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xviii
1.0ZET

Postnatal 21 — 49. Giinler Arasinda Uygulanan 900 MHz Elektromanyetik Alanin
Farkh Gelisim Donemlerindeki Erkek Sicanlarin Hipokampus Morfolojisine Etkisi

Calismanin amaci, 900 megahertz (MHz) elektromanyetik alan (EMA) etkisine
maruz kalan erkek siganlarin, farkli gelisim donemlerinde hipokampus morfolojisinde
meydana gelebilecek olan degisikliklerin arastirilmasidir. Caligmada 21 giinliik, 36 adet
Spraque Dawley cinsi sigan kullanildi. Siganlar her bir grupta esit sayida olacak sekilde
(n = 6), Kontrol 1, Kontrol 2, Sham 1, Sham 2, EMA 1 ve EMA 2 olarak gruplarina
ayrildilar. EMA gruplarina ait siganlara, EMA uygulama kafesi icerisinde 21. giinden
itibaren 29 giin boyunca giinde 1 saat siire ile kesintisiz 900 MHz EMA uygulandi.
Sham gruplarmna ait siganlar 29 giin boyunca giinde 1 saat siire ile EMA uygulamasi
yapilmaksizin EMA kafesinde tutuldular. Kontrol gruplarina ait si¢anlara ise herhangi
bir uygulama yapilmadi. Kontrol 1, Sham 1, EMA 1 gruplart 50. giinde; Kontrol 2,
Sham 2 ve EMA 2 gruplari ise 79. glinde sakrifiye edildiler. 2. grup sicanlara 50-79.
giinler arasinda herhangi bir uygulama yapilmadi. Sakrifiye edilen siganlarin beyinleri
cikarildi, rutin histolojik asamalardan gegirilerek blokland1 ve mikrotom yardimiyla
kesildi. Elde edilen kesitler; cresyl fast violet, hematoksilen eozin (H&E) ve TUNEL ile
boyandi. Cresyl fast violet ile boyali kesitlerde stereolojik yontemler kullanilarak
hipokampusun cornu ammonis bdlgesinde piramidal néron sayimi yapildi. Ayrica H&E
ve cresyl fast violet ile boyanmis kesitlerde histopatolojik, TUNEL metodu ile boyali
kesitlerde apoptotik indeks degerlendirmeleri yapildi. Histopatolojik degerlendirmelerde
EMA gruplarimin kesitlerinde hipokampus boélgesinde vakuolizasyon, koyu sitoplazmali
piramidal hiicreler, hiicre diziliminde diizensizlikler ve hilus bdlgesinde kismi a¢ilmalar
tespit edildi. EMA gruplarmin apoptotik indeks degerleri diger gruplara gore
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti. Stereolojik analizlerde EMA gruplarinin
piramidal hiicre sayisinin diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli derecede
azaldig1 ancak EMA gruplar1 arasinda anlamli bir farkin olmadig: tespit edildi. Sonug
olarak ¢alisma bulgularimizdan yola ¢ikarak postnatal 21 — 49. giinlerde uygulanan 900
MHz EMA’nin erkek si¢canlarin hipokampus bolgesinde histopatolojik degisikliklere ve
piramidal hiicre sayisinda azalmaya neden oldugunu, EMA maruziyetinin olmadig: 50-

79. giinler arasinda da EMA etkisinin devam ettigini sdyleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Elektromanyetik alan, Hipokampus, Stereoloji, Sigan.



XiX
2. SUMMARY

The Effect of a 900-MHz Electromagnetic Field Applied Between Postnatal Days
21 and 49 on the Morphology of the Male Rat Hippocampus at Different Stages of

Development

The purpose of this study was to investigate potential changes in the morphology
of the hippocampus at different stages of development of male rats exposed to 900-
megahertz (MHz) electromagnetic field (EMF). Thirty-six Sprague Dawley rats at the
age of 21 days were used. Rats were divided equally (n = 6) into Control 1, Control 2,
Sham 1, Sham 2, EMF 1 and EMF 2 groups. Continuous 900-MHz EMF was applied to
the rats in the EMF groups for 1 hour a day over 29 days, starting from postnatal day
21, within an EMF application cage. Sham group rats were placed inside the EMF cage
for 1 hour a day over 29 days without EMF exposition. No procedure was performed
tothe control group rats. The Control 1, Sham 1 and EMF 1 group rats were sacrificed at
day 50, and Control 2, Sham 2 and EMF 2 group rats at day 79. No procedure was
performed to the ‘2’ group rats between days 50 and 79. The sacrificed rats’ brains were
removed, embedded in blocks following routine histological procedures and sectioned
using a microtome. The sections were stained with cresyl fast violet, hematoxylin and
eosin (H&E) and TUNEL. Pyramidal cell numbers at the cornu ammonis were counted
using stereological methods in sections stained with cresyl fast violet. Histopathological
evaluations were performed in the sections stained with H&E and cresyl fast violet, and
apoptotic index evaluations were performed on TUNEL-stained sections. Vacuolization,
pyramidal cells with dark cytoplasm and irregularities in cell array in the hippocampus
and partial separations in the hilum were determined at histopathological analysis.
Apoptotic index values of the EMF (0.05) groups were significantly higher than those
of the other groups. Stereological analysis revealed a statistically significant decrease in
the pyramidal cell numbers in the EMF groups compared to the other groups, but no
difference between the two EMF groups exist. In conclusion, on the basis of our study
findings, 900-MHz EMF applied on postnatal days 21-49 caused histopathological
changes in the male rat hippocampus, and the effect of EMF persisted between days 50
and 79, when no additional exposure was taken place.

Key Words: Electromagnetic field, Hippocampus, Stereology, Rat.



3. GIRIS ve AMAC

Teknolojinin biiyiik bir hizla gelismesi gilinlik hayatimiza sagladigi faydalarin
yani sira sebep olabilecegi bireysel ve toplumsal yan etkileri agisindan da oldukga
onemlidir. Bu gelismeler sonucu hayatimiza hizli bir sekilde giren teknolojik cihazlarin
sayisi da artmaktadir. Teknolojik cihazlar i¢erisinde elektromanyetik alan (EMA) etkisi
olusturan cihazlar oldukca fazladir. Yapilan caligmalar gittik¢e daha fazla EMA etkisine
maruz kalmanin patolojik sonuglarinin olacagini gostermektedir. Bu nedenle, EMA nin

insan saglig1 lizerine olan etkilerinin arastirilmasi 6nem arz etmektedir (1-3).

Bireysel olarak insan sagligi iizerinde etkisi olacak en onemli EMA kaynagi
cagimizin vazgecilmezi niteligindeki cep telefonlart ve cep telefonlar: ile iletisimi
saglayan operatorlerin vericileridir. Ciinkii cep telefonlar1 insan viicuduna en yakin
kullanilan EMA kaynagidir. Yapilan calismalarda cep telefonlarinin olusturdugu EMA
etkisinin canli doku iizerine olduk¢a onemli etkileri oldugu yoniinde kuvvetli deliller
vardir (4,5). Bu etki farkli doku ve organlarda farkli nitelikte kendini gosterir. Yapilan
bircok caligmada belli diizeylerdeki EMA’nin testis, ovaryum, karaciger, bobrek ve
beyin gibi doku/organlarda morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik degisikliklere neden
oldugu; bunlarinda geriye doniisiimlii/doniisiimsiiz patolojilere yol agabilecegi rapor

edilmistir (6-8).

Ancak EMA diizeyi belirli bir seviyenin altina indiginde bu etkilerin
farklilagabilecegini, yliksek EMA maruziyeti sonucunda olusan etkilerin tam tersi
sonuglar olabilecegini gosteren calismalar da vardir. Ornegin diisiik EMA (DEMA) 1
militesla (mT), 50 hertz (Hz) etkisine maruz kalan noéronal kok hiicrelerin (NKH),
yilksek EMA etkisinden farkli sonuglara neden oldugu rapor edilmistir. Yapilan bu
calismada 1 mT, 50 Hz DEMA etkisine maruz birakilan fare hipkampusunda
norogenezisin uyarilmasiyla, NKH sayisinin arttigi ve NKH’ den olgun noéral hiicreye
farklilasmanin bagladig1 rapor edilmistir. Bu ¢alismada DEMA uygulamasinin 30 giin
sonrasinda yeni olusan noral hiicrelerin yaklasik %50 si yetiskin hale ulasmis ve DG’a
sinaptik ag wvasitas1 ile entegre olmuslardir. (9). Bilindigi lizere yetiskin memeli
beyninde NKH’ler iki farkli bolgede gosterilmistir. Hipokampusun dentate girus (DG)
ve beynin lateral ventrikiillerinin subventrikiiler bolgeleri NKH’lerin bulundugu en

onemli iki merkezdir (10, 11). Bu nedenle Piacentini ve ark. (2008) yaptig1 ¢calisma, DG



bolgesinde farkli EMA diizeylerinde de NKH’den yeni ndronlarin olusabileceginin

arastirilmasini anlamli kilmaktadir.

NKH’lerin kendilerini yenileme mekanizmasi ile ilgili gesitli goriisler ileri
stiriilmektedir. Bu konu ile ilgili 6nemli bilgiler de mevcuttur. NKH’lerin kendilerini
yenileme mekanizmasinda Notch sinyal mekanizmasi kontroliindeki 6zel “stemness”
genlerinin olduk¢a Onemli oldugu ile siiriilmektedir. Stemness genlerinin kademeli
inaktivasyonu ve Ascl — 1, Neurogenin 1 ve neuro D1 genlerini i¢eren pronoral genlerin
aktivasyonu sonucu NKH farklilagsmasi gergeklesir (12). Ayrica cAMP response
element — binding protein (CREB) prondoral genlerin diizenlenme sekansina baglanarak
néronal farklilasmay: diizenler (13, 14). Ozellikle Ca* sinyal mekanizmasi NKH
farklilasmasi i¢in promotoru aktiflestirecek olan CREB fosforilasyonunu tetikler (15).
Ancak eger farklilasma baglamis ise NKH cogalmasi, DEMA tarafindan inhibe edilir.
Boylece farklilagma stirecinde olan ve yeni sinir hiicresi 6zellikleri kazanan hiicre sayisi

ve yiizdesi artar (9, 16, 17).

Tiim bu ¢alismalar oldukca diisiik diizeydeki EMA etkisinin, néron sayisini ve
farklilasmasin1  arttirdigint  gostermektedir. Ancak gilinliik hayatimizda siklikla
kullandigimiz teknolojik cihazlardan maruz kaldigimiz EMA seviyesi oldukca
yiiksektir. Ozellikle cep telefonlar1 ve bunlara ait vericiler tarafindan yayilan EMA 900
- 1800 MHz diizeyleri arasindadir. 900 MHz EMA etkisine maruz birakilan sicanlarla
ilgili yapilan c¢aligmalar incelendiginde, EMA etkisi kesildikten hemen sonra yapilan
caligmalarda genellikle benzer sonuglarin rapor edildigi goriilmektedir (6, 7, 18).
Sonuglar sinir hiicrelerinde sayica azalma ve patolojik degisikliklerin gostergesi olan
morfolojik degisiklikler olarak 6zetlenebilir. Bu calismalarin ortak 6zelligi 900 EMA
etkisi kesildikten hemen sonra sinir dokularinin degerlendirilmesidir. Ancak 900 MHz
EMA etkisi kesildikten bir miiddet sonra, EMA etkisine maruz birakilan sinir

hiicrelerinde ne gibi degisiklikler oldugu tam olarak izah edilememistir.

Yapilan bir ¢caligmada adolesan dénemlerinin erken ve orta adolesan sathalarinda
posnatal (PN), (21-49 giinler aras1) 900 MHz EMA etkisine maruz birakilan siganlarin,
adolesan donemlerinin sonunda (EMA uygulamasinin bitiminden 10 giin sonra)
yaptiklar1 degerlendirmede, EMA grubu siganlarin noron sayisinda istatistiksel olarak

artis oldugu ifade edilmektedir (19). Planlanan ¢alismanin 6nemli ¢ikis noktalarindan



birisi budur. Ulusal ve uluslararasi énemli bir¢ok kurulusun yaptigi aragtirmalarda 06-
15 yas grubu ¢ocuklarin %60’ mdan fazlasinin bilgisayar, %50’sinden fazlasinin internet
ve %?24’iinden fazlasinin cep telefonu kullandigi tespit edilmistir. Yine yayinlanan
raporlarda, iilkemizde bilgisayar kullanma yas ortalamasinin 8, cep telefon kullanma
yas ortalamasinin ise 10’a diistiigii bildirilmektedir (20). Bu istatistikleri ve giiniimiizde
diinyada yedi milyarin iizerinde cep telefonu abonesinin oldugunu bildiren raporlar1 bir
arada degerlendirirsek, 15 yas grubu c¢ocuklardan yaklasik bir milyar yedi yliz milyon
tanesinin cep telefonunun olusturdugu EMA etkisinin zararl etkilerinin tehdidi altinda

oldugu soylenebilir (21-23). Calismamizin bir diger 6nemli ¢ikis noktasi da budur.

Cep telefonlar1 diinya da yaygin olarak 900-1800 MHz frekans araliklarinda
kullanilir. Avrupa iilkelerinde ve Tirkiye’de ise 900 MHz frekansinda calisan cep
telefonlar1 daha yaygindir (24, 25). Bu nedenle sunulan ¢alismada, postnatal (PN) 21-49
giinleri arasinda (adolesan donemlerinin erken ve orta adolesan safhalari) 900 MHz
EMA etkisine maruz birakilan farkli gelisim donemlerindeki erkek siganlarin,

hipokampusunda meydana gelebilecek muhtemel degisikliklerin arastirilmasi

hedeflendi.



4. GENEL BILGILER
4.1. Hipokampus Anatomisi, Histolojisi ve Gelisimi
4.1.1. insan Hipokampusunun Anatomisi, Histolojisi ve Embriyolojisi

Beynin temporal lobu, en biiyiilk boyutta insanlarda olmak {iizere sadece
primatlarda bulunmaktadir. Serebral kabugun yaklasik %17 sini kaplayan, gorsel,
kokusal, vestibular, duyusal ve dil fonksiyonlarini kontrol eden bdlgeleri biinyesinde
barindirmaktadir. Temporal lobun orta kisimlarinda yerlesen hipokampal olusum;
parahipokampal girus, subiculum (alt bélge), hipokampus, DG ve bu kisimla ilgili ak
maddeyi igermenin yani sira forniks igerisine dogru devam eden sinirleri de

barindirmaktadir.

Hipokampus, temporal ventrikiiliin temporal boynuzuna ¢ikint1 yapan kivrimli bir
girustur. ilgili bu sinir lifleri serebral kabugun her kismini parahipokampal girus ve
subiculum denen ve sirasiyla DG kismina ¢ikinti yapan bu yapilari birlestirir.
Hipokampus ve subiculum’a ait en biiylik efferent ¢ikint1 forniksten hipotalamusa dogru
olanidir. Fimbria yapisinin hemen yaninda ki koroid yarik ile temporal lob, hipotalamus

orta beyin ve optik bolgeden ayrilir (26).

Serebral kabugun ug¢ kisimlar1 her bir serebral yarim kiirenin dip kismi ¢evresinde
limbik lob olarak isimlendirilen halkasal bir yapi olusturur (27). Insan beyninde
kabugun bu dairesel yapilar1 arasinda en ¢ok gbze carpan kisimlar1 parahipokampal
girus ve singiilat girustur. Bu giruslar, korpus kallozum’un splenium kisminin arka
tarafina dogru isthmus ya da retrosplenial kabuk olarak devam eder. Hipokampal
olusuma dahil olan yapilar, hipokampus, parahipokampal girusa komsu kivrintili bir
girus yapisi, beyin zarmin serbest ucu olarak ifade edilen ve ak madde ile iligkili yap1
olan DG, alveus, fimbria ve fornikstir (26). Parahipokampal girus yapis1 boyunca
uzanan ve hipokampusa komsu olan kabuk yapisi entorhinal alan olarak bilinmektedir
(28). Subikulum, entorhinal ve hipokampal kabuklar arasi bir gecis bolgesidir.
Hipokampus, serebral kabugun tamamindan, temporal kabuk ve subikuluma komsu

yapilardan gelen, dolayli baglantilara sahiptir.

Hipokampusun bilinen en oOnemli fonksiyonu, anilarin saklanmasi gorevini
iistlenmesidir. Limbik lobun diger kisimlar1 olan, indusium griseum ve fasciolar girus

insan beyninde ¢ok kiiciik yapilar olarak bulunmaktadir. Bu yapilar hipkampusun



devamu niteliginde, beyin zarinin u¢ kisminda ak maddenin, gbze ¢arpmayan ince bir
yapist olarak bulunmaktadir. Limbik lobda, beyaz cevhere ait, goriilebilen bazi
kiimelenmis cisimcikler bulunmaktadir. Bunlardan, hipokampusun alveus'u, fimbria' s1
ve forniks ¢ikintilar1 temporal lob dahilindedir. Limbik lobun bilegsenleri ayn1 zamanda;
amigdala, serebral yarimkiiredeki ¢ok fonksiyonlu niiklei yapilari, diensefalon ve beyin

sapinin da bulundugu limbik sistemin birer kismidir (26).

Hipokampusun uncus’un 6n kismina dogru dar, yapraksi bir ¢ikinti yaptigi on
ucu, yapmin en genis kismina sahiptir. DG’nin rostral ucunu ifade eden, Giacomini
bandi, uncus’un 6n yiizeyinden belirsiz transvers bir gecis yapar. Arka kisma dogru
yapt; dar, yatay bir gévde ve ince yukar1 dogru ¢ikan kivrik bir kuyruktan olugmaktadir
(26). Modern kullanimda, DG’ye dahil edilmeyen ve hipokampusun enine (koronal)
boliimlerinde goriilen sektorler i¢in terminolojide, subikiiliimiin yaninda cornu ammonis
(CA) 1 ve DG’nin konkavitesinde ki CA4 olarak belirlenmistir. CA4 baz1 kaynaklar
tarafindan hillum olarak adlandirilmaktadir. (28, 29). Yetiskin insan beyninde,
amigdala, temporal kutup yakininda bulunur ve lateral ventrikiiliin temporal boynuz
ucuna girer ve hipokampustan dolay1r gozle goriiliir girinti biraz daha goze
carpmaktadir. Diseksiyon edilmis eriskin bir beynin yan ventrikiili yukaridan
acildiginda, hipokampus, alt boynuzun beyaz florasi (inferomedial ylizey) olarak
goriiliir. Insan hipokampusunun ventrikiiler yiizeyi derin olmayan oluklar igermektedir.

Hipokampusun bas kismi ise hayvan patisinin sirt kism1 goriintiisii izlenimi vermektedir

(30, 31).

Hipokampus yapisal olarak, uzunlugu boyunca diizensiz bir goriintiiye sahiptir.
Cogunlukla, insan serebral korteksinin (izokorteks) 6 tabakasi vardir ve bunlarin sadece
ikisinde, subkortikal beyaz cevhere giren aksonlari olan ndronlar ve esas hiicreler
bulunur. Bununla birlikte, hipokampal olusumun korteksinde ana hiicreler sadece bir
katmanda bulunmaktadir (allokorteks). Parahippokampal girusun izokorteksinin en {ist
katmaniyla kesintisiz olan molekiiler katman, biiyiik oranda aksodendritik sinapslardan
olusur ve komsulugunda ki hipokampal sulkusa bitisiktir. DG’nin ince bir tabakadan
olusmasina karsin, farkli afferent sinirleri igeren farkli gruplarin sinapslarini igeren,
stratum molekiilare, stratum lakunosum, stratum radiatus ve stratum lusidum olmak
lizere 4 alt katmandan olusan hipokampus kismen daha kalin bir yapiya sahiptir.

Hipokampustaki ana hiicrelerin katmanina, stratum pyralidae adi verilir. Kesitlerde



hiicre govdeleri ticgen anahatlara sahip olan ve molekiiler tabakaya uzanan genis apikal
dendritlere sahip noronlari i¢erir. DG’nin ana hiicreleri, stratum granulosumu olusturur.
Bu hiicreler, kiiciik ve cok sayidadir. Hipokampal piramit hiicrelerinin aksonlari,
stratum oriensi gecerek alveusa giris yapar. DG’ye ait graniil hiicrelerinin aksonlari,
polimorfik tabakadan girusun hilusuna (CA4) ge¢mekte ve daha sonra, hipokampusun
CA3 bolgesinin lusidum katmanina ve pyralidaesine girmektedir (26, 32).

