,
Serial No. 903) kullanildi. Osilatoriin ¢ikist es eksenli bir kablo yardimiyla 15 cm
uzunlugunda ve 1 mm ¢apa sahip bakir bir ¢ubuktan yapilmis yarim-dalga dipol
antenine baglandi. Anten, fanusun {ist agik yiizeyinden yaklasik 11 cm igeriye, orta
bolgesine, fanusun sag ve sol kenarlar1 arasina sabitlenmis bir cubuk iizerine

yerlestirildi (Sekil 4).

i
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Sekil 4. FElektromanyetik alan diizeneginin sematik ¢izimi (A) Gili¢ kaynagi, (B)
Osilator, (C) Pleksiglas Fanus. Resimde ossilator ile anten arasindaki kablo,
antenin yerlesimi, EMA fanusunun 6l¢iileri ve fanusun tabaninda EMA 6l¢iim
noktalar1 da goriilmektedir. Resimde EMA diizeneginin birebir ¢izimi
yapilmustir (9)

Elektromanyetik alan grubu siganlar bu fanus igerisine konarak her giin ayni
saatlerde, bir saat siireyle 900 MHz’lik EMA’a maruz birakildi. Sham grubu siganlar ise
ayni fanus igerisine her giin ayni1 saatte konuldu, fakat EMA uygulamasi yapilmadi

(Resim 3).
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Resim 3. Hayvanlar fanus i¢inde EMA diizenegi

Si¢anlarin bulundugu fanusun alt yiizeyinde siganlar fanus i¢indeyken ve fanus
bosken elektrik alan siddeti dlgiildii. Olgiimler 100 Kilohertz (kHz)-2.5 GHz &lgme
araligina sahip genis bantli bir alan Slger cihaziyla (C.A 43 Isotropic Electrical Field
Intensity Meter, Chauvin Arnoux Group, Paris, France) yapildi (Resim 4). Deney oncesi
fanusun belirli noktalari, 6l¢iim noktasi olarak belirlendi (Bkz. Sekil 4). EMA
uygulamasi sirasinda ve X-y diizlemindeki konumlar1 Tablo 2’de verilmistir. Olgiim

noktalar1 disindaki ara degerler enterpolasyon yapilarak belirlendi.
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Resim 4. Calismada kullanilan EMA siddeti 6l¢tim cihazi

Tablo 2. EMA uygulamasi sirasindaki ve grafikte X-y diizlemindeki konumlar

EMA uygulama sirasindaki konumlar Grafikte x-y diizlemdeki konumlar

7 8 9 5 6 2
6 5 4 9 1 7
1 2 3 4 8 3

Elektromanyetik alan uygulamasi sirasinda fanus doluyken ve bosken fanusun
altindan ve fanusun i¢inden alan 6l¢lim cihaziyla dlgilimler yapilip kaydedildi. Yapilan
bu dl¢limler hayvanlarin kafes i¢inde bulundugu ve bulunmadig1 zamanda ki elektrik
alan siddetinin x-y diizlemindeki dagilimini gosterirken ayni zamanda uygulama
sirasinda herhangi bir elektrik alan siddetinde kesilme, azalma ya da artma gibi

sorunlarda 6nlenmis oldu.

Fanus bosken ve dolu iken, fanusun i¢inden ve altindan belirlenen konumlardaki

her giin yapilan 6l¢iim sonuglarinin ortalamalar1 Tablo 3°de verilmistir.
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Tablo 3. Fanus bosken ve dolu iken, fanusun i¢inden ve altindan belirlenen konumlarda
her giin yapilan 6l¢lim sonuglarinin ortalamalari

Tiim giinlerin ortalama elektrik alan degerleri (V/m)

Fanus bos Fanus dolu
Olciim noktalar1  Fanusun ici Fanusun aln  Fanusunici Fanusun alti
1 5.9 2.6 10.6 3
2 9.1 7.5 8.3 7.2
3 8 4.5 8.1 4.2
4 10.2 6.6 51 4.4
5 10.4 8.4 10.5 6.4
6 11 6.3 8.9 5.1
7 11.9 6.3 8.5 55
8 10.8 8.2 9.2 6.5
9 10.3 4.9 9.8 3.8
Ortalama 9.7 6.1 8.8 5.1

Elde edilen bu oOlglimlere gore elektrik alan siddetinin dagilimi Sekil 5-9’da

verilmistir.

S~

Electric Field Strength (V/m)
o

I

¥ (em)

X (cm)

Sekil 5. Fanus bos iken, fanusun altindan Olgiilen elektrik alan siddetinin x-y
diizlemindeki dagilim1
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Sekil 6. Fanus bos iken fanusun iginden Olgiilen elektrik alan siddetinin x-y
diizlemindeki dagilimi
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Sekil 7. Fanus dolu iken fanusun i¢inden Oolgiilen elektrik alan siddetinin x-y
diizlemindeki dagilimi
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Sekil 8. Fanus dolu iken fanusun altindan oOlgiilen elektrik alan siddetinin x-y
diizlemindeki dagilim

Tiim bu veriler 15181nda SAR, elektrik alan siddeti ve giic yogunlugu hesaplandi
(The RadHaz SAR Equivalency Calculator Version 1.0, Richard Tell Associates, Inc.).
Uygulama siiresi 25 giin oldugu i¢in, hayvanlarin kilo artislar1 g6z Oniinde
bulundurularak hesaplamalar yapildi (Tablo 4). Bu sonuglara gére fanus i¢inde bulunan
siganlar 25 giinliik ortalama 8.8 V/m’lik elektrik alan siddetine ve 0.21 W/m? ‘lik glic
yogunluguna maruz birakilmislardir. Tiirkiye’de 900 MHz frekans kontrolsiiz etkilenme
sinirt, tek bir cihazdaki elektrik alan siddeti 10.23 V/m ve gii¢ yogunlugu 0.28W/m?
olarak ifade edilmistir (75). Calisma degerlerimiz Tiirkiye i¢in bildirilen sinir degerlere

yakin degerlerdir.

Tablo 4. 900 MHz EMA uygulama sonucu elde edilen elektrik alan siddeti, gii¢
yogunlugu ve SAR degerleri

Tiim govde Elektrik alan siddeti  Gii¢c yogunlugu  SAR
25 giinliik ortalama (V/Im) (W/m?) (W/kg)
Kiigiik sicanlar 8.8 0.21 0.022
Orta sicanlar 8.8 0.21 0.01
Biiyiik sicanlar 8.8 0.21 0.0075
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Elektromanyetik alan fanusunun sicaklik ve nem oranlari her giin (25 giin
boyunca), sham ve EMA uygulamasi yapilirken, EMA uygulamasi sirasinda (EMA
grubu icin) ve EMA uygulamasi yapilmadan hayvanlar fanus i¢cindeyken (sham grubu
icin), YCOM KMN-303 model dijital termometre (YuYau Shuanghe Electron
Instrument Co., Ltd. Zhejing-China ) yardimiyla dl¢iilerek kaydedildi. EMA uygulamasi
sirasinda, 25 giinlin ortalama sicakligi 21.7 °C, ortalama nemi ise 39.9 gr/m’ olarak
tespit edildi. Sham uygulamasi sirasinda ise 25 giinlin ortalama sicakligi 21.4 °C

ortalama nemi ise 39.5 gr/m? olarak tespit edildi.

5.1.5. Davrams Deneyleri

Davranis testlerinin tamami1 KTU Saglik Bilimleri Enstitiisii, Fizyoloji Anabilim
Dali Elektrofizyoloji ve Deneysel Epilepsi Laboratuvarinda gerceklestirildi. Siganlarin
O0grenme ve hatirlama igin pasif sakinma testi (119), lokomotor aktivitelerini ve
anksiyetesini 6lgmek igin agik alan testi (120), 6grenme ve hafizanin degerlendirilmesi
icin sekiz kollu 1ginsal labirent testi (121, 122), kisa siireli mekansal tanimaya iliskin
hafiza performansini 6lgmek i¢in Y-maze testi (123) ve motor foksiyonlar1 i¢in rotarod
testi (124) uygulandi. Davranis testlerine 25 giinlik EMA uygulamas: bittikten sonra
basland1 ve 5 giinde tamamlandi. Davranis testleri uygulamasi boyunca hayvanlarin kilo
takibi her giin yapildi. Tim davranis testlerinin uygulanmasi sirasinda, her hayvan

degisiminde, koku ipuglarin1 yok etmek igin test diizenekleri %20 alkolle temizlendi.

5.1.5.1. Pasif Sakinma Testi

Pasif sakinma diizenegi, karanlik ve aydmlik alan olmak {izere iki kistmdan
olugmaktadir. Aydinlik boliim 20 x 10 x 10 cm (en x boy x yiikseklik) ebatlarinda,
karanlik boliim 20 x 20 x 20 cm (en x boy x yiikseklik) ebatlarindadir. Iki béliim
arasinda bir siirgiilii kapak 5 x 7 cm (en x boy) bulunmaktadir. Aydinlik alan saydam bir
malzemeden yapilmistir ve test diizeneginin zeminden 60 cm yukariya yerlestirilen 60
W bir 151tk kaynagiyla aydmnlatilmigtir. Karanlik alan siyaha boyanmis ahsap
malzemeden olusan, zemininden 2 cm yiikseklikte ve 3 mm ¢apinda paslanmaz ¢elikten
yapilmis bir 1zgara bulunmaktadir. Bu 1zgaraya 1.5 mA akim verebilen elektrosok

cihaziyla baglant1 saglanmistir (Resim 5).
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Pasif sakinma testinde, sicanlara elektrosok uygulanarak korku hissi uyandirip,
ogrenmeleri ve 0grendiklerini hatirlamalar1 hedeflenmistir. Bunlarin test edilebilmesi

icin uygulama iki giinde yapilmstir.

Birinci giin; pasif sakinma davraniglarinin kazanilmasi (6grenme denemesi) ve
deneme latentleri Olc¢lilmesi saglandi. Diizenegin karanlik alani kapaliyken aydinlik
alanina sican yerlestirildikten 5 sn sonra karanlik alanin siirgiili kapagi acildi.
Sicanlarin karanlik alana girmeleri beklendi ve igeri girme siireleri kaydedildi. Siganlar
karanlik alana girdiklerinde siirgiilii kapak kapatildi ve 1.5 mA, 1.5 sn elektrosok verildi
ve 10 sn beklendi. Siganlar karanlik alandan alinarak tekrar aydinlik alana yerlestirildi
ve karanlik alanin siirgiilii kapist acildi. Siganlarin karanlik alana ge¢meleri i¢in 120 sn
beklendi, ge¢meyenler basarili sayilirken gegenlere uygulama tekrarlandi ve giris
siireleri kaydedildi. Ug kez aydinlik alana alman ve karanlik alana gegen sicanlar

o0grenemiyor kabul edilip testten ¢ikarildi.

Ikinci giin: ilk uygulamadan 24 saat sonra hatirlama testi yapildi. Ayni1 diizenekte
aydinlik alana siganlar yerlestirildi. Karanlik alanin siirgiilii kapist agildi. Aydinlik
alandan karanlik alana gecis siireleri (sakinma latensi) kaydedildi. 300 sn karanlik alana
girmeyen sig¢anlar igin test sonlandirilarak, sakinma latensi 300 sn olarak kaydedildi.

