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OZET

Son on yilda gelisen teknoloji ve haberlesme gereksiniminden dolayi meydana gelen
cep telefonu kullanimindaki artis, bu telefonlarin yaymis olduklari elektromanyetik
radyasyon (EMR)'un insan saghg ve 6zellikle de basa yakin kullanildiklarindan dolayi beyin
Gzerine olumsuz etkilerinin olabilecegi kaygisini gindeme getirmistir. Bu konuda yapilan
calismalarda bircok doku ve plazmada, uygulanan siire ve siddete bagh olarak lipid
peroksidasyonun ve antioksidan enzim aktivitelerinin arttigi, azaldigi veya degismedigi gibi
celiskili sonuclarin oldugu dikkati cekmektedir. Bunlarin yani sira EMR’nin beyin lzerindeki
etkilerini elektrofizyolojik olarak inceleyen pek az yayin bulunmaktadir. Ayrica, 2100 MHz
EMR’nin siganlardan elde edilen gorsel uyarilma potansiyel (VEP)'leri {izerine de ne gibi
etkileri oldugunu arastiran herhangi bir ¢alismaya da rastlanmamistir. Bu bilgilerin 1518
altinda, hazirlanan projemizde EMR’nin siganlardan kaydedilecek VEP’leri nasil etkiledigini
arastirmanin yani sira, ortaya ¢ikan degisikliklerin oksidan hasar ile iligkisi ve bunda nitrik
oksit (NO)'in roliiniin olup olmadiginin aydinlatilmasi amaglanmistir.

Calismamizda 80 adet 2 aylik erkek Wistar albino sican kullanilarak, 1 haftalik sham
grubu (S1), 1 haftalik EMR grubu (E1), 10 haftalik sham grubu (S10) ve 10 haftalik EMR
grubu (E10) olmak lzere 4 grup olusturulmustur. EMR gruplari belirtilen slreler boyunca
pleksiglas tlipler icerisinde giinde 2 saat 2100 MHz radyasyona maruz birakilmisken, sham
gruplari ayni ortam kosullarinda pleksiglas tlpler icerisinde radyasyon verilmeden
bekletilmislerdir. Deney slresinin sonunda sicanlarin VEP’leri ketamin/ksilazin (Ket. 50
mg/kg, Xyl. 10 mg/kg) anestezisi altinda igne elektrotlari ile kaydedilmistir. Kayitlarin
ardindan, biyokimyasal ve histolojik analizler icin beyin dokulari ¢ikariimistir.

S1 grubu ile karsilastinildiginda E1 grubunda tiyobarbitiirik asit reaktif tdrleri
(TBARS) ve 4-hidroksi-2-nonenal (4-HNE) degerlerinin azaldigi, ancak protein karbonil (PC)
degerlerinin arttig1 gdzlenmistir. Ote yandan TBARS, 4-HNE ve PC degerlerinin E10 grubunda
S10’a gore arttig ancak sadece TBARS ve 4-HNE degerlerindeki artisin istatistiksel olarak
anlamli oldugu gozlenmistir. Kontrolleri ile karsilastirildiklarinda E1 grubunda SOD
aktivitesinin azaldigi izlenirken, CAT, GSH-Px, GSH ve NO seviyelerinin arttigi, E10 grubunda
ise SOD aktivitesinin arttigi, CAT, GSH-Px, GSH ve NO diizeylerinin azaldigl gézlenmistir.

El ve E10 gruplan kontrolleri ile karsilastinldiginda, E1 grubunda tim VEP
bilesenlerinin latenslerinin kisaldig, E10 grubunda ise P1 bileseni hari¢ diger tim
bilesenlerin latenslerinin uzadigi gézlenmistir. Yapilan baginti analizleri sonucunda, VEP
latensleri ile beyin TBARS ve 4-HNE seviyeleri arasinda ylksek derecede pozitif bir
korelasyonun oldugu gbzlenmistir. Sonug olarak ¢alismamizda, EMR’nin sireye bagh olarak
farkl etkiler gosterebilecegini ve kisa sireli uygulanmasi durumunda lipid peroksidasyonu
azalttigi ve VEP bilesenlerinin latenslerini kisalttigi, uzun siireli uygulanmasinda ise tam tersi
bir etki olusturarak lipid peroksidasyonu arttirdigi ve VEP bilesenlerinin latenslerini uzattig
tespit edilmistir. Ote yandan, bulgularimiz EMR’nin kisa siireli maruziyette VEP’ler lizeinde
olumlu etkilerinin, uzun stireli maruziyette ise olumsuz etkilere sahip oldugunu géstermistir.

Anahtar Kelimeler: 2100-MHz Elektromanyetik Radyasyon, Antioksidan, Nitrik Oksit,
Lipid Peroksidasyon, Gorsel Uyarilma Potansiyelleri



ABSTRACT

Over the past decade, the increase of mobile phone use due to the developing
technology and requirement of communication has raised concern about the biological and
healh-related effects of electromagnetic fields (EMF) emmitted by mobile phones,
particularly on the brain tissue. Depending on the exposure duration and strength of EMF,
contradictory results such as increased, decreased and unchanged lipid peroxidation and
antioxidant enzyme activities in various tissue types have been reported in the literature. In
addition, there are a limited number of studies about the effects of EMFs on the brain.
Furthermore, no such study regarding the effects of 2100MHz EMF on the rat visual evoked
potentials (VEP) has been encountered. Therefore, the purpose of our study was to
investigate the effect of 2100-MHz EMFs on VEPs and to examine the relationship between
lipid peroxidation and changes of these potentials as well as to elucidate the role of nitric
oxide (NO) on oxidative stress.

In our study, 80 male Wistar albino rats, 2 moths old, were randomly divided into
four groups as 1 week of Sham exposure (S1), 1 week of EMF exposure (E1), 10 weeks of
Sham exposure(S10) and 10 weeks of EMF exposure. E1 and E10 groups were exposed to
2100-MHz EMFs (2 h/day x 7 days/ week) while S1 and S10 were kept under the same
experimental conditions without being exposed to EMF for 1 and 10 weeks, respectively. At
the end of experimental period, rats were anesthetized with ketamine/xylazine (50 mg/kg:
10 mg/kg) and VEPs were recorded with stainless steel subdermal electrodes. Afterwards,
brain tissues were collected for further biochemical and histological analysis.

Compared to S1 group, brain TBARS and 4-HNE levels were significantly decreased
and, protein carbonyl (PC) levels were increased in E1 group. On the other hand, TBARS, 4-
HNE and PC levels in E10 group were increased when compared with S10 group, however,
only the increase of TBARS and 4-HNE levels were found to be statistically significant. Brain
CAT, GSH-Px, NO and GSH levels were significantly higher whereas SOD activity was
significantly lower in the E1 group compared with S1 group. Nevertheless, higher SOD
enzyme activity and lower CAT, GSH-Px, NO and GSH levels were observed in the E10 group
compared with S10 group.

Latencies of all VEP components were shortened in the E1 group compared with
the S1 group, whereas latencies of all VEP components, except P1 component, were
prolonged in the E10 group compared with the S10 group. As a result of the statistical
analysis there was a positive correlation between all VEP latencies and brain TBARS and 4-
HNE values. Therefore, from our study, it could be concluded that effects of EMFs on VEPs
are exposure duration dependent. Additionally, our results indicated that while short-term
EMFs exposure could provide beneficial effects, long-term EMFs exposure had an adverse
effects on VEPs.