Yetiskin insan hipokampus morfolojisini anlayabilmek i¢in hipokampusun
gelisim ve sekillenme siirecinin iyi anlasilmasi gerekmektedir. Hipokampus ve DG,
embriyonik gelisimin ge¢ doneminde palliumun kenarinda taninabilir hale gelir (33).
Serebral korteksin ve buna bagli subkortikal beyaz maddenin, 6zellikle de korpus
kallosumun radial kisimlarinin biiyiimesi, nispeten kii¢iik hipokampusu, gelismekte olan
temporal lobun medial yiizeyi haline getirmek icin asagiya ve ileri iter. Yetiskin
hipokampus olusumunu karakterize eden katlanma embriyonik gelisimde, dollenmeden
sonra 13 ila 20 hafta arasinda gergeklesir (34, 35). Yiizeysel bir girinti olan, hipokampal
sulkus, temporal lobun medial yiizeyinde olusur ve lateral ventrikiiliin temporal
boynuzuna girinti acar. Hipokampal sulkus biiyiimeye devam ederek daha derine iner ve
daralir. 18. haftada bu daralmanin etkisiyle biiyiik dl¢tide kiigiiliir ve kaybolamaya yakin
bir hal alir, bdylece DG nin ventral yiizeyi, medial kenar boyunca kortikal alan olan ve

parahipokampal girusun mediali boyunca uzanan, hipokampusa bitisik subiculumun
yiizeyiyle kaynasir (26).
4.1.2. Sican Hipokampusunun Anatomisi, Embriyolojisi ve Histolojisi

Yetiskin bir sican hipokampusu; entorhinal korteks (EC), parasubiculum,
presubiculum, subiculum, Ammon’un boynuzu (Ammon’s horn) ve DG olmak iizere
ana kisimlara sahip iken (Resim 1), tenia tecta ve indusium griseum kisimlari ise sigan
hipokampusunun rudiment kisimlaridir. Her yapidaki ndronlar kismen cakisan fakat
yine de dnemli derecede farkli dalgalar halinde ortaya ¢ikar: Embriyonik déonemin 16 —
17. (E16-E17) giinleri arasinda hipokampal rudiment, E15-E17 giinleri arasinda
entorhinal korteks, E16-E19 giinleri arasinda para- ve presubiculum, E16-E18 giinleri
arasinda subiculum, E15-E17 giinleri arasinda Ammon boynuzu bdlgesinin strata
oriens, radiatum, lacunosum-moleculare kisimlarinda ki biiyiik hiicreler, Ammon‘un
boynuzu bolgesinin piramidal hiicreleri E17-E19 giinleri arasinda, dentat hilustaki ve

molekiiler tabakada ki biiyiik hiicreler E15-E19 arasinda olugmaya baglar. Dentat graniil



hiicrelerinin olusumu E17 giiniinde baslar ve toplam sayisinin %10 'una PN 18. giinden
sonra ulasir. Yapilarda norogenezisin ii¢ karakteristik degisim egilimi vardir: lk olarak
yiizeysel hiicrelerden 6nce derin hiicreler olusur. Ikinci olarak, rhinal fisiire yakin olan
hiicrelerin gelismesi, bu yapiya uzak yerlesmis hiicrelerden 6ncedir (rhinalden dentate
dogru degisim). Son olarak ise daha sonra olusan hiicreler erken olusan ylizeysel ve

derin hiicreler tarafindan ¢evrelenir.

Ammon boynuzu bolgesindeki piramidal hiicreler; strata oriens, radiatum, ve
lacunosum moleculare bolgelerinin biiyiik hiicrelerinden sonra olusur. DG’de ise graniil
hiicreleri, hilus ve molekiiler tabakadaki biiyiik hiicrelerden sonra meydana gelmektedir.
Yapilardaki néron gelisiminde rhinalden dentatee dogru bir siralama s6z konusudur. Ik
olarak EC gelisirken, ardindan subiculum, sonra Ammon boynuzu bdlgesinin CA3
kismi ve son olarak da DG kismi ndronal gelisimi tamamlar. Para- ve presubiculum
yapilari ise gelismini bu siralamadan 6nemli 6l¢lide sonra tamamlayan istisna yapilardir.
Ayrica CAl yapisindaki hiicreler CA3 komsu hiicrelerden de belirgin dlgiide sonra
sekillenirler. Bu ge¢ nérogenezis her iki yapiyla belirgin sekilde iliskide olan talamik

girdi ile baglantili oldugu diisiiniilmektedir.

Hipokampal alanda rhinal fisiir yapisindan merkezi kortikal kenara ilerledikge alt1
farkli bolge karsimiza ¢ikar. Bunlar: Enthorhinal korteks, parasubiculum, presubiculum,
subiculum, Ammon boynuzu ve DG’tur. Bu bélge, fimbria ve fornikslere ait belirgin
fiber yollar1 tarafindan subkortikal telensefalik (septum) ve diensefalik (¢ikint1 gdvdesi,
on talamik g¢ekirdekler ve digerleri) merkezleriyle baglantilidir. Hipokampal bdlgenin
rudiment yapisi, indusium griseum olarak dorsal yonde korpus kallozum {izerinde ve
ileri dogrultuda ise tenia tecta olarak anterior koku cekirdeginin medial bdlgesine

uzanir.

Entorhinal korteks: E17-18. giinlerinde bes farkli tabaka seklinde incelenmesi
miimkiindiir. Distan ice dogru siralandirildiginda; 1. tabaka dis pleksiform bolge olarak
tanimlanir. 2. tabaka biiytik stellat hiicrelerinin hiicre govdelerini icermektedir. 3. tabaka
orta boyutta piramid hiicre govdelerini igerir. 4. tabaka seyrek hiicre bolgesi olarak
birka¢ daginik biiyiik piramidal tip hiicre igermektedir. 5 — 6. tabakalarda ise medial

entorhinal kortekste kiiclik hiicrelerin baskin oldugu, lateral entorinal kortekste ise orta



ve kiigiik hiicreleri igerir ve yatay yonli yerlesmis, orta boy hiicreler beyaz cevherin

yaninda bulunur.

Parasubiculum ve presubiculum: Bu yapilar arka kisimdan orta EC ile 6n
taraftan subiculum yapilar1 arasinda sikigsmis halde bulunmaktadir. Parasubiculumun dis
katmaninda orta biiyiikliikteki hiicreler yer alirken, kiigiik ve sikica bir arada duran
hiicreler presubiculumda yer almaktadir. Derin tabakada yer alan hiicreler diger

tabakadakilere benzer kiigiik ve orta boyuttadir.

Subiculum: Genis molekiiler tabakanin altinda dagimik piramidal tabakaya sahip
hipokampusun bu tabakasinin bir tarafinda presubiculuma komsu olan prosubiculum

bulunurken diger tarafi, Ammon boynuzu yapisinin CA1 bolgesine komsudur.

Ammon boynuzu: Bu yapida ki dar piramidal hiicre tabakasi prosubiculum
tabakasindan DG’nin hilusuna kadar uzanmaktadir (36). CA veya Ammon boynuzu
ayrica, hipokampusun esas bolgesi olarak da adlandirilabilir; dig pleksiform tabaka ve
stratum oriens olarak da adlandirilan bir i¢ polimorf katmanla kapli, sik¢a siralanmis,
piramidal hiicrelerin bulundugu ince bir tabaka ile karakterizedir. Piramidal hiicrelerin
apikal dendritlerini igeren dis pleksiform tabaka genellikle bir takim alt tabakalara
boliiniir. Bunlar, CA1l, CA2 ve CA3 alanlarindaki ii¢ ana alt bolim olarak

tanimlanmaktadir (37).

Dentate girus: Hilus ve molekiiler tabaka olmak ftizere iki tabaka seklinde
incelenebilir. Dentate hilus piramidal, polimorf ve graniiler tabakanin altina diffiiz
dagilmig veya tabana gomiilii kiigiik hiicrelerden olusur. Bu hiicreler sepet hiicreleri
olarak da tamamlanir. Ammon boynuzunun CA3 kismu ile iligkili stratum radiatum ve

stratum oriens, hiicre yogunlugundaki ufak bir fazlalik ile ayirt edilebilir (36).

Hipokampusun rudimenter kismi: Kiiciik, sikica yerlesmis hiicrelerin dar bir
serididir. Korpus kallosumun iizerinde indusium griseum olarak uzanir. Anterior septal
bolgede dorsal tenia tecta ya da septo-hipokampal ¢ekirdek olarak, orta hat boyunca ise
genu g¢evresine posterior olarak kivrilarak uzar. Ventral anteriyor septal bolgede daha
biiylik, daha az yogun dizilimli hiicreler derin tabakalara indikc¢e kiiclilmektedir. Bu
yapilar ventral tenia tecta olarak 6n koku ¢ekirdeginin medial boliimiine komsu olacak

sekilde one dogru devam etmektedir (36).



Sekil 1. Sigan hipokampusunun sematik resmi. DG: Dentat Girus, CA: Cornu
Ammonis, H: Hilus, V: Ventrikiil.

Dentate Girus

Resim 1. Sigan hipokampusunun hiicresel seviyedeki tabakalari. Cresyl fast violet ile
boyanmis ve X 4 biylitme ile ¢ekilmis resimde hipokampusun her bolgesi
farkli renkle gosterilmis ve renkler ile gosterilen alanlar resmin sag alt
kosesinde belirtilmistir.



4.1.3. Sican ve Insan Beyin Gelisiminin Karsilastiriimasi

Deney hayvanlarinin embriyonik yasi, déllenme zamani bilindigi i¢in tam olarak
belirlenebilmektedir. Buna kasin insan gelisiminde ddllenme zamani sadece tahmini
olarak yapilabilmektedir. Bu durum insan embriyosunun yasmi tespit etmek igin
arastirmacilari, evrelere ayirma yontemine itmistir. Bu evrelere ayirma yonteminde yas
tayini, biitiinsel morfolojik gelismeler olan, noral tiipiin kapanmasi, 6n ekstremitelerin
tomurcuklanmasi1 gibi gelismelerle tespit edilmektedir. Bu evreleme yontemi ile
embriyonik yag araligir hi¢ degilse gilinlere 6zel gelisim basamaklar1 boyutuna kadar
daraltilabilir. Cogu ylizeysel morfolojik Ozellik ortaya ciktiktan sonra, embriyonik
asamanin sona erdigi diisiiniiliir ve fetal donem baglar. Evreleme yontemi fetal donemde

kullanilmaz ve embriyonik yas haftalarla ifade edilir (38).

Insanda embriyonik yasin belirlenebilmesi laboratuar ¢alismalarinda énemli bir
yer tutmaktadir. Ozellikle calismada kullanilan ilag, uygulama vs. gibi etmenlerden
embriyolarin nasil etkilendiginin tespitinin yapilabilmesi adina bu olgu daha da énem
kazanmaktadir. Bununla birlikte deney hayvanlarimin embriyonik gelisim siireci ve
hangi yapmin hangi evrede olustugu, olusumunu tamamlandigi ve bu silirenin insan
embriyosundaki gelisim siirecinin hangi sathasina denk geldigi gibi konularda ayni

derecede dneme sahiptir.

Insanlarda gebelik siiresi yaklasik olarak 40 hafta (280 giin) iken sicanlarda bu
stire 3 haftay1 birkag giin ile asan bir siireye sahiptir (22 — 23 giin). Sigan yavrulari, goz
kapaklar1 ac¢ilmadan, bulbus olfaktorius, hipokampus ve beyincikteki graniiler hiicre
topluluklarinin nérogenezisi baslamadan yaklasik iki afta 6nce diinyaya gelirler. Cogu
noron siitten kesilmenin ardindan ¢ogalmaya baglar (PN 21. giin). Bunun tam tersine
insan tilirlinde dogan yavru goz kapaklar1 acik ve beyincikteki graniiler noronlar
cogalmis bir sekilde diinyaya gelir. Sicanlarda PN yasamin ilk ti¢ haftasini insanlardaki
orta ve ge¢c dogum Oncesi donemlerle karsilastirdigimizda bile, sican beyni dollenmeden
yaklagik 6 hafta sonra olgun halindeki durumuna yaklasir; insan beynin ayni olgunlasma
donemine ulagmasi ise yaklasik 7 kat daha uzun siirer. Bu sebeple, gelismekte olan
beyinin mutlak kronolojik yas1 (d6llenmeden sonraki giinler veya haftalar) ve goreceli

gelisimsel yas1 (spesifik yapisal 6zelliklerin ortaya ¢ikma zamani agisindan) arasinda
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ayrim yapmak gereklidir (38). Sican ve insan merkezi sinir sistemi

kisimlarindaki noriilasyon karsilastirilmasi asagidaki tabloda gosterilmistir (Tablo 1).

(MSS)

Tablo 1. Sigan ve insan MSS noriilasyon karsilastirmasi (39, C. Ikonomidou, L. Turski
(2010)’ dan uyarlanmustir.)
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PN = Postnatal

G = Gebelik

DG = Dentate Girus

4.2. Elektromanyetik Alan

EMA, elektrik yiiklii nesneler tarafindan iiretilen, bu alanin yakinindaki ytiklii

nesneleri etkileyen, yercekimi, zayif etkilesim ve giiglii etkilesim ile birlikte uzayda

bulunan 4 temel giigten biridir (40). Hareketli ve yiiklii tiim parcaciklar manyetik alan

uretir. Hareketli nokta yiikleri, ornegin elektronlar, parcaciklarin yikiine, hizina ve

ivmelenmesine bagli olarak karmasik ama iyi bilinen manyetik alanlar iiretirler (41).

EMA elektrik alan ve manyetik alanin kombine etkisiyle meydana gelir.

4.2.1. Elektrik Alan

Noktasal bir yiike uygulanan yiik basma diisen kuvvet miktaridir. Asagidaki

formiile gore hesaplanir.
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F=qxE

Burada, F parcaciga etki eden elektriksel kuvvet, q pargacigin yikii ve E

parcacigin konumundaki elektrik alandir.

4.2.2. Manyetik Alan

Bir manyetik alan (H) ve bununla iliskili manyetik akim yogunlugu (B), yalnizca
elektrik yiikleri hareket halinde ise yani elektrik akim akis1 varsa ortaya ¢ikar. Bu alan

icin iki agiklama (ifade) arasindaki iliski asagidaki formiille ifade edilebilir.
B=puxH

Cogu biyolojik materyal i¢cin p = po olarak kabul edilir. Burada po serbest alanin
gecirgenligidir (hava). Bu monografide “manyetik alan” terimi “manyetik akim
yogunlugu” ile esdeger olarak kullanilmistir. Manyetik alan, yalnizca, Lorenz kuvveti

tarafindan verilen hareketli bir “q” yiikii iizerine kuvvet uygular ve asagidaki formiille

ifade edilir.
F=qvxB

Burada kuvvetin yonii hiz v'ye ve manyetik akis yogunlugu B'ye diktir. Elektrik
ve manyetik alanlar genlik ve yon ile karakterize edilen vektor nicelikleridir. Manyetik
alan genligi B harfiyle temsil edilir. Birimi Tesladir (T). Manyetik alan Lorentz kuvveti
ile olgiildiigii i¢in birimi coulumb-metre/saniye bagina Newton (N)’dur. Tesla, biyiik
bir birim oldugundan pratikte, Gauss (G) kullanilmaktadir (100 uT = 1 G). Sabit
manyetik alanlar, sabit akimlar olarak da adlandirilan tek yonlii, dogrudan akimlar ve
manyetik malzemelerden olusur. Zamanla degisen manyetik alanlar, elektrik alanlar
gibi ayn1 tiir alternatif akim kaynaklari tarafindan tretilir. Zamanla degisen manyetik
alanlar da elektrik alanlarin kaynagidir. Benzer sekilde, elektrik alanlar1 manyetik

alanlar tretir (42).
4.2.3. Elektromanyetik Alan Cesitleri ve Dalga Boylarn

Elektrik ve manyetik alanlar birlikte EMA olarak adlandirilir. EMAlardaki
elektrik ve manyetik kuvvetler elektromanyetik radyasyondan kaynaklanir (43).
Elektromanyetik dalgalarin her bi¢imi kiitlesiz enerji biciminde ve 151k hizinda yol alir.

Bununla birlikte, icerdigi enerji dogrudan Planck Yasas1 geregince frekansla iligkilidir.
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=hxv

Burada E, foton enerjisi joule'dir, h Planck sabiti (6.624 3 10234 j/sn' ye esittir) ve
v frekanstir (Hz, saniyede ki devir). Frekans, dalga boyu ile ters orantilidir. EMAlarin
standart Ol¢tim birimleri frekans ile degisiklik gosterir. Yiiksek frekanslarda, radyasyon
genellikle elektron volt (eV) niteliginde enerji seklinde tanimlanir. Spektrumun bu
ucunda (gama 1sinlari, kozmik isinlar, X-i1sinlar1), genellikle en az 1 eV gerektiren
kimyasal baglar1 kirmak i¢in yeterli enerji vardir ve bu nedenle bu EMA skalasina
"iyonlastirict radyasyon" ismi verilmektedir. Yogunluk, diger iyonize radyasyonlarda
oldugu gibi Gray (Gy) cinsinden Olciiliir. Goriiniir 151k da dahil olmak {iizere ara
frekanslarda tanimlanan dalga boylarinda “foton” teriminden soz edilir. Mikrodalga ve
radyo frekanst EMA’lar1 genellikle hem frekans hem de yogunluk olarak Watt (W)
cinsinden tanimlanir. Yelpazenin en alt ucunda, yayilmayan ve baglanmayan ayr1 E ve
H vardir ve bu nedenle alan yogunluklari, E alan1 i¢in kilovolt (kV)/m ve H alani i¢in
amper/m olacak sekilde ayr1 ayr1 tanimlanir. Bununla birlikte, 1 MHz ve daha yiiksek
frekanslarda, elektrik ve manyetik alanlar, eslesmis (birlesmis) alanlar olarak yayilir ve
bu nedenle ayirt edilmezler (44). Elektromanyetik spektrumun dagilimi asagidaki
semada belirtilmistir (Sekil 2).

DALGABOYU A (m) | | | | | | | | | | | | | | | |
100 102 10 1 107 102 10% 104 10° 10% 107 10® 10% 1010 101 1072

1 MHz 1GHz 1THz | 1PHz 1EHz 1ZHz
FREKANS (Hz) —1 1 1 ] L ] I I L i I I 1 i 1 ]

105 108 107 108 10° 100 10" 102 107 10™ 10%5 107 10”%1018 101 102 102

RADYO DALGALARI MIKRODALGALAR iNFRARED

00 0 R el § DO

BILGISAYAR ~ AM CEP TELEFONU, MIKRODALGA FIRIN, SICAK AMPUL, KAYNAK TIBBI X-ISINLARI  TIBBI  gaAMMA

EKRANI  RADYO RADVO ULTASON, RADAR, HAREKET SENSGRU MAKINASI (RONTGEN)  PET GEKIM |sinLARI
MRI UYDU ISTASYONU

Sekil 2. Elektromanyetik spektrum semasi.

Elektromanyetik spektrumun iist ucundaki kozmik 1sinlar ve X-1sinlar1 kuskusuz
tehlikelidir. DNA'y1 pargalayabilir ve iyonlasmaya neden olabilir, ancak goriiniir 151k,
radyo ve televizyon iletim frekanslari ve mikrodalga firinin1 da igeren ara frekanslarin

¢ogu bu seviyede bir tehlikeye sahip degildir (Sekil 2; 44).
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4.2.4. Elektromanyetik Alan Olusturan Cihazlar

Hem dogal hem de insana ait iyonize olmayan EMA kaynaklar1 vardir. Bir
pusulanin ignesinin Kuzey’i isaret etmesine neden olan diinyanin manyetik alani, dogal
olarak olusan bir EMA’ nin bir drnegidir. Insan kaynakli EMA’lar elektromanyetik
spektrumun non-iyonize kisminin hem diisiik diizeyli EMA hem de radyo frekans

kategorilerine girer ve bircok farkli kaynaktan gelebilir.

Diisiik diizeyli EMA: Bu seviyedeki EMA’y1 olusturan cihazlar/unsurlar
arasinda; elektrik hatlari, elektrik kablolari, tiras makineleri, sa¢ kurutma makineleri ve

elektrikli battaniyeler gibi elektrikli aletler bulunur (43).