Daha erken girenler i¢inde giris siireleri sakinma latensi olarak kaydedildi.
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Resim 5. (A) Pasif sakinma deney diizenegi, (B) karanlik alanin i¢ goriintiisii

5.1.5.2. Acik Alan Testi (Open Field)

Agik alan diizenegi, beyaz renkli ahsaptan yapilmis, zemini 16 esit kareye
boliinmiis, iistl agik, ebatlari 100 x 100 x 30 cm (en x boy x yiikseklik) olacak sekilde
planlanmistir (Resim 6). Sicanlar diizenege daha once belirlenen bir koseden
birakilarak, 10 dakika (dk) siireyle gozlendi. Her bir hayvanin motor aktivitesini
degerlendirmek icin, yer degistirdigi kare sayisi ve sahlanma (iki ayaginin iizerine
kalkarak etrafi arastirma davranig) sayist kaydedildi. Sicanlarin anksiyetesinin

degerlendirilmesi i¢in, defekasyon sayist kaydedildi. Tiim veriler kamerayla kaydedildi.
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Resim 6. Agik alan deney diizeneginin tistten goriniimii

5.1.5.3. Sekiz Kollu Isinsal (Radyal) Labirent Testi

Sekiz kollu 1s1nsal labirent diizenegi, yerden 50 cm yiiksekligindedir. Diizenek 50
x 12 x 24 cm (uzunluk x genislik x ylikseklik) dlciilerinde, ayn1 boyutlarda sekiz koldan
ve bu kollarin birlestigi 40 cm ¢apinda merkezi bir alandan olusmaktadir. Test diizenegi
ahsaptan yapilmistir. Kollarin her birinin basinda siirgiilii bir kapak, sonunda ise yem
konulan bir hazne vardir (Resim 7). Deneye baslamadan once, siganlarin ¢evresini
taniyabilmesini kolaylastirmak i¢in etrafa ipuglar1 yerlestirildi. Deney habitiiasyon,

deneme ve test olmak {izere ii¢ asamada ve ti¢ giinliik siirede gerceklestirildi.

Habitiiasyon asamasi (adaptasyon); bu asamada si¢anlarin diizenegi tanimalar1 ve
aligmalar1 amaglanmigtir. Daha 6nceden bir baslangic noktasi belirlendi ve hayvanlar
test boyunca ayni noktadan diizenege konuldu. Ayni anda iki hayvan, 10 dk’lik bir siire
icinde diizenege birakildi. Bu siirede labirent icerisinde ve tiim kollarda sicanlarin

serbestgce dolagsmalari saglandi. Bu asamadan sonra sicanlar 24 saat a¢ birakildi.

Deneme asamasi (6grenme); 24 saat sonra bu asamaya baslandi. Diizenekteki bir
kol hari¢ diger tiim kollar kapatildi. Ag¢ik olan kola yem konuldu ve si¢anlar tek tek
diizenege alindi. 5 dk siireyle sican diizenekte birakildi ve yem konulan kolu

ogrenmeleri amaglandi. Daha sonra yem verilmeden siganlar tekrar kafeslerine alindi.
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Test asamasi (hafiza); deneme asamasindan 24 saat sonra test asamasinda tim
kollar agik tutuldu. ikinci giin (deneme asamasinda) yem konulan kola yine yem
birakildi. Diger kollara yem birakilmadi. Siganlar daha once belirlenen ayni yerden
diizenege birakildi. 300 sn igerisinde sicanin yemi bulmasi ic¢in beklenildi. Yemin
oldugu kolu bulamayan hayvanlar 6grenemedi kabul edilip testleri sonlandirildi. 300
sn’den 6nce yemin oldugu kola giren hayvanlarin, yem olan kola girme siireleri ve yem

olmayan kollara girme sayilar1 (hata sayilar1) kaydedildi. Tiim veriler kameraya
kaydedildi.

Resim 7. Sekiz kollu 1ginsal labirent diizenegi

5.1.5.4. Y-Labirent (Y-Maze) Testi

Y-Labirent test diizenegi, sekiz kollu 1sinsal labirent diizeneginin degistirilmesiyle
hazirland1. Y-Labirent test diizenegi, yerden 50 cm yiiksekligindedir. Diizenek 50 x 12 x
24 cm (uzunluk x genislik x yiikseklik) 6l¢iilerinde, ayni1 boyutlarda Y seklinden olusan
ic koldan olugmaktadir (Resim 8). Test diizenegi ahsaptan yapild1 ve siyaha boyandi.
Kollarin her birinin baginda siirgiilii bir kapak bulunmaktadir. Kisa siireli mekansal
tanimaya iliskin hafiza performansi, Y-maze testinde spontan olarak birbirini ardisik

izleyen davranis kayitlart kullanilarak degerlendirildi.
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Bu kollar A, B, C seklinde adlandirildi. Daha once belirlenen bir noktadan,
hayvanlar ayn1 yone dogru bakacak sekilde diizenege birakildi. Sekiz dk boyunca
diizenekte miidahale yapilmaksizin sicanlarin dolasmalarina izin verildi. Kollarda
sicanlar1 yonlendirebilecek yem, engel veya herhangi bir isaret birakilmadi. Sicanlarin
kollara giris sayisi, U¢lii yapma sayisi ve kombinasyonlar tespit edilip kayit edildi.
Siganlarin tiim beden ve kuyrugu dahil iceriye girdigi zaman kola girmis olarak kabul

edildi. Tiim veriler kamerayla kaydedildi.

Resim 8. Y-Labirent diizenegi

5.1.5.5. Rotarod Testi

Rotarod testi, 7.2 mil kalinliginda rotarod kullanilarak (Biopac, May RR 9701
Animal Rota Rod, India) gerceklestirildi. Kullanilan cihaz, dort bélmeden olusmaktadir.
Her bir bolmede bir donen ¢ember bulunmaktadir ve biiyiikligli bir sican donecek
sekilde ayarlanmistir. Donen ¢emberin hemen altinda kapakli bélmeler bulunmaktadir.
Bu bodlmeler, sicanin diismesi halinde kizilotesi 1sinlar sayesinde sicani algilayip duran
ve doner ¢gemberde gegirilen siire, hiz ve hangi hayvan oldugunu kayit altina alan bir
sisteme baghdir. Bu algilama sisteminde bir hayvan diistiigiinde sadece o bdlmedeki

donen ¢emberi durdurur ve kayit altina alirken donen diger ¢cemberleri etkilemez ve

52



sistem calismaya devam eder. Bu oOzelliginden dolayr aym1 anda dort hayvan test

edilebilmektedir (Resim 9).

Rotarod testi denge, performans, koordineli hareketler, direnme giicii gibi motor
aktiviteleri dlgmek icin kullanildi. Bu test iki asamada gerceklestirildi. Ilk asamada
hayvanlarin sistemi O6grenmesi hedeflenirken, ikinci asamada direnme giicli test

edilmistir.

Birinci asama (68renme); hayvanlar en diisilk hizda, 5 revolutions per minute
(rpm), ¢ubugun tizerine konuldu. Donen ¢ubugun iizerinde kafa dik, donme yoniinde

cubugun lizerinde kalana kadar egitime devam edildi.

Ikinci asama (test asamasi); diizenege alisan sicanlar ayn1 anda cubuk iizerine
yerlestirildi en diisiik hizdan test baslatildi. Her hayvan i¢in 300 sn en yiiksek sinir
kabul edilip, eger hayvan pes etmezse islem sonlandirildi. 300 sn’den daha erken pes
eden hayvanlarin, dayanma siireleri kayit edildi. Uygulanan tiim hizlarin aralarinda
hayvanlar 5 dk dinlendirilerek, stres ve yorgunluklari giderildi. Bu islemler ardisik
olarak 5, 10, 15, 20, 25, 30 rpm hizlarinda test edildi.

[ —_ V|

—

Resim 9. Rotarod deney diizenegi
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5.2. Histolojik Islemler
5.2.1. Dokularin Elde Edilmesi

Davranig deneyleri bittikten sonra (deney baslangicindan 30 giin sonra) 24 adet
erkek si¢an servikal dislokasyon yoOntemiyle sakrifiye edildi. Daha sonra makas
yardimiyla, kafanin tist kisminin her iki yanindan girilerek kafatasi kemikleri kesilerek
cikarildi. Beyin dokusunun (beyincik, beyin sap1 ve beyin) tamami duramaterden
ayrilarak ¢ikarildi (Resim 10). Beyin, etrafindaki diger dokulardan izole edilerek tartildi
ve veriler not edildi. Beynin sag ve sol yarim kiireleri birbirinden ayrilarak, sol beyin
daha once hazirlanan %10’luk formaldehit soliisyonu igerisine konuldu. Sag beyin
yarim kiiresinin hipokampus bolgesi ¢ikarildi ve eppendorf tiiplerine konuldu ve - 80
derecede muhafaza edildi. Biyokimyasal analizler i¢in alinan tim doku numuneleri i¢in
KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’ndaki sogutucular
kullamildi. Beyin dokularmin ¢ikarilma islemlerinin tamami KTU Cerrahi Uygulama ve
Aragtirma Merkezinde bu amaglar i¢in diizelenmis hayvan takip ve cerrahi miidahale

odalarinda gerceklestirildi.

Resim 10. Beyin dokusunun ¢ikartilmast (A, B, C). Beyin dokusunun makroskopik
goriiniimii (D)
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5.2.2. Doku Takibi

Dokularin takip islemleri KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali Laboratuvarlarinda, kesit alma ve boya islemleri Danimarka’nin Aarhus kentindeki
Aarhus Universitesi Stereoloji ve Elektron Mikroskopu Arastirma Laboratuvarinda

gerceklestirildi (Resim 11).

S, 5

Resim 11. Aarhus Universitesi Stereoloji ve Elektron Mikroskopu Arastirma
Laboratuvarinin genel goriiniimii (A), kesitlerin alinmasi (B, C), boyali
kesitler (D)

Beyin dokulari ¢ikarildiktan hemen sonra %10’luk formaldehit icerisine alind1 ve
10 giin bekletilerek tespit edildi. Tespit edilen beyin dokular asagida verilen siralama ve
stirelere uyularak akarsuda bir gece bekletildikten sonra dereceli alkol serilerinden ve

ksilenden gecirilerek parafin bloklara gomiildii.
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1. Akarsudayikama.............ccooiiiiiiiiiiii e, 1 gece

2. Y70 K AlKOL. .o 1 glin
3. %80°IK KOl ..o 1 glin
4. %90°l1K AlKOL ..o 1 glin
5. Y96’ 1K AlKOL ..o 2x1 saat
6 %100°Tik alkol ......ccoooiiiii 2x1 saat
7 KSHEN L. 2x30 dk

8. Ksilenden alinan dokular daha Once eritilmis parafin i¢ine konarak oda

sicakliginda bir giin bekletildi.
9.  Bir sonraki aksam 40 ‘C etiive kondu ve 1 gece bekletildi
10. Sabah 60 "C’deki etiiv igerisindeki parafinde 2 saat bekletildi.

11. Parafin bloklara gomiildii

5.2.3. Kesitlerin Alinmasi

Stereolojik ¢aligmalarda kesit kalinligmin ve kesit ornekleme oranmin esas
calismaya baslamadan Once belirlenmesi gerekmektedir. Bu nedenle c¢alismaya
baslamadan 6nce, kullandigimiz hayvanlarin yasi, kilosu ve beyin dokularinin agirliklar
g0z oniine alinarak literatiir taramas1 yapildi (Resim 12). Yapilan arastirmalarda, benzer
calismalarda kesit kalinliginin 26-40 pm (mikrometre) kalinliginda ve kesit drnekleme
oranlarinin kalinliga gore degistigi tespit edildi (125). Yapilan arastirmalar sonucunda

kesitlerin 1/5 oraninda ornekleme yapilmasimna ve kesitlerin kranial yonde 30 pm

kalinliginda alinmasina karar verildi.
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Resim 12. Esas ¢alismaya baslamadan dnce yapilan 6n ¢aligma plan taslagt

Calisma hipokampus bolgesinde yapilacagindan kesitler alinirken 6ncelikle doku
hipokampus’a kadar tiraglandi ve bu asamaya kadar herhangi bir doku alinmadi.
Hipokampus goriildiikten sonra kesitler lam iizerine alinmaya bagland1 ve hipokampus
bitene kadar 1/5 oraninda 6rnekleme yapilarak doku kesilmeye devam edildi. Kesitler
kalin oldugu icin lama yapismalarinda sorun yasanabilecegi diisiiniilerek, kesitleri
almaya baslamadan 6nce lamlarin iizerlerine firca yardimiyla jelatin ve distile su (%4.5

oraninda) karisimindan olusturulan yapistiricr siiriildii.