Key Words: 2100-MHz Electromagnetic Radiation, Antioxidant, Nitric Oxide,
Lipid Peroxidation, Visual Evoked Potentials
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GIRIiS

Gelisen teknolojiye bagli olarak hizli haberlesme talebinin artmasi ve modern
hayatin vazgegilmez bir unsuru olan cep telefonlarinin kullaniminin oldukga
yayginlasmasi nedeniyle, cep telefonlarinin etkileri {zerine birgok arastirma
yapilmistir [1-3]. Cep telefonlarinin kandaki toksik maddelerin beyine girmesini
engelleyen kan beyin bariyeri gecirgenligini artirmasi yaninda, bas dénmesi, bas
agrisi, yorgunluk ve dikkat daginikligi gibi etkilere neden olduguna dair bulgular elde
edilmistir [4-8]. Ayrica cep telefonlarinin, Alzheimer, Parkinson ve Multiple skleroz
gibi nérodejeneratif hastaliklarin patogenezisinde rol aldigi 6ne surilmekle birlikte,
bu hastaliklardaki etkisine dair geliskili sonuglar bulunmaktadir. Bir takim yayinlarda
zararh etkileri gosterilmekle birlikte, tedavi edici roliinin oldugunu ileri siren
arastirmalar da s6z konusudur[9-11].

Elektromanyetik radyasyon (EMR)’un en énemli etkilerinden biri de, serbest
radikallerin diizeyini ve ortamdan temizlenme sirelerini artirarak oksidan strese
neden olmasidir [12]. Bilindigi gibi organizmada serbest radikal olusum hizi ile
bunlarin intraselliler ve ekstrasellier ortamdan kaldirlma hizi bir denge
icerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak tanimlanir. Oksidatif denge
saglandigl slirece serbest radikaller organizmada herhangi bir toksik etkiye yol
acmamaktadir. Ancak serbest radikal Gretiminin antioksidan savunma sisteminin
kapasitesini astigl durumlarda bu denge bozulur ve artan serbest radikaller lipidler
basta olmak Uzere DNA, protein ve karbonhidratlar ile reaksiyona girerler ve
hiicrenin hem yapisal hem de fonksiyonel bitinligini bozarak hasar olusmasina
neden olurlar. Ozellikle beyinde poliansature yag asitlerinin bol miktarda bulunmasi,
bu dokulari serbest radikallere karsi daha duyarli hale getirir [13-15]. Boylece,
membran lipidlerinin oksidasyonu direkt yapisal degisikliklere ya da indirekt olarak
reaktif lipid peroksit Grlnleri aracilligi ile membran fonksiyonlarinda 6nemli
degisikliklere neden olurlar. Ayrica serbest radikallerin hedefleri icerisinde yer alan
proteinler de oksidanlara maruz kaldiklarinda bircok kovalent degisikliklere ugrarlar.
Proteinlerin oksidasyonu sonucu pek ¢ok enzimin aktivitesi degismekte, bu da hiicre
fonksiyonlarinda 6nemli etkilere yol agmaktadir [16].

Cep telefonlarindan yayilan EMR, kullanilan telefonun frekansina bagh olarak
degismektedir ve lUlkemizde GSM-900, GSM-1800 ve IMT-2000 gibi frekans araliklari
kullanilmaktadir. Bu frekanslarda EMR yayan cep telefonlari ile ilgili bircok ¢alisma
yaptimistir. Cep telefonlarinin etkileri Gzerine yapilan ¢alhsmalarin blylk bir
cogunlugunu lipid peroksidasyonu ile ilgili olan calismalar olusturmaktadir. Cep
telefonlarinin serbest radikal dizeyini artirdigi ve antioksidan enzim kapasitesini
duslirdigl yapilan calismalarla gosterilmistir [17-21]. Bu c¢alsmalarda cep



telefonlarindan yayilan 900-1800 megahertz (MHz) EMR’nin, katalaz (CAT) ve
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitelerini azaltarak, ksantin oksidaz (XO)
aktivitesini ise artirarak oksidan hasara neden oldugu bulunmustur [21]. Ayrica 900
MHz radyasyonun beyin dokusunda amiloid beta, protein karbonil, lipid
peroksidasyon gostergesi olan malondialdehit (MDA) seviyelerini ve apoptozisi
arttirdigl saptanmistir [18]. Yapilan diger bir calismada ise lokal SAR degeri 2 W/kg
olan 900 MHz radyasyona 28 giin, giinde bir saat slireyle maruz birakilan disi
sicanlarin serebellum purkinje hiicre sayisinin azaldigi izlenmistir [20]. Kan beyin
bariyeri gecirgenligi Uzerine yapilan c¢alismalarda ise ginde 1 saat 900 MHz
radyasyona 7 giin boyunca maruz birakilan sicanlarda, albumin ekstravasyonunun
arttig1 ve kan beyin bariyerinin bitinlGginin bozuldugu gosterilmistir [4].

Cep telefonlarindan yayilan radyasyonun, beynin elektriksel aktivitesinde de
degisikliklere neden oldugunu gosteren yayinlar bulunmaktadir [8, 22-24].
Bunlardan birinde 895 MHz frekanshi EMR’nin EEG alfa dalga glicinde azalmaya
neden oldugu [22], diger bir elektrofizyolojik ¢alismada cep telefonlarinin olaya
iliskin potansiyellerin bilesenlerini etkiledigi ve P300 dalgasi genliginde azalmaya
neden oldugu [8], bir baska yayinda ise kisa sireli EMR (900 MHz, SAR degeri
1W/kg) maruziyetinin gorsel uyarilma potansiyel (VEP)leri ve P300 kognitif
potansiyelini etkilemedigi bildirilmistir [23]. Diger yandan, daha onceki bir
arastirmada 2G cep telefonlarindan yayilan radyasyonlarin EEG ‘de anlaml etkiler
olustururken, 3G cep telefonlarinin hicbir etkiye sahip olmadigi [24], diger bir
¢alismada ise hem 2G hem de 3G radyasyonun EEG’de benzer etkilere sahip oldugu
belirtilmistir [25]. Bu bilgiler 1siginda EMR’ye neden olan cep telefonlarinin
kullaniminin arttigi giinimuzde insan saghginin olumsuz yonde etkilenebilecegi
beklenen bir sonuctur. Dolayisiyla, literatlirde 2100 MHz frekansli EMR’nin VEP’ler
Uzerindeki etkileri ile ilgili herhangi bir c¢alismanin olmadig dikkate alinarak
planlanan projemizde, gorsel sistem degisikliklerini arastirmak igin duyarh ve
guvenilir bir yontem olarak kabul edilen [26-28] VEP’ler kaydedilmistir. Bu
potansiyeller, gorme keskinligi ve néroanatomik degerlendirme yaninda, makular
dejenerasyon, renk korlGgl, retrobulber norit gibi oftalmolojik hastaliklarin ve
optiknorit, iskemik optik noropati, demiyelinize hastaliklarin arastirilmasinda
kullanilmaktadir [29, 30]. Ayrica, sicanlardan kaydedilen bu potansiyellerin insan
gorsel sisteminin incelenmesi yoniinden iyi bir model oldugu da vurgulanmaktadir
[31].