Radyo frekans1 radyasyonu: Bu skalanin en yaygin kaynaklar1 arasinda; cep
telefonlari, akilli sayaclar, tabletler, diziistii bilgisayarlar gibi portatif kablosuz cihazlar
da dahil olmak iizere kablosuz telekomiinikasyon cihazlar1 ve ekipmanlar1 yer
almaktadir (42). Amerika Birlesik Devletleri'nde cep telefonlar1 su anda yaklasik 1.8 ile
2.2 GHz frekans araliginda calismaktadir. Diger radyo frekansi diizeyinde EMA
yayarak ¢alisan cihazlara bakildiginda; Radyo ve televizyon sinyalleri. AM (genlik
modiilasyonu) / FM (frekans modiilasyonu) radyolar ve eski VHF / UHF televizyonlar
cep telefonlarindan daha diisiik radyo frekanslarinda c¢aligir. Radyo sinyalleri AM veya
FM’dir. AM radyo ¢ok uzun mesafelerde yaym yapmak i¢in kullanilirken, FM radyo
daha lokalize alanlar1 kapsar (43). Radarlar, uydu istasyonlari, manyetik rezonans
goriintiileme (MRI) cihazlar1 ve endiistriyel ekipmanlar ve evlerde kullanilan
mikrodalga firinlar, cep telefonlarindan biraz daha yiiksek radyo frekanslarinda
calisirlar. Analog veya DGAT (Djjital Gelistirilmis Akilii Telekomiinikasyon)
teknolojisiyle calisabilen ve tipik olarak cep telefonlarina benzer radyo frekanslari
yayinlayan kablosuz telefonlarin smirli bir menzili oldugundan yakininda bir {is
niteliginde kaynaga gereksinim duymaktadirlar. Sinyal giicleri genel olarak cep
telefonlarininkinden c¢ok daha disiiktiir (42). Cep telefonu sebekeleri, radyo ve
televizyon yayimlar1 da dahil olmak iizere anten kuleleri veya baz istasyonlari, ¢esitli
diizeylerde radyo frekansi enerjisi yayarlar (45). Televizyonlar ve bilgisayar ekranlar
statik elektrik alanlarmin yani sira gesitli frekanslarda E ve H firetir. Baz1 diziistii

bilgisayarlarda ve masa lstii bilgisayarlarda bulunan likit kristal ekranlar Gnemsiz
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derecede elektrik veya manyetik alanlar olustururlarken, modern bilgisayarlarda,

ekranin Urettigi statik alanlar1 normal seviyelere diisiiren iletken ekranlara sahiptir (43).

Kablosuz yerel alan aglari, yaygin olarak Wi-Fi (wireless fiber) olarak bilinir.
Bunlar, kablosuz ag sistemlerinin spesifik tiirleri ve giderek yayginlasan radyo frekans
radyasyonu kaynagidir. Kablosuz aglar, Wi-Fi 6zellikli cihazlan fiziksel olarak veya
bazi1 veri baglantist vasitasiyla, internete bagl bir erisim noktasina baglamak i¢in radyo
dalgalarin1 kullanir. Son yillarda biraz daha yliksek frekanslarda (5, 5.3 veya 5.8 GHz)
calisan cihazlarin bulunmasina ragmen, standart Wi-Fi cihazlarn 2.4 ila 2.5 GHz
arasinda olmak tlizere cep telefonlarina oldukca yakin olan radyo frekanslarinda

calismaktadir (46).

Evde kullanilan elektrikli ev aletleri ve diger cihazlar i¢cin manyetik alan
seviyeleri, manyetik alan kaynagina en yakin noktada en yiiksek seviyede iken
kaynaktan uzaklagilmasi ile hizla azalir. Manyetik alanlar ¢ogu cihaza yaklasik 1 metre
mesafede hizla diiser. Bilgisayar ekranlari i¢in, ekrandan 30 - 50 cm uzakikta, manyetik

alan benzer sekilde kayda deger seviyede daha diisiiktiir (43).
4.2.5. Ozgiil Sogurma Hiz1

Ozgiil sogurma hiz1 (SAR = Specific absorption rate), insan viicudundaki EMA
etkilesimini nicellestiren en Onemli degiskenlerden biri olarak kabul edilmistir.
Elektromanyetik enerjinin viicut dokular: tarafindan sogurulma hizidir. Kilogram bagsina
watt (W/kg) olarak Olgiiliir (47). EMA olusturan cihazlarin giivenlik kilavuzlarinda
maksimum, bdlgesel ve tiim viicut i¢in ortalama SAR degeri ile ilgili smirlar
onerilmektedir. Maksimum yerel SAR degerinin degerlendirilmesi, 6zellikle viicudun
belirli bir bolgesinin yakinindaki bir kaynaktan gelen elektromanyetik radyasyona
maruz kalindiginda daha fazla 6nem tasir. Yaklasik 100 kHz ile 6-10 GHz frekans
araligi SAR i¢in 6nemli dozimetrik miktardir (48).

SAR degeri, dokunun tipine, EMA etkisi olusturan cihaza olan uzakligina ve
iletkenligine gore degisir. Bu nedenle SAR degerleri bir noktadan digerine degisiklikler
gosterir (47). SAR dogrudan oOlgiilmesi neredeyse imkansizdir. Bu nedenle sinir
degerlerin belirlenmesinde kolay gozlemlenebilen ve Slgiilebilen, elektrik alan siddeti,

manyetik alan siddeti ve giic yogunlugu degerlerinden yararlanilir (49).
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Elektrik alan siddeti E (V/m) olan bir ortamda dokularda sogrulmaya neden olan
doku iletkenligi “c” (S/m), yogunlugu “p” (kg/m’) ve “V” hacmine sahip dokuda
sogurulan SAR degeri asagidaki formiile gore hesaplanir (19).

SAR=Jf, Z-{Wikg]

Ozgiil sogurma hiz1 viicut sicakliginin Slgiilmesiyle elde edilebilecek bir deger
degildir. Her ne kadar EMA etkisi olusturan cep telefonu gibi cihazlarin kullanimi
sirasinda, etki alani i¢erisindeki dokularin 1sisinda bir miktar artis s6z konusu olsa da bu

etki SAR degerini degistirmemektedir (47).

Kaynaklarda giin igerisinde bir bireyin EMA’na maruziyetinin 10 MHz ve 100
Gigahertz (GHz) frekanslarini gegmemesi gerektigi yer almaktadir (48). Cep
telefonlarinin yaygin olarak kullanildig: frekans araliklar1 900 MHz ve 1800 MHz olan
GSM (Groupe Speciale Mobile) sistemleri i¢in sinir degerleri incelendiginde, 42 V/m
ve 59 V/m, gii¢ yogunluklar1 4.5 W/m? ve 9 W/m? olarak belirlenmistir. Tiirkiye’de
International Commission on Non-lonizing Radiation Protection (ICNIRP) sinir
degerleri esas alinarak hazirlanan genel yasam alanlarinda GSM 900 ve 1800 MHz

sistemleri igin sinir degerler Tablo 2’de gésterilmistir (49).

Tablo 2. Tiirkiye’de kontrolsiiz etkilenme igin sinir degerler (49).

Frekans Araligi
900 MHz 1800 MHz
Tek bir cihaz  Ortamin toplam  Tek bir cihaz ~ Ortamin toplam
icin sinir deger  smur degeri  icin sinir deger  sinir degeri

Elektrik Alan

siddeti (V/m) 10.23 41.25 14.47 58.34
Manyetik Alan

siddeti (A/m) 0.027 0.111 0.038 0.157
Gili¢ yogunlugu

(W/mz) 0.28 45 0.56 9.0

4.3. Elektromanyetik Alanin Biyolojik Sistemler Uzerine Etkisi
4.3.1. Elektromanyetik Alamin Canh Doku Uzerine Etkisi

Enerjisi hidrojen bagmin enerjisinden birka¢ derece daha diisik ve mV ila pV

araligina diisen bir kuantumun enerjisinin (6rnegin mikrodalga) olusturdugu EMA’nin,
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yaklasik yirmi yil Oncesine kadar herhangi bir biyolojik etki olusturmadigina
inaniliyordu. Bu nedenle bu enerjilerin olusturdugu termal etkiler ihtimal dist
birakiliyordu. Son derece diisiik frekans araliginda, 1sitma etkileri biiylik oranda girdap
akimlarina ve dielektrik gevsemeye (CXJ tipi, 0-100 Hz) baghdir. Poynting teorisine

gore, canli bir sistemdeki maksimum elektromanyetik enerji birikimi su sekilde verilir:
Em= 1/2 [ 8E2rms + u Hzrms]

Burada E s Ve H s sirasiyla rms elektrik ve manyetik alan yogunluklari € ve u

ise sirastyla biyolojik ortamin dielektrik sabiti ve manyetik gecirgenligidir.

Biyolojik bir yapi, EMA’y1 kestiginde bu biyolojik yapinin sahip oldugu sonlu
iletkenlik nedeniyle indiiklenir. Olay alan1 ve indiiklenen alan arasindaki iliski, dalga
hareketinin biiyiikliigii, polarizasyonu, yonii, olay alaninin frekansi, uzunlugu, yerel
cevre (viicudun yeryiiziine yakinligi ve cisimlerin iletkenligi) ve boyutuna baghdir.
Buna ek olarak viicuttaki organlarin sahip olduklar1 elektriksel 6zellikler de bu iliskide

onemli bir olgiittiir (50).

Diizgiin olmayan bir elektrik alanindaki bir cismin varligi, cisim yiizeyinde artan
bir siddetle bu alan tarafindan kuvvet uygulanmasina sebep olur. Yiizey alan
yogunluklari, alanin egrilik yarigapina ve alanin yonlendirilmesine baglidir. Buna gore,
eger bir insan viicudu dikey bir alanda bulunursa, maksimum yogunluk kafa bolgesinde
olusur. Alternatif akimlar, elektrik alanina paralel bir yonde, nispeten iyi bir iletken olan
cisim boyunca akar ancak kesin akim yollar1 bilinmemektedir. Yiiklerin biiyilikliigii ve

dagilim, viicut sekline, alan ve zemin diizlemine gore konum ve yoniine baglidir.

Viicuttaki indiiklenmis akim yogunlugu, manyetik akim yogunlugunun degisim
orant ile orantilidir. Uygulanan siniizoidal alanlar i¢in indiiklenen alanlar ve akimlar,

dogrusal olarak frekansa baglidir.
J=0xBr/2

Burada J akim yogunlugu, o iletkenlik, B uygulanan manyetik akim yogunlugu ve

r dairesel yol yarigapidir (50).

Darbeli manyetik alanlar tarafindan indiiklenen akimlarin biiyiikligli darbenin
yiikselme ve diisme siirelerine baghdir. En yiiksek akim yogunluklari periferik

dokulardadir, cilinkii bunlar viicuttaki en biiyiik indiiktif halka yaricapina sahiptir.
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Bununla birlikte, doku homojenligi ve viicudun alana olan pozisyonu da mevcut yolu
etkiler. Genel olarak, ¢evresel dokularda yatay bir manyetik alan tarafindan indiiklenen
elektrik alani, benzer biiyiikliikteki dikey bir manyetik alan tarafindan indiiklenen
elektrik alaninin yaklasik 1.5 katidir (51). Yatay bir manyetik alan vasitasi ile bastan
ayaga dogru dolagan akim boyun bolgesinde daha yiiksek olur, ¢linkii kii¢iik kesit akim
akisini yogunlastirir (48).

Yaklasik 0.15 m govde yarigap1 ve 0.2 S/m' lik doku iletkenligine sahip bir insan
i¢in, viicudun uzun eksenine paralel 50 Hz'lik bir manyetik alan, doku g¢evresinde tesla
basina yaklasik 5 A/m? lik bir akim indiikleyecektir. Akim yogunlugu viicut yarigapiyla
orantili oldugu i¢in, akim yogunluk degerleri, hayvan ve insan maruziyeti arasinda,
Olgeklendirme amacli kullanilabilir. Farelerin, si¢anlarin ve insanlarin 1 mT' ik, 60 Hz'
lik degismeyen manyetik alan maruziyeti i¢in tipik indiiklenen akimlar ve alanlar

sirastyla 0.1 - 0.4,0.3-1.3ve1-20 |,LA/m2 araligindadir (52).
4.3.2. Elektromanyetik Alamin Beyin Uzerinde Etkisi

Beyin hiicre zar1 mikrodalgalarin hareketini algilayan kritik bir yapidadir ve yakin
gecmiste daha fazla dikkat ¢ekmistir (53). MSS’ nin tiim aktivitesi, néronal alt sistemler
icinde ve arasinda smirlanma, sergi ve uyarilma siireclerinin dinamik etkilesiminin
sonucudur. Bu etkilesimdeki yetersizlik patolojik siireclere neden olabilir. Gamma
amino Dbiitirik asit, memelilerin beyinde ve sinir sisteminde ana uyarici
néromediasyonun ana inhibitérii ve glutamati olup muhtemelen beyin aktivitesi
esnasindaki reseptorlerin islevinde Kkilit rol oynamaktadir. Buna ek olarak kan beyin
bariyeri, kanda bulunan ve beyine zararli olabilecek kimyasal maddelerin ndronlara
ulagmasini1 6nler. Bariyer, maddelerin kan dolagimi ve beyin interstisyumu arasinda
capraz ge¢is hizin1 geciktirir. Bariyer biitlinliigli, beyin travmasi, beyinin 1sisinda artis,
beyin kilcallarinda yiiksek ozmolaritede bulunan maddelerin varligi gibi durumlarda
bozulabilmektedir. Mikrodalga alanlarmin kan beyin bariyerinin gecirgenliginde
degisiklige yol a¢tigr rapor edilmesinin yaninda (48), mikrodalga enerjisine maruz
kalmanin, sigcanlarin beyin damarlarindaki fliioresan boyanin beyin dokusunda sizintiya
neden oldugu bildirmistir (54).

Farkli seviyelerdeki EMA’nin memeli MSS {izerindeki etkileri hala daha tam

acikliga kavusturulamamis olsa da yapilan g¢alismalarla genel Olgiide bir kanaate
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vartlmas1 miimkiin olabilmektedir. Cok sayida arastirmaya ragmen, EMA’larin dogum
kusurlarina veya genetik anormalliklere neden oldugu hipotezini destekleyen c¢ok az
kanit bulunmaktadir. Bununla birlikte, manyetik alanlara maruz kalma hem cocukluk
hem de yetiskin ¢ag1 ¢alismalarinda beyin tiimorleri gelisimiyle iliskilendirilmistir (55-
57). Risk oranlan1 diistiktiir, ancak meta-analizler istatistiksel olarak anlamli bir iliski
gostermektedir. Yakin tarihli raporlarda, Alzheimer hastaliginin ortaya ¢ikma sikligi
EMA maruziyeti ile iligkili olabilecegi ifade edilmektedir. EMA' ya maruz kalma, sinir
sistemi hastaliklarinda 6nemli bir faktor gibi goriinmemekle birlikte, beyin tiimdrleri ve
Alzheimer hastaligi gibi sinir sistemi bozukluklarinin degerlendirilmesinde daha ileri

arastirmalara gerek duyulmaktadir (44).
4.3.3. Elektromanyetik Alanin Hipokampus Uzerine Etkisi

Hipokampus; kavrama, 6grenme ve hafiza islevlerinde gorev alir. Hipokampusda
meydana gelebilecek anormallikler; lissensefali, korpus kallozumun holoprosensefali ve
agenezisi gibi konjenital serebral malformasyonlarin yani sira epilepsi, depresyon,
Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi ve sizofreni gibi ndrolojik ve noropsikiyatrik
bozukluklarla da iligskilendirilmistir (58). Bunun yaninda olusturulan hipoteze gore;
memeli hipokampusunun DG’nin bilgi (hafiza) orlintiisii ayrimma aracilik ettigi,
nemotik bilginin belirgin ve ortogonal tasvirlerinin olusumunda rol oynadig1 ve yasam
boyunca norogenezis merkezi olarak gorev aldigi varsayilmaktadir(59). Ancak
norogenezin hipokampal fonksiyonuna nasil katkida bulundugu biiyiik Olciide

bilinmemektedir.

Boylesine dnemli ve hayati fonksiyonlara sahip bir yapinin herhangi bir nedenle
olumsuz yonde etkilenmesi, organizmanin standart kosullarda hayatin1 devam
ettirmesini de olumsuz etkileyecektir. Belirli bir diizeyin tiizerindeki EMA’nin
hipokampus iizerinde olumsuz etkiler biraktigini rapor eden birgok bilimsel calisma,
dogabilecek bu olumsuz tabloyu destekler niteliktedir (6, 60). Ornegin, sekiz haftalik
sicanlarla yapilan bir calismada hayvanlara uygulanan 900 MHz EMA ’nin hayvanlarin
hipokampusunda olusturacag:i etkinin arastirildigi bir ¢alismada, hipokampusun CA
bolgesindeki piramidal hiicrelerin sayisinin, EMA etkisine maruz kalan hayvanlarda,
kontrol grubuna gore daha az oldugu ve yine uygulanan EMA’nin hipokampusta
histopatolojik bulgulara sebebiyet verdigi rapor edilmistir (6).

19



Yine prenatal donemde gebe sicanlara uygulanan 900 MHz EMA’nin dogacak
olan yavrularin DG’de yapacag etkinin incelendigi bir ¢alismada; gebe siganlar
gebelikleri stliresince her giin, giinde bir saat 900 MHz EMA etkisine maruz
birakilmiglardir. Yavrular PN donemde 4. haftalarina ulastiklarinda sakrifiye edilerek
DG’sindeki graniiler hiicreler stereolojik yontemlerle sayilan bu c¢alismada EMA
etkisine maruz kalan yavrularda graniiler hiicre sayisinin, kontrol grubuna gore diigiik
oldugu ve prenatal donemde uygulanan EMA’nin, hipokampusun bu bolgesindeki

norogenezisi olumsuz yonde etkiledigi rapor edilmistir (60).

4.3.4. Diisiik Seviyelerdeki Elektromanyetik Alanin Noéron Gelisimi ve

Farkhlasmasi Uzerine Etkisi

Diistik seviyedeki EMA’nin yiiksek seviyelerdeki EMA’dan farkli etkileri
olabilecegi rapor edilmistir. Bu caligsmalarda diisiik frekanslarda uygulanan EMA’ nin
hipokampusun DG bolgesinde noronal kok hiicre c¢ogalmasini  ve ndronal
farklilagmasini tetikledigi rapor edilmesinin yani sira eriskin hipokampusunda yeni
olusan noronlarin sag kalma oranlarim arttirdigi da rapor edilmektedir (61). Yine baska
bir calismada yetiskin sican kortikal néronlarina uygulanan 50 Hz EMA’ nin hiicrelerin
hayatta kalma oranlarini arttirdigi ve bununla birlikte kortikal néron kiiltiir hiicrelerinde
apoptozise gitme oranlarmi azalttigi rapor edilmistir (62). Uygulanan 50 Hz
diizeyindeki EMA’nin embriyonik sinir kok hiicrelerinin ¢ogalmasi ve farklilagsmasi
lizerine etkisinin incelenmesi amaclanan bir diger calismada, 50 Hz EMA’ nimn
embriyonik sinir kok hiicrelerinin ¢ogalmasi ve farklilagmasi iizerine direkt olarak bir
katkis1 olmazken, farklilagmay: diizenleyen genlerin ifadesini olumlu yonde degistirdigi
rapor edilmistir (63). Bu verilerden c¢ikarabilecegimiz sonug¢ yiiksek diizeylerde
seyreden EMA’nin beyin yapist ve gelisimine olumsuz etkileri gézlemlenebilirken,
diisiik seviyelerde seyreden EMA’nin bu etkinin tam tersi etkiler gosterebileceginin

gozlemlenmesidir.
4.4. Stereoloji

Stereoloji terimi Yunanca kokenli stereo (kati) kelimesinden gelir. Stereoloji ise
genel olarak katilar1 inceleyen bir bilim dali olarak tanimlanir. Basitge ifade edilmesi
gerekirse, geometrik niceliklerin hesaplanmas1 calismasidir. Bir baska ifadeyle

stereoloji say1, hacim, ylizey, uzunluk gibi ilgilenilen yap1 ile ilgili nicel veriler elde
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etmek i¢in kullanilan yontem bilimidir (64-66). Stereoloji bilim disiplini igerisinde bu
verilerin elde edilebilmesi i¢in tamam1 matematiksel ispatlara dayali olarak gelistirilmis
bircok yontem vardir (67). Stereolojik yontemler sadece saglik bilimleri alaninda
kullanilan yontemler degildir. Miithendislik, ziraat, su iirlinleri ve yer bilimleri gibi daha
bir¢ok bilim alani tarafindan kullanilabilir. Burada énemli olan, ilgilenilen nicel veriyi

elde etmek icin secilecek olan stereolojik yontemdir (68).