Mikrotom (Leica RM 2255, Leica Instruments, Nussloch, Germany) yardimiyla
alman 30 pm’lik kesitler, benmari igerisinde 45 °C 1sitilmis suda kirisikliklar:
giderilinceye kadar bekletildi ve firga yardimiyla daha dnce yapistiricr siiriilen lamlar
iizerine alindi. Her lam fizerine bir kesit alindi ve doku kesitlerinin daha iyi
yapismalarini saglamak igin tizerlerine hafif¢e kurutma kagidiyla bastirildi. Kesitler 65
°C etiivde 20-30 dk bekletildi.
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5.2.4. Kesitlerin Boyanmasi

Etiivde 65 °C, 20-30 dk bekletildikten sonra kesitler boyama islemine alindi.
Kesitler toluidine blue boyasiyla boyandi. Toluidine blue %0.1 (Amplicon, AMPQY
3126, United States) 1: 4 oraninda su ile hazirlandi. Boya hazirlandiktan sonra dokular

asagidaki asamalardan gegirildi (126).
Lo KSIeNe it 1x1 dk
2. KSIleN. e, 2x10 dk

3. %99°lik alkol......o.oeiiiiii e 1XD DK

4. %991k alkol...... ..o 2x5 dk
9. Y96’k alkol... ..o 1x1 dk
6. %96’lhkalkol....... ... 2x5 dk

7. %701k alkol......c.cooviiiiiiiii e WXL K

8. %70l alkol. ...t 2x10 dk
9.  Akan musluk suyunda yikama....................cocceievcvienieeiieseenn. 1X5-10 dk
10. Toluidine blue........coooviiiiiiiiii 1x15 dk

11. Akan musluk suyunda yikama.....................coovevveveecevieneeeee. . 1X5.dK

12, %50°TK alkol.. .o 1x5 dk
13, %70°lK alKOol. ... e 1x5 dk
14, %9671k alkOl. .. ..o 1x1 dk
15, %96’k alkol. ..o 2x3 dk
16. %99’k alkol......oee i 1x1 dk
17, %99’k alKol. . ..o 2x7 dk
18, KSilen. ..o 1x1 dk
18, KSIeN. .. 2x7 dk

19. Kesitler pertex/enhit ile kapatildi.
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Preparat hazirlig1 yapilirken, kesitlerin boyanmasi sirasinda kontrol grubuna ait 8.
hayvanin dokular1 dokiildii ve preparatlar boyanamadi. Ayrica sham grubuna ait 4.
hayvanin dokular1 boyama sirasinda doku katlanmasi oldugundan sayim i¢in yeterli
kesit ve alan olmamasi nedeniyle sayimdan ¢ikarildi. Bu nedenle sham ve kontrol grubu

7 hayvan olarak degerlendirildi.
5.3. Biyokimyasal Incelemeler ve Kullanilan Yéntemler

Doku Homojenizasyon Tamponlari

Her hayvandan 0.5 gr doku numunesi alinarak, 4.5 ml uygun tampon iginde
homojenizasyon yapildi. SOD, CAT, GSH ve MDA tayini i¢in ayri homojenizasyon
tamponu uygulandi. SOD i¢in 0.2 mM Tris-Hidrojen Kloriir (HCL) buffer, pH [Power of
Hydrogen (Hidrojenin giicii)] 7.4; CAT i¢in 50 mM phosphate buffer, pH 7; GSH igin
50 mM Tris-HCL buffer, pH 7.4; MDA igin ise %10 potasyum kloriir (KCL) soliisyonu
kullanildi.

Dokularin isleme Hazirlanmasi

Dokularin biyokimyasal analizlere hazirlanmasi i¢in sirasiyla asagidaki islemler

uygulandi.

1. Karisimlar bir homojenlestirici (Ultra Turrax T25, Rose Scientific Ltd.,

Edmonton, Canada) kullanilarak 15 dk boyunca buz tizerinde homojenize edildi.

2. Homojenatlar, siiziildi.

3.4 °C'de 10 dk boyunca 900 g’de santrifiij edildi.

5. Santrifiij sonras1 olusan tist fazlar biyokimyasal 6l¢timler i¢in kullanildu.

Tim biyokimyasal Olgiimler 412 nm’de bir ultraviyole spektrofotometrede
okundu (127).
5.3.1. Doku Malondialdehit (MDA) Tayini

Dokulardaki lipid oksidasyonu miktari tiyobarbitiirik asit testi (128) kullanilarak
MDA tespiti ile yapildi. Dokular 10 ml 100 g/l KCI iginde homojenize edildi.
Homojenata (0.5 ml), 80 g/l sodyum lauril siilfat 0.2 ml ihtiva eden bir ¢6zelti, 1.5 ml
200 g/l asetik asit, 1.5 ml 8 g/l 2-tiobarbitiirat ve 0.3 ml saf su ilave edildi. Renkli
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malzeme n-biitanol ile ekstre edildi ve karisim 1 saat boyunca 98 °C'de inkiibe edildi. 1
n-biitanol: 15, 5 ml sogutulduktan sonra piridin ilave edildi. Karisim daha sonra 1 dk
boyunca vortekslendi ve 1600 x g'de 30 dk boyunca santrifiije tabi tutuldu.
Tetrametoksipropan bir standart olarak kullanildi ve MDA seviyeleri nM/g 1slak doku
olarak hesaplandi (128).

5.3.2. Doku Katalaz (CAT) Tayini

Katalaz varligi H,O, ayrisma 240 nm Ol¢iildi (129). CAT aktitesi pH 7.8, 25 °C
'de, H,0,/dk arasinda 1 mmol ayristirmak i¢in gereken enzim miktar1 olarak belirlendi.
Sonuglar mg/dk/doku mg olarak ifade edildi (129).

5.3.3. Doku Siiperoksit Dismutaz (SOD) Tayini

Stiperoksit Dismutaz aktivitesi, Sun ve arkadaslarinin yontemine gore ol¢tilmiistiir
(130). SOD degerlendirmesi formazan olusturmak igin nitro mavi tetrazolyum ile
reaksiyona giren ksantin oksidaz ve ksantin tarafindan O2- radikallerin olusmasina
dayalidir. SOD aktivitesi daha sonra, reaksiyonun inhibisyon derecesi olarak 560 nm'de
olgiildii ve doku mmol/dk/mg olarak ifade edildi (130).

5.3.4. Doku Glutatyon (GSH) Tayini

Dokularda GSH miktari, birkag modifiye katyonlarla Sedlak ve Lindsay’in (127)
yontemine gore Ol¢iildii. Dokular, pH 7.5, 20 mM etilen diamin tetra asetik asit ihtiva
eden 2 ml 50 mM Tris-HCL tamponu i¢inde homojenize edildi. Proteinleri ¢okeltmek
icin 2 ml etanol ilave edildikten sonra homojenat 4 °C'de 40 dk boyunca 3000 x g'de
santrifiijjlendi. Siipernatan GSH ve 5, 5 'ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) arasindaki
reaksiyonu oOlgiilerek GSH miktarin1  belirlemek i¢in kullanildi. Absorbans bir
spektrofotometre kullanilarak 412 nm'de okundu ve bu amagla hazirlanmis bir GSH

standart ile karsilagtirildi. Dokuda GSH diizeyi nmol/g doku olarak ifade edildi (127).

5.4. Noron Sayis1 Hesaplamasi
5.4.1. Kesitlerde Hipokampus Simirinin Tespiti

Stereolojik ¢aligmalarda yapilarin sinirlarinin bilinmesi ve belirlenmesi 6nemlidir.

Bu nedenle ilgilenilen yapinin tiim anatomik ve histolojik o6zelliklerinin bilinmesi
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gerekmektedir. Planlanan c¢alismamizda hipokampus alan1 i¢in smirlarin  nasil
belirlenecegi ile ilgili literatiir arastirmasi yapildi. Yapilan arastirmalarda farkli
yontemler kullanildig: tespit edildi. Bu yontemlerden biri hipokampusun C seklindeki
goriintilisli, organin bulundugu yer ve komsu dokularindan ayrilabilmesi i¢in anatomik
atlas kullanilmasidir. Diger bir yontemse degisik histolojik boyalar kullanilmasidir.
Histolojik boyalarin yardimiyla da uygulanan bir diger yontemse hipokampus
bolgesindeki hiicrelerin biiyiikliikleri, yogunluklar ve ani degisiklikler yardimiyla

sinirlarin belirlenmesidir.

Hipokampus DG, hilus, CA1, CA2 ve CA3 histolojik olarak incelendiginde hiicre
bliytikliikleri ve farkliliklartyla birbirinden ayrilmaktadir. DG kii¢iik boyutlu ve yogun
paketlenmis at nali seklinde graniiler hiicre tabakasindan meydana gelmektedir. Hilus,
DG ve CA2, CA3 bolgesi arasinda bulunan ve piramidal hiicreleri igeren bolgedir (115,
131). Sican hipokampusunda graniiler hiicre ve piramidal hiicre tabakalar1 arasindaki
siirlar Nissl lekeli boliimleri sayesinde kolayca tanimlanabilir (132). CAL hiicreleri
CA2 ve CA3 noéron hiicrelerinden kiictiktiir (115, 131). CA2 alani ise tartismali olup,
CA3 ve CAl arasinda, bu iki alanin birbirine karistig1 dar bir gegis alanidir. CA2,
CA3’teki gibi biiyilik hiicre govdeleri igerir. CA2 ¢esitli bakimlardan CA3 alaninin ug
pargasi gibidir (46). CA3 noron hiicreleri ise CA1 noron hiicrelerinden biiytiktiir (131).

Beyin boliimleri arasinda sinirlart belirlemek i¢in uygulanan bir diger yontemse
dokular da farkli histolojik boyalarin kullanmasidir. Yapilan ¢alismalar incelendiginde,
hem hipokampus bolgesini diger beyin bdlgelerinden ayiran hem de hipokampus
alaninin kendi i¢inde hiicresel ve anatomik olarak birbirinden ayrilmasini saglayan
boyalarin oldugu bulunmustur. Bu boyalardan 6zellikle cresyl fast violet (7, 125), ve

toluidine blue (133) boyalar1 yaygin olarak kullanilmaktadir.

5.4.2. Kesitlerde Noronlarin Tespiti

Kesitlerdeki noronlar tespit etmeden Once anatomik olarak bolgeler belirlendi.
Bunun yapilabilmesi i¢in anatomik atlas kullanildi (134). Ayrica kesitlerde hipokampus
siirlarinin ve ndronlarin belirgin bir sekilde goriilmesi i¢in histokimyasal tekniklerden
toluidine blue uygulandi. Toluidine blue ile néronlar, agik mavi zeminde yuvarlak ya da
oval sekilde goriintiilendi. Noron sayiminda degisik yontemler tercih edilmekte birlikte

yaygin olarak kullanilan hiicrelerin organellerinin sayimidir (125). Bizde ¢alismamizda,
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hiicrelerin en biiylik organeli olarak da tanimlanan cekirdegin esas alinmasina karar
verdik ve piramidal ve graniiler hiicrelerin ¢ekirdeklerinin sayimini gergeklestirdik.

5.5. Stereolojik Analizler

5.5.1. Stereoloji Analiz Sistemi

Calismanin stereolojik analizleri Aarhus Universitesi Stereoloji ve Elektron
Mikroskopu Arastirma Laboratuvarinda bulunan stereoloji analiz sisteminde yapildi
(Resim 13).