Calismamizda 2100 MHz frekansli EMR’nin serbest radikalleri artirdig
dikkate alinarak, VEP’lerde olusturacagi degisiklikler ile oksidan hasar arasindaki
iliskinin ortaya konmasi hedeflenmistir. Bunun icin de calismamizda lipid
peroksidasyonun bir gostergesi olan tiyobarbitirik asit reaktif tiirleri (TBARS) ve 4-
hidroksi 2-nonenal (4-HNE) seviyeleri ol¢lilmustiir. Bilindigi gibi yari émiirlerinin
kisa, konsantrasyonlarinin distik ve reaktif olmalari serbest radikallerin in vivo
sartlarda Olglilmesini zorlastirmaktadir. Bu ylzden, oksidan stresin olusturdugu
ikincil Grlnlerin dlcilmesine dayanan dolayli yontemler gelistirilmistir. Bircok
arastirmada lipid peroksidasyon indeksi olarak kabul edilen malondialdehit (MDA)’i



olcmeye dayali yontemde tiyobarbitirik asit (TBA)in lipid peroksidasyon son drini
olan MDA disinda diger bilesiklerle de (aminoasitler, karbonhidratlar, lipid
oksidasyon urinleri) etkilesime girmesi nedeniyle cok sayida arastirmaci tarafindan
TBARS adi tercih edilmektedir. Bu yontem, 6lglilen Grlinlerin ¢ogunlugunu MDA
teskil etmesi, cok basit ve hizli olmasi nedeniyle halen kullanilmakla birlikte, son
yillarda yapilan bazi galigmalarda TBARS seviyelerinin diger duyarli deneyler ile
dogrulanmasi tavsiye edilmektedir [32, 33]. Bu nedenle ¢alismamizda bir baska lipid
peroksidasyon gostergesi olan 4-HNE tayini yapilmistir. Lipid hidroperoksitlerin
ayrilma reaksiyonlari ile bozulmalari, alkanlar, 2-alkenler, 2,4-alkadrenaller ve 4-
hidroksi alkenler gibi aldehitlerin olugsmasina yol agar. Omega 6 yag asitlerinin
oksidasyonu ile olusan hekzanal ve 4-hidroksinonenal en basta gelen aldehitlerdir.
Aldehitler, 6zellikle de 4-HNE, sitotoksik, hepatotoksik, mutajenik ve genotoksik
ozellikler icerdiginden dolayi oksijen radikalleri ve lipid peroksidasyonun ikincil
toksik mesajcilari gibi davranir. Bu bilesiklerin dl¢ciimi, hem lipid peroksidasyonun
genisliginin indeksini hem de belirli patojenik durumlara sebebiyet veren ajan olarak
rollerini belirlemede destek olmasi nedeniyle yiiksek bir kabul gormektedir [34].

Serbest  radikallerin hedefleri  icerisinde  peptid ve  protein
makromolekiillerinin yapi taslari olan aminoasitler de yer almaktadir. Aminoasitlerin
oksidasyonu proteinlerde de fiziksel degisikliklere neden olmaktadir [35]. Ayni
zamanda, 4-HNE de oksidasyona katilarak protein fonksiyonlarini inhibe etmektedir
[36]. Karbonhidratlarin ve membran lipidlerinin reaktif oksijen tiirleri (ROS) aracili
oksidasyonunu takiben olusan karboniller, genellikle yapisal proteinlere baglanip
CO-proteinler (karbonil grubu tasiyan proteinler)’i olusturarak proteinlerin biyolojik
aktivitelerini degistirir [37]. Proteinlerdeki reaktif karbonil gruplari protein yan
zincirlerinin direkt oksidasyonu ile de olusabilir [38]. Reaktif oksijen tiirleri aminoasit
rezidl yan zincirlerini keton ya da aldehit tiirevlerine okside edebilir. Histidin, arjinin
ve lizin ROS aracili protein karbonil olusumuna en hassas aminoasitlerdir [39].
Dolayisiyla, karbonil gruplarin oOlgliminin oksidatif stresin proteinler Uzerinde
meydana getirdigi hasarin belirlenmesi icin iyi bir yontem oldugu distnildiginden
[40], ¢alismamizda EMR’nin proteinler (zerindeki etkilerini arastirmak amaciyla
protein karbonil (PC) icerigi OlcUlmistir. Ayrica, daha o6nceki calismalarda
antioksidan savunma sisteminin de etkilendigi belirtildiginden antioksidan enzim
aktiviteleri de tayin edilerek EMR’nin oksidan hasar ile olasi iliskisinin bu yonden de
aydinlatiimasi hedeflenmistir. Serbest radikallerin zararh etkilerini ortadan kaldiran
cesitli savunma mekanizmalari olmakla birlikte, bunlarin en énemlileri olarak kabul
edilen sliperoksit dismutaz (SOD), ,GSH-Px ve CAT enzimleri ve glutatyon(GSH)
Olclilerek antioksidan kapasite degerlendirilmistir.

Nitrik oksit (NO), endotelyal hiicrelerde, glialarda ve bazi noéronlarda nitrik
oksit sentaz (NOS) tarafindan L-arginin amino asitinden sentezlenen suda eriyebilen
bir gazdir. Nitrik oksit sentezinde gorevli enzim olan NOS’un endotelyal NOS (eNOS),
noronal NOS (nNOS) ve indiklenebilir NOS (iNOS) olmak Uzere U¢ formu
bulunmaktadir. Goérsel sistem de dahil olmak lizere hemen tim sistemde 6nemli
roll oldugu belirtilen NO’nun, santral sinir sisteminde nérotransmitter olarak gérev



yaptigl da bilinmektedir. Bu konu ile ilgili yapilan ilk ¢alismalarda, NO’nun oksijen
varliginda nitrit (NO;') ve nitrat (NO3’) gibi cesitli nitrojen tirleri (RNOS) olusturdugu,
dolayisiyla bir radikal gibi davrandigi vurgulanmistir. NO/O, reaksiyonundan olusan
ara bilegiklerin DNA ve enzimlerin oksidasyonuna ve hatta zincir kirilmalarina neden
oldugu bulunmustur [41, 42]. Otooksidasyondan olusan bu reaktif tirlere ek olarak
NO’nun oksijen radikalleri ve sliperoksitle reaksiyona girip, peroksinitrit (ONOQ’)’i
olusturdugu da saptanmis olup ONOO  'in bircok biyolojik molekiilli tahrip edebilen
ve metal katalizinden bagimsiz olarak hidroksil radikallerine ayrigabilen, gligli bir
oksidan oldugu ifade edilmistir [43-45]). Zararh etkilerine karsin, NO’nun
antioksidan ozellikler gosterdigi de yapilan ¢alismalar ile tespit edilmistir [42, 46-48].
NO’nun, hemoproteinlerin hidrojen peroksit (H,0,) tarafindan tahribini engelledigi
ve fenton tipi oksidasyon reaksiyonlarini ortadan kaldirdigi belirtilmistir [49]. Ayrica
NO’nun thiol radikalleri ile etkilesimi sonucunda, glutatyon (GSH)’dan 100 kere daha
kuvvetli bir antioksidan olan S-nitrosoglutatyon (GSNO)'u olusturdugu da
bulunmustur. GSNO’nun peroksinitriti detoksifiye ederek ve fenton tipi reaksiyonlari
baskilayarak lipid peroksidasyonu engelledigi gosterilmistir[46, 47]. Dolayisiyla daha
onceki arastirmalarda NO’nun farkli etkilerinin  NOS’un izoformlarindan
kaynaklandigl veya oksidatif streste antioksidan sistemin yetersiz kalmasi
durumunda ortaya ciktigi ileri strllerek NOS’un (g tip izoformundan 6zellikle iNOS
aracihgiyla olusan NO’nun zararli etkileri oldugu ifade edilmistir [50, 51].