Bilindigi iizere doku, hiicre, organ gibi biyolojik yapilar 3 boyutludur (3D) ve
yapisal Ozellikleri 2 boyutlu (2B) kesitler {izerinde incelenebilir. Ancak 2B kesitlerden
elde edilen goriintiilerden yola ¢ikarak, yapimin {i¢ boyutlu 6zellikleri hakkinda veriler
elde edildiginde eger dogru yontemler kullanilmazsa dogru sonuglarin elde edilmesi
miimkiin degildir. Ciinkii 2B kesitlerden elde edilen goriintiiler, gercekte 3B olan
yapilarin 2B diizlemdeki yansimasidir. Bu yansimalar da incelenen yapinin gercek
ozelliklerini yansitmaz. Ornegin gercekte kiire seklinde olan bir hiicrenin simirlar1 2B
kesit ylizeyinde kiire seklinde degil, halka seklinde goriiliir (69, 70). Bu nedenle dogru
yontemler kullanilmadiginda sadece 2B kesitlerden elde edilen verilerden yola ¢ikarak

yapinin 3B 6zellikleri hakkinda veri elde etmek yaniltict olabilir (71-74).

Stereolojik yontemler kullanarak 2B kesitlerden, yapilarin 3B 6zellikleri hakkinda
bilgi sahibi olmak miimkiindiir. Burada dikkat edilmesi gereken en onemli noktalar,
yapilarin histolojik yontemlerle goriilebilir hale getirilebilmesi, dogru yontemin
secilmesi, stereolojik yontemlerin temel prensiplerinin dogru olarak uygulanmasidir.
Kisaca stereolojik yontemler kullanarak, 2B goriintiilerde veya kesitlerde yapilan
Olctimlerden yola ¢ikarak gercekte 3B olan yapilarin geometrisine yada yapisina iliskin
anlamli nicel verilerin elde edilmesi miimkiindiir (75). Stereolojik yontemleri kullanarak
giivenilir veriler elde etmek igin stereolojinin tarafsizlik ve etkinlik prensiplerinin
uygulanmasi olduk¢a Onemlidir. Tarafsizlik calisma sirasinda kisisel veya calisma
sartlarindan kaynakli her tiirli siibjektif etkinin ortadan kaldirilmasi, etkinlik ise az

zamanda giivenilir veriler elde etmek olarak 6zetlenebilir (76).
4.4.1. Tasarim Temelli Stereoloji

Biyolojik caligmalarda stereolojik yontemler genel olarak dort sayisal veriyi elde
etmek icin kullanilir. Bunlar sayi, uzunluk, yiizey ve hacim verileridir (69, 77, 70).

Say1, belirli bir popiilasyonu olusturan unsurlarin miktaridir ve arastirmacilarin ilgisini
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ceken temel bir niceliktir. Biyolojik yapilarda ilgilenilecek olan nesnelerin sayisinin
belirlenmesi, sanildigi kadar basit degildir. Uzunluk, anlasilmasi kolay, ancak
tanimlanmasi kolay olmayan bir kavramdir. Uzayda biikiilen ve dondiiriilen nesnelerin
uzunlugu goz Oniine alindiginda, bu kavramin tanimlanmasinda bazi sikintilarla
karsilagilabilmektedir. Yiizey, her ne kadar bu ifade teorik geometride, yiizey alani ile
ayni anlama gelse de stereolojik yontemlerin biyolojik ¢aligmalara uyarlanmasinda bu
ifade diizgiin olmayan bir yiizey alanin1 ifade etmektedir. Hacim ya da profil alani, bir
nesnenin uzay alanini nasil doldurdugunun o6lgiistidiir. Bir diizlemde gozlemlenen

nesnelerin alan1 profil ya da kesit alan1 olarak adlandirilir (78).

Omegin, beyinde néron sayis1 hesaplanmasi, kilcal damarlarin uzunlugu, zarin
yiizey alani, tiimdr hacmi gibi unsurlar stereolojik metotlar yardimiyla elde edilebilecek
veriler olarak sayilabilir (79). Son zamanlarda stereolojik yontemlerde yeni kavramlar
ortaya cikmaktadir. Bunlardan en Onemlisi tarafsiz stereoloji olarak da tanimlanan
“tasarima dayali” stereolojidir. Tasarima dayali stereoloji biyolojik arastirmalarda
nicellemenin giivenilirligini ve verimliligini artirmaktadir (80). "Tasarima Dayali"
terimi, problar1 ve 6rnekleme semalar1 "tasarlanmis" yani 6n tanimli olan yontemlerin;
boyut, sekil, uzaysal yonelim ve mekéansal dagilimdan bagimsiz oldugu stereolojide
yeni yontemleri tanimlamak igin kullanilir. incelenecek geometrik ozelliklerin bu
bagimsizliga kavusmasi i¢in stereolojinin temel kurallarina uyulmali ve 6nyargilarin
yani tarafliligin ortadan kaldirilmasi i¢in bu kurallarin dogru bir sekilde takip edilmesi
gerekmektedir (71). Eski stereolojik yontemler "model temelli" yontemler oldugundan,
bu modelle yapilan ¢alismalarda incelenen nesnelerin geometrik ozelliklerine dayali
metotlar kullanilmaktaydi. Tasarim temelli yontemler ise, incelenecek nesnelerin
geometrisi hakkinda bilgi kullanma ihtiyacini ortadan kaldirir. Hesaplamalarda olasi

sistematik hata kaynaklar1 ortadan kaldirildigindan daha saglam veriler elde edilir (80).

Stereolojide farkli veriler elde edilmesi i¢in farkli yontemler gelistirilmistir ve bu
yontemler yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunlardan Cavalieri Prensibi ile 2B
kesitlerden hacim hesaplamasi, disektdr (optik ve fiziksel) yontemi ile belirlenen
alandaki nicelik sayisinin hesaplanmasi, parcalama (optik ve fizksel) yontemi ile
ilgilenilen yapidaki toplam nicelik sayisinin hesaplanmasi yapilabilece§i gibi, yine
stereolojik yontemlerin kullanimiyla ilgilenilen yapiya ait uzunluk, genislik, yiizey ve

yiizey alan hesaplamalar1 yapilabilmektedir (69, 70, 76). Tasarim temelli stereolojinin

22



uygulanmasi i¢in bazi yazilimlar gelistirilmistir. Bunlardan bir tanesi bu ¢alismada da
kullanilan Stereo Investigator” bilgisayar yazilimidir. Bu yazilim sistematik rastgele
ornekleme, optik disektdor ve optik parcalamanin entegre kullanimiyla hesaplama

yaparak saglikli, giivenilir ve tarafsiz veriler elde edilmesine imkan saglar (80).
4.4.2. Sistematik Rastgele Ornekleme

Sistematik rastgele ornekleme (SRO) stereolojik ydntemlerde kullanilan
ornekleme yontemidir. Kaynaklarda sistematik tekdiize rastgele ornekleme veya
sistematik ornekleme olarak da ge¢gmektedir. Bu terimlerin hepsi ayni kavrami ifade
eder. SRO uygulamaya agiktir ve rastgele ornekleme (istatistik bilim alaninda basit
rastgele 6rnekleme olarak da bilinir) ile karsilagtirildiginda varyansi azaltan milkemmel
bir yéntem oldugu gdsterilmistir (69, 70, 71, 74, 77). SRO' de, arastirmact f'yi bir kesir
secer. Kesir f = 1 / p tam say1 lizerinden 1 olarak segilir. P sembolii, tekrarlamay1 ifade

etmek i¢in kullanilir. Bu durumdaki setler asagidaki gibidir:
S1={S1, Sp+1, Sop+1, ...}

So={S2, Sp+2, Sops2, .-}

Sp = { Sp, SZp, S3p, ...}

Bu yontemde, set rastgele bir sekilde secildigi siirece tarafsizdir. Secime rastgele
say1 eklemek icin baslangic noktasi olarak 1'den p' ye kadar rastgele bir say1 segilir. Bu

kural dogrultusunda yapilan bir diizenleme asagidaki sekilde verilmistir (Resim 2).
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p=3:f=1/3

U A AL A 4

Resim 2. Sistematik rastgele ornekleme ile kesit belirleme

Resimdeki tasarima gore p dongii sayisini ifade eder. Bu tasarimda p = 3’tiir ve
her 3 kesitten bir tanesi segilecek demektir. f ise kesir oranidir ve her dongiide segilen
kesit oranini ifade eder. Sekildeki tasarimda, her dongilide yani her 3 kesitte 1 kesit
secildiginden f degeri 1/3’dir. Sekildeki ornekte ilk ii¢ kesitten rastgele secilen birinci
kesit, sistemin rastgele kismini, ilk kesit secildikten sonra p oraninda ilerleme ise,
sistemin sistematik yanini gdstermektedir. Uygulamanin devaminda ayni sekilde kesit
se¢imi yapilmalidir. Ornegin sekilde ilk 3 kesitten 1 kesit sistematik rasgele drnekleme
ile secildiyse, bir sonraki secilecek kesit 4 nolu kesittir. Uygulama ayni 6rnekleme ile
devam eder ve Orneklemeye denk gelen kesitler ¢alismaya dahil edilir. Bu ornekte

secilecek kesitler 1, 4, 7, 10, 13... seklinde devam eder (71, 74).
4.4.3. Optik Disektor

Optik disektor kalin bir doku kesitinde ilgilenilen yapilar1 saymak igin (stereoloji

terminolojisinde tanecik veya partikiil olarak tanimlanir.) kullanilan stereolojik bir
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yontemdir. Optik disektorde kalin doku kesitleri (6rnegin sinir sistemi dokularinda 30 —
40 pum) boyunca kisa mesafelerde odak diizlemleri ile sanal kesitler olusturarak,
olusturulan sanal kiipler (sanal hacim) igerisinde sayimin yapilmasi esasina dayanir.
Olusturulan bu sanal hacmin iist ve alt kisitmlarinda arastiricinin istegine gore giivenlik
kusaklar1 denen ve sayima dahil edilmeyen kisimlar belirlenir. Bu iki bolge arasinda
kalan kisimda ise sayim yapilir. Bu alan igerisinde yapilacak sayim i¢in tarafsiz sayim
cercevesi olarak isimlendirilen sanal aparat kullanilir. Tarafsiz sayim g¢ergevesi komsu
iki kenar ve bu kenarlarin uzantilar1 yasak kenar (Resim 3’te kirmizi ile gosterildi) ve
komsu iki kenari serbest kenar (Resim 3’te yesil ile gosterildi) olarak tanimlanir (69, 70,
77). Yasak kenarlara ve uzantilarina temas eden tanecikler, sayima dahil edilmez.
Ancak serbest kenarlara isabet eden ve sayim cercevesi i¢cinde kalan tanecikler sayima
dahil edilir. Optik disektor uygulamasi sirasinda sanal hacim bu tarafsiz sayim gergevesi
ile olusturulur. Bu ¢ergeve ile olusturulan sanal hacim igerisinde ilerlenirken goriintiiye
gelen tanecikler, bu sayim cergevesinin kurallarina goére sayimma dahil edilir veya
edilmezler. Sanal hacim igerisinde farkli derinliklerde odaklama ile ilerlerken,
cercevenin disinda, kirmizi ¢izgi veya uzantilari ile temas halinde ya da giivenlik kusagi

icerisinde karsimiza ¢ikan tanecikler sayima dahil edilmez (Resim 3; 64, 81).
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Resim 3. Noron sayimi sirasinda tarafsiz sayim c¢ergevesi goriintiisii. Goriintiide kirmizi
cizgiler yasak kenarlari, yesil ile gosterilen ¢izgiler ise serbest kenarlart ifade
etmektedir. Yildiz, sayima dahil edilen Piramidal noéronlari gostermektedir
(Cresyl fast violet, x 100), mavi ¢izgi: Hipokampus sinirlayan ¢izgi.

4.4.4. Optik Parcalama

Hiicrelerin fiziksel olarak ¢evresindeki dokulardan izole edilmesi mimkiin
degildir. Hiicre sayis1 verisinin elde edilmesi gereken ¢alismalarda da gergek sayiya
yakin veriler elde etmek olduk¢a Onemlidir. Bu nedenle kullanilan yontemler de
olduk¢a dnem arz etmektedir. Ilgilenilen dokuyu kesit haline getirmek ve kesitleri
inceleyerek hiicre sayisini bulmak oldukga sik kullanilan yontemlerdendir. Ancak bu
durumda dokunun kesilmesi, dokuda var olan hiicrelerin de kesilmesine yol agar.
Dolayisiyla kesitlerdeki hiicre sayisi, dokudaki gercek hiicre sayisindan farklidir ve
uygun yontem sec¢ilmedigi takdirde elde edilen hiicre sayisi verisi gercek degerden
sapma gosterecektir. Tasarima dayali stereolojide gercek degere yakin ve istatistiksel

olarak kabul edilebilir bir hata ile hiicre sayis1 verisi elde etmek icin iki yontem
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kullanilir. Birinci yontem pargalama yontemidir ve bu yontem optik pargalama olarak
adlandirilir (69, 79). Yontem optik disektor ve parcalama ydntemlerinin ayni anda
uygulanmasi esasina dayanir. Optik parcalama uygulamasi esnasinda kalin kesitler X, Y
ve Z diizleminde SRO ile belirlenmis sanal sayim alanlarinda, tarafsiz sayim cergevesi
kurallarina riayet edilerek hiicre sayimi gergeklestirilir (81). Diger yontemde ise tiim
sayim alanlarinda sayilan hiicrelerin sayisi, incelenen sayim alanlarinin sayisina
boliinerek, tarafsiz sanal sayim alanlarindaki ortalama hiicre yogunlugu (Nv) hesaplanir.
Elde edilen ortalama hiicre yogunlugu incelenen alaninin hacmi (referans hacim = Vref)
ile carpilarak, toplam hiicre sayisi elde edilir. Bu yontem Nv X Vref yontemi olarak
adlandirilmigtir. Optik parcalama yonteminde say1 tahmini i¢in Vref gerekmediginden
uygulanmasi daha kolaydir. Optik pargalama, ilgilenilen hacmin sekli ne olursa olsun,
herhangi bir ii¢ boyutlu cisimdeki toplam tanecik sayisini tahmin etmek i¢in biyolojik
bilimlerde yaygin olarak kullanilan stereolojik yontemlerdendir. Optik pargalama
hiicreler, sinapslar, glomeriiller ve biyolojik doku icindeki diger nesnelerin
nicellestirilmesi i¢in uygundur. Optik parcalama uygulamasinda da doku kesitlerinin
kalin olmas1 gerekir. Analizi yapilacak dokudan herhangi bir yonelimde kesit alinabilir.
Optik parcalama ile yapilan hiicre sayimlari, ¢aligilan hiicrelerin boyut, sekil, uzaysal
yonelimi ve mekansal dagilimindan etkilenmedikleri i¢in tarafsiz bir yontemdir. Optik
parcalama, bir dizi SRO yaparak kesit segmek ve daha sonra X, Y ve Z eksenlerindeki

her bir kesiti pargalama ilkesini kullanarak tekrar drnekleme temeline dayanir (69, 79,
81).
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Calisma Plani
5.1.1. Etik Kurul Onayi ve Proje Destegi

Calismaya Karadeniz Teknik Universitesi (KTU), Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurul onayr alinarak baslandi (Tarih: 02/02/2016; Protokol No: 2016/5). Bu c¢alisma
KTU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan desteklendi (Proje

No: TYL-2016-5494).
5.1.2. Sicanlarin Temini ve Bakim

Calismada kullanilan Spraque Dawley cinsi erkek siganlarin elde edilecegi anne
disi siganlar KTU Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nden (KTUCAM) temin
edildi. Uygun sartlarda KTUCAM’da ciftlesmeye birakilan anne siganlardan elde edilen
yavrular, dogumlarindan 21 giin sonra anne siitiinden kesilerek disi ve erkek olarak ayirt
edildiler. Calismaya 36 erkek sican dahil edildi. Calismada kullanilacak siganlar erkek
yavru siganlar arasindan rastgele secildiler, tartildilar ve deney siirecine alindilar.
Sicanlar calisma siiresince KTUCAM da muhafaza odasi olarak adlandirilan bir odada,
diplerine odun talasi serilmis standart Tip III si¢an kafeslerinde tutuldular (Resim 4). 22
+ 2°C sicaklik, 50% + 10 nem ve 12’ser saatlik karanlik ve aydinlik dongiide tutulan
siganlar muhafaza odasindan yalnizca Sham ve EMA uygulamalar igin ¢ikarildilar.
Sicanlarin deney siiresi boyunca standart sican yemi (Bayramoglu Yem ve Un Sanayi
Tic. A.S., Erzurum, Tirkiye) ve suya serbestce ulasabilmeleri saglandi. Calisma
baslangicindan sonuna kadar hayvanlara bu yem ve su disinda herhangi bir yiyecek ya
da igecek verilmedi. Siganlarin bakimi, deneyin biitiin uygulamalart ve sakrifiye

edilmeleri KTUCAM’da yapildi.
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Resim 4. Siganlarin deney siiresince igerisinde tutuldugu kafesler. A; kafeslerin yandan
goriiniimii, B; kafesin tistten goriiniimii

5.1.3. Sicanlarin Gruplandirilmasi

Calismaya dahil edilen 36 si¢an tartildiktan sonra gruplara ayrildi. Gruplar, 1 grup

ve 2 grup olmak iizere iki ana grup olarak tanimlandi. 1 grup 50. giinde sakrifiye edilen

sicanlardan, 2 grup ise 79. giinde sakrifiye edilen siganlardan olusturuldu. 1 ve 2 gruplar

kendi i¢inde de ii¢ gruba ayrildi. Calismanin tamami herbirinde 6 sigan bulunan alti

grup lizerinden gerceklestirildi. Gruplar, Kontrol 1 (n=6) ve Kontrol 2 (n=6), Sham 1
(n=6) ve Sham 2 (n=6), EMA 1 (n=6) ve EMA 2 (n=6) olarak adlandirildi. Calisma

gruplar1 ve gruplarin 6zellikleri Tablo 3’de 6zetlendi.

Tablo 3. Calisma gruplari

Gruplarin 6zellikleri

Calisma gruplari
Kontrol 1 (n=6)
1. ana grup Sham 1 (n=6)
EMA 1 (n=6)
Kontrol 2 (n=6)
2. ana grup Sham 2 (n=6)
EMA 2 (n=6)

PN 21-49. giinlerinde herhangi bir uygulama
yapilmayan, PN 50. giinde sakrifiye edilen grup

PN 21-49. giinlerinde giinde bir saat Sham
uygulamasi yapilan, PN 50. giinde sakrifiye edilen
grup

PN 21-49. giinlerinde giinde bir saat EMA
uygulamasi yapilan, PN 50. giinde sakrifiye edilen
grup

PN 21-49. giinlerinde herhangi bir uygulama
yapilmayan, PN 79. giinde sakrifiye edilen grup

PN 21-49. giinlerinde glinde bir saat Sham
uygulamasi yapilan, PN 79. giinde sakrifiye edilen
grup

PN 21-49. giinlerinde giinde bir saat EMA
uygulamasi yapilan, PN 79. giinde sakrifiye edilen

grup
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Kontrol, Sham ve EMA grubu siganlarin her biri Bouin soliisyonu ile farkli
yerlerinden isaretlenerek c¢aligmaya baslandi. Kontrol grubu sigcanlar haric Sham ve
EMA gruplarina dahil olan siganlar 21. giinlerinden itibaren, Sham ve EMA uygulama
prosediirlerine gore her giin aym1 zaman diliminde Sham ve EMA etkisine maruz
birakildilar. Sham ve EMA uygulamalarina siganlarin 49. giinlerine kadar her giin,

giinde 1 saat olmak tizere araliksiz devam edildi.
5.1.4. Calisma Diizenegi, Sham ve EMA EtKisinin Olusturulmasi

Calisma siiresince Sham ve EMA uygulamasi, hayvanlarin tutuldugu muhafaza
odalarindan ayr1 bir odada, uygulama odasi olarak adlandirilan odada gergeklestirildi.
Uygulama odasi, Sham ve EMA uygulamalari sirasinda sadece bu amaglar igin tahsis
edildi. Bu siireg igerisinde odada baska bir ¢alismanin yapilmasina izin verilmedi. Sham
ve EMA uygulamalar1 21 — 49. giinler arasinda (21. ve 49. giinler de dahil) her giin ayni
saatte olacak sekilde gergeklestirildi. Her giin Oncelikle Sham uygulamasi
gerceklestirildi. Buna gore Sham grubu siganlar (Sham 1 ve Sham 2 grup siganlar) 21 -
49. giinler her giin ayn1 saatte (giindiiz saat 10 — 11 aras1) muhafaza odasindan alinarak
uygulama odasina getirildiler. Uygulama odasinda hayvanlarin serbest hareketine imkan
verecek sekilde 6zel olarak tasarlanmis zemin Olgiileri 40.5 cm, 31.5 cm, yiiksekligi ise
40,5 cm olan pleksiglas maddeden yapilmis ve EMA etkisi olusturma diizeneginin bir
parcasi olan kafes igerisine alindilar (Resim 4). Bu kafes igerisinde bir saat siireyle,
herhangi bir etkiye maruz birakilmadan tutulan siganlar daha sonra muhafaza odalara

geri gotiiriildiiler.