Resim 13. Danimarka Aarhus Universitesi, Stereoloji ve Elektron Mikroskobu
Laboratuarinda bulunan Stereoloji Analiz Sistemi. (1) Kamera, (2) Okuler,
(3) Otomatik Tabla, (4) Mikrokator (5) Kontrol Unitesi, (6) Kontrol Paneli,
(7) Monitorler

Stereolojik yazilim ve donanimini igeren new-CAST (Visiopharm, Hersholm,
Denmark) programi kullanildi. Sistem bu programi igeren bir bilgisayar (Fijutsu,
Germany), iki tane monitor (DELL, USA), 151k mikroskobu (Olympus BX50, Olympus,
Denmark), stereoloji i¢in modifiye edilip mikroskopa takilan bir dijital kamera
(PixeLINK PLA686C, Canada), PC tarafindan kontrol edilerek mikroskop tablasinin X

ve Y eksenlerinde hareketini bilgisayar kontrollii olarak yonetebilen bir tabla motoru
(Prior H138 Cambridge, UK), bir otomatik tabla (Prior H138BX, Cambridge, UK), bir
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kontrol paneli (Prior H29, Cambridge, UK) ve bir mikrokator gostergesi (Heidenhain D-
83301, Germany)’den olusmaktadir.

5.5.2. Stereolojik Analizlerin Detaylar

Stereolojik analizi yapilacak olan ve hipokampus igeren kesitler, SRO yontemiyle
her bes kesitten biri segilerek belirlendi. Stereoloji analiz sisteminde Ornekleme ile
belirlenen kesitlerdeki néronlar optik parcalama yontemi kullanilarak sayildi.

Sayimlarda kor sayim metodu kullanildi.

Stereolojik sayimma baslamadan O©nce tiim sistem acilarak kontrol edildi.
Stereolojik analiz ve ndron sayimina Visiopharm programi agilarak baslandi. Oncelikle
mikroskop en kiigiik biiyiitmeye alindi (2X/0.08). Kesit otomatik tablaya yerlestirildi ve
goriintii netligi saglandi. Noron sayimi yapilacak alanlar farkli renkler kullanilarak
cizildi. Daha sonra mikroskobun objektifi ndron sayimi yapilacak biiytikliige getirildi
(60X/1.35). Daha oOnce On calisma ile tespit edilen adim araligi, optik disektor
yuksekligi, Ust giivenlik kusagi, tarafsiz sayim cercevesi ol¢iileri sisteme girildi (Tablo
5) (Resim 14). Her bolge i¢in yapilan 6rnekleme tiim kesitlerde ayni sekilde uygulandi.
Veriler elde edildikten sonra her bir hayvanin hipokampusunda bulunan DG, hilus,
CA1l, CA2 ve CA3 bolgelerindeki toplam noron sayisi hesaplandi.

Tablo 5. DG, hilus, CAl, CA2 ve CA3 bolgelerinin stereolojik analizlerinde kullanilan
stereolojik analiz verileri

DG Hilus CA1,CA2ve CA3
Kesit 6rnekleme oram 1/5 1/5 1/5
Tarafsiz sayim ¢ercevesi alan1 (um?2) 240 1200 650
Disektor hacmi (pm3) 2400 12000 6500
Optik disektor yiiksekligi (num) 10 10 10
Ust giivenlik kusag (um) 5 5 5
Adim arahgi (um) 150 150 150
Sayim yapilan objektif biiyiikliigii (um) 60X/1.35 60X/1.35 60X/135
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Resim 14. Mikroskopta hipokampusun genel goriinimi (A), Sayim yapilacak
hipokampus bélgelerinin ¢izimi (B), mikroskop objektifinin biiyiitiiliip
sisteme analiz verilerinin girilmesi (C), tarafsiz sayim cervesi kurullartyla
sayima baslanmasi (D)

5.6. istatistiksel Analizler

Verilerin istatistiksel analizi igin SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences, version 16.0, SSPS Inc. IBM (International Business Machines, USA)
yazilimi kullanildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile
incelendi. Normal dagilima uyan veriler i¢in Analysis of variance, uymayanlar igin

Kruskal-Wallis varyans analizi kullanildi.

Davranis testlerinde, gruplar arasi farklilik ¢ikmadigr i¢in ek test uygulanmadi.
Stereolojik analizler, sicaklik ve nem sonuglarinda, Mann Whitney U testi uygulandi ve
gruplar ikili olarak karsilastirildi. Sigan beyin ve viicut agirliklari, post-hoc ve one way
testleri uygulanarak karsilagtirildi. Veriler ortalama =+ standart sapma olarak ifade edildi.

Tiim karsilagtirmalarda p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR
6.1. Beyin Agirhigina Ait Bulgular

Kontrol, sham ve EMA gruplarina ait sicanlarin beyin agirliklar1 sirasi ile
ortalama 1.2 £+ 0.05, 1.3 + 0.6 ve 1.3 + 0.09 gr olarak tespit edildi. Elde edilen veriler
istatistiksel olarak karsilastirlldiginda kontrol ile EMA grubu (p=0.109) ve sham ile
EMA grubu (p=0.643) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin olmadigi

goriildil.

6.2. Sican Agirhiklarina Ait Bulgular

Kontrol, sham ve EMA gruplarina ait sicanlarin agirliklar1 sirasi ile ortalama
111.7 £ 52.6, 118.5 £ 57.5 ve 118.7 £ 57.8 gr. olarak tespit edildi. Deneyin
baslangicindan itibaren her 5 giinde bir yapilan kilo takibinde tiim gruplarinin viicut
agirliklarimin  arttigr goriilmektedir. Ancak zamana bagli olarak goriilen bu artis,
istatistiksel olarak karsilagtirildiginda kontrol ile EMA grubu (p=0.732) ve sham ile
EMA grubu (p=1.000) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin olmadig:
gorildii (Sekil 9).

250

200 /"/ﬂ—
150 /
100 /
50 <'/

=

0
0.giin | 5.glin | 10.gilin | 15.giin | 20.giin | 25.giin | 32.giin

=o—Kontrol (gr)| 36,4 |56,175|84,9375| 116,25 | 141,5 |164,725| 181,75
== Sham (gr) 37,6 [57,4375| 87,875 |119,625(149,625178,5375 198,75
EMA (gr) |39,075|57,6875|89,9875| 124,25 |151,375/176,725| 191,75

Sekil 9. Deney gruplarinin 6l¢iim giinlerine gore agirliklarina ait ortalama degerleri
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6.3. Elektromanyetik Alan Kafesindeki Sicaklik ve Nem Bulgular:

Sham ve EMA gruplarinin hayvanlar1 kafesteyken yapilan sicaklik ve nem
Ol¢iimleri istatistiksel olarak degerlendirildi (Tablo 6). Sham ile EMA grubunun sicaklik
(p=0.567) ve nem (p=0.674) degerleri aras1 istatistiksel olarak herhangi bir farklilik

bulunmadi.

Tablo 6. Elektromanyetik alan kafesine ait sicaklik ve nem degerleri

Gruplar Kafes ici sicakhiklar: (°C) Kafes i¢ci nem (gr/m?)
(ortalama + standart sapma) (ortalama + standart sapma)

EMA 214+1.7 39.5+33

Sham 21.7+1.7 39.9+3.3

6.4. Elektromanyetik Alamin Davrams Parametreleri Uzerine Etkilerinin Bulgular
6.4.1. Elektromanyetik Alanin Pasif Sakinma Davramisina Etkileri

Pasif sakinma test sonuglarmma gore; kontrol, sham ve EMA gruplarinin bas
uzatma sayilari sirasiyla ortalama 5.7 + 1.9, 9.6 = 1.8 ve 8.7 £ 1.9, sakinma latensi
ortalamalar1 ise 249.9 + 35.4, 300 + 0.0 ve 298 + 2 olarak tespit edildi. Pasif sakinma
testinden elde edilen bas uzatma (p=0.163) ve sakinma latensi (p=0.305) parametreleri
istatistiksel a¢idan karsilastirildiginda kontrol, sham ve EMA gruplar1 arasinda herhangi

anlamli bir farkin olmadig: goriildii.

6.4.2. Elektromanyetik Alamin Sekiz Kollu Isinsal Labirent (Radyal)

Performansina Etkileri

Sekiz kollu 1s1nsal labirent testinden elde edilen yanlis kola girme sayis1 (p=0.472)
ve dogru kola girme latensi (p=0.538) parametreler istatistiksel olarak
karsilagtirildiginda kontrol, sham ve EMA gruplari arasinda herhangi anlamli bir farkin

olmadig goriildii (Tablo 7).

Tablo 7. Calisma gruplarinin yanlis kola girme sayis1 ve dogru kolu bulma latensi

Gruplar Yanls kola girme sayisi Dogru kolu bulma latensi
(ortalama + standart sapma) (ortalama =+ standart sapma)
Kontrol 5+0.9 572 +14
Sham 7.7+23 93.6 +37.4
EMA 57+0.9 37.2+84
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6.4.3. Elektromanyetik Alanin Y-Labirent (Y-Maze) Performansina Etkileri

Elektromanyetik Alanin kisa siireli mekéansal tamimaya iliskin hafiza
performansina etkileri, Y-maze testinde spontan olarak birbirini ardisik izleyen davranis
kayitlar1 kullanilarak degerlendirildi. Sicanlarin kollara giris sayisi, ti¢lii set yapma
sayis1 ve kombinasyonlar1 tespit edilip kayit edildi (Tablo 8, Tablo 9, Tablo 10).
Kontrol, sham ve EMA gruplarinda toplam kola girme sayilari sirasi ile ortalama 22.4 +
2.2,19.5+1.06 ve 21.6 + 2.1, ylizde kombinasyon sayilar1 ise ortalama 70.8 + 6.7, 79.6
+ 5.1 ve 72.5 + 6.2 olarak tespit edildi. Gruplar arasi toplam kola girme sayilar
(p=0.432) ve yiizde kombinasyonlar1 (p=0.310) istatistiksel acidan karsilastirildiginda

anlamli bir farkin olmadig1 goriildii.

Tablo 8. Kontrol grubu figlii set sayisi, toplam kollara giris sayisi ve tglii
kombinasyonlar

Hayvan no Uclii set  Toplam kollara Art arda iiclii kombinasyonlar

sayisl girme sayisi
1 4 21 ACB, ACB, ACB, ABC
2 5 27 ACB, ABC, ABC, ABC, ACB
3 5 21 ACB, ACB, CAB, ACB, CBA
4 5 26 ABC, BAC, BAC, BAC, ABC
5 4 26 ABC, ACB, ABC, BAC
6 4 18 ACB, CBA, CAB, ABC
7 3 10 ACB, ABC, ACB
8 6 30 ABC, ABC, ABC, ABC, ACB, CAB

Tablo 9. Sham grubu {iglii set sayisi, toplam kollara giris sayis1 ve liglii kombinasyonlar

Uclii set  Toplam kollara

Hayvan no . Art arda ii¢lii kombinasyonlar
sayisl girme sayisi
1 5 23 ACB, ABC, ABC, ABC, ABC
2 6 20 ABC, ACB, ABC, BAC, ABC, ABC
3 4 22 ABC, CBA, CAB, ABC
4 6 23 ACB, ACB, ACB, ABC, CAB, CAB
5 4 19 ABC, ABC, ACB, ABC
6 5 17 ACB, ACB, ABC, ABC, BAC
7 4 17 ABC, ABC, BCA, BCA
8 3 15 ACB, ABC, BCA

67



Tablo 10. EMA grubu TUglii set sayisi, toplam Kkollara giris sayist ve tgli
kombinasyonlar

Uclii set  Toplam kollara

Hayvan no . Art arda iiclii kombinasyonlar
sayisl girme sayisi

1 4 16 BCA, BCA, BCA, BCA

2 4 20 ACB, ACB, CAB, ABC

3 6 23 ABC, BAC, ABC, ACB, ABC, CBA

4 9 33 ACB, ABC, ACB, ACB, ABC, ACB, ABC,
BCA, BCA

5 7 27 ACB, CAB, CBA, CBA, CAB, CBA, CAB

6 4 20 ACB, CBA, CBA, CBA

7 2 19 BAC, CAB

8 3 15 ABC, ABC, CBA

6.4.4. Elektromanyetik Alanin Acik Alan (Open Field) Performansina Etkileri

Hayvanlar ¢ok hizli hareket ettikleri i¢in, agik alan test alanindaki sonuglar
kameradan izlenerek not edildi. Acik alan testinde kare degistirme, sahlanma,
defekasyon ve timarlanma ortalama ve standart sapma degerleri tablo 7’ da verilmistir.
Acik alan testinden elde edilen kare degistirme (p=0.817), sahlanma (p=0.160),
defekasyon (p=0.627) ve timarlanma (p=0.508) sonucglar1 istatistiksel ag¢idan
karsilastirildiginda kontrol, sham ve EMA gruplar1 arasinda herhangi anlamli bir farkin

olmadig goriildii (Tablo 11).