Literatlirde EMR’nin NO’yu artirdigini veya etkilemedigini gosteren celiskili
calismalar s6z konusudur [52-56]. Avci ve arkadaslari [52], 1800 MHz radyasyonun
beyin dokusunda protein oksidasyonu ve serumda nitrik oksit seviyesini artirdig
Uzerine sonuglar elde etmisken, Cenesiz ve ark. [53] yapmis oldugu c¢alismada 900
MHz radyasyonun serum NO seviyesinde anlamli bir faklilik yarattigini ancak 1800
MHz radyasyonun herhangi bir etkisinin olmadigini géstermislerdir. Bu galismalara
ek olarak Dasdag ve ark. [54] ise EMR’nin serumda NO seviyesini artirdigini ancak bu
artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigini sdylemektedirler. Bltlin bu galismalar
gdz onune alindiginda projemiz NO’nun EMR etkisiyle artip artmadigini ortaya
koyarak bu geliskili sonuglarin aydinlatiimasina katki saglamistir. Diger yandan gorsel
sistemde bol miktarda bulunan NO’nun EMR etkisiyle olasi artisinin retina
fonksiyonlarini ve VEP’leri etkilemesi en dogal beklentidir. Dolayisiyla, ¢alismamiz
EMR'nin gorsel sistemde olusturacagi degisiklikler ile NO diizeyi arasinda bir iliskinin
olup olmadigini acikliga kavusturmustur. Ayrica, bazi yayinlarda NO’nun, EMR’nin
indukledigi lipid peroksidasyonunda ©6nemli bir rollinin olabilecegi ileri
surilmektedir.  Bu  bilgiler  dogrultusunda  EMR’nin  indikledigi lipid
peroksidasyonunda NO’nun roliiniin olup olmadigini arastirmak amaciyla
galismamizda nNOS, iNOS, nitrat ve nitrit dizeyleri belirlenmistir. Bdylece
projemizde EMR etkisiyle indiklenen NO’nun gorsel sistemde olusturdugu
degisikliklerdeki rolii ve oksidatif stres ile olan iliskisi aydinlatiimistir.

Sonug olarak, calismamiz EMR’nin sicanlardan kaydedilecek VEP’leri nasil
etkiledigini arastirmanin yani sira, ortaya cikan degisikliklerin oksidan hasar ile iliskisi
ve bunda NO’nun roliinln olup olmadigini géstererek literatlire yeni ve kapsamli



bilgiler katmistir. Ayrica, son yillarda cep telefonlarinin olusturdugu elektromanyetik
radyasyonun etkilerinin ortaya konmasi 6nemli bir konu olup, planladigimiz
projemiz hedeflenen amaclar cercevesinde ayrintili ve kapsaml bilgiler saglayacak
ilk calisma niteligiyle yeni ufuklar agacaktir.



GENEL BIiLGILER

2.1. Elektromanyetik Radyasyonlar ve Cep Telefonlari

Gelisen teknolojiye bagli olarak kablosuz ev telefonlari, kablosuz internet ve
cep telefonu kullanimi tim dinyada hizla artmaktadir. Ayrica, bunlara ek olarak
endustriyel ve tibbi tani igin kullanilan cihazlarin da elektromanyetik radyasyon
olusturmasi, c¢evre ve insan saghginin olumsuz yonde etkilenebilecegini
dislindirdiginden bu konuda bir ¢ok arastirma yapilmaktadir.

Cep telefonlarinin tarihgesine bakildigi zaman ilk radyo telefon servisinin
1940°h yillarin sonunda Amerika Birlesik Devletleri'nde piyasaya struldigi
gorilmektedir. 1960’ yillarda Bell Systems tarafindan gelistirilirmis yeni bir sistem
olan “Improved Mobile Telephone System’ (IMTS), dogrudan ¢agri ve daha yliksek
bant genisligi gibi bircok gelismeyi meydana getirmistir. ilk analog hiicresel sistemler
IMTS’ye dayandirilmis ve 1960’Ii yillarin sonlarinda gelistirilmistir. Bu sistemler,
kapsama alanlari hiicrelere veya kiiglik alanlara bollinmus olup ve her bir hiicre de
kiicik bir gl alicisi ve vericisi olarak islev gordiugiinden dolayi hiicresel sistemler
olarak adlandirilmiglardir. Bu sistem icerisinde bulunan bir cep telefonundan ¢ikan
radyo frekansi sinyalleri telefona en yakin baz istasyonuna gonderilir ve yine iletisim
icin gerekli bilgi en yakin baz istasyonundan telefona iletilir (Sekil 2.1). Mobil iletisim
icin gelistirilen birinci nesil analog sistem, 1970’li yillarda iki 6nemli gelismeye tanik
olmustur. Bunlar mikroislemcilerin icadi ve mobil telefon ile hiicre alani arasindaki
baglantinin dijitallestirilmesidir. 1980’li yillarin sonlarina gelindigi zaman ise sadece
mobil telefon ile hiicre alani arasindaki baglanti linkini degil ayni zamanda ses
sinyallerini de dijitallestirebilen yeni bir sistem olan ikinci nesil (2G) dijital hiicresel
sistemler gelistirilmistir. Bu yeni sistemler tlketiciye daha disik maliyette fakat
daha hizlh ve daha ylksek kapasitede iletisim imkani sunmuglardir. Ginimizde,
haberlesme cihazlarinin gok yaygin olarak kullanilmasi, daha hizli veri aktarma talebi
ve ¢oklu ortam uygulamalarina olan egilim sonucunda mobil iletisim sektoriinde
istenilen talepleri karsilamak Uzere yeni gelismeler meydana gelmis ve Uglinci nesil
cep telefonlarinin temelleri atilmigtir.

Uluslararasi Telekominikasyon Birligi (International Telecommunication
Union - ITU ) tarafindan gelistiriimekte olan Uglincii nesil (3G) mobil iletisim
teknolojisine yonelik standartlar topluca IMT-2000 olarak adlandiriimaktadir. Bu
kisaltmada IMT, Uluslararasi mobil iletisimi, "2000" ise hem bu alanda gelistirilmis
ilk deneme sistemleri icin belirlenmis tarihi, hem de bu standartlardaki sistemlerin
calisacagl 6ngoriilen 2000 MHz civarindaki frekans bolgesini temsil etmektedir.



Hegzagonal hiicre

Baz istasyonu

Cep Telefonlar

Radyo sinyalleri

Sekil 2.1. Hekzagonal hiicre merkezinde bulunan baz istasyonu agi

Bu teknoloji kullaniciya hareket halindeyken sesin yani sira veri, resim, grafik
ve benzeri bilgileri 2 Mbit/s hizina varan yiksek hizlarda, baska bir deyisle "genis
bantta" iletirken, glnimizde hala kullaniimakta olan GSM standartlarindaki
sistemler ise, ancak 9,6 ile 384 kBit/s arasindaki hizlarda bilgi aktarimina izin
vermektedir.

Elektromanyetik radyasyonlar, yUkli bir parcacigin ivmeli hareketi
sonucunda olusan ve birbirlerine dik elektrik ve manyetik alan bilesenleri ihtiva
eden enine dalgalardir (Sekil 2.2). Elektromanyetik radyasyonlarin yayilabilmesi icin
herhangi bir maddesel ortama ihtiyaclari yoktur. Bu tir radyasyonlar, dalga boylari
ve frekanslari ile tanimlanir. Tim elektromanyetik radyasyonlar boslukta isik hizina
(3x10%m/s) esit bir hizla yayilirlar [57].