Sham uygulamasi sonrasinda EMA grubu sicanlar (EMA 1 ve EMA 2 grubu
siganlar) uygulama odasina alinarak EMA etkisine maruz birakildilar. Bu grup sicanlar
da 21-49. giinler arasinda, her giin ayni saatte (11 — 12 saatleri arasinda) muhafaza
odalarindan alinarak, uygulama odasma getirildiler. Uygulama odasinda Sham grubu
sicanlarin tutuldugu pleksiglas kafes igerisinde bir saat siireyle 900-MHz EMA etkisine

maruz birakildilar (Resim 5).
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Resim 5. EMA Etkisi olusturma diizenegi ve EMA etkisindeki sicanlar, kesintisiz sabit
giic kaynagi (ok); osilator (cift yonlii ok); EMA Kkafesi (yildiz); dijital 1s1 ve
nem 6lger (ok basi); dipol bakir anten (daire).

EMA ve Sham grubu si¢anlar uygulama odasina alinmadan, uygulama odasinin
koselerinde ve ortasindan EMA olglimleri yapilarak ortamda kontrolsiiz, kaynag:
bilinmeyen baska bir EMA etkisinin olup olmadigina bakildi. Ortamda baska bir EMA
etkisinin olmadigi anlasildiktan sonra Sham ve EMA uygulamalarina baslandi. Bu
Ol¢timler 100 kHz - 2.5 GHz 6l¢gme araligina sahip genis bantli bir EMA 6l¢er cihaziyla
(C.A 43 Isotropic Electrical Field Intensity Meter, Chauvin Arnoux Group, Paris,
France) yapildi (Resim 6). Ayni cihazla EMA uygulamalarimin baslangicinda ve
sonunda siganlar kafesteyken kafesin altinda 9 ayr1 noktadan ve kafesin i¢inde zeminde
9 ayr1 noktadan EMA olclimleri yapildi. Boylece EMA grubu sicanlarin maruz
kaldiklar1 EMA etkisi tespit edildi.
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Resim 6. Genis bantli EMA 6l¢gme cihazi. A; cihaz kullanilmiyorken baglik aparatinin
sOkiilmiis hali, B; cihazin kullanima hazir, baslik aparati takilmig hali

EMA uygulamasinin baglangicinda ve bitiminde; kafes i¢inden ve kafes altindan

yapilan Sl¢tim degerlerinin ortalamasini gosteren sonuglar Tablo 4’te gosterilmistir.

Tablo 4. EMA uygulamasinin baslangici ve bitisinde, kafes iginden ve altindan her giin
yapilan o6l¢iimlerin ortalama degerleri.

Tiim giinlerin ortalama elektrik alan degerleri (V/m)

Baslangic Bitis Baslangig bitis ortalamasi
n:))l::::ll:rl Kafes ici Kafes alt1 Kafes ici Kafes alti Kafes ici Kafes alt1
1 10.0 7.5 9.9 74 10.0 74
2 5.2 5.6 5.2 5.7 5.2 5.6
3 8.3 1.7 8.3 7.8 8.3 7.7
4 7.9 6.6 8.1 6.5 8.0 6.6
5 5.3 7.2 5.5 12.7 54 9.9
6 5.2 7.3 5.6 9.5 5.5 8.4
7 9.2 6.1 9.3 6.4 9.3 6.3
8 8.2 8.4 8.6 8.7 8.4 8.5
9 9.7 5.5 10.4 5.1 10.1 5.3

Ortalama 7.73+184 687+099 7.87+1.97 7.75+2.32 7.8+1.96 7.3+1.49

Yapilan bu dl¢timlerin x-y diizlemindeki dagilimi grafik {izerinde gosterildi (Sekil
3-8). Grafik lizerindeki Ol¢iim noktalari ile kafes iizerindeki Sl¢lim noktalari ayni

bolgeleri gostermektedir.
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Electric Field Strength (Vim)

Sekil 3. 29 giinliik EMA uygulamasinin baslangicinda kafes icinden odl¢iilen degerlerin
ortalamasinin x—y diizlemindeki dagilima.

Electric Field Strength (V/m)

Sekil 4. 29 giinlik EMA uygulamasinin baslangicinda kafes altindan dl¢iilen degerlerin
ortalamasinin x—y diizlemindeki dagilima.
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Electric Field Strength (V/im)

Sekil 5. 29 giinlik EMA uygulamasimin bitisinde kafes i¢inden olgiilen degerlerin
ortalamasinin x—y diizlemindeki dagilima.

Electric Field Strength (V/m)

Sekil 6. 29 giinlik EMA uygulamasinin bitiginde kafes altindan Ol¢iilen degerlerin
ortalamasinin x—y diizlemindeki dagilima.
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Electric Field Strength (Vim)
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Sekil 7. 29 giinlik EMA uygulamasinin baglangicinda ve bitisinde, kafes icinden
olgiilen degerlerin ortalamasinin x—y diizlemindeki dagilimau.

Electric Field Strength (Vim)

Sekil 8. 29 giinlik EMA uygulamasinin baslangicinda ve bitisinde kafes altindan
oOl¢iilen degerlerin ortalamasinin x—y diizlemindeki dagilimu.

29 giinliikk uygulama siliresince hayvanlarin agirliklar1 ve hayvanlar kafes

icerisindeyken Glgiillen EMA nin baslangic ve bitis degerlerinin ortalamalar1 gz oniine

alinarak elektrik alan siddeti, giic yogunlugu ve SAR degerleri hesaplandi (Tablo 6).
Elde edilen verilere gore kafesteki sicanlarin 29 giinliik 900 MHz EMA maruziyeti
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sonucunda 7.8 V/m’lik elektrik alan siddeti ve 0.16 W/m? gii¢ yogunluguna maruz
kaldig1 tespit edildi.

Tablo 5. Tiirkiye’de kontrolsiiz etkilenme i¢in sinir degerleri.

Frekans 900MHz 1800MHz
Tek bir cihaz icin Ortamin toplam  Tek bir cihaz Ortamun
< o . - - toplam sinir
siir deger sinir degeri icin sinir deger o .
degeri
Elektrik Alan 10.23V/m 41.25 Vim 1447Vim  58.34V/m
siddeti
;\i"dac:z‘i*“k Alan 0.027A/m 0.111A/m 0038A/M  0.157A/m
Gii¢ yogunlugu 0.28W/m2 4.5 W/m2 0.56W/m2 9.0W/m2

Tiirkiye’de yasam alanlarinda, ICNIRP sinir degerleri esas alinarak hazirlanan
GSM 900 ve 1800 MHz sistemleri i¢in belirlenen smir degerler Tablo 5°te
gosterilmigtir. Caligmada elde ettigimiz degerler Tiirkiye’de belirlenen degerlerle

paralellik gostermektedir.

Tablo 6. Hayvanlara uygulanan EMA degerlerinin ortalamalari kullamlarak hesaplanan
elektrik alan siddeti, gli¢ yogunlugu ve SAR degerleri. Bu degerler, hayvanlar kafes
icerisindeyken uygulamanin baslangicinda ve bitisinde Olgiilen degerlerin

ortalamasidir.
Tiim viicut Elektrik alan Gii¢ yogunlugu
29 giiniin ortalamasi siddeti (V/m) (W/m?) SAR (W/kg)
Kiiciik sicanlar 7.8 0.16 0.0167
Orta sicanlar 7.8 0.16 0.008
Biiyiik sicanlar 7.8 0.16 0.0057

Ayrica herglin hem Sham hemde EMA uygulamalar1 sirasinda, dijital 1s1 ve nem
Olgen bir cihazla (YCOM KMN-303, YuYau Shuanghe Electron Instrument Co., Ltd.
Zhejing-China) siganlar kafesteyken kafes i¢inin 1s1 ve nem degerleri de 6l¢iildi (Resim
7).

Sham ve EMA etkisi olusturma dilizenedi esas olarak ii¢ ana parcadan
olusmaktadir. Diizeneginin esas parcalarini osilator (1218-BV, Lockable Oscillator,
900-2000 MHz, General Radio Company, Concord, Mas-sachusetts, USA, Serial No.
1483), sabit gii¢ kaynagi (1267-B Regulated Power Supply, General Radio Company,
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Concord Massachusetts, USA, Serial No. 903) ve pleksiglas malzemeden yapilmis
EMA kafesi olusturmaktadir. Osilator EMA kafesi igerisinde 900-MHz’lik EMA
olusturulmas1 i¢in kullanilmaktadir ve osilatérden ¢ikis giicli yaklagik 300 mW ve
frekans1 900 MHz’e ayarli yiiksek hizli frekans elde edilebilmektedir. Sehir elektrik
sebekesine bagli olan sabit giic kaynagi, osilatoriin calismast ve siirekli enerji
ihtiyacinin karsilanmasi i¢in gereklidir. Diizenekte osilatoriin ¢ikisi bir kablo yardimiyla
15 cm uzunlugunda ve 1 mm ¢apa sahip bakir bir gubuktan yapilmis yarim-dalga dipol
antenine baglidir. Anten, EMA kafesinin iist yiizeyinden 11 cm igeriye, kafesin sag ve
sol kenarlar1 arasina yerlestirilmis bir tahta cubuk iizerine sabit olarak yerlesiktir. EMA
kafesi (boyutlar1 40.5 cm x 31.5 cm x 40.5 cm) Sham ve EMA uygulamalari sirasinda
sicanlarin serbestce hareketine imkan verecek sekilde (1275.75 cm? taban alan1) ozel

olarak tasarlanmis ve pleksiglas maddeden imal edilmistir.

Resim 7. Dijital 1s1 ve nem 6l¢me cihazi.

5.2. Histolojik Islemler
5.2.1. Dokularin Temini

Kontrol 1, Sham 1 ve EMA 1 gruplarina dahil olan sicanlar Sham ve EMA
uygulamalariin bitiminde, PN 50. giinde; Kontrol 2, Sham 2 ve EMA 2 gruplarina
dahil olan si¢anlar ise PN 79. giinde tartilarak servikal dislokasyon yontemiyle sakrifiye

edildiler. Daha sonra makas yardimiyla, kafanin iist kisminin her iki yanindan girilerek
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kafatas1 kemikleri kesilerek ¢ikarildi. Beyin dokusunun (beyincik, beyin sap1 ve beyin)
tamami1 dura materden ayrilarak ¢ikarildi (Resim 8). Beyin, etrafindaki diger dokulardan
izole edilerek tartild1 ve veriler not edildi. Beynin sag ve sol yarim kiireleri birbirinden
ayrilarak, sol beyin daha once hazirlanan %10’luk formaldehit soliisyonu igerisine
konularak stereolojik analizler ve histopatolojik degerlendirmeler icin saklandi. Beyin
dokularinin ¢ikarilma islemlerinin tamami KTU Cerrahi Uygulama ve Arastirma
Merkezinde bu amaglar i¢in diizelenmis hayvan takip ve cerrahi miidahale odalarinda

gerceklestirildi.

Resim 8. Deney hayvanindan dokularin elde edilmesi.

5.2.2. Beyin Dokularimin Takibi

Beyin dokular1 iki hafta siire ile tespit soliisyonun olan %10’luk formaldehit
icerisinde muhafaza edildiler. Bir gece siireyle akarsuda yikanan beyin dokulari bu
asamadan sonra %80’lik alkolde 1 saat, %90°lik alkolde 1 saat, %96’lik alkolde 2 saat,
%1001k alkolde 2 saat ve ksilende 1 saat bekletildiler. Daha sonra parafine alinan
dokular 1 giin siireyle oda sicakliginda bekletildiler ve ilk olarak 40 °C etiivde 1 gece
ardindan 60 °C etiivde 2 saat tutulduktan sonra parafin bloklara gomiildiiler (82).

5.2.3. Dokulardan Kesit Elde Edilmesi ve Sistematik Rasgele Ornekleme

Stereolojik caligmalarda kesit kalinliginin, kesit 6rnekleme oraninin ve diger
stereolojik parametrelerin esas ¢alismaya baglamadan once belirlenmesi gerekmektedir.

Bu nedenle dokulardan kesit almaya baslamadan 6nce, kullandigimiz hayvanlarin yas,
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kilo ve beyin dokularinin agirliklari dikkate alinarak literatiir taramasi yapildi.
Kaynaklarda, benzer ¢aligmalarda kesitlerin genel olarak 26-40 pum kalinliginda alindig:
ve kesit Ornekleme oranlarmin kalinhiga gore degistigi tespit edildi (19). Bizde
calismamizda kesitlerin 1/7 oraninda Ornekleme yaparak kranial yonde 30 pm

kalinliginda almaya karar verdik.

Bu planlama ¢er¢evesinde parafin bloklara gomiilen dokulardan sistematik rasgele
ornekleme kurallarina riayet ederek 1/7 oraninda kesitler alindi. Bloklar doner kollu
mikrotoma (Leica RM2255, Nussloch, Germany) yerlestirildikten sonra hipokampusa
ulasana kadar tiraslandi. Dokuya ulasildiktan sonra 1/7 oraninda sistematik rastgele
ornekleme geregi alti kesit alindiktan sonra 30 um kalinliginda yedinci kesit alindi
(Resim 9). Kesit elde edilmesine bu sekilde devam edildi. Alinan doku kesitleri
benmariye kondu daha sonra boyanmak flizere lamlara alindi. Ayrica yine ayni

mikrotom kullanarak parafin bloklardan 5 pm’lik kesitler de alindu.

Resim 9. 30 um’lik kesitlerin alindig1 mikrotom
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5.2.4. Kesitlerin Boyanmasi

Gruplara ait sicanlardan elde edilen parafin bloklardan kesitler elde edildikten
sonra boyama islemlerine gecildi. Kesitlerde stereolojik yontemler kullanilarak néron
sayimi yapmak i¢in cresyl fast violet boyasi, histopatolojik degerlendirme yapmak i¢in
hematoksilen eozin (H&E) boyasi kullanildi. Apoptozu degerlendirmek i¢cin TUNEL
teknigi ile boyama yapildi (82).

5.2.4.1. Cresyl Fast Violet Boyama Yontemi ile Kesitlerin Boyanmasi

Stereolojik yontemler kullanilarak néron sayimi yapmak i¢in, parafin bloklardan
30 um’lik kesitler alind1 ve cresyl fast violet boyasi ile boyandi (Resim 10). Cresyl fast
violet boyasi noronlarin ¢evre dokudan rahatlikla ayirt edilerek sayimini kolaylastiran
bir boya oldugundan tercih edildi. Stereolojik analizler KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali Stereoloji Laboratuvari’nda bulunan Stereoloji analiz

sisteminde yapildi

Resim 10. Cresyl fast violet ile boyanmis hipokampus kesitleri

Cresyl fast violet boyasini hazirlamak i¢in 6ncelikle 500 cc distile su igerisine 0,5
gr toz cresyl fast violet boyasi kondu ve iyice karistirildi. Daha sonra boyanin rengini
koyulagtirmak icin 9 damla glasiyal acetic acid damlatildi ve agz1 parafilm ile
kapatilarak bir giin boyunca dinlendirildi. Dinlendirilen boya kurutma kagidindan
siiziildii ve her kullanimdan 6nce etiivde 60 'C’de bekletildi. Boya hazirlandiktan sonra

kesitler asagidaki asamalardan gegirildi (Tablo 7; 19, 82, 83).
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Tablo 7. Cresyl fast violet boyama protokolii.

Islem Bekleme

sirast  Kimyasal / soliisyon / boya / islem Siiresi
1. KSIION. ..o, 20 dk
2. KSIlen. ..o, 20 dk
3. % 100’1k alkol.......cooviiii 10 dk
4. % 96°Iik alkol........ooiii 10 dk
5. % 80’lik alkol.......ovuiii 10 dk
6. % T0°lik alkol......oeeii 10 dk
7. DiStIle SU....vieiii e, 10 dk
8. Cresyl fast violet.........ccooiviiiiiiiiiiiieee e 6 dk
9. DiStIle SU....vitit i, 10 dk
10. %70’ 1lik alkol. ..o 5dk
11. % 96’ Ik alkol.......c.oiiii e 5dk
12. % 100’10k alkol.......ooeveiii e 10 dk
13. KSIen. ..o Bir gece
14. Entellan ile kapatma

5.2.4.2. Hematoksilen Eozin Boyama Protokolii

Histopatolojik degerlendirme yapmak i¢in beyin dokulariin parafin bloklarindan
alinan 5 pm’lik kesitler H&E boyasiyla boyandi. Histopatolojik degerlendirme KTU
Tip Fakiiltesi Histoloji Embriyoloji Anabilim Dali’nda bulunan DP 71 (Olympus,
Tokyo, Japan) kameral1 dijital fotograf makinasina sahip 151k mikroskobunda (Olympus,
BXS51, Japan) yapildi. Kesitlerden fotograf ¢ekimi de ayni 151k mikroskobu ve dijital
fotograf makinasi kullanilarak yapildi. Fotograflar dijital ortama aktarildi. H&E boyasi
i¢cin hazirlanan preparatlar, 60°C’lik etiivde 1 saat bekletilerek deparafinize edildi ve

asagidaki igslemlerden gecirildi (Tablo 8; 82).
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Tablo 8. Hematoksilen eozin boyama protokolii.

Islem sirasi

Kimyasal / soliisyon / boya / islem

Bekleme Siiresi

1- Ksilen......coooovviiiiiiiiiii, 2x5dk
2- % 100’lik alkol......................... 5 dk
3- % 96’ lik alkol..............coeeiiiiis 5 dk
4- % 70°lik alkol...........ccoeveiinnnns. 5 dk
5- Distile SU......ooviiiiiiiiiiiea 2-3dk
6- Hematoksilen............................ 2.30 dk
7- Musluk suyu.........cooooviiiin 5 dk
8- Asitalkol ... 1 kez batirilip ¢ikarilir
9- Distile Su.....ocovveiiiiiii 1dk
10- Amonyakli SU..........ccoeviiiiiinnnn. 10sn
11- Distile SU.....ocovveiiiiii 1dk
12- Eozin ... 1.45 dk
13- Distile SU......ooviiiiiiiiieea 1dk
14- % 70°lik alkol...........covvininnnnnss 5 dk
15- % 96’ lik alkol..............cooeiiininl, 5 dk
16- % 100’lik alkol......................... 5dk
17- Ksilen .....oooooviiviiiiiiiiiin 2x5dk
18- Entellan ile kapatildi

5.2.4.3. TUNEL Boyama Protokolii

Hipokampusda apoptozu degerlendirmek i¢in TUNEL teknigi ile boyama yapildi.
TUNEL boyamasi i¢inde beyin dokulari, doku takip islemlerinden gegcirildikten sonra
yine ayni mikrotom kullanilarak 5 pm kalinliginda kesitler alind1 ve boyandi. Boyanan
kullanilarak

kesitler yine aym 1s1tk mikroskobu ve dijital fotograf makinasi

degerlendirildi, fotograflari ¢ekildi ve kaydedildi.

Apoptozis degerlendirmesi  hiicrelerin ~ deoksiriboniikleikasit ~ (DNA)
fragmantasyonlarina gore yapildi ve homojen boyanmis kahve renkli hiicreler TUNEL
pozitif (+) apoptotik hiicre olarak kabul edildi (83). Her si¢an i¢in ayn1 kesitte bes farkli
alanda apoptotik ve normal hiicreler sayildi ve apoptotik indeks (Al) asagidaki formiile

gore hesaplandi (84).
Al=TUNEL (+) hiicre sayis1 / toplam hiicre sayis1 x100

TUNEL boyama ig¢in in situ cell death detection kit, AP kullanildi. Preparatlar
60°C’lik etiivde 1 saat bekletilerek deparafinize edildi. Daha sonra asagidaki islemler
yapildi (Tablo 9; 84).
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Tablo 9. TUNEL boyama protokolii.