Tablo 11. Acik alan testi kare degistirme, sahlanma, defekasyon ve timarlanma
sayisinin ortalama ve standart sapma degerleri

Gruplar Kare degistirme Sahlanma Defekasyon  Timarlanma
sayisl sayisi

Kontrol 106.2 £14.7 78 £11.7 2.1+04 1.2+0.7

Sham 101.7+£11.2 52+ 7.8 25+1.1 1.7+£0.5

EMA 115.6 £ 20. 6 64.5+9.6 1.8+£0.9 23+0.7

6.4.5. Elektromanyetik Alanin Rotarod Performansina Etkileri

Rotarod deney sonucunda, hayvanlarin performanlar1 en fazla 300 sn olmak iizere,
islemler ardisik olarak 5, 10, 15, 20, 25, 30 rpm hizlarinda test edildi ve dayaniklilik
stireleri kayit edildi (Tablo 12, Tablo 13, Tablo 14).
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Tablo 12. Kontrol grubu rotarod test bulgulari

Hayvanno 5rpm 10rpm 15rpm  20rpm 25rpm 30 rpm

1 18 120 30 10 4 5
2 300 41 7 34 6 8
3 300 40 20 8 8 5
4 300 15 8 51 25 21
5 126 137 68 23 7 6
6 300 167 32 4 5 8
7 133 50 86 30 25 5
8 94 117 86 36 20 8

Tablo 13. Sham grubu rotarod test bulgular1

Hayvanno 5rpm 10rpm 15rpm 20rpm 25rpm 30 rpm

1 300 189 14 5 4 5
2 184 20 6 4 4 3
3 300 34 33 9 5 4
4 30 18 15 8 4 4
5 300 5 4 4 4 4
6 252 30 17 6 4 5
7 169 300 185 139 80 25
8 300 60 7 4 6 4

Tablo 14. EMA grubu rotarod test bulgulari

Hayvanno S5rpm 10rpm 15rpm  20rpm  25rpm 30 rpm

1 300 205 159 80 47 24
2 300 33 86 38 15 8
3 300 82 69 15 5 4
4 300 243 121 55 18 12
5 300 37 9 9 4 3
6 242 48 18 6 6 4
7 300 87 5 15 135 73
8 300 131 81 31 7 5

Kontrol, sham ve EMA gruplarinin 5, 10, 15, 20, 25, 30 rpm’de yapilan rotarod
testi ortalama degerleri tespit edildi. Rotarod testinde elde edilen 5 rpm (p=0.149), 10
rpm (p=0.369), 15 rpm (p=0.258), 20 rpm (p=0.058), 25 rpm (p=0.081) ve 30 rpm
(p=0.140) sonuclar1 karsilastirildiginda, kontrol, sham ve EMA gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamadi (Tablo 15).
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Tablo 15. Kontrol, sham ve EMA grubu 5, 10, 15, 20, 25, 30 rpm’deki ortalama ve
standart sapma degerleri

Grup 5rpm 10 rpm 15 rpm 20 rpm 25 rpm 30 rpm

Kontrol 196.4 +41 85.9+£19.7 42.1+11.7 245+5.8 125+32 82+19
Sham 229.4+343 82+374 35.1+£21.6 224+16.7 139+94 6.7+2.6
EMA 292.7+£72 1082+£279 68.5+19.6 31.1£9.1  29.6+159 16.6+84

6.5. Hipokampusun Morfolojik Degerlendirilmesi
6.5.1. Kontrol Grubunun Morfolojik Bulgular:

Kontrol grubuna ait hipokampus dokusunun dort ayr1 bolgesi histopatolojik olarak
degerlendirildiginde herhangi bir patolojiye rastlanmadi (Resim 15, Resim 16, Resim
17, Resim 18, Resim 19, Resim 20, Resim 21, Resim 22).
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Resim 15. Kontrol grubu siganlarin hipokampus CAL bolgesinin panoramik goriintiisi
(X4)

Resim 16. Kontrol grubuna siganlarin hipokampus CA1l bolgesindeki piramidal (P)
hiicre goriintiileri (X100)
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Resim 17. Kontrol grubu siganlarin hipokampus CA2, CA3 bélgesinin panoramik
goriintiisli (X4)

Resim 18. Kontrol grubu siganlarin CA2, CA3 bolgesindeki piramidal (P) hiicre
goriintiileri (X100)
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Resim 19. Kontrol grubu siganlarin hipokampus hilus bolgesinin panoramik goriintiisii
(X4)

Resim 20. Kontrol grubu siganlarm hilus bolgesindeki piramidal (P) hiicre goriintiileri
(X100)
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Resim 21. Kontrol grubu siganlarin hipokampus DG bdlgesinin panoramik goriintiisii
(X4)

Resim 22. Kontrol grubu DG bolgesindeki graniiler (G) hiicre goriintiileri (X100)
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6.5.2. Sham Grubunun Morfolojik Bulgular:

Sham grubuna ait hipokampus dokusunun doért ayr1 bolgesi histopatolojik olarak
degerlendirildiginde, beyin dokusunda ve hipokampusun hilus ile DG arasinda yer yer
vakuolizasyon, hilus ve DG bolge smirlarinda diizensizlik ve doku kaybi, DG
bolgesinde graniiler hiicre biitiinliigiinde bozulma mevcut (Resim 23, Resim 24, Resim

25, Resim 26, Resim 27, Resim 28, Resim 29, Resim 30).
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Resim 23. Sham grubu siganlarin hipokampus CA1 bolgesinin panoramik goriintiisii.
(*) Beyin dokusunda ve hipokampusun hilus ile DG arasinda yer yer
vakuolizasyon, ({) DG ve hilus bolge sinirlarinda diizensizlik ve doku kayb1

dikkati cekmekte (X4)
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Resim 25. Sham grubu siganlarin hipokampus CA2, CA3 bdlgesinin panoramik
gortinttisii. (*) Beyin dokusunda ve hipokampusun hilus ile DG arasinda
yer yer vakuolizasyon, ({) DG ve hilus bolge sinirlarinda diizensizlik ve

doku kaybi dikkati cekmekte (X4)

Resim 26. Sham grubu CA2, CA3 bolgesindeki piramidal (P) hiicre goriintiileri (X100)
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Resim 27. Sham grubu si¢anlarin hipokampus hilus bélgesinin panoramik goriintisii.
(*) Beyin dokusunda ve hipokampusun hilus ile DG arasinda yer yer
vakuolizasyon, ({) DG ve hilus bolge siirlarinda diizensizlik ve doku kaybi
dikkati gekmekte (X4)

Resim 28. Sham grubu hilus bolgesindeki piramidal (P) hiicre goriintiileri (X100)
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Resim 29. Sham grubu siganlarin hipokampus DG boélgesinin panoramik goriintiisii. (*)
Beyin dokusunda ve hipokampusun hilus ile DG arasinda yer yer
vakuolizasyon, ({) DG ve hilus bolge sinirlarinda diizensizlik ve doku kaybi
dikkati cekmekte (X4)

Resim 30. Sham grubu si¢anlarda DG bolgesindeki graniiler (G) hiicre goriintiileri. (—)
DG bolgesinde graniiler hiicre biitiinligiinde bozulmalar, (J) DG bolge
smirlarinda diizensizlik ve doku kaybi dikkati ¢ekmekte (X100)
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6.5.3. Hipokampus EMA Grubu Morfolojik Bulgular:

Elektromanyetik Alan grubuna ait hipokampus dokusunun doért ayri bolgesi
histopatolojik olarak degerlendirildi. Beyin dokusunda ve hipokampusun hilus, DG,
CAl, CA2 ve CA3 bolgelerinde yer yer vakuolizasyon, hilus, DG, CAl, CA2 ve CA3
bolgelerin sinirlarinda diizensizlik ve doku kaybi oldugu, hilus, CAl, CA2 ve CA3
bolgelerinde piramidal hiicre ve DG bolgesi graniiler hiicre biitiinliigiinde bozulma ve
hiicre stoplazmalarinda koyu boyanma mevcut (Resim 31, Resim 32, Resim 33, Resim
34, Resim 35, Resim 36, Resim 37, Resim 38).
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Resim 31. EMA grubu siganlarin hipokampus CA1 bdlgesinin panoramik goriintiisii.
(*) Beyin dokusunda ve hipokampusun hilus, DG, CAl, CA2 ve CA3
bolgelerinde yer yer vakuolizasyon, () DG ve hilus bolge sinirlarinda
diizensizlik ve doku kayb1 dikkati ¢gekmekte (X4)

Resim 32. EMA grubu CA1 bolgesindeki piramidal (P) hiicre goriintiileri. (*) CAl
bolgesinde vakuolizasyon, (—) piramidal hiicre biitiinliigiinde bozulmalar
ve (A) stoplazmalarinda koyu boyanmalar dikkati gekmektedir (X100)
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Resim 33. EMA grubu sicanlarin hipokampus CA2 ve CA3 bolgelerinin panoramik
goriintisii. (*) Beyin dokusunda, hipokampusun hilus, DG, CAl1, CA2 ve

CA3 bolgelerinde yer yer vakuolizasyon, () DG ve hilus bolge sinirlarinda
diizensizlik ve doku kayb1 dikkati gekmekte (X4)

Lt

Resim 34. EMA grubu CA2 ve CA3 bolgelerinde piramidal (P) hiicre goriintiileri. (*)
CA2 ve CA3 bolgelerinde vakuolizasyon, (—) piramidal hiicre biitiinliigiinde
bozulmalar ve (A) stoplazmalarinda koyu boyanmalar dikkati ¢ekmekte

(X100)
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Resim 35. EMA grubu siganlarin hipokampus hilus bolgesinin panoramik goriintiisii.
(*) Beyin dokusunda, hipokampusun hilus, DG, CAl, CA2 ve CA3

bolgelerinde yer yer vakuolizasyon, (J) DG ve hilus bdlge sinirlarinda
diizensizlik ve doku kayb1 dikkati gekmekte (X4)

Resim 36. EMA grubu hilus bolgelerinde piramidal (P) hiicre goriintiileri. (J) Hilus
bolge smirlarinda diizensizlik ve doku kaybi, (—) piramidal hiicre
biitiinliigiinde bozulmalar ve (A) stoplazmalarinda koyu boyanmalar dikkati

¢cekmekte (X100)
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Resim 37. EMA grubu si¢anlarin hipokampus DG bolgesinin panoramik goriintiisii. (*)
Beyin dokusunda, hipokampusun hilus, DG, CA1, CA2 ve CA3 bolgelerinde
yer yer vakuolizasyon, () DG ve hilus bolge sinirlarinda diizensizlik ve

doku kaybi dikkati cekmekte (X4)

Resim 38. EMA grubu DG bolgelerinde graniiler (G) hiicre goriintiileri. (J) DG bolge
siirlarinda  diizensizlik ve doku kaybi, (*) DG bolgesinde yer yer
vakuolizasyon, (—) graniiler hiicre biitiinligiinde bozulmalar ve (A)

stoplazmalarinda koyu boyanmalar dikkati gekmekte (X100)
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6.6. Hipokampus Noron Sayis1 Verileri