—

E Frekans (Hz)
Dalgaboyu (A)

Direction of
propagation

Sekil 2.2. Elektromanyetik dalga; elektrik ve manyetik alan bilesenleri (E: Elektrik alan, H: Manyetik
alan)



Elektromanyetik dalgalar frekans ve tasidiklari enerjilere gore bir tayf
olusturmaktadir. Bu tayf elektromanyetik dalga spektrumu olarak bilinmektedir
(Sekil 2.3). Genel itibari ile elektromanyetik spektrum goéz oniline alindiginda, bu
spektrumda iyonlastiran ve iyonlastirmayan radyasyon bolgeleri gbze carpmaktadir.
lyonlastiran radyasyon; madde igerisinden gecerken enerjisini ortama aktarmak
suretiyle, ortamdaki atomlari dogrudan veya dolayl yollarla iyonlastirarak DNA ve
genetik malzemeyi kapsayan biyolojik dokuda hasara yol acabilirler. Ayrica, dokunun
x-1sinlari ve gama 1sinlari gibi yuksek enerjili fotonlarla etkilesimi atom baglarini
kopararak ve molekiilleri parcalayarak zararl etkilere neden olurlar. iyonlastirmayan
EMR (DC - 300 GHz arasi ) kapsamina ise radyo dalgalari, mikrodalgalar, kizil 6tesi
1stk, mor oOtesi 151k (ultraviyole) ve goriinir 151k, gibi daha disuk enerjili dalgalar
girerler. Bu tip radyasyonlara maruz kalma sonucunda canlilarda isil ve isil olmayan
etkiler olmak Gzere iki tir etki olusabilir [57].
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Sekil 2.3. Elektromanyetik dalga spektrumu

Isil etkiler; biyolojik doku tarafindan sogurulan EMR enerjisinin hicre
icerisinde 1siya dénlismesi ve dokunun isisinin artmasi sonucu biyolojik dokuda
meydana gelen degisim olarak ifade edilmektedir. EMR’nin elektrik ve manyetik
alan vektorleri, biyolojik doku igerisindeki yikli olan molekillere bir kuvvet
uygulayarak bu molekillerin hareket etmesine neden olmaktadir. Belirli bir
frekansta bu kuvvetlerin slirekli yon degistirmesi ile molekiillerin doku icinde
surtiinme ve diger molekdllerle etkilesimi sonucu isi enerjisi agiga cikmaktadir. Aciga
ctkan 1s1, ¢esitli yollarla uzaklastirimakta ve bu islem sicaklik dengesi
gerceklesinceye kadar strmektedir. Dokuda veya insan vicudunda bu sicaklk
artisini 6lcecek herhangi bir yontem heniiz tespit edilememistir [58, 59]

Isil olmayan etkiler daha c¢ok dalganin enerjisi sonucu meydana getirdigi
etkilerdir. Mobil telefonlardan yayilan iyonlastirici olmayan EMR’lerin DNA, insan
duyu sistemi, sinir sistemi, beyin timorleri, enzim aktivitesi ve protein sentezine



etkileri deneysel ve epidemiyolojik ¢alismalar ile belirlenmeye ¢alisiimaktadir [60-
63].

Elektromanyetik radyasyonlarin bahsedilen 06zelliklerinden dolay1 cep
telefonlarinin radyofrekans dalga enerjisi bir viicut ylzeyine ¢arptiginda enerjisinin
bir kismi yansir ve bir kismi ise viicut icine girerek absorbe olur. Sogurulan enerji,
glic yogunluguna bagh olarak canli viicudunda doku isinmasi yoluyla hasar
olusmasina neden olabilmektedir [64]. SOzl edilen gli¢c yogunlugu dokular izerinde
birim alan basina watt (W/m?) birimiyle ifade edilmektedir [64]. EMR’lerin biyolojik
dokular Gzerindeki etkisini anlamak igin, radyasyona maruz kalan dokunun her bir
bolgesindeki alan buyukliklerinin belirlenmesine ihtiyag vardir. Bunu yapabilmek
icin kullanilan dokunun hangi tip elektriksel 6zelliklere sahip oldugunun bilinmesi
gerekir. Bu bilgiler saglandiktan sonra, cep telefonu gibi bir radyasyon kaynagindan
yayllan EMR’ye maruz kalmis bir dokunun her bir noktasindaki elektrik ve manyetik
alan bilesenlerini belirlemek mimkindir. Doku tarafindan sogrulan enerji hizi,
moE?/p ifadesi ile hesaplanir. Burada m dokunun kiitlesini, o ve p sirasiyla
dokunun iletkenlik ve yogunlugunu, E ise elektrik alanin doku igerisindeki
blayuklugunia gostermektedir. Kilogram basina watt birimi (Watt/Kg) ile verilen
oE?/p ifadesi ise spesifik sogurulma hizini (specific absorption rate, SAR)
vermektedir. Dolayisiyla, sogurulan elektromanyetik enerjinin viicut dokulari
tarafindan sogurulma hizi, gelen dalganin frekansina, gelis agisina, canli dokunun su
icerigine ve biyolojik malzemenin elektriksel ozelliklerine (iletkenlik ve dielektrik
sabitleri) baghdir. S6z konusu etkilesme canli viicudunda EMR'nin indikledigi ic¢
alanlarin  doku malzemeleri iginde c¢esitli sekillerde enerji transferinden
kaynaklanmaktadir [64].

Cep telefonlarinin c¢alismasi igin gerekli olan GSM teknolojisinde
mikrodalgalar kullanilmaktadir [65]. Mikrodalgalar , iyonize edici olmayan yani
maddelerin kimyasal yapisini bozacak kadar enerjiye sahip olmayan EMR'lerdir.
Basta haberlesme olmak Uzere, tip, endistri, ve sanayi gibi bir ¢cok alanda yaygin
olarak kullanilan mikrodalgalarin frekansi 300 MHz ile 300 GHz , dalga boylari da
1mm ile 1m arasinda degismektedir.

Mikrodalgalarin Uretilmesi ve vyikseltiimesi icin 6zel amaclara gore
diizenlenmis degisik cihazlara gereksinim vardir. Elektromanyetik spektrumun diger
Uyelerinde de oldugu gibi bu radyasyonlarin olusmasi icin degisen bir elektrik
akimina ihtiya¢ duyulmaktadir. Buradaki degisimin frekansi istenen radyasyonun
frekansi ile aynidir. Mikrodalgalar yiliksek frekansli radyasyonlar oldugu icin
organizmadan bir agri veya rahatsizlik hissi olusturmadan gecerler fakat
mikrodalgalarla yeterli bir siire ve siddette karsilasan organizma isinir. Dolayisiyla
mikrodalgalarin ¢ok iyi bilinen 1sil etkileri ortaya cikar. Bu o6zelliklerinden dolayi
mikrodalgalar tipta bazi romatizmal ve infeksiyoz hastaliklarin tedavisinde,
cerrahide dokulari kesmek veya koterize etmekte ve kanser tedavisinde radyo terapi
ile birlikte hipertermi (i1s1 ylikselmesi) yaratmak amaciyla kullaniimaktadir. Isil
etkilerin ortaya cikmasi icin 10 mW/ cm? yogunlugunda bir radyasyon



gerekmektedir. Ancak hicresel ve biyokimyasal seviyelerdeki degisikliklerin
olusmasi icin ¢cok daha az miktarlarda, 1 mw/ cm?lik veya daha az dozlar yeterli
olabilmektedir [66].