Kimyasal / soliisyon / boya / islem Bekleme siiresi

1- 0 KSilen. ..o 3x5 dk

2- %100 etanol........oueuiinii i 5dk

3= 2095 etanol.. ... 5dk

- %70 etanol.......o.vuinii i 5dk

5- Distile su ile yikanir

6- %3’lik H202 de bekletilir............covveiiiiiiiinan.. 15 dk

7- Distile su ile yikanir

8- PBS (fosfat tampon soliisyonu)’de yikanir.................. 2x15dk

9- Oda sisinda Large Volume UV (Ultra -V) blok soliisyonda 10 dk

75 ug Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) ve 50
10- pl TdT/dUTP karigimi ile dokularin iizeri kaplanir ve
37°C’lik etiivde 1,5 saat nemli ortamda tutulur.
11- PBS’de yikanir.........coooiiiiiiiiiiiiiiiiiee 2x5 dk
100 p Converter peroksidaz dokuyu kapatacak sekilde

12- damlatilir ve 37°C’lik etiivde bekletilir. 30 dk
13- PBS’de yikanir...........oooviiiiniiiiiiiiiiiie e 2x5 dk
14- 100ul DAB ile karanlikta oda 1sisinda bekletilir............ 3-5dk
15- Distile su ile yikanir

16- HE ile 15 sn boyanir ve ¢esme suyu ile yikanir

17- % 70°lik etanol..........ooooiiiiiiii 2x5 dk
18- % 95°liketanol..........cooiiiiiiiii 2x5 dk
19- % 100’1k etanol..........ooooiiiiiiiiii 2x5 dk
20- KSilen.....o.oiuiiii 2x5 dk

21- Kurutulup iizerine entellan damlatilarak lamelle kapatilir

5.2.5. Kesitlerde Hipokampus Simirinin Tespiti

Stereolojik calismalarda calisilacak yapinin smirlarinin bilinmesi ve kullanilan
boyama yonteminin ilgilenilen yapidaki hiicrelerin net olarak ayirt edilmesini saglamasi
gerekir. Kaynaklarda hipokampus ile ilgili calismalarda cresyl fast violet (85, 86) ve
toluidin mavisi (87) boyalarinin yaygin olarak kullanildigi goriilmektedir. Cresyl fast
violet boyama yoOnteminin hipokampus bdolgesindeki hiicrelerin  biiyiikliikleri,
yogunluklar ve ani degisikliklerin fark edilmesini kolaylikla sagladig1 goriildiigiinden

calismamizda cresyl fast violet boyasi kullanilda.

Sican hipokampusu cresyl fast violet boyalarinda incelendiginde DG, hilus, CA1,
CA2 ve CA3 bolgelerinin hiicre biiytlikliikleri ve farkliliklariyla birbirinden
ayrilmaktadir. DG kiigiik boyutlu ve yogun paketlenmis at nali seklinde graniiler
hiicrelerden olusmaktadir. Hilus, DG ve CA2, CA3 bdlgesi arasinda yer alan ve
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piramidal hiicrelerin bulundugu boélgedir (81, 88). Sigcan hipokampusunda graniiler
hiicre ve piramidal hiicre tabakalari arasindaki siirlarnNissl lekeli bolimleri sayesinde
tanimlanabilmektedir (89). CA1 hiicreleri CA2 ve CA3 ndron hiicrelerinden kiigiiktiir
(81, 88). CA2 alani ise tartismali olup, CA3 ve CAl arasinda, bu iki alanin birbirine
karistig1 dar bir gegis alanidir. CA2, CA3’teki gibi biiylik hiicre govdeleri icerir. CA2
cesitli bakimlardan CA3 alanmin ug pargast gibidir (90). CA3 noron hiicreleri ise CAl
noron hiicrelerinden biiytiiktiir (88). Ancak bizim amacimiz CA bdlgesinin toplam ndron
sayisini elde etmek oldugundan, CA1, CA2 ve CA3 ayrimi yapmadan ndron sayimi
gerceklestirdik (Resim 1).

5.2.6. Kesitlerde Noronlarin Tespiti

Kesitlerdeki néron sayimina baslamadan 6nce anatomik olarak DG, hilus ve CA
bolgeleri belirlendi. Bu amag i¢in anatomik atlas kullanildi (91). Ayrica kesitlerde
hipokampus simirlarinin ve ndronlarin belirgin bir sekilde goriilmesi igin cresyl fast
violet boyama yontemi kullanildi. Cresyl fast violet boyasi ile noronlar, a¢ik mavi
zeminde yuvarlak ya da oval sekilde goriintiilendi (Resim 1). Noron sayiminda degisik
yontemler tercih edilmekle birlikte yaygin olarak kullanilan hiicrelerin organellerinin
sayimidir (85). Bu nedenle calismamizda, hiicrelerin en biiylik organeli olarak da

tanimlanan ¢ekirdek esas alindi.
5.3. Stereolojik Analizler

Bu caligmada tasarim temelli stereoloji sistemine dayali hazirlanan “Stereo
Investigator” bilgisayar yazilimi programin kullanildi. Bu yazilim sistematik rastgele
ornekleme, optik disektdor ve optik parcalamanin entegre kullanimiyla hesaplama

yaparak saglikli, giivenilir ve tarafsiz veriler elde etmemize imkan saglamaktadir.
5.3.1. Stereoloji Analiz Sistemi

Calismanin stereolojik analizleri KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anbabilim Dali Stereoloji Laboratuvarinda bulunan stereoloji analiz sisteminde yapildi.
Stereoloji analiz sistemi Leica firmasmin liretimi olan stereoloji analiz yazilimi ve
donanimmi icermektedir. Sistem, MicroBrightField (ABD) firmasmin stereolojik
arastirmalar i¢in tasarlanmis stereoloji analiz yazilimi (Stereo Investigator 9, Computer
Assisted Stereological Toolbox, Leica) iceren bir bilgisayar (Pentium PC, DELL
OptiPlex, USA), arastirma mikroskobu (Leica, DM4000B-M, Germany), CCD kamera

44



(JVC, Japan), Z ekseninde Ol¢lim yapan Ol¢iim cubugu (Heidenhain LIP401 R,
Germany), mikrokator gostergesi (Heidenhain ND 221 B, Germany), bilgisayar
tarafindan kontrol edilerek mikroskop tablasinin X ve Y eksenlerinde hareketini
bilgisayar kontrollii olarak ydnetebilen bir tabla motorundan (Prior ProScan, USA) ve

bir adet tabla kontrol gubugundan (Prior, USA) olusmaktadir (Resim 11).

Resim 11. Stereoloji analiz sistemi: (1) mikrokator, (2) kamera, (3) mikroskop, (4)
otomatik tabla, (5) el kumandasi, (6) monitér, (7) bilgisayar kasasi

5.3.2. Stereolojik Analizlerin Detaylar

Stereoloji analiz sisteminde sayima ge¢meden Once, sistem igerisindeki analiz
programinda kullanilacak c¢alisma verilerinin 6nceden bilinmesi gerekir. Bu nedenle
esas ¢alismaya baslamadan once hem literatiir taranarak, hem de 6n galisma yaparak,
sayimm sirasinda kullanilacak olan stereolojik analiz verilerinin detaylar1 belirlendi ve

belirlenen veriler Tablo 10°da verildi.
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Tablo 10. Stereolojik analizlerde kullanilan veriler.

Stereolojik Analiz Parametreleri CA i¢in Degerler
Kesit 6rnekleme orani 17
Tarafsiz sayim ger¢evesi alani (um?) 1600
Disektor hacmi (um?®) 40000
Optik disektor yiiksekligi (um) 10

Ust ve alt giivenlik kusagi (um) 3

Adim aralig1 (um) 200

Sayim yapilan objektif biiyiikligii (um) x 100/ x 2.5
Objektifin sayisal agiklig1 1.25

5.3.3. Stereo Investigator Programinda Stereolojik Analizin Asamalari

Stereoloji analiz sisteminde ¢alisirken analizin tiim asamalart 6nemlidir ve hatasiz
gerceklestirilmelidir. Bir bagka ifadeyle sistemi agmakla baslayan analiz siireci, sistemin
kapatilmasina kadar devam eder. Burada KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dal1 Stereoloji Laboratuvarinda bulunan stereoloji analiz sisteminde
hipokampusun CA bolgesinde gergeklestirdigimiz néron sayiminin tim asamalar

Ozetlendi.

Sistem acilmadan Once, sistem pargalarinin baglantilar1 ve sistem pargalarindaki
olas1 fiziksel aksakliklar, tozlanma gibi Oncelikli sorunlar kontrol edilmelidir. Bu
islemin ardindan once bilgisayar, daha sonra mikroskop, ardindan kamera ve son olarak
mikrokatOr agilarak sistem hazir hale getirilir. Bu esnada sayilacak dokulari iceren
preparatlar hazirlanir. Bu islem esnasinda karigikligi dnlemek amaci ile sadece sayilacak
olan hayvana ait preparatlar sayima hazir hale getirilir. Pereparatlar temiz bezle
silinerek goriintiiyli engelleyebilecek lekeler temizlenir. Yazilim agildiktan sonra ilk
olarak yapilmasi gereken, ekranda goriilen uyar1 penceresinde “hayir” butonunu

tiklamak ve mikroskobun 151k ayarini otomatige getirmektir (Resim 12, 13).

46



: . 2 2 .o B8, . y M % mE

Ready

Resim 12. Stereo Investigator 9 programinin agiligi.

e, & 1100 * . BERS 5. 09009 Fo. @ A @"G'S'I“
M| | Dmosmmttsmn] (st || O 2] e

©
e
-
* 0
*
M
.
=
®
®
*0

Resim 13. Mikroskop 1g1g1inin otomatige alinmasi.

Ardindan “Probe” sekmesinden “Optic Fractionator Workflow” segenegi secilir.
Acilan kiiciik pencereden yeni bir caligmaya baslamak ya da var olan bir ¢aligmaya

devam edebilmek i¢in se¢im yapilir (Resim 14).
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Resim 14. Stereo Investigator 9 programinda optik parcalama segenegi segme.

Calismaya baslarken “Start a new subject” secenegi isaretlenerek onaylanir. Bu
islemin ardindan ekranin sag tarafina sayimi yapilacak ¢aligmanin, bilgilerinin girilecegi

yeni bir pencere agilir (Resim 15).
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Resim 15. Stereo Investigator 9 programinda yeni bir ¢alisma baslatma.
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Bu pencerede sayim boyunca izlenecek on temel adim karsimiza cikar. Ik adimda

sayimin yapilacagi hayvani tanimlayan isimlendirme kutucuguna yazilir (Resim 16).
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Resim 16. Programa caligsma bilgilerinin girilecegi ara yiiziin agilmasi.

Hemen bunun altindaki bdliime ise sadece sayilacak kesit sayisi (beynin boyutuna
gbre 16-21 aras1 degisen kesit sayist), objektifin biiyiitmesi (2.5, x100), kesit kalinlig1
(30 um) ve ornekleme siklig1 (1/7 6rnekleme) bilgileri girilir (veriler bu ¢alismada
kullanilan verilerdir). Ardindan bir sonraki adima ge¢mek i¢in “Next step” butonuna

tiklanir (Resim 17).
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Resim 17. Verilerin girilmesi ve bir sonraki adima gegilmesi.

Ikinci adimda ¢alismada kullanilacak diisiik biiyiitme objektifi (x2.5) segilmelidir.
Bu basamakta dikkat edilmesi gereken nokta, programda segilen biiyiitme ile

mikroskoba ait objektiflerden segilen biiyiitmenin ayni olmasidir (Resim 18).
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Resim 18. Mikroskop ve programda, c¢alismada kullanilacak kiigiik biiylitmenin
belirlenmesi.
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Uciincii adimda sayimm yapilacak alanin cizilmesi istenir. Bunun icin kiiciik
biiylitmede sayim yapilacak alan ekrana getirilir ve sayim yapilacak alan ¢izilir. Cizimi
yaparken mesafeler arasi tiklanarak c¢izim yapilabilir. Cizim bitirilirken, ¢izim alani
tizerine sag tiklanir ve acilan pencerede “Close Contour” secenegi ile ¢izim alani

kapatilir (Resim 19, 20).
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Resim 20. Sayim yapilacak alan igin ¢izilen alanin kapatilarak sayima hazir hale
getirilmesi.
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Dordiincii adimda, caligmada kullanilacak yiiksek biiylitmeye sahip objektifi
(x100) segmemiz istenir. Bunu yaparken ikinci adimda dikkat etmemiz gereken nokta,
mikroskoptaki ve yazilim {izerinde segtigimiz biiylitme oraninin ayni olmasidir (Resim

21).
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Resim 21. Programda ve mikroskopta kullanilacak yiiksek biiyiitmeli objektifin
belirlenmesi.

%100 biiyiitmenin kullanildigi bu basamakta goriintii netligini saglamak i¢in

immersiyon yag1 kullanilmalidir (Resim 22).
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Resim 22. x100 biiylitmenin kullanilmasi sirasinda immersiyon yagmnin damlatilmasi.

%100 objektifinin ¢alisma sonrasi ve c¢alismaya verilecek ara siirecinde yaglh
birakilmamasi, immersiyon yagindan temizlenmesi olduk¢a Onemlidir. Bu sebeple
calisma bittikten sonra veya verilecek aralarda objektif 3’¢ 7 oraninda alkol-eter

karisimi ile silindikten sonra, gazli bez ile iyice kurulanmalidir (Resim 23).

Resim 23. x100 objektifin kullanilmasinin ardindan objektifin silinip kurulanmasi.
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Besinci adimda, program tarafindan otomatik olarak ayarlanan ayarlari aynen
onaylayip bir sonraki basamaga gegilir. Altinc1 adimda sayim ¢ergevesi alani belirlenir
(40 um x 40 pm). Bu deger calismaya gore degistirilebilir. Cizilen alanin biiyiikliigiine

gore sistem tarafindan belirli miktarda sayim g¢ergevesi olusturulur (Resim 24).
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Resim 24. Sayim gergevesi alaninin belirlenmesi.

Yedinci adimda, sistematik rastgele ornekleme karelerinin (grid) alanlar1 belirlenir
(200 pm x 200 pm). Bu deger ayn1 zamanda ¢aligma icin gegerli adim araligini da ifade
eder. Cizilen alan {izerine atilan sayim c¢ercevelerinin sistematik rastgele 6rnekleme
pozisyonlarinin  gosterildigi  ve iizerine tiklanarak bu dizilimlerin  farkh

kombinasyonlarinin segilebildigi bir kroki karsimiza ¢ikar. (Resim 25, 26).
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Resim 25. Sayim ¢ergevelerinin adim araligi degerlerine gore sematik olarak
belirlenmesi.

nEo S e

Resim 26. Sayim ¢ergevelerinin yerlesim diizeninin farkli kombinasyondaki dizilimi.

Sekizinci adimda ise giivenlik kusag sinir1 belirlenir (3 pm). Burada iist giivenlik

kusag belirlendiginde alt giivenlik kusagi da otomatik olarak belirir (Resim 27).
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Resim 27. Giivenlik kusaginin belirlenmesi.

Dokuzuncu adimda, bu asamaya kadar yapilan tiim ayarlarin ve girilen ¢aligma
verilerinin 6zetlendigi, bu ayar ve verilerin dogrulanarak kaydedilmesini isteyen bir
pencere agilir. Burada ayarlar ve veriler dogrulanarak baslangicta yazilan isimlendirme

ile kay1t yapilir ve bir sonraki adima gegilir (Resim 28).
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Resim 28. Girilen bilgilerin dogrulanip kaydedilmesi.
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Onuncu adimda sol altta, sayilacak olan kesitlerin 6rnekleme siklifina gore
numaralandirilmis olarak belirtildigi yeni bir pencere acilir. Sayilacak olan ilk kesitin
altinda ¢izdigimiz ve igerisinde sayim yapacak oldugumuz alan1 sembolize eden bir alt

sekme agilir. Bu alt sekme segilir ve “Click Start to Counting” butonuna tiklanir (Resim
29, 30).

Resim 29. Kesitlerin sembolik goriintiisiiniin programda belirmesi ve sayilacak alan
secimi.

Weoeed

Resim 30. Sayim yapilacak alanin segilmesi ve sayima baglanmasi.
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Buton tiklandiginda program otomatik olarak sayilacak olan ilk c¢ergeve iizerine
gider (Resim 31). O kesit i¢in belirlenen sayim g¢ergevesi miktarinca ve sayim gergevesi
kurallarina gore sayima baslanir. Sayim noktasinin {ist ve alt noktasini tespit etmemizi
isteyen kiigiik bir pencere agilir. Her tarafsiz sayim gergevesi sayilirken yapilmasi

gereken iki temel kural vardir.

LEEEE L)

Resim 31. Programin kullanicty1 sayim yapilacak ilk alana yonlendirmesi.
Oncelikle goriintii bulaniklasincaya kadar joystick aparatindaki mikro vida

yardimi ile iist noktaya cikilir (Resim 32). Daha sonra yavasca alt noktalara dogru

inilmeye baslanir.
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Resim 32. Sayim yapilacak sanal hacmin iist sinirinin tespiti igin iist noktaya ¢ikilmas.

Goriintiiniin ilk netlestigi noktada durulur ve agilan ilk kii¢iik pencerede “OK”

butonuna basarak {ist sinir belirlenmis olur (Resim 33).

Resim 33. Sayim yapilacak sanal hacmin st sinirinin tespit edilmesi.
Ardindan ayni dogrultuda doku igerisinde daha derine inerek, goriintiiniin

bulaniklastig1 noktada agilan ikinci kiigiik pencere onaylanir ve alt sinir da belirlenmis
olur (Resim 34).
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Resim 34. Sayim yapilacak sanal hacmin alt sinirinin tespit edilmesi.

Bu esnada ekranin sag kosesinde “z*“ ekseninde yaptigimiz hareketin miktarini
gosteren bir pencere bulunmaktadir ve buradan asagi ya da yukari dogru yapilan
hareketin miktar1 gézlemlenebilir. Alt ve iist noktanin se¢iminden sonra bu pencerede
sayim yapilacak derinlik degerini gosteren yesil bir alan olusur ve sistem otomatik

olarak bu yesil alanin tepe kismina denk gelen odak noktasina gider (Resim 35).

CEEET T

Resim 35. Sayim yapilacak disektor hacminin belirlenip programda gorsel hale gelmesi.
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Bundan sonra mikrovida ile bu alan igerisinde asag1 dogru inilir. Bu sirada sayimi

yapilacak olan tanecikler (bu ¢alismada noronlar) ile karsilasildiginda, tarafsiz sayim

cergevesi kurallar1 dogrulusunda iizeri tiklanarak isaretlenir (Resim 36).
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Resim 36. Belirlenen disektér hacminde sayim gergevesi kurallari geregince sayim

yapilmasi.

Bir cercevede sayim bittikten sonra, bir sonraki gerceveye gecmek icin “>>,

(ileri)” butonu tiklanir. Boylece her c¢ergevede aymi kurallar ve yukarida anlatilan

islemler uygulanarak, sayilmasi gereken biitiin ¢ergeveler sirasiyla sayilir (Resim 37).
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Resim 37. Bir sonraki sayim ¢ergevesine gegilmesi.

Bir kesitte sayilmasi gereken biitlin ¢erceveler bittiginde ve “ileri” butonuna
basildiginda sistem sayilmasi gereken her cer¢evenin sayildigini belirten bir uyar1 verir

ve onaylanmasi istenir (Resim 38).
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Resim 38. Bir kesitteki tiim c¢ercevelerin sayilmasindan sonra verilen uyarinin
onaylanmasi.
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Ardindan yeni kesit iizerinde sayima baslamak i¢in “ Begin new section” butonu
tiklanir ve sistem sayilmasi i¢in bir sonraki kesite sizi yonlendirir (Resim 39). Yeni

kesitte sirasiyla izleyecegimiz adim numaralari: 2, 3, 4 ve 10. adimlaridir.
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Resim 39. Yeni kesitte sayima gecilmesi.

Diger adimlar kaydedilen ayarlardir ve kullanici 6zel olarak agmadigi siirece
sistem o adimlart otomatik olarak yapildi sayarak ge¢cmektedir. Dordiinci adim
uyguladiktan sonra program direkt olarak onuncu adima gecer ve belirlenen sayim
cergevelerinde sayima baslanir. Belirlenen her kesitte bu basamaklar aynen
gergeklestirilip son kesitte sayildiktan sonra programda “ I have finished counting”

butonu tiklanir ve sayim bitirilir (Resim 40).
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Resim 40. Tiim kesitlerin sayllmasinin ardindan sayimin bitirlimesi.

Ardindan “Display Probe Run List” butonuna tiklanir. Bu buton tiklandiktan
sonra saydigimiz tiim kesitlerin bulundugu bir pencere agilir. Bu pencerede “ctrl® ile

beraber tiim kesitler segilir ve “View Results” butonu tiklanir (Resim 41).