Hipokampus hilus, DG, CA1, CA2 ve CA3 boélgelerinde, gruplar ve gruplarda
bulunan her bir si¢ana ait néron sayisi, gruplarin ortalama ndron sayisi, standart sapma,
stereolojik analizlerde kullanilan kesit sayisi, ortalama kesit kalinligi, HK ve degisim

katsayilar1 verileri elde edildi.
6.6.1. Hilus Bolgesi Piramidal Noron Verileri

Hipokampus hilus bolgesinde yapilan degerlendirmede, EMA grubu ile sham
grubu (p=0.040) kiyaslandiginda toplam piramidal noron sayisinin istatistiksel olarak
anlaml bir fark oldugu goriildii (Tablo 16). Kontrol grubu ile EMA grubu arasinda
(p=0.72) ve kontrol grubu ile sham grubu (p=0.259) kiyaslandiginda toplam piramidal
ndron sayist bakimindan istatistiksel olarak anlaml bir farkin olmadig1 goriildii (Tablo
16).
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Tablo 16. Her bir sigana ait hipokampus hilus bolgesi piramidal néron sayisi, gruplarin
ortalama piramidal ndron sayisi, hesaplamalarda kullanilan kesit sayisi,
ortalama kesit kalinlig1, hata katsayis1 (HK) ve degisim katsayilar1 (DK)

Hayvan Kesit Pirfimidal I?iramidal Kesit kalinhg:
Grup no sayist Néron Nndron sayisi (ortalama) HK DK
sayisl (ortalama = SS) (pm)
1 26 40194
2 40 34689
3 21 35169 37060.2
k?z:;f' 4 24 39490 + 20.8 011 0.3
5 24 39803 1102.6
6 20 32753
7 18 37323
1 18 32340
2 16 27447
3 29 32155 34664.4
?:Eﬁ? 4 20 36040 £ 209 0.11 0.04
5 23 38723 1574.8
6 26 38216
7 23 37730
1 32 42899
2 23 43353
3 36 35104
EMA 4 34 27961 421763 200 011 005
(n=8) 5 27 44956 9780.6° ' ' '
6 25 53491
7 22 41000
8 26 48645

8EMA grubu piramidal néron sayilar: sham grubuna gore istatistiksel olarak artmistir.

6.6.2. Dentat Girus Bolgesi Graniiler Hiicre Verileri

Hipokampus DG bolgesinde yapilan sayimlarda, EMA grubu ile sham grubu
(p=0.021) arasinda toplam graniiler hiicre sayisinin bakimindan istatistiksel olarak
anlamli bir farkliligin oldugu goriildii (Tablo 17). Kontrol grubu ile EMA grubu
(p=0.72) ve kontrol grubu ile sham grubu (p=0.535) arasinda ise toplam graniiler hiicre
say1st bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin olmadig1 goriildii (Tablo

17).
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Tablo 17. Her bir sigana ait hipokampus DG bdlgesi graniiler hiicre sayisi, gruplarin
ortalama graniiler hiicre sayilari, hesaplamalarda kullanilan kesit sayisi,
ortalama kesit kalinlig1, hata katsayis1 (HK) ve degisim katsayilar1 (DK)

Graniiler  Graniiler hiicre Kesit
Hayvan Kesit . kalinhg
Grup hiicre sayisi HK DK
no sayisl (ortalama)
sayisi (Ortalama £ SS)
(pm)
1 26 1119702
2 40 972524
Kontrol 3 21 916412 1014876.4
(?]’“:;)O 4 24 1127590 + 208 006 0.03
5 24 915141 33313.2
6 20 1001720
7 18 1051047
1 18 858655
2 16 919814
3 29 861645 966972.5
Sham
(n=7) 4 20 1060300 + ) 20.9 0.06 0.03
5 23 1020748 33860.9
6 26 973627
7 23 1074019
1 32 1104169
2 23 756860
3 36 1221309 5
EMA 4 34 1067889 1114!6-4 05 006 005
(n=8) 5 27 1236197 56787
6 25 1138543
7 22 1121253
8 26 1267991

YEMA grubu graniiler hiicre sayilari sham grubuna gore istatistiksel olarak artmistir.

6.6.3. CA1 Bolgesi Piramidal Noron Verileri

Hipokampus CA1 bolgesinde yapilan degerlendirmede, EMA grubu ile sham
grubu (p=0.040) ve kontrol grubu ile EMA grubu (p=0.021) arasinda toplam piramidal
ndron sayisinin istatistiksel olarak anlamli bir farkin oldugu goriildii (Tablo 18). Kontrol
grubu ile sham grubu (p=0.805) arasinda toplam piramidal néron sayisinin istatistiksel

olarak anlamli bir farki olmadigi goriildii (Tablo 18).
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Tablo 18. Her bir si¢ana ait hipokampus CA1 bolgesi piramidal néron sayisi, gruplarin
ortalama piramidal ndron sayisi, hesaplamalarda kullanilan kesit sayisi,
ortalama kesit kalinligi, hata katsayis1 (HK) ve degisim katsayilar1 (DK)

Hayvan  Kesit Pir%midal I?iramidal Kesit kalinhgi
Grup no sayist Nnéron Nnéron sayisi (ortalama) HK DK
sayisi (ortalama + SS) (num)
1 26 202962
2 40 217231
3 21 176062 197736.1
*i?g;" 4 24 210993 + 20.8 0.06 0.04
5 24 187764 8328.2
6 20 224072
7 18 165069
1 18 171294
2 16 118996
3 29 137014 189184.9
Sham
(n=7) 4 20 257280 + 20.9 0.06 0.09
5 23 202353 18783.9
6 26 206418
7 23 230941
1 32 310968
2 23 267750
3 36 223006
EMA 4 34 228846 249895.2
(n=8) 5 27 2975978 + . 20.9 0.06 0.06
15265.5
6 25 208526
7 22 190591
8 26 294197

°EMA grubu piramidal néron sayilari kontrol ve sham gruplarina gore istatistiksel olarak artmistir.

6.6.3. CA2 ve CA3 Bolgesi Piramidal Noron Verileri

Hipokampus CA2 ve CA3 bolgesinde yapilan degerlendirmede, kontrol grubu ile
EMA grubu (p=0.029) arasinda toplam piramidal néron sayisinin istatistiksel olarak
anlamli bir farkin oldugu goriildii (Tablo 19). Kontrol grubu ile sham grubu (p=0.902)
ve sham grubu ile EMA grubu arasinda (p=0.189) toplam piramidal ndéron sayisinin

istatistiksel olarak anlaml bir farki olmadig1 gériildii (Tablo 19).
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Tablo 19. Her bir sigana ait hipokampus CA2 ve CA3 bdlgesi piramidal néron sayisi,
gruplarin ortalama piramidal néron sayisi, hesaplamalarda kullanilan kesit
sayisi, ortalama kesit kalinligi, hata katsayisi (HK) ve degisim katsayilar

(DK)
Hayvan Kesit Pirzimidal I?iramidal Kesit kalinhgi
Grup no sayist Nnoéron noron sayisi (ortalama) HK DK
sayis1 (ortalama =+ SS) (nm)
1 26 164816
2 40 166643
3 21 125453 143512.3
4 24 16136 . 208 007 0.05
5 24 124235 7804.2
6 20 120114
7 18 141889
1 18 121588
2 16 83495
3 29 92699 147386.2
?r?j;'; 4 20 221308 + 209 007 0.2
5 23 176315 19051.5
6 26 155065
7 23 181235
1 32 149688
2 23 181924
3 36 134906
EMA 4 34 166531 168324.8 20 007 000
(n=8) 5 27 281911 17567 19
6 25 181619
7 22 165899
8 26 244121

YEMA grubu piramidal néron sayilari kontrol grubuna gére istatistiksel olarak artmistir.

6.7. Biyokimyasal Parametrelere Ait Bulgular

Kontrol, sham ve EMA gruplarina ait dokuda MDA, CAT, SOD ve GSH

aritmetik ortalama ve standart sapma degerleri Tablo 20°de verildi.
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Tablo 20. Kontrol, sham ve EMA grubu biyokimyasal parametrelerin aritmetik
ortalama ve standart sapma sonugclari

Kontrol Grubu Sham Grubu EMA Grubu
Parametreler

(n=8) (n=8) (n=8)
MDA (nmol/mg doku) 10.89 + 0.32 534+0.32% 11.23+0.40
CAT (nmol/dk/mg doku) 0.16 + 0.02 0.12+£0.01  0.10+0.01
SOD (mmol/dk/mg doku) 3.62+0.13 473+0.17°  425+0.11°
GSH (nmol/mg doku) 0.95 +£0.02 0.97 £0.05 0.91 £0.04

8Sham grubu doku MDA degerleri kontrol ve EMA grubuna gore istatistiksel olarak azalmistir.
®Sham ve EMA grubu doku SOD degerleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak artmistir.

6.7.1. Doku Malondialdehit (MDA) Bulgulari

Doku MDA degerleri istatistiksel olarak karsilastirildiginda kontrol grubu ile
sham grubu (p=0.002) ve sham grubu ile EMA grubu (p=0.002) arasinda anlamli bir
farkin oldugu goriildii. Kontrol gurubu ile EMA grubu (p=0.937) arasinda ise anlamli
bir fark bulunamamistir (Tablo 20).

6.7.2. Doku Katalaz (CAT) Bulgular:

Doku CAT degerleri istatistiksel olarak karsilastirildiginda, kontrol grubu ile
sham grubu (p=0.093), kontrol grubu ile EMA grubu (p=0.065) ve sham grubu ile EMA
grubu (p=0.180) arasinda anlaml1 bir fark bulunamamstir (Tablo 20).

6.7.3. Doku Siiperoksit Dismutaz (SOD) Bulgular:

Doku SOD degerleri istatistiksel olarak karsilastirildiginda, kontrol grubu ile
sham grubu (p=0.002) ve kontrol grubu ile EMA grubu (p=0.004) arasinda anlamli bir
farkin oldugu goriildii. Sham grubu ile EMA grubu (p=0.065) arasinda ise anlamli bir
fark bulunamamustir (Tablo 20).

6.7.4. Doku Glutatyon (GSH) Bulgulari

Doku GSH degerleri istatistiksel olarak karsilastirildiginda, kontrol grubu ile
sham grubu (p=0.818), kontrol grubu ile EMA grubu (p=0.394) ve sham grubu ile EMA
grubu (p=0.310) arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunamamistir (Tablo
20).
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7. TARTISMA

Teknolojinin hizla gelismesiyle birlikte EMA etkisine sahip bir¢ok cihazin
kullanimi da artmaktadir (radyo, televizyon, mikrodalga firin ve cep telefonu gibi). Bu
cihazlar igerisinde en yaygin olarak kullanilan ve neredeyse her yas grubundan insani
etki alan1 igerisine alan cep telefonudur. EMA’nin canli doku tizerine etkilerini arastiran
caligmalar, EMA etkisine maruz kalmanin ¢ocuklarda 6nemli derecede patolojik ve
fizyolojik  degisikliklere ve  davramis  bozukluklarina sebep olabilecegini
diistindiirmektedir. Bu nedenle doku ve organlar1 heniiz erigkin haline ulasmayan
adolesan donemdeki ¢ocuklarin da yetigkinlere gore EMA’dan daha fazla etkilenecegi

ve olasi patolojik etkilere daha fazla maruz kalacagi kuvvetle muhtemeldir.

Cep telefonlar1 diinyada yaygin olarak 900-1800 MHz frekans araliklarinda
calismaktadir (78). Avrupa’da ve iilkemizde ise 900 MHz frekansinda g¢alisan cep
telefonlar1 daha yaygindir (78-80). Bu bilgiler g6z 6niinde bulundurularak ¢alismamizda
adolesan donemdeki siganlar 900 MHz’lik EMA etkisine maruz birakildi.
Calisgmamizda giinliik hayatimizdaki cep telefonu kullanimina deneysel modelimizi
benzetmek amaci ile EMA frekansini sabit tuttuk ve addlesan donemindeki erkek

sicanlarin hipokampus tizerine olan etkisini aragtirdik.