Globallesme sirecinin bir parcasi olarak tlkemizde mobil iletisim cihazlari;
ozellikle cep telefonlari kullanimi yayginlasmis olup, Mobil iletisim Kiiresel Sistemi
(Global System for Mobile Communications-GSM) operatorlerinin  kapsama
alanlarini genisletmeleri ve abone sayisinin artmasina bagli olarak servis sunduklari
baz istasyonlari sayisi ve yayginhgi artmistir. GSM-900, GSM-1800 ve IMT-2000 gibi
frekans araliklarinda siklikla kullanilan cep telefonlarinin saglamis oldugu bir ¢ok
avantajin yanisira, kullanmis oldugu frekans araligindan dolayi insan sagligi Gzerine
olumsuz etkilerinin olabilecegi tartisiimakta ve bu konu hakkinda bir ¢ok ¢alisma
yapilmaktadir. Cep telefonlarindan yayilan 900-1800 MHz EMR’nin, CAT ve GSH-Px
aktivitelerini azaltarak, XO aktivitesini ise artirarak oksidan hasara neden oldugu
bulunmustur [21]. Diger calismalarda da PC ve amiloid beta seviyelerinin degistigi,
cesitli antioksidanlarin aktivitelerinin azaldig tespit edilmistir. Beyin hiicrelerinde
zararh etkileri saptanan cep telefonlarinin kan beyin bariyerine etkisi arastirilmis
olup 900 ve 1800 MHz EMR maruziyetinin erkek sicanlarda kan beyin bariyeri
gecirgenligini arttirdigi gosterilmistir [67]. Yapilan bir baska ¢alismada ise farkli giin
ve surelerde SAR degerleri 1,5 ve 6 W/kg olan 900 MHz radyasyona kronik olarak
maruz birakilmis sicanlarda beyinde potansiyel bir gliosis isareti olan kalici astroglia
aktivasyonunun indiklendigi goézlenmistir [68]. Yine ayni grubun baska bir
¢alismasinda yliksek dozda radyasyonun, ndéronal aktivitenin metabolik bir
gostergesi olan serebral sitokrom c oksidaz aktivitesini etkileyerek sicanlarda beyin
aktivitesini degistirdigi gozlenmistir [69]. Bunun yani sira, 900 MHz EMR'ye uzun
sureli (28 glin boyunca glinde 1 saat ve sican kafasinda lokal ortalama SAR degeri
2W/kg) maruziyetin disi sican serebellumunda purkinje hiicre sayisinda azalmaya
sebep olabilecegi belirtilmistir [20]. Ayrica diger bir ¢alismada, sigan astrositleri ve
C6 gliyoma hicrelerinin 48 saat slreyle 1950-MHz frekansindaki radyasyona
maruziyeti, sicanda glial timor olusumunu gelistirmedigi fakat sican astrosit
hiicrelerinin mitokondrilerine zarar verdigi ve astrositlerde kaspaz-3 (apoptotik
protein) yolagl lzerinden apoptotik genler olan bax ve bcl-2'nin katilimiyla
apoptozisi indikledigi gosterilmistir [70].

Beynin hem spontan hem de uyariima ile meydana gelen elektriksel
aktivitelerini inceleyen elektrofizyoloji ¢alismalarina bakildigi zaman cep
telefonlarindan yayilan EMR’nin 6nemli bir etkiye sahip oldugu gozlenmektedir.
insanlarda yapilan bir calismada timpanometri ve isitsel beyin sapi cevabi (ABR)
cahsilarak uzun dénemli ( 1 yildan fazla siiredir cep telefonu kullanan ) ve yogun (
glinde 60 dakikadan fazla ) GSM ve CDMA ( code division multiple access) tasinabilir
telefon kullaniminin isitsel kortekste ve kohleada hasara sebep olabilecegi
belirtilmistir [71]. Diger bir elektrofizyolojik calismada ise insanlar 900 MHz GSM
benzeri (SAR degeri 1W/kg ) elektromanyetik alana kisa stireli maruz birakilmis ve
bu insanlarda EEG (elektroensefalogram), VEP ve ABR kayitlari alinmistir. Bu
¢alismanin bulgulari, kisa sireli EMR'ye maruziyetinin elektrofizyolojik parametreleri
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etkilemedigi gosterilmistir [72]. Bir baska yayinda ise kisa siireli EMR (900 MHz, SAR
degeri 1W/kg) maruziyetinin VEP’leri ve P300 kognitif potansiyelini etkilemedigi
bildirilmistir [23]. Fakat literatlrdeki calismalara bakildiginda 6zellikle ¢ocuklarda
kompleks bilissel fonksiyonlarda daha fazla arastirmalar yapilmasi gerekliligi ortaya
¢ctkmaktadir. Bunlarin yani sira, EMR’nin canli organizmalar ile nasil etkilestigini
anlamamiza yardimci olacak 6nemli bir nokta ise, hem farkli frekans hem de
modiilasyon (iletisimde bilginin uzak noktalara tasinabilmesi igin bilgi sinyali ile bir
taslyici sinyali birlestirme islemi) yodntemine bagl olarak EMR’lerin canli
organizmalar Uzerinde farkl etkilerinin oldugunu gosteren bir ¢ok ¢alismanin
bulunmasidir. Croft ve arkadaslari, yapmis oldugu calismada 2G cep telefonu
radyasyonlarinin dinlenim alfa aktivitesini artirdigini ancak, 3G radyasyonlarinin alfa
aktivitesi Uzerinde herhangi bir etkisinin olmadigini gostermislerdir. 2G cep
telefonlarinin kullanmis oldugu frekans degerinin 3G’ye goére kiiclik olmasindan
dolayi, 2G radyasyonunun beyinde daha yliksek penetrasyona neden olabilecegini
ve farkli pals modilasyonlarini gerekce gostererek bu farkhligi aciklamaya
calismislardir [24]. Farkh pals modilasyonlarina sahip (2,8 ve 217 Hz) EMR’lerin
etkilerini arastiran bir baska calismada ise her bir modiilasyon degerinde uyku
durumunun farkli etkilendigi ortaya konmustur [73]. Ozellikle 8 ve/veya 217 Hz
EMR’lerin, beyin hicrelerinin elektriksel 6zelliklerini degistirdigini ve bu hiicrelerin
daha kolay uyarilabilir hale geldiklerini spekiile etmektedirler [73]. Diger yandan
baska bir calismada modilasyonuna bagh olarak EMR’nin beyinde gen
ekspresyonunu farkli bir sekilde etkiledigi [74], diger bir calismada ise farkli frekans
degerlerinde ki EMR’lerin (900 ve 1800 MHz) protein ekspresyonunda degisik
etkilere sahip oldugu ortaya konmustur [75].

2.2. Gorsel Sistem

GOz, gborme olayinin gerceklesmesinde 1sig1 toplama, odaklama ve gorsel
yolun ilk néral sinyalini kodlamadan sorumlu primer duyu organidir. Distan ice
dogru sklera, koroid ve retina olmak lizere Ui¢ tabakadan meydana gelir. Goze gelen
1stk retinaya ulasmak icin kornea, anterior bosluk, g6z mercegi ve posterior bosluk
gibi alanlardan olusan okiiler ortamdan ge¢cmek zorundadir. Bu alanlarin her biri isig
toplama ve odaklama gibi fonksiyonlarda dnemli rol oynamaktadir (Sekil 2.4).

GOzyasl-hava ara yuzii ve kornea, gelen 15181 kirarak retinanin (zerine
dismesini saglarlar. Siliyer kaslar farkli mesafelerden gelen isik isinlarini retina
Uzerinde odaklayabilmek icin g6z merceginin seklini degistirir. Yakin cisimlerde
kaslar kasilir ve mercegin kiireselligi artar. Retinaya ulasan i1sigin total miktari ise
pupil acikliginin ayarlanmasi ile kontrol edilir. Bu islev ise pigmentli bir kas olan iris
tarafindan gerceklestiriimektedir. Goze fazla 1sik geldigi zaman pupil daralarak fazla
IsigIn girmesi dnlenirken, los 1sikli ortamlarda ise yeterli 15181 toplayabilmek icin pupil
acikhgi genisler [76].
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Sekil 2.4. Gozlin yapisi [76].