UEEEE 1
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Resim 41. Sayilan kesitlerin tiimiiniin, agilan pencerede 6zetlenmesi.
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Bu butona tiklandiktan sonra Oniimiize agilan yeni pencerede “Export to Excel”
butonuna tiklanarak bilgilerin otomatik olarak excel programina aktarilarak analiz
edilmesi saglanir. Analiz edilen bilgiler baslatma ¢ubugunda excel sekmesi olarak agilir

(Resim 42).
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Resim 42. Sayim sonuglarinin excele aktarilmasi.
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Bu asamadan sonra acilan sayfa ile excel iizerinde, yazilim kullanilarak

gerceklestirilen biitiin sayim analiz sonuglari incelenebilir (Resim 43).

||

Data File Marker  Section Talty

W52 TIONS 6138 5310 1052 LT 085 273 1138 M2 04 000 47130 LI

Resim 43. Sayim sonuglarinin exelde gériintiilenmesi

5.4. istatistiksel Analizler

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS [Statistical Package for the Social Sciences,
version 20.0, SPSS Inc. IBM (International Business Machines), NY, USA] yazilim1
kullanild1. Her gruba ait piramidal hiicre sayis1 verilerinin normal dagilima uygun olup
olmadigimi belirlemek i¢in Shapiro Wilk testi kullanildi. Verilerin normal dagilim
gosterdikleri tespit edilince Levene testi ile analizi yapildi. Daha sonra, gruplarin CA
bolgesi piramidal hiicre sayilar1 arasinda herhangi bir anlamli farkliligin olup olmadig:
2-way ANOVA and Tukey HSD c¢oklu karsilastirma testi ile analiz edildi. Veriler
ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. Tiim karsilasgtirmalarda p<0.05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR
6.1. Sican Agirhiklarina Ait Bulgular

1. ve 2. gruba ait sicanlar 21. giinden 50. giine kadar her 5 giinde bir tartildi. ilave
olarak 2 grup siganlar 79. giinde tekrar tartildi. Buna gore 50. giine kadar Kontrol, Sham
ve EMA gruplaria ait sigan agirlik ortalamalari sirasi ile: 127.9 + 69.8 gr, 133.0 + 70.8
gr, 130.1 + 72.3 gr olarak tespit edildi. Yapilan bu kilo takibinde 50 giine kadar
siganlarin viicut agirliklarinin birbiriyle ayni oranda arttigi goriildii (Sekil 9). Sekil 9°da
goriildiigii tizere 50. giinden sonra yapilan 6lgtimlerde de Kontrol, Sham ve EMA grubu
sicanlarin  agirliklarinin, Dbirbirine paralel sekilde arttigi goézlemlendi. Yapilan
istatistiksel degerlendirmede hayvan agirliklar1 arasinda anlaml bir fark ¢ikmadi (p >

0.05).

Hayvan Agirliklari

300

250 /

150 // = Sham
N

21 26 31 36 40 45 50 79

Kontrol

(g)

Agirlik

Glnler

Sekil 9. Hayvanlarin giinlere gore agirliklarindaki degisimi gosteren grafik.

6.2. Beyin Agirh@ina Ait Bulgular

Her gruba ait siganlarin beyinleri sakrifiye edildikleri giinde tartildi. Bu tartimlara
gore 1. Grup, Kontrol, Sham ve EMA gruplarinin beyin agirliklar1 ortalamasi sirasiyla
1.25+0.08 gr, 1.28 £0.11 gr, 1.23 = 0.08 gr olarak tespit edildi. 2. Grup Kontrol, Sham
ve EMA grubu beyin agirliklarinin ortalamalart ise 1.64 = 0.09 gr, 1.60 + 0.08 gr, 1.62
+ 0.07 gr olarak bulundu (Sekil 10, 11). Her iki grubun beyin agirliklar ile ilgili yapilan
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grafiklerde herhangi bir sapma goriilmedi. Her iki grup icinde yapilan istatistiksel

degerlendirmede hayvan beyin agirliklart arasinda (p>0.05) anlamli bir fark ¢ikmadi.

Beyin Agirliklar

1,45

e L\ /
s\ /\./

i Kontrol 1
x 1,25
—
,Eo uhb 12 \ y / e Sham 1
< 115 e EMA 1

» VN N

1,05

Sigcan no.

Sekil 10. Grup 1 deney hayvanlarinin beyin agirliklarini gosteren grafik.
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Sekil 11. Grup 2 deney hayvanlarinin beyin agirliklarint gosteren grafik.
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6.3. Elektromanyetik Alan Kafesindeki Sicaklik ve Nem Bulgulari

Sham ve EMA gruplarina ait hayvanlar kafes igerisindeyken hem uygulamalara
baslarken ve hem de uygulamalar bittikten sonraki 1s1 ve nem degerleri 6l¢iildii ve Tablo
11°de verildi (Tablo 11). Yapilan istatistiksel analizler sonucunda Sham ile EMA

grubunun sicaklik ve nem degerleri arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05).

Tablo 11. EMA kafesine ait sicaklik ve nem degerleri.

Kafes ici sicakhiklar: (°C) Kafes i¢ci nem (gr/m?)
(ortalama + standart sapma) (ortalama + standart sapma)
Gruplar
Baslangic Bitis Baslangic Bitis
Sham 24.56 + 0.85 24.58 +£0.77 73.5+4.31 74.82 + 4.04
EMA 24.52 +0.77 24.65 +0.82 74.85+4.2 75.25 +4.33

6.4. Hipokampusun Histopatolojik Olarak Degerlendirilmesi

6.4.1. Kontrol Gruplarmmin H&E ve Cresyl Fast Violet ile Boyalh Kesitlerinde
Histopatolojik Degerlendirme Bulgular:

Kontrol 1 ve Kontrol 2 gruplarinin H&E kesitlerinde hipokampuslar
histopatolojik olarak degerlendirildi. Yapilan degerlendirmede, hipokampusun tiim
bolgelerinin normal morfolojik yapida oldugu gozlendi. CA bolgesinde yapilan

degerlendirmede de herhangi bir patolojiye rastlanmadi (Resim 44-47).
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Resim 44. Kontrol 1 grubuna ait sicanlarin hipokampusunun panoromik goriintiisii. CA,
cornu ammunis (Ammon’un boynuzu); DG, dentate girus; V, ventrikiil;
(H&E, x4).

Resim 45. Kontrol 1 grubuna ait siganlarin hipokampusunun goriintiisii. Normal
goriinlimlii piramidal hiicreler (ok basi) dikkati cekmekte (H&E, x40).
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Resim 46. Kontrol 2 grubuna ait siganlarin hipokampusunun panoromik goriintiisii. CA,
cornu ammunis; DG, dentate girus; V, ventrikiil (H&E, x4).

Resim 47. Kontrol 2 grubuna ait siganlarin hipokampusunun goriintiisii. Normal
goriinimlii piramidal hiicreler (ok basi) dikkati ¢ekmekte (H&E, x40).

Histopatolojik degerlendirme i¢in ek olarak Kontrol 1 ve Kontrol 2 gruplarinin
cresyl fast violet ile boyali kesitlerinde de hipokampuslar incelendi. Yapilan
degerlendirmede, hipokampus normal morfolojide gbzlendi ve CA bolgesinde herhangi

bir patolojiye rastlanmadi (Resim 48-51).
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Resim 48. Kontrol 1 grubuna ait sicanlarin hipokampusunun panoromik goriintiisii. CA,
cornu ammunis; DG, dentate girus; V, ventrikiil; (Cresyl fast violet, x4).

Resim 49. Kontrol 1 grubuna ait si¢anlarin hipokampusunun goriintiisii. Normal
goriinlimlii piramidal hiicreler (ok basi) dikkat ¢ekmekte; (Cresyl fast
violet, x40).
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Resim 50. Kontrol 2 grubuna ait si¢ganlarin hipokampusunun panoromik goriintiisii. CA,
cornu ammunis; DG, dentat girus; V, ventrikiil; (Cresyl fast violet, x4).

Resim 51. Kontrol 2 grubuna ait siganlarin hipokampusunun goriintiisii. Normal
goriinimlii piramidal hiicreler (ok basi) dikkati ¢ekmekte (Cresyl fast
violet, x40).

6.4.2. Sham Gruplarinin H&E ve Cresyl Fast Violet ile Boyah Kesitlerinde
Histopatolojik Degerlendirme Bulgular:

Sham 1 ve Sham 2 gruplarinin H&E boyali kesitlerinde yapilan histopatolojik
degerlendirmede: hipokampusun normal morfolojik yapida oldugu, CA bdlgesinde
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nadiren vakuolizasyon ve yer yer sitoplazmasi koyu boyali hiicreler olmasina ragmen

yaygin patolojik bulgular olmadig1 gézlendi (Resim 52-55).

Resim 52. Sham 1 grubuna ait sican hipokampusunun goriintiisii. Normal goriintimlii
piramidal hiicreler (ok basi) dikkati ¢ekmekte. CA, cornu ammunis. (H&E,
x10).

Resim 53. Sham 1 grubuna ait si¢anlarin hipokampusunun goriintiisii. Normal
goriiniimlii piramidal hiicreler (ok basi) ve sitoplazmasi koyu boyanmis
hiicreler (ok) dikkati gekmekte (H&E, x40).
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Resim 54. Sham 2 grubuna ait siganlarin hipokampusunun goriintiisi. CA, cornu
ammonis. DG, dentat girus (H&E, x10).

Resim 55. Sham 2 grubuna ait siganlarin hipokampusunda normal gériiniimlii piramidal
hiicreler (ok basi) ve sitoplazmasi koyu boyanmis hiicreler (ok) dikkati
cekmekte (H&E, x40).

H&E degerlendirmesine ek olarak Sham 1 ve Sham 2 gruplarinin cresyl fast violet
boyal1 kesitlerinde de hipokampuslar histopatolojik olarak degerlendirildi. Yapilan
degerlendirme sonucunda hipokampus doku biitiinliigii normal olarak incelenirken,

Sham 2 grubunda hilus bolgesinde kismi agilma gozlendi. CA bolgesindeki
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degerlendirmede seyrek vakuolizasyon ve yer yer sitoplazmasi koyu boyanmis hiicreler

gozlendi (Resim 56-58).

Resim 56. Sham 1 grubuna ait siganlarin hipokampusunun panoromik goriintiisii. CA,
Cornu Ammunis (Ammon’un boynuzu); DG, dentat girus; V, ventrikiil
(Cresyl fast violet, x4).

Resim 57. Sham 1 grubuna ait si¢anlarin hipokampusunun goriintiisii. Normal
goriinlimlii piramidal hiicreler (ok basi) ve sitoplazmasi koyu boyanmig
hiicreler (ok) dikkati gekmekte (Cresyl fast violet, x40).
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Resim 58. Sham 2 grubuna ait siganlarin hipokampusunun panoromik goriintiisii. CA,
Cornu Ammunis (Ammon’un boynuzu); DG, dentate girus; V, ventrikiil;
hilusta kismi ac¢ilma (¢ift bash ok); (Cresyl fast violet, x4).

Sham 2 grubuna ait sicanlarin hipokampusunun goriintiisii. Normal
goriinlimlii piramidal hiicreler (ok basi); sitoplazmasi koyu boyanmisg
hiicreler (ok) ve vakuolizasyon (¢entikli ok basi) dikkati cekmekte; (Cresyl

fast violet, x40).

Resim 59.

77



6.4.3. EMA Gruplarinin H&E ve Cresyl Fast Violet ile Boyalh Kesitlerinde
Histopatolojik Degerlendirme Bulgular:

H&E boyali kesitlerde EMA 1 ve EMA 2 gruplarinin hipokampuslari
histopatolojik olarak degerlendirildiginde her iki grupta da piramidal tabakada néronlar
arasinda yer yer vakualizasyonlar, ndron sitoplazmasinin koyu boyanmasi, néronlarda
yapisal bozukluk, néron diziliminde diizensizlik ve hipokampusun hilus bolgesinde

acilmalar seklinde histopatolojik bulgulara rastlandi (Resim 60—63).

Resim 60. EMA 1 grubuna ait siganlarin hipokampusunun panoromik goriintiisiinde
hilusta kismi agilma (gift bagl ok) ve noron diziliminde diizensizlik (¢entikli
ok) dikkati cekmekte (H&E, x4).
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Resim 61. EMA 1 grubuna ait siganlarin hipokampusunda normal piramidal hiicre (ok
basi) ve koyu sitoplazmali hiicreler (ok) ve vakuolizasyon (centikli ok basi)
dikkati cekmekte (H&E, x40).

Resim 62. EMA 2 grubuna ait siganlarin hipokampusunun panoromik goriintiisi.
hilusta kismi agilma (cift bash ok) dikkati ¢ekmekte; V, ventrikiil (H&E,
x4).
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Resim 63. EMA 2 grubuna ait sicanlarin hipokampus goriintiisiinde normal piramidal
hiicre (ok basi), koyu sitoplazmali hiicreler (ok) ve vakuolizasyon (gentikli
ok bas1) dikkati cekmekte (H&E, x40).

Ek olarak cresyl fast violet ile boyanan EMA 1 ve EMA 2 gruplarina ait
kesitlerde, hipokampus patolojik olarak degerlendirildi. Ozellikle CA bdlgesinde,
noronlardaki yapisal bozukluklar ve sitoplazmalari koyu boyali hiicreler dikkat
¢ekiciydi (Resim 64-67).

Resim 64. EMA 1 grubuna ait sicanlarin hipokampusunun panoromik goriintiisii. CA:
cornu ammunis, DG: dentat girus, V: ventrikiil; (Cresyl fast violet, x4).
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Resim 65. EMA 1 grubuna ait siganlarin hipokampusunun goriintiisii. Normal piramidal
hiicreler (ok basi), sitoplazmasi koyu boyanmis, yapisal degisiklige ugramis
hiicreler (ok) ve vakuolizasyonlar (¢entikli ok bast) dikkati cekmekte (Cresyl
fast violet, x40).

Resim 66. EMA 2 grubuna ait siganlarin hipokampusunun panoromik goriintiisii. CA:
cornu ammunis (Ammon’ un boynuzu), DG: dentate girus, V: ventrikiil
(Cresyl fast violet, x4).
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Resim 67. EMA 2 grubuna ait siganlarin hipokampusunun goriintiisii. Normal piramidal
hiicreler (ok bast), sitoplazmasi koyu boyanmis hiicreler (ok) ve
vakuolizasyonlar (¢entikli ok bast) dikkati cekmekte (Cresyl fast violet, x40).

6.5. Hipokmapusta TUNEL boyama ile apoptoz degerlendirilmesi

Kontrol, Sham ve EMA gruplarinda, TUNEL boyama teknigi ile hipokampusta
apoptotik hiicrelerin varligi ve bulunma sikligi degerlendirildi. Elde edilen sonuglara
gore; Kontrol 1 ve 2 de oldukca az sayida apoptotik hiicrelere rastlanirken, Sham 1 ve 2
de kismen, EMA 1 ve EMA 2 gruplarinda ise yogun apoptotik hiicreler gézlemlendi
(Resim 68-73).

82



Resim 68. Kontrol 1 grubuna ait siganlarin hipokampusunun goriintiisii. Normal
piramidal hiicre (ok basi) dikkati cekmekte (TUNEL %40).

Resim 69. Sham 1 grubuna ait siganlarin hipokampusunun goriintiisii. Normal piramidal
hiicre (ok basi) dikkati ¢cekmekte, apoptotik hiicre (ok) dikkati ¢ekmekte
(TUNEL x40).
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Resim 70. EMA 1 grubuna ait siganlarin hipokampusunun goriintiisii. Normal piramidal
hiicreler (ok bas1); apoptotik hiicreler (ok) dikkati ¢ekmekte (TUNEL x40).

Resim 71. Kontrol 2 grubuna ait si¢anlarin hipokampusunun goriintiisii. Normal
piramidal hiicreler (ok basi) dikkati ¢ekmekte; (TUNEL x40).
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Resim 72. Sham 2 grubuna ait sicanlarin hipokampusunun goriintiisii. Normal piramidal
hiicreler (ok bast), apoptotik hiicreler (ok) dikkati cekmekte (TUNEL x40).

Resim 73. EMA 2 grubuna ait siganlarin hipokampusunun goriintiisii. Normal piramidal
hiicreler (ok bas1); apoptotik hiicreler (ok) dikkati cekmekte (TUNEL x40).
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6.6. Apoptotik Indeks Sonuclar

TUNEL metodu ile boyana kesitlerde 5 farkli noktadan ¢ekilen fotograf {izerinde
apoptotik hiicreler sayilarak AI hesaplandi. Elde edilen verilere gore Grup 1’e ait
siganlarin Al’lan istatistiksel olarak kiyaslandiginda EMA grubunun AI’nin anlaml
derecede arttig1 goriildii (p<0.05) (Tablo 12). Aym sekilde Grup 2’ye ait siganlarin da
Al’lan istatistiksel olarak kiyaslandiginda EMA grubunun AI’nin anlamli derecede
arttigr goriiliirken (p<0.05), EMA1 ve EMA2 gruplar1 arasinda anlamli bir farkin
olmadigi belirlendi (p>0.05).

Tablo 12. AI’nin gruplara gore ortalama + standart hata degerleri ve karsilastirilmasi

Kontrol 1 Sham 1 EMA 1 Kontrol 2 Sham 2 EMA 2
Gruplar
grubu grubu grubu grubu grubu grubu
A ik
_ADGRE 8.5433 11.83 30.04 86883 1112833 29543
indeks (%) +
+1.547 +0.8574 +3.747 +0.8440 +1.254 +1.2063

standart sapma

6.6. Hipokampus CA Bolgesi Noron Sayis1 Verileri

Sicanlarin hipokampus CA bolgesinde Kontrol 1, Kontrol 2, Sham 1, Sham 2,
EMA 1 ve EMA 2 gruplarinda bulunan her bir sicana ait piramidal hiicre sayis,
gruplarin ortalama piramidal hiicre sayilari, standart sapmalar1 ve istatistiksel analiz
sonuglart Tablo 13°te verildi. Buna gore gruplarin kendi i¢inde yapilan istatistiksel
analizler, EMA 1 grubu ile Kontrol 1 ve Sham 1 gruplar arasinda (sirasiyla p<0.001 ve
p<0.001); EMA 2 grubu ile Kontrol 2 ve Sham 2 gruplari arasinda (sirasiyla p<0.001 ve
p<0.001) piramidal hiicre sayist bakimindan anlamli diizeyde bir azalma oldugu tespit
edildi. Ancak hem 1 grup hem de 2 grup Kontrol ve Sham gruplar1 arasinda piramidal
hiicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik yoktu (p>0.001). Her grubun
birbiri ile karsilastirilmasinda ise EMA 1 ve EMA 2, Kontrol 1 ve Kontrol 2, Sham 1 ve
Sham 2 gruplart arasinda piramidal hiicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli derecede
bir degisim mevcut degildi (p>0.05). Her iki grubun CA bdlgesi piramidal hiicre sayisi
ortalamalar1 bakimindan yapilan degerlendirmede de EMA grubunun ortalama
piramidal hiicre sayisinin, Kontrol ve Sham gruplarina gore (sirasiyla p<0.001 ve

p<0.001) anlamli diizeyde azaldig1 gézlendi (Tablo 13).
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Tablo 13. Tiim gruplarin hiicre sayis1 ortalamalari ve stereolojik analiz verileri tablosu.

Grup Piramidal hiicre sayisi Gruplarm piramidal hiicre
1. Grup (PN 50. giin) 2. Grup (PN 79. giin) say1s1 ortalamalari

Kontrol ~ 745715.8 £+42140.1  711072.8 + 48054.1 728394.3 + 46734.6

Sham 709978.5 +38421.0  701802.5 + 54467.7 705890.5 +45141.2

EMA 516464.7 + 84306.6°  506416.8 + 46094.0° 511440.8 + 64992.4°

Veriler, ortalama + standart sapma olarak verildi. n = 6 (her grup igin)

*EMA 1 grubunun piramidal hiicre sayis1 Kontrol 1 ve Sham 1 gruplarina gére anlamli
diizeyde azald1 (sirasiyla p<0.001 ve p<0.001).

® EMA 2 grubunun piramidal hiicre sayis1 Kontrol 2 ve Sham 2 gruplarina gore anlamli
diizeyde azald1 (sirasiyla p<0.001 ve p<0.001).