Cep telefonu kullaniminin tiim diinyada hizla artmasiyla birlikte EMA’nin canl
dokular tizerindeki etkilerini arastiran calismalarda artmistir. Elekromanyetik alanin
canli dokular iizerinde kisa siireli ve uzun siireli etkileri farkli sonuglar meydana getirir.
Kisa siireli etkiler bas agrisi, gz yanmasi, yorgunluk, halsizlik ve bas donmesi gibi
sonuclarla kendini gostermektedir. Uzun siireli etkiler ise molekiiler ve kimyasal
baglara, hiicre yapisina, viicut koruma sistemlerine EMA’nin yaptig1 etkilerdir (4).
EMA ile ilgili ¢caligmalar incelendiginde, ayn1 doz ve sartlarda uygulanan EMA’nin
degisik dokular iizerindeki farkli etkilerinin viicuttaki dokularin farkli 6zelliklerinden
kaynaklandig1 anlagilmaktadir. Dokular tarafindan emilen giiciin miktari, dokunun
iletkenligi ve 1siya duyarliligmma gore EMA’dan etkilenme degismektedir (81).
Elekromanyetil alan uygulamalari sirasinda gevreye 1s1 yayilir ve bu 1s1 viicut tarafindan
emilerek sicakliga dontistir. Bu sicaklik artisi, gercekte ¢ok diisiiktiir ve biiyiik olasilikla

viicudun normal mekanizmalar1 ile kolayca etkisizlestirilebilir (75). Yapilan
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caligmalarda dokular tarafindan tolere edilebilen sicakligin maksimum 1°C oldugu ifade

edilmektedir (140).

Yapilan calismalar incelendiginde EMA maruziyeti sonucu ortamda olusan
sicakligin MSS dokularini etkiledigi belirtilmistir. Memeliler iizerinde yapilan bir
calismada ortamdaki sicaklik 41°C altinda kaldiginda beyin dokusunda bir hasara neden
olmadig1 ifade edilmektedir (140). Calismalar MSS’nin en fazla sicaklifa dayanma
araliginin 40-60 dk’da 42 °C ya da 10-30 dk’da 43 °C oldugunu gostermektedir.
Insanlarda MSS, 30 dk- 6 saat arasinda en fazla 40 ve 43 °C sicakliga
dayanabilmektedir. Arastirmalarda MSS’nin dogrudan sicakliktan etkilenmedigi, fakat
fiziksel degisimler sonucu beyin ve omuriligin etkilendigi ifade edilmektedir (75, 140,
135). Calismamizda Sham ve EMA uygulamasi sirasinda, kafeslerdeki sicaklik
ortalamalar1 sirasiyla 21.4 = 1.7 ve 21.7 + 1.7 °C olarak tespit edildi. Bu sonuglar
uygulama alanlarindaki sicakligin MSS dokularini etkileyecek kadar yiiksek olmadigini
gostermektedir. Ayrica sham ve EMA gruplar1 yapilan uygulamalar sirasindaki kafes
sicakliklar arasinda istatistiksel olarak da anlamli bir farklilik yoktu. Sham ve EMA
gruplar1 uygulamalar: sirasinda kafeslerdeki nem bulgularinda da istatistiksel agidan

anlaml bir farklilik yoktu.

Literatiir taramalar sonucunda EMA’nin kan-beyin bariyerinin gegirgenligini
arttirdigin1 (82-84), bu gecirgenlik artisinin fiziksel degisimlere yol agcarak MSS’de
degisimlere neden oldugunu diisiindiirmektedir. Laboratuvar ¢aligmalari incelendiginde
prenatal ve postnatal EMA uygulanmalar sonucunda MSS dokular {izerinde etkileri
oldugunu gosteren caligmalar oldugu goriilmiistiir. Postnatal EMA uygulamasi
sonucunda normal morfolojik 6zelliklerde olmayan, siyah veya koyu mavi sitoplazmaya
sahip piramidal ndronlarin oldugu hipokampus (9), CA bdlgesinde piknotik hiicreler
bulunan hipokampus (90), CA bolgesinde koyu ve zarar gérmiis piramidal hiicreler
bulunan hipokampus (79) DG’da graniiler hiicreler arasinda koyu boyamis hiicrelerin
gozlendigi hipokampus ¢alismalarinda (86) rapor edilmistir. Calismalarda bu ve benzeri
yapisal degisikliklerin beyin tiimorii gibi patolojilere yol agabilecegi (136-138) ifade
edilmektedir. Prenatal donemde uygulanan EMA nin, postnatal donemdeki etkilerinin
incelendigi ¢alismalarda ise; EMA’ nin omurilikte patolojik degisikliklere yol actig (8),

hipokampus CA bolgesinde piramidal hiicre yapisinda bozulmamalara neden oldugu
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(7), Purkinje hiicreleri iizerinde elektrofizyolojik degisiklikler meydana getirdigi
bildirilmistir (91).

Insanlar iizerinde yapilan bazi ¢aligmalar incelendiginde EMA’nin amyotrofik
lateral skleroz, yaslilia bagli demans, Parkinson ve Alzheimer hastalig1 gibi norolojik
hastaliklarla iliskilendirildigi goriilmektedir (92). EMA’nin insan beyni iizerindeki
etkilerinin incelendigi 1925 yili sonrasinda Danimarka’da dogan, >30 yasinda olan ve
tiim Danimarkalilara uygulanan bir anket ¢aligmasinda; cep telefonu ile beyin tiimori
arasinda bir baglanti olmadig: ifade edilmektedir (93). 2007 ve 2009 yillar1 arasinda
Isvegte yapilan vaka-kontrol calismasi sonucunda ise mobil ve kablosuz telefon
kullanimu ile malign beyin tiimorleri arasinda bir iliski oldugu ifade edilmektedir (94).
Diger bir vaka calismasinda ise 1985-2008 yillar arasinda Isvigre'de yasayan tiim
cocuklar ¢aligma gurubu olarak se¢ilmis, ¢ocukluk doneminde goriilen kanserle EMA

arasinda bir baglanti olmadig: ifade edilmistir (95).

Calismamizda adolesan donemlerindeki erkek siganlara uygulanan 900 MHz’lik
EMA’nn etkileri 151k mikroskopu altinda degerlendirildiginde hipokampus bolgesinde
degisikliklere neden oldugu goriilmistiir. Degerlendirme hipokampusun CA1, CA2 ve
CA3, hilus, DG bdélgelerinde yapildi. EMA uygulanan grubun beyin dokusunda ve
hipokampusun hilus, DG, CA1, CA2 ve CA3 bdlgelerinde yer yer vakuolizasyon, hilus,
DG, CA1, CA2 ve CA3 bolgelerin sinirlarinda diizensizlik ve doku kaybi, hilus, CA1,
CA2 ve CA3 bolgelerinde piramidal hiicre ve DG graniiler hiicre biitiinliigiinde bozulma

ve stoplazmalarinda koyu boyanma oldugu tespit edildi.

Bas ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismalarinda EMA etkisine maruz kalma
sonucunda siganlarda beyin ve viicut agirliklarinda istatistiksel agidan herhangi bir
degisimin olmadigi (79, 90) bildirilmistir. Yapilan bu c¢alismalar, bulgularimizi
destekler niteliktedir. Calismamizda EMA grubunun beyin ve viicut agirliklarinda
kontrol ve sham grubu ile karsilastirildiginda anlamhi bir fark bulunamamistir. Bu
bulgular adolesan dénemde 900 MHz EMA maruziyetinden sonra beyin dokularinda
agirlik kaybina neden olacak ciddi bir atrofinin ortaya ¢ikmadigini ve kilo kaybina

neden olmadigini diisiindiirmektedir.

(Calismamizda hipokampusun hilus, DG, CA1, CA2 ve CA3 bdlgelerindeki hiicre

sayist verilerini elde etmek icin bilgisayar destekli stereoloji analiz sistemi
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kullanilmigtir.  Stereolojik yontemlerin kurallarina uyularak yapilan c¢alismalarda
ilgilenilen yapinin sayi, hacim, alan ve uzunluk gibi verileri elde edilebilir ve elde
edilen veriler gercek degere yakin verilerdir. Bu nedenle stereolojik calismalar
sonucunda elde edilen verilerden yola ¢ikilarak yapilan yorumlar gergek¢i ve kabul

edilebilir yorumlardir (16).

Yapilan caligmalar incelendiginde, prenatal ve postnatal donemlerde EMA
uygulamasi sonrast hipokampusda piramidal hiicrelerin (9, 79, 89, 90), DG bdlgesinde
graniiler hiicrelerin azaldig1 (86) rapor edilmistir. Baz1 calismalarda ise kisa siireli EMA
uygulamasinin hipokampus bolgesinde noron kayiplarina neden olmadigi bildirilmistir
(139). Calismamizda hipokampusun hilus, DG, CAl, CA2 ve CA3 bolgeleri noron
sayilar1 bakimindan karsilastirildiginda literatiirde ilk defa yer alacak 6nemli sonuglara
ulagilmistir. Calismamizda kontrol grubu ile sham grubunun hilus, DG, CA1l, CA2 ve
CA3 bolgelerinin néron sayilar1 istatistiksel olarak karsilastirildiginda, aralarinda
anlaml bir farklilik olmadig1 gézlendi. Kontrol grubu ile EMA grubunun CA1, CA2 ve
CA3 bolgeleri arasinda yapilan karsilastirmalarda ise EMA grubunun ndron sayisinda
artig oldugu ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlendi. Sham ve EMA
grubunun hilus, DG ve CAl bdlgeleri karsilastirildiginda, EMA grubunun ndron
sayisinda artis oldugu ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu gézlendi. Tiim bu
sonuclar birlikte degerlendirildiginde, ¢alismamizda adolesan donemdeki siganlara
uyguladigimiz EMA uygulamasinin hipokampus bdlgesinde hiicre artisina neden
oldugunu sdyleyebiliriz. Yaptigimiz literatiir taramasi sonucunda, kaynaklarda bu
sonuca benzer bir sonucun yer almadigi goriilmiistiir. Bu nedenle ¢alismamizin bu

sonucunun tarafimizdan ilk defa rapor edilecegini soyleyebiliriz.

Calismamizda adolesan donemde EMA uygulamasinin hipokampus bdlgesinde
hiicre artisina neden olmasinin bir¢ok nedeni olabilir. Bu nedenlerden en 6nemlisinin
kok hiicreler oldugunu diisiinmekteyiz. Normal eriskin memeli beyinlerinin noronlari,
hiicre Oliimiinden sonra yenilenmemektedir. Fakat kendi kendini yenileyen
hipokampusun DG’u ve beynin lateral ventrikiillerinin, subventrikiiler bolgesine yakin
olan subependimal katmaninda kok hiicreler bulunmaktadir (140). Bu kisimlardaki
noronal kok hiicreler bazi ilaclar, cevresel etkenler, bazi psikolojik ve patolojik olaylar
sonucunda uyarilarak yeni sinir hiicreleri olusumunu tetikler (141). Bu etkenlerden bir

tanesi de EMA olabilir. Calismamizda, EMA uygulamasi bittikten sonra sicanlara bir
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hafta siireyle davranis testleri uygulandi ve daha sonra hayvanlar sakrifiye edildi. Bizim
diisiincemize gére EMA uygulamasi sonrasindaki bu bir haftalik siire igerisinde, EMA
uyarict etki yaparak nodrogenezisi baslatmis olabilir. Fakat yine de bu diisiincemizi
destekler nitelikte bir kaynak bulunamamustir. Ancak yapilan benzer bir ¢calismada son
derece diisiik frekansli EMA’nin yenidogan fare hipokampusunda beyin yaslanmasi ve
norodejeneratif hastaliklar sonucunda bozulan néronlarda canlilign arttirdigi, EMA
etkisiyle norogenezisin gergeklesebilecegi ve bu durumun noérodejeneratif hastaliklarda

tedavi edici bir duruma doniisebilecegi bildirilmistir (148).