2.2.1. Retina

Retina, gbz kiresi bosluguna bakan i¢ kissmda nérosensoriyel tabaka ve disa
dogru kisimda pigmentli tabakadan olusan 1si8a ve renge duyarli hicrelerin
bulundugu, lGzerine disen 15181 elektrokimyasal sinyallere doniistiiren on katmanh
bir yapidir (Sekil 2.5). Gérme reseptorleri olan koni ve rodlarla birlikte dort tip néron
icerir. Bu noronlar bipolar hicreler, gangliyon hicreleri, horizontal hicreler ve
amakrin huicreleridir.

ic sinirlayici membran/sinir lifi
Gangliyon hiicre tabakasi

ic niikleer tabaka

Dis niikleer tabaka
Fotoreseptor tabakasi
Retinal pigment epitelyum
Koriokapillaris

Koroid

Sekil 2.5. Retinanin noral yapitaslari [76].

2.2.2. Fotoreseptorlerin Yapisi: Koni ve Rodlar.

insan retinasi iki tip fotoreseptdre sahiptir; rodlar ve koniler. Koniler giindiiz
gorisiinden sorumlu iken, rodlar gece goriisiinden sorumludurlar. Rodlar, 1siga asiri
duyarli olduklarindan los 1sik kosullarinda fonksiyonlarini daha iyi yerine getirirler.
Konilerin fonksiyonlarini yerine getirememesi kisilerde renk korligl olustururken,
bu durumun rodlarda meydana gelmesi kisilerde gece korliigiine neden olur.

Her rod ve koni bir dis segment ile bir niikleer bolge ve bir baglanti alani
iceren i¢c segmentten olusur. Dis segmentler degisime ugramis silialar olup diizenli
yassi kese gruplari veya zardan yapilmis disklerden olusmustur (Sekil 2.6). Bu kese
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ve diskler isikla tepkimeye girerek gérme yollarinda aksiyon potansiyellerini baslatan
1siga duyarh bilesikleri icerirler. ic segmentler ise mitokondriden zengindir.
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Sekil 2.6. Rod ve konilerin yapisi [77].

Rodlar, konilerden daha fazla sayida isiga duyarli gorsel pigment icerir ve
boylece daha fazla 15181 absorbe edebilir. Tek bir foton rodda fark edilebilir
elektriksel bir tepki yaratabilirken, benzer bir tepkinin konilerde olusmasi icin
ylzlerce isik 1sininin sogrulmasi gerekir. Pek ¢ok rodun, bipolar hiicre olarak bilinen
ayni hedef interndronla sinapsi vardir. Bu nedenle, roddan gelen sinyaller bipolar
hlcrede toplanir, birbirini tetikleyerek her bir bagimsiz reseptordeki 1sigin yarattig
sinyalleri giglendirilir ve boylece beynin los 1sig1 algilamasini kolaylastirir. Bunun
aksine foveoladaki konilerin g¢aplari kigik olmasina ve birbirlerine yakin olarak
yerlesmelerine ragmen her bir bipolar hiicre tek bir koniden girdi alir [77].

Her biri 1sik tayfinin farkli bir bolgesine duyarli {i¢ tip koni vardir. Beyin bu Ug¢
tur koninin tepkilerini karsilastirarak renkle ilgili bilgi edinir. Aksine rodlar sadece tek
tip pigment bulundurur ve bu nedenle farkli dalga boylarina ayni sekilde yanit verir.

2.2.3. Fotoreseptér Mekanizmasi ve Fotoduyarl Bilesikler

Retinada aksiyon potansiyellerini baslatan potansiyel degisiklikleri 1sigin rod
ve konilerdeki isiga duyarl bilesiklere etkisi ile olusturulur. Isik bu maddeler
tarafindan soguruldugunda, yapilari degisir ve bu degisiklik noral etkinligi baslatan
bir dizi olay tetikler [78].
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Koni reseptor potansiyeli keskin bir baslama ve bitise sahipken, rod reseptor
potansiyeli keskin baslama ve vyavas bir sonlanma gosterir. Reseptor
potansiyellerinin genligi ile uyari siddeti arasindaki iliskiyi gosteren egriler koni ve
rodlarda birbirine benzese de rodlarin duyarlligi cok daha fazladir. Bu nedenle
koniler icin esik alti dlizeyde olan aydinlatmada rod yanitlari uyari siddeti ile
orantilidir. Ote yandan rod yanitlarinin maksimum olup artik degistirilmedigi asiri
aydinlatma dlizeylerinde koni yanitlari uyar siddeti ile orantiidir. Bu durum
konilerin neden 1sik siddetinin zemin degeri Uzerindeki degisikliklere yanit verip
mutlak aydinlatmayi yansitmazken, rodlarin neden mutlak aydinlatmayi fark ettigini
aciklar.

Istk ve Rodopsin Etkilesimi: Fotoreseptorler 15181 absorbe eden fotopigment
icerirler. Rodlardaki fotopigment rhodopsindir. Rhodopsinin protein kismi opsin ve
Isiga duyarli kismi ise retinaldir. Konilerde ise rhodopsine ¢ok benzeyen
fotopigmentin protein kismi opsin ve 1s1ga duyarh kismi 11-sis retinaldir. Rodlarda
tek tip, konilerde ise Ug tip opsin vardir. Bu nedenle kirmizi 1siga duyarli (L tipi), yesil
1siga duyarli (M tipi) ve mavi 1s18a duyarh (S tipi) olmak Uzere (g tip koni s6z
konusudur. Opsin, kromofor molekilini saran integral proteindir. Kromofor, isi8a
duyarli olan asil bolgedir ve vitamin A’nin bir tlrevi olan retinal proteinidir.
Fotoreseptorlerdeki fotopigmentler, retinaya paralel olan ve disk denilen zarlarda
bulunurlar. Bir fotoreseptorde, her bir diskde milyonlarca fotopigment vardir [78].

Isigin tek etkisi 11-sis retinali, hep-trans izomerine donustirerek seklini
degistirmektir. Bu daha sonra opsinin konfiglirasyonunu degistirir ve opsindeki
degisiklik, transdusin veya G, olarak adlandirilan yanindaki heterotrimerik G
proteinini etkinlestirir. Aktif G proteini, cGMP’yi 5-GMP’ye donistiren cGMP
fosfodiesteraz enziminin aktivasyonunu saglar. c¢cGMP normalde Na® kanallarina
dogrudan etki ederek bunlari agik konumda tutar, bdylece hiicre i¢i cGMP
derisimindeki azalma bazi Na® kanallarinin kapanmasina yol agar (Sekil 2.7) ve
fotoreseptor hiperpolarize olur. Hiperpolarizasyon fotoreseptoriin ucuna pasif
olarak iletilir ve koniden nérotransmitter salinimi azalir [78].

Isik, fotoreseptérdeki Na* derisimi kadar Ca** derisimini de dusurir. Ca®*
derisimindeki bu disis, daha ¢cok ¢cGMP Ureten guanilat siklazi (GC) aktive eder.
Ayrica isikla aktive olan fosfodiesterazi da inhibe eder. Bu da Na* ve Ca** kanallarinin
acilmasini ve hiicrelerin tekrar dinlenim durumuna dénmesini saglar [76].