°EMA gruplarinm piramidal hiicre sayis1 ortalamalari, diger gruplarin Kontrol ve Sham
gruplarinin ortalamalarina gére anlamli diizeyde azaldi (sirasiyla p<0.001ve p<0.001).
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7. TARTISMA

Her yil bir yenisiyle tanistigimiz teknolojik cihazlarin ¢alisma prensipleri geregi
olusturduklart EMA ile olan etkilesimimiz kaginilmazdir. Giinliik yasantimizin artik
vazgecilmezleri olan bu cihazlarin olusturdugu EMA, ya dolayli olarak ya da dogrudan
bizleri etkilemektedir. Bu etkinin 6nceki yillara oranla gittikce daha da artmasi, dogal
olarak EMA’nin insan saghigi {izerinde olan etkilerinin de sorgulanmasini
gerektirmektedir. Bu agidan bakildiginda ilerde ciddi saglik problemleri olusturacagi
kuskusu, konuyla ilgili bilim insanlarinin da ilgisini ¢ekmistir (5, 92). Son yillarda
yapilan calismalarda konu olarak EMA’nin etkilerinin hem toplum sagligi acisindan
hem de bireysel olarak insan sagligi acisindan arastirilmast dnemli arastirma konulari
arasina girmistir (24, 25, 93, 94).

Kuskusuz giinliik hayatimizda aldig: rolle cep telefonlar1 bu cihazlar arasinda en
sik kullanilan cihazlar arasinda yer almaktadir. Ozellikle akilli telefon teknolojisi ile
hayatimizda ki yerini ve gereksinimini daha da arttiran cep telefonlari ile gegirdigimiz
siire giin icerisinde azimsanamayacak olciilerdedir (47). Ilk kullanima girdiginde
cogunlukla eriskinler tarafindan kullanilan cep telefonlari, giiniimiizde her yas grubu
insan tarafindan yaygin olarak kullanilmaktadir (21). Yeni nesil cep telefonlarinin
ozellikle cocuklar ve gencler arasinda olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak
heniiz erigkin morfolojik ve anatomik yapisina ulasmamis ¢cocuklarin ve genglerin cep
telefonlarinin olusturdugu EMA etkisinden daha fazla etkilenecegi asikardir (95).
Ciinkii bu donemde herhangi bir i¢ veya dis etken nedeniyle doku, organ ve sistemlerin
normal morfolojik gelisimlerinin bozulmasi ve geriye doniisiimlii ya da doniisiimsiiz
bazi patolojileri ortaya ¢ikmast miimkiindiir (4, 96). Literatiirde konuyla ilgili yapilan
bir¢ok ¢aligma yer almaktadir. Yapilan bu calismalarda prenatal ya da PN doénemlerde
uygulanan 900 MHz EMA’nin si¢anlarin basta beyin (97, 98), testis (99), ovaryum
(100), kalp (101) karaciger (102), bobrek (7) ve daha diger bir¢cok organi (103) lizerinde
olumsuz etkileri oldugu rapor edilmistir.

Diinyada en yaygimn kullanilan iletisim sistemleri GSM-900 ve DCS-1800’diir.
GSM-900, 880-960 MHz araligindaki frekans bantlarin1 kullanirken, DCM-1800 1710-
1880 MHz araligindaki frekans bantlarii kullanmaktadir. Tirkiye’de ise GSM-900
sistemi daha yaygin olarak kullanilmaktadir. Tiim bu nedenlerden dolay1, bu ¢aligmanin

amaci postnatal 21-49. giinleri arasinda kesintisiz 900 MHz EMA etkisine maruz kalan
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erkek sicanlarin, farkli gelisim donemlerinde hipokampus morfolojilerinde meydana
gelebilecek olan  muhtemel  degisikliklerin  stereolojik, histopatolojik  ve
immiinohistokimyasal yontemler kullanilarak arastirilmasi hedeflendi.

Daha oncede vurguladigimiz gibi 900 MHz EMA’nin siganlarin beyin, beyincik,
omurilik gibi MSS dokulari tizerine olan etkilerini inceleyen bir¢ok ¢alisma mevcuttur
(6, 98, 104, 105). Bu calismalar bir biitiin olarak incelendiginde EMA uygulamasi
bittikten hemen sonra deney hayvanlarinin sakrifiye edildigi, kan ve doku 6rnekleri elde
edildikten sonra degisik yontemler kullanilarak incelendigi dikkati ¢ekmektedir. Ancak
yapilan bir calismada PN 21. giinden itibaren PN 49. giine kadar kesintisiz olarak
uygulanan 900 MHz EMA nm, EMA uygulamasi bitiminden bir hafta sonra ortaya
cikabilecek muhtemel sonuglarini inceledikleri ¢alismalarinda histopatolojik olarak
benzer ama ndron sayisi bakimindan farkli sonuglar rapor etmislerdir (19). Bu
calismada, diger calisma sonuglarina benzer olarak hipokampusun hilus, DG, CAl,
CA2 ve CA3 bolgelerinde yer yer vakuolizasyon; hilus, DG, CAl1, CA2 ve CA3
bolgelerinin  sinirlarinda  diizensizlik ve doku kaybi; hilus, CAl, CA2 ve CA3
bolgelerinde piramidal hiicre ve DG bolgesinde graniiler hiicre biitiinliigliinde bozulma
ve hiicre sitoplazmalarinda koyu boyanmalar rapor edilmektedir. Bizim ¢alismamizda
da EMA grubunun H&E boyali kesitlerinde sicanlarin hipokampuslarinin piramidal
hiicre tabakasinda ndronlar arasinda yer yer vakualizasyonlar (ndron sitoplazmasinin
koyu boyanma, néronlarda yapisal bozukluk, néron diziliminde diizensizlik ve
hipokampusun hilus boélgesinde acgilmalar seklinde histopatolojik bulgulara rastland:
(19, 106). EMA grubunun Cresyl fast violet ile boyanan kesitlerinde de 6zellikle CA
bolgesindeki noronlarda sekil bozukluklari ve sitoplazmalar1 koyu boyali hiicreler
dikkat c¢ekiciydi.

Bununla birlikte ikinci calismasinda 900 MHz EMA etkisine maruz kalan
siganlarin graniiler ve piramidal hiicre sayilarimin kontrol ve sham gruplarmma gore
anlamli derecede arttig1 rapor edildi. Bu 900 MHz EMA’ ’nin sigan hipokampusu néron
sayilar1 lizerine yapilan ¢aligmalardan farkli bir sonuctur. Ciinkii daha 6nceki
caligmalarda, 900 MHz EMA’nin si¢can hipokampusunun graniiler ve piramidal
hiicrelerin sayilarini diisiirdiigii bildirilmektedir (6, 98). Ikinci’nin ¢alismas1 (2016) ve
bu caligmalar (6, 98) arasindaki en onemli benzerlik noron sayis1 hesaplamalarinda,

bizimde ¢aligmamizda kullandigimiz tarafsiz ve etkin yontemler olarak da tanimlanan
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stereolojik yontemlerin (68) kullanilmasidir. Ayn1 yontemlerin kullanilmasi bu ¢aligma
sonuglarinin birbirleri ile hicbir siipheye neden olmaksizin kiyaslanabilmesini miimkiin
kilmaktadir. Calismalar arasindaki en onemli fark ise EMA uygulamasi sonrasi
siganlarin sakrifiye edildikleri zamandir. Ciinkii Ikinci’nin ¢alismasinda siganlar EMA
uygulamasindan bir hafta sonra sakrifiye edilirken, diger calismalarda ise EMA
uygulamasindan hemen sonra sakrifiye edilmektedirler. ikinci ¢alisma sonuglarindan
yola ¢ikarak, adolesan donemde uygulanan 900 MHz EMA uygulamasinin hipokampus
bolgesinde hiicre artisina neden oldugunu ve bu sonucunun ilk defa rapor edilecegini
ifade etmektedir.

Bu sonug¢ bizim ¢alismamizin diger 6nemli bir ¢ikis noktasini olusturmaktadir.
Calismamizda Ikinci ve ark. (2015) ¢alismasina benzer bir modelleme yapilarak, ayni
tir sican, aynmi frekansta EMA ve aym uygulama diizenegi kullanilmistir. Biz
calismamizi, iki grup sigan ile gerceklestirdik. 1. grup sicanlar PN 21-49 giinlerimde
kesintisiz 900- MHz EMA etkisine birakilan ve EMA uygulamasi bittikten hemen sonra
(PN 50 giinde) sakrifiye edilen si¢can grubundan olugmaktadir. 2 grup si¢anlar yine ayni
dénemde EMA etkisine maruz birakilan ancak PN 79 giinde sakrifiye edilen si¢anlardan
olusmaktadir. 2 grup siganlar ikinci’nin ¢alisma grubuna benzer gruptur. Ciinkii bu grup
sicanlar EMA etkisinden 30 giin sonra sakrifiye edilen gruptur. Calisma sonuglarimiza
gore hem EMA 1 grubu hem de EMA 2 grubunun kendi kontrol ve sham gruplarina
gore piramidal hiicre sayilarinin anlamli diizeyde azaldig: tespit edildi. Her iki grubun
CA bolgesi piramidal hiicre sayist ortalamalar1 bakimindan yapilan degerlendirmede de
EMA grubunun ortalama piramidal hiicre sayisinin, Kontrol ve Sham gruplarina gore
anlamli diizeyde azaldig1 gézlendi. Bununla birlikte EMA 1 ve EMA 2 gruplari arasinda
piramidal hiicre sayis1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir degisiklik
mevcut. Bu sonuglar ozetle; PN21-49 giinlerde uygulanan 900 MHz EMA’nin
hipokampus CA boélgesinde piramidal hiicre sayisinda azalmaya neden oldugunu, bu
etkinin EMA uygulamasindan 30 sonra bile devam ettigini gdstermektedir. Bir baska
ifadeyle ¢alismamizin stereolojik analizler sonucu edilen piramidal hiicre sayis1 verileri,
Ikinci ve ark. (2015) calismasini desteklememektedir.

Kaynaklarda yer alan diger caligmalara bakildiginda ise caligma sonuglarimiza
benzer sonuglarin oldugu dikkati ¢cekmektedir. Bu caligmalarda prenatal ve postnatal

donemlerde EMA uygulamasi sonrasi hipokampusda piramidal hiicrelerin (6, 18, 107,

90



108), DG bolgesinde graniiler hiicrelerin azaldigi (60) rapor edilmistir. Ornegin yetiskin
disi sicanlara uygulanan 900 MHz EMA etkisinin, EMA grubu sicanlarin
hipokampusundaki piramidal hiicre sayisin1 Sham ve Kontrol grubu siganlara gore
anlamli derecede azalttig1 rapor edilmektedir (18).

PN 21-49 giinler arasinda uygulanan 900 MHz EMA’nin si¢anlar {izerinde
olusturabilecegi olas1 viicut agirlik degisikliklerini izleyebilmek igin sicanlar ¢alisma
baslangicindan itibaren 5 giinde bir tartilarak takip edildi ve agirliklarindaki
degisiklikler not edildi. Beyin agirliklar1 da siganlar sakrifiye edildiklerinde hemen
hassas terazi yardimiyla tartildi ve not edildi. Yapilan ¢alismalarda 900 MHz EMA
etkisine maruz kalma sonucunda sicanlarda beyin ve viicut agirliklarinda istatistiksel
acidan herhangi bir degisikligin olmadig bildirilmektedir (18, 108). Yine Dhiraj ve ark.
(2009) yaptiklari ¢alismada, 835 MHz EMA nin farelerde viicut agirliginda anlamli bir
degisiklige yol agmadigini rapor etmektedirler (109). Bu ¢alismalarin sonuglari, bizim
calismamizin viicut ve beyin agirliklar: bulgularint destekler niteliktedir. Caligmamizda
EMA, Kontrol ve Sham gruplarina ait siganlarin viicut agirliklarinin zamana gore arttigi
ancak aralarinda anlamli bir farklihigin olmadigr goriilmiistiir. Ayni sekilde beyin
agirliklar1 bakimindan da gruplar arasinda anlamli bir fark yoktu.

EMA maruziyeti sonucu ortamda olusan 1s1 degisikliklerinin beyin, beyincik gibi
MSS dokularini etkileyebilecegi, geri doniistimlii ya da doniisiimsiiz baz1 sonuglarinin
olabilecegi iddia edilmektedir. Yapilan bir caligmada ortamdaki sicaklik 41°C ise beyin
dokusunda herhangi bir hasar olusmadigi rapor edilmektedir (110). Is1 artisinda MSS 42
°C 1s1ya en fazla 40-60 dakika, 43 °C 1s1ya ise en fazla 10-30 dakika dayanabilecegini
gostermektedir. Insan MSS, 40 ve 43 °C 1siya en fazla 30 dakika-6 saat arasinda
dayanabilmektedir. Arastirmalar MSS’nin dogrudan sicakliktan etkilenmedigi, fakat
fiziksel degisimler sonucu beyin ve omuriligin etkilendigi ifade edilmektedir (49, 110,
111). Calismamizda Sham ve EMA uygulamasi sirasinda, kafeslerdeki sicaklik yaklagik
24 °C olarak tespit edildi. Bu sicaklik EMA ve Sham uygulamalar1 yapilan kafes
igerisindeki sicakligin beyin dokusunu etkileyecek kadar yiiksek olmadigini
gostermektedir.

Biyolojik yapilardan alan, sayi, hacim ve uzunluk gibi sayisal verilerin elde
edilmesinde kullanilan yontem oldukc¢a 6énemlidir. Eger kullanilan yontem dogru sonug

elde edilmesini saglayabilecek bir yontem degilse, bu durumda elde edilen verilerin
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hicbir bilimsel degeri olmayacaktir. Bu nedenle bu calismada hipokampusun CA
bolgesinde ndron sayisini elde etmek icin kaynaklarda tarafsiz ve etkin yontemler olarak
tanimlanan ve matematiksel temeli ispatlanmis olan stereolojik yontemleri kullanildi
(68, 79). Degisik ekipmanlar kullanarak stereolojik analizlerin yapildigr bu yontemin
birgok uyarlamasi mevcuttur. Ornegin bir arastirma mikroskobu iizerine monte edilen
ara¢ ve gereclerle stereolojik analizler gerceklestirilebilir ve birgok ¢alisma yapilabilir
(18, 60).

Stereolojik uygulamalarda son zamanlarda yeni kavramlar ortaya ¢ikmaktadir.
Bunlardan en Onemlisi tarafsiz stereolojidir. Tarafsiz stereoloji, tasarima dayali
stereoloji  olarak da tanimlanmaktadir. Tasarima dayali stereoloji biyolojik
arastirmalarda verilerin giivenilirligini daha da arttirmaktadir (80). Tasarima dayali
terimi, problar1 ve Ornekleme semalari dnceden tanimlanmis ydntemlerin; objelerin
boyut, sekil, uzaysal yonelim ve mekansal dagilimindan bagimsiz olarak sayisal
verilerinin hesaplanmasini saglar. Ancak elde edilecek sayisal verinin bu bagimsizliga
kavusmast i¢in stereolojinin temel kurallarina uyulmali ve bu kurallarin dogru bir
sekilde uygulanmas1 gerekmektedir (71). Eski stereolojik yontemler "model temelli"
yontemler oldugundan, bu modelle yapilan ¢alismalarda incelenen yapilarin geometrik
Ozelliklerine dayali metotlar kullanilmaktaydi (89). Tasarim temelli yontemler ise
incelenecek yapilarin geometrisi hakkinda bilgi kullanma ihtiyacin1 ortadan kaldirir.
Hesaplamalarda olas1 sistematik hata kaynaklar1 ortadan kaldirildigindan daha saglam
veriler elde edilir (80). Tasarim temelli stereolojinin uygulanmasi i¢in bilgisayar
firmalar1 tarafindan bazi yazilimlar gelistirilmistir. Biz ¢alismamizda MicroBrightField
firmasinin stereolojik arastirmalar igin tasarladigi “Stereo Investigator” stereoloji analiz
yazilimin kullandik.

Ancak bu yazilim programlar1 ve bu yazilim programlarimin c¢alistirildigi
stereoloji analiz sistemleri olduk¢a pahali sistemlerdir. Stereolojik caligmalar pahali
sistemler olmadan da yapilabilir ¢aligsmalardir. Bunun i¢in gerekli olan bir mikroskop, X
ve Y diizleminde mikroskop tablasinin hareketlerini Olgebilen indikator (112) ve
mikroskobun Z ekseninde hareketini Olgebilen bir mikrokator yeterlidir. Hatta Z
eksenindeki hareketler mikroskobun mikrovida ve makrovida hareketlerinden de
Olciilebilir. Burada 6nemli olan mikroskobun Z eksenindeki hareketlerinin kalibre

edilmis olmasidir (113). Biz ¢alismamizda daha énce KTU Tip Fakiiltesi Temel Tip
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Bilimleri Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’na bir proje kapsaminda alinan
stereoloji analiz sistemini kullandik. Eger bu sistem olmasaydi, biz ¢alismamizi daha
ucuz ve basit ekipmanlar kullanarak da gergeklestirebilirdik.

Yapilan c¢alismalarda hipokampusun diger beyin yapilarindan, hipokampusun
kendi boliimlerinin birbirinden kolayca ayrilmasini ve ndronlarin daha net goériilmesini
saglamak icin H&E, cresyl fast violet (85, 86) ve toludin mavisi (87) boyalar1 yaygin
olarak kullanilmaktadir. Biz calismamizda hem hiicrelerin ayrimini daha iyi yapabilmek
hemde olas1 patolojik bulgular1 daha iyi gorebilmek icin cresyl fast violet boyali
kesitlerde stereolojik analizleri gerceklestirdik. H&E ile boyali kesitleri ise
histopatolojik degerlendirme i¢in kullandik. Ancak H&E boyali kesitlerde
gozlemledigimiz histopatolojik bulgulari, cresyl fast violet kesitlerinde de
gozlemledigimizden, ¢alisma sonunda bu galismanin histopatolojik degerlendirmesi igin
H&E boyali kesitlerin gereksiz oldugu kanaatine vardik.

Calismada TUNEL boyali kesitler iizerinde yaptigimiz Al degerlendirmesinde
EMA gruplarinin her ikisinde de Al’in diger gruplara gore anlamli derecede arttig
goriilmiistiir. Bu durumda 900 MHz EMA nin hipokampusta piramidal hiicrelerde
apoptoz artisina neden olarak daha fazla hiicre kaybina neden oldugunu sdyleyebiliriz.
Bu sonu¢ EMA gruplarinda noron sayisinda azalmayi da agiklamaktadir. Bir baska
ifadeyle; 900 MHz EMA, siganlarin hipokampusunda apoptozise neden olmaktadir ve
bu durum ndron kaybina yol agmaktadir diyebiliriz.

Sonug¢ olarak calisma sonuclarimizdan yola ¢ikarak postnatal 21-49. giinleri
arasinda kesintisiz uygulanan 900 MHz EMA’nin PN 50. giinde ve PN 79. giinde erkek
siganlarin hipokampusunda piramidal hiicre kaybina ve histopatolojik degisikliklere
neden oldugunu, EMA maruziyetinin olmadigi 50-79. giinler arasinda da EMA

etkisinin devam ettigini sdyleyebiliriz.
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8. SONUC ve ONERILER

Postnatal 21-49. giinler arasinda uygulanan 900 MHz EMA’nin farkli gelisim
donemlerindeki erkek sicanlarin hipokampus morfolojisine etkisini arastirdigimiz
deneysel ¢alismamizin sonucunda uygulanan 900 MHz EMA ’nin;

1. Sican beyin ve viicut agirliklarinda herhangi bir degisiklige neden olmadigi,

2. Hipokampus bolgesinde vakuolizasyon, koyu sitoplazmali piramidal hiicreler,

hiicre diziliminde diizensizlikler ve hilus bolgesinde kismi agilmalara neden
oldugu,

3. Hipokampusun piramidal hiicre sayisinda anlamli derecede azalmaya neden

oldugu,

4. Apoptotik indeks degerlerinde anlamli derecede artisa neden oldugu tespit

edilmistir.

Biitiin bu sonuglara ek olarak postnatal 21-49. giinler arasinda uygulanan 900
MHz EMA’nin uygulanan alan ile uygulanmayan alan arasinda sicaklik ve nem farkina
sebep olmadig1 goriilmiistiir.

Postnatal 21-49. giinler arasinda uygulanan EMA etkisinin hipokampus {izerinde
meydana getirebilecegi histopatolojik degisikliklerin elektron mikroskopik ve
otoradyografik teknikler gibi daha ileri teknikler kullanilarak calisilabilecegini, ayrica
hiicrelerin genetik yapilariminda incelenebilecegi ve bu konunun diger bilim
disiplinlerinde ¢alisan arastiricilar tarafindan da {izerinde ¢alisilabilir 6nemde oldugunu

diistinmekteyiz.
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