Oksitatif stres endojen ve eksojen bircok nedenden dolayr bir¢cok dokuda
olusmakta ve oksidatif hasara neden olmaktadir. Bu dokulardan beyin 6zellikle oksitatif
hasara kars1 savunmasizdir (5). Buna oksidatif metabolik aktivitenin ve reaktif oksijen
metabolitlerinin yogun olarak artigi, diisiik antioksidan kapasite, hasar1 tamir edecek
mekanizmalarin yeterli ¢alismayisi, néronlarin ¢ogalamamasi ve sitoplazmaya oranla
hiicre zar1 ylizeyindeki artis neden olmaktadir (6). Beyin ve hipokampus dokularinda
oOksitatif stresin meydana gelmesinin birgok sebebi olabilir. Bu nedenlerden biri
EMA’dir (7-9). Incelenen calismalarda, 900 MHz EMA uygulamasi sonucunda,
kobaylarda beyin ve hipokampus dokularinda oksitatif stres olustugu (143, 144) ifade

edilmektedir.

Dokuda olusan oksidatif hasar1 gostermede en yaygmn olarak kullanilan
parametrelerden biriside MDA degerleridir (145). MDA lipid peroksidasyonu sonucu
olusan triinlerden biridir. Calismamizda gruplar aras1t MDA degerleri incelendiginde;
sham grubunun degerleri, kontrol ve EMA grubuna gore azalmistir. Agik olarak ifade
etmek gerekirse, bunun nedenini tam olarak agiklayamiyoruz. Kontrol grubu ile EMA
arasinda yapilan karsilastirmada ise EMA grubunda hiicresel bir artisin oldugu fakat
istatistiksel olarak degerlendirmede anlamli bir artis goriilmedigi tespit edildi. Bunun
nedeni EMA uygulamasi sonrasi ile hayvanlarin sakrifiye edilip beyin dokularinin
cikarilmasina kadar, davranis testlerini uygulamak i¢in verilen on giinliik bir arada
antioksidan sistemin aktiflesmesi olabilecegi diistiniilmektedir. Kaynaklarda antioksidan
enzimlerin, oksidatif hasar olustugunda biyolojik makromolekiilleri 6nleyen bir ilk
savunma mekanizmasi oldugu ifade edilmektedir (146). Ozellikle ¢alismamizda SOD
degerlerinin EMA ve sham grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

bir artisin géziikmesi bu diisiincemizi destekler niteliktedir. Savunma mekanizmasinda
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SOD hizla, O2’yi daha az tehlikeli olan H,O; ¢evirir. Daha sonra CAT ve GPx
tarafindan H,O, pargalanir ve suya doniistiiriiliir (146). Bu da ilk savunma aninda SOD
artisin1  agiklamaktadir. Diger antioksidanlar incelendiginde (GSH ve CAT)

antioksidanlarinda ise gruplar arasi istatistiksel olarak bir farklilik bulunmamustir.

Hipokampus beynin 6grenme, hafiza (10), navigasyon ve diisiinme yetenegi (11)
ile ilgi bolgesidir. Bu nedenle hipokampus tlizerindeki bir¢ok faktoriin etkisi, bir¢ok
bilim insanimin 6nemli arastirma konularindandir. Bunlardan birisi degisiklik etkenlerin
neden oldugu hipokampus bolgesindeki hiicresel degisikliklerin 6grenme tizerindeki
etkisidir. Hiicresel seviyede calisma konumuzla ilgili yapilan ¢alismalar EMA etkisinin
O0grenme, hatirlama, motor fonksiyonlar, hafiza ve lokomotor aktiviteler ile iligkili
olabilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle gocuklarda beyin gelisimin devam etmesi
nedeniyle EMA etkilerinin beyin dokular1 iizerindeki etkisinin ne olacagi ve daha
sonraki yasamlarini nasil etkileyecegi tam olarak bilinmemektedir (12). Divan ve
arkadaglar1 (13, 14) yaptiklar1 ¢alismalarda EMA uygulamasi sonrasinda ¢ocuklarda ve
genclerde davranis bozukluklari olabilecegini rapor etmislerdir. Ayrica Almanya'da
cocuk ve ergen bireyler arasinda yapilan vaka calismasi sonucunda genel davraniglar
acisindan problemler oldugu belirtilmistir (15). Bu nedenle bir¢ok bilim insani

tarafindan Ozellikle ¢ocuklarin cep telefonu kullaniminin kisitlanmasi gerektigi ifade

edilmektedir (12).

Calismamizda 900 MHz EMA etkisine maruz birakilan adolesan erkek siganlarin
o0grenme ve hafiza performanslarini incelemek i¢in pasif sakinma, sekiz kollu 1sinsal
labirent ve Y-labirent testleri yapildi. Her ii¢ testte de deney gruplar1 arasinda
istatistiksel agidan anlaml bir fark tespit edilmedi. Sonuglar degerlendirildiginde 900
MHz EMA’nin adolesan erkek sicanlarin 6grenmesi iizerinde herhangi bir olumsuz
etkisinin bulunmadigini1 gostermektedir. Yapilan bazi ¢alismalarda 32 giinliik yetiskin
erkek sicanlara EMA maruziyeti sonrasinda uygulanan sekiz kollu 1smsal labirent ve
navigasyon test sonuclarma gore Ogrenme ve hafizayla ilgili sorunlar oldugu
bildirilmistir (78, 96). Baz1 calismalarda da agik alan, duygusal davranis, su ic¢inde
yapilan labirent ve yiikseltilmis labirent testlerinin uygulanmasi sonucunda da
davraniglarda duygusal degisimler ve bilissel bozukluklar (6zellikle dikkat
bozukluklari) goriildiigii ifade edilirken (97), 14 giinliikkken baglanip 19 aylik olana
kadar uygulanan 900 MHz EMA sonrasi, disi siganlarda sekiz kollu 1ginsal test sonucu
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O0grenme becerilerinde ve davranislarinda herhangi olumsuz bir etki olmadig: ifade
edilmistir (98). Yapilan ¢alismalar incelendiginde, Klose ve arkadaslarinin (98) yapmis

oldugu davranis testleriyle ¢calismamiz sonuglarinin ortiistiigii goriilmiistiir.

Yapilan calismamizda lokomotor aktiviteyi degerlendirmek i¢in acik alan ve
rotorod testleri uygulandi. Acik alan testi, lokomotor aktiviteleri ve anksiyete bulgulari
icin ayr1 ayr1 degerlendirildi. Lokomotor aktiviteleri i¢in si¢canlarin diizenek iizerindeki
kare degistirme sayis1 ve arka ayaklar1 lizerine sahlanma (arastirici) sayilarina bakildi.
Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi. Anksiyete bulgular
icin defekasyon ve timarlanma sayist bulgular1 degerlendirildi. Yapilan istatistiksel
analizler sonucu gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi. Bu sonuglar ¢alisma
esnasinda sicanlar iizerinde herhangi bir stres olusturulmadigini ve ¢aligmanin giivenilir
bir ortamda gergeklestigini gostermektedir. Lokomotor aktiviteler iizerine yapilan
calismalar incelendiginde; kisa donemde yetiskin erkek sicanlara uygulanan EMA
sonucunda yapilan agik alan test sonucunda davranis degisikliklerinin olmadigi (99)
ifade edilmistir. Daniels ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada EMA uygulamasi
sonrasinda 6grenme etkilenmezken, lokomotor aktivitelerde azalma oldugu belirtilmistir

(147).

Calismamizda EMA’nin etkilerinin denge, performans, koordineli hareketler,
direnme giicii gibi lokomotor aktiviteleri iizerine etkilerini 6lgmek igin rotarod testi
uygulandi. Rotarod testi 5, 10, 15, 20, 25, 30 rpm hizlarinda test edildi. Tiim hizlarda
yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda gruplar arasi anlamli bir farklilik
bulunmadi. Yapilan caligmalar incelendiginde, prenatal donemde uygulanan EMA’nin,
postnatal donemde etkilerine bakildiginda, 6grenme ve motor davranislarini etkiledigi
ifade edilmektedir (8). Sakhnini ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir baska ¢alismada
prenatal ve neonatal donemde 5 giin boyunca, 50 Hz EMA uygulanan farelerde yapilan
rotarod testi sonucunda, prenatal maruz kalanlarda 6grenme yeteneginde azalma
olurken, neonatal uygulanan grupta higbir etkinin olmadi ifade edilmistir (148). Yapilan
bir diger ¢aligmada 14. glinde baslayip 19. aya kadar, haftada 5 giin, giinde 2 saat olmak
tizere disi siganlara uygulanan 900 MHz EMA'nin etkileri rotarod testiyle bakildiginda,
sicanlarin  davraniglarinda ve Ogrenmelerinde herhangi bir bozukluk olmadigi

bildirilmigtir (149). Yapilan literatiir taramasi bizim ¢alismamizi desteklemektedir.
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900 MHz EMA uygulamasi sonrasinda adolesan erkek siganlara uygulanan
davranis testleri sonucu 6grenme, hafiza ve lokomotor davranis degisiklikleri olmadigi
bulunmustur. Ayrica yapilan tiim davranig testlerinde siganlar {izerinde stres
olusturulmadigr ve testler yapilirken hayvanlarin dogal ortamlarmma yakin bir
laboratuvar ortami1 kuruldugu ifade edilebilir. Sonug¢ olarak tiim bulgular birlikte
degerlendirildiginde adolesan erkek si¢anlara uygulanan 900 MHz EMA’nin
hipokampus boélgesinde ndron sayisinda artisa ve histopatolojik degisikliklere neden
oldugunu ancak 6grenme, hafiza ve lokomotor davranislarda herhangi bir degisiklige

neden olmadigin sdyleyebiliriz.
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8. SONUCLAR ve ONERILER

Elektromanyetik Alanin adolesan erkek si¢anlarin hipokampus morfolojisi ve
O0grenme davranisi lizerine etkisinin arastirildigi calismamizda giinde bir saat siireyle 25

giin boyunca uygulanan 900 MHz EMA ’nin adolesan siganlarin;

1) Beyin ve kilo agirliklarinda, 6grenme-hafiza, motor ve lokomotor aktiviteleri

tizerinde degisikliklere neden olmadig,

2) Hipokampusunun hilus, DG, CAl, CA2 ve CA3 bolgeleri yer yer
vakuolizasyonlara, DG, CAl, CA2 ve CA3 bolgelerinde doku kaybi1 ve bdlge
siirlarinda bozulmalara, CA1, CA2 ve CA3 boélgelerinde piramidal hiicre yapilarinda

bozulmalara, DG bolgesinde graniiler hiicre yapilarinda bozulmaya neden oldugu,

3) Hipokampusunun DG, CA1l, CA2 ve CA3 bolgelerinde ndron sayisi artisina
sebep oldugu,

4) Doku SOD seviyesinde artisa neden oldugu tespit edilmistir.

Ayrica gilinde bir saat siireyle 25 giin boyunca uygulanan 900 MHz EMA’nin,
uygulanan alan ile uygulanmayan alan arasinda sicaklik ve nem farkina yol agmadig1 da

tespit edilmisgtir.

Calisma sonucunda elde edilen bu bulgulardan yola ¢ikarak, adolesan déonemde
uygulanan 900 MHz EMA’nin hipokampus tizerindeki histopatolojik degisikliklerin
elektron mikroskobik ve otoradyografik teknikler gibi daha ileri teknikler kullanilarak
calisilabilecegini ve hiicrelerin genetik yapilarinin incelenebilecegi diisiiniilmektedir.
Aragtiricilara sicanlarin hizli bir metabolizmaya sahip olmalari, hizla hiicre yenilenmesi
gerceklesmesi ve hizli biiyiimeleri nedeniyle EMA uygulamasi sonrasinda herhangi bir
uygulama planlanirsa (davranis testleri gibi), uygulamalar bitene kadar EMA
uygulamasinin devam ettirilmesi gerektigi Onerilmektedir. EMA uygulama sonrasi
bircok dokuda meydana gelen degisiklikler nedeniyle bu konunun diger bilim
disiplinlerinde ¢alisan arastiricilar tarafindan da iizerinde arastirma yapmaya deger bir

konu oldugu diistiniilmektedir.
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