2.2.4. Noral Yollar

Fotoreseptorler ve gangliyon hiicreleri arasinda g sinif internéron vardir:
bipolar, horizontal ve amakrin hiicreleri. Gangliyon hiicre aksonlari bir araya gelerek
gozli optik sinir olarak terk eder. Horizontal hicreler, reseptor hicreleri dis
pleksiform tabakadaki diger reseptor hiicrelere baglarken, amakrin hiicreleri ise i¢
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Sekil 2.7. Isik uyarisi ile baslatilan fotoreseptor reaksiyonu [76].

pleksiform tabakadaki gangliyon hiicrelerini birbirine baglarlar. Bu hiicrelerin
aksonlari yoktur ve c¢ikintilari komsu néral elemanlarla hem pre- hem de
postsinaptik baglantilar yaparlar. Bipolar hiicreler lizerinde reseptorler, gangliyon
hiicreleri izerinde bipolar hicreler 6nemli diizeyde sinaps yaparlar. Sonu¢ olarak
rodlar ve koniler sinyalleri dis pleksiform tabakaya iletirken bipolar hiicreler ve
horizontal hicreler ile sinaps yaparlar. Gangliyon hicreleri ise ¢ikis sinyallerini
retinadan optik sinir araciligi ile beyine iletirler [76].

Gangliyon hiicrelerinin aksonlari daha 6nceden de bahsedildigi gibi optik siniri
(kranial sinir 11) olustururlar. iki optik sinirin bulustugu yere optik kiazma denir.
Retinanin nazal yarimlarindan gelen lifler optik kiazmada caprazlasarak, temporal
yarimdan gelenler ise caprazlasmadan dorsal lateral geniikiilat niikleus (dLGN)'a
girerler ve sinaps yaparlar. Her genikilat cisim iyi tanimlanmis alt1 tabaka icerir. 3 ve
6. tabakalar kiiclik hicreli olup parvoselliler olarak adlandirilirken 1 ve 2 biylk
hiicrelidir ve magnoselliler adini almistir (Sekil 2.8). Her iki tarafta, tabaka 1,4 ve 6
karsi taraftaki gozden girdi alirken tabaka 2,3 ve 5 ayni taraftaki gozden girdi alir.

Retinada iki gesit gangliyon hiicresi ayirt edilebilir; farkli tirde konilerden
gelen yanitlari toplayan, hareket ve ¢ boyutlu gérme ile iligkili olan blylik gangliyon
hicreleri (Magno veya M hicreleri) ve bir tip koniden gelen girdiyi digerinden
cikaran ve renk, yapi ve sekille ilgili olan kigilik gangliyon hiicreleri (Parvo veya P
hicreleri)’dir. M hicreleri lateral genikiilatin magnoselliiler kismina yansirken, P
gangliyon hiicreleri parvoselliiler kisma yansir [79, 80].

Parvoselliiler ve magnosellller tabakada bulunan néronlar gorsel korteksin
farkli tabakalarina parvoselliiler ve magnoselliler sistem olarak adlandirilan ayri
kortikal yollarla ulasirlar [77]. Magnoselliler sistem, tabaka 1 ve 2’den hareket,
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Sekil 2.8. Magnoselliiler ve Parvoselliiler yolaklar [76].

derinlik ve titremenin saptanmasina ait sinyalleri tasirken parvosellller sistem,
tabaka 3-6’dan renk gérme, yapl, sekil ve ince ayrinti sinyallerini tasir. Diger yandan
hem parvoselliler hem de magnoselliiler yoldan primer gérme korteksine giris
yapan Uginci bir sistem de bulunmustur. Diger iki yoldan tamamen farkli olan bu
sistem renkli gérmeden sorumlu olup, mitokondriyal bir enzim olan sitokrom
oksidazi bol miktarda iceren ve renk damlalari (blob) adi verilen boélgelerde sonlanir.
[81]. Sonuc olarak parvo ve mangoselliler yollarin anatomik olarak ayri, ancak
islevsel olarak birbirini tamamlayan (st Uste iki sistem gibi organize olduklari
soylenebilir. Kortekse kadar birbirileriyle baglantisi olmadigi ileri strillen iki sistem
ylksek kortikal diizeylerde kismen baglantili hale gelmektedir [78, 82].

Gangliyon hiicre aksonlarinin dLGN'ye retinanin ayrintili  bir uzaysal
gorinUimini yansitmasi gibi, genikilat niikleustan ¢ikan gorsel bilgi sinyalleri optik
radyasyon yolu ile oksipital lobun kalkarin bolgesindeki primer géorme korteksine
(Brodmann’in 17.alani) tipa tip yansitilir. Primer gérme korteksi alti tabakadan
olusmustur. Lateral genikilat nlikleustan gelen magnoselliler yolu olusturan
aksonlar ve parvoselliler yolu olusturan aksonlarin pek cogu da tabaka 4C'de
sonlanir. interlaminar bdlgeden gelen aksonlar ise tabaka 2 ve 3’te sonlanir [82].

Lateral genikilat nikleusa ek olarak, gorme lifleri gesitli fonksiyonlarin yerine
getirilebilmesi icin beynin farkl bolgelerine gorsel bilgiyi tasir. Bunlara 6rnek olarak;

e Sirkadiyen ritmin kontrolliinii saglamak Uzere hipotalamusun supra
kiazmatik nikleusuna

e @GOzlin odaklanmasini ve goz bebeginin isik refleksini saglamak igin
pretektal ¢cekirdeklere
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e ki goziin hizli dogrusal hareketlerini kontrol etmek icin siperior
kollikusa

e Vicudun bazi davranigsal islevlerini kontrole yardim etmek igin
talamusun ventral lateral genikiilat nikleusuna gittigi gosterilmistir.

2.2.5. Sigan Gorme Sistemi

Siganlarda, dLGN, parvoselliler ve magnoselliler diye ayrilmamistir ve ayri
gorsel alt sistemler tanimlanmamustir. Sigcanlar, insanlara gore, retinada, dLGN’de ve
gorme korteksinde c¢ok az 6zellesme gosterirler. Sigcanlar renkli gormeden [83] ve
tahminen blob sistemine karsilik gelen bir sistemden yoksundurlar. Siganlarin
frekanslari ayirt etme yetenekleri vardir. Magno sisteme karsilik gelen bir sistem
varken, parvo sisteme karsilik bir sistemlerinin oldugu siphelidir. Clinkl uzaysal
(spasyal) rezoliisyonlari insanlarinkinden daha disuktir [81].

Tirler arasi topografik 6zellesme ve algi yeteneklerindeki farkhliklara ragmen,
iki tlr arasinda nitelik olarak parvoselliiler ve magnoselliiler sistemlerinde benzerlik
bulunmaktadir. Primatlara benzer olmakla birlikte, sicanlarin gorsel yolaklari
fonksiyonel ve yapisal olarak asagida listelenen faktorlere gore bazi farkliliklar
gosterirler.

- retinal ganglion hicrelerinin morfolojisi

- optik traktustaki sinir liflerinin hizi

- retinal ganglion hiicrelerinin dLGN tabakalarindaki dagilimi

- talamokortikal projeksiyonlarin kortikal dagilimi ve ileti hizlar
- dLGN’deki néronlarin reseptif alan 6zellikleri

- gorsel korteks

Bu nedenlerden dolayi, sicanlarin gorsel alt sistemleri acik degildir. Primer
gorme korteksinden girdi alan ekstrastrial gorsel bolgeler diger memelilerde oldugu
gibi sicanlarda da sekilli gormeyi saglar [81].

2.3. Gorsel Uyarilma Potansiyelleri

Gorsel uyarilma potansiyelleri, gorsel bir uyarana yanit olarak optik yolak ve
korteksin  oksipital bolgesinde olusan elektriksel potansiyeller olarak
tanimlanmaktadir [84]. ilk kez 1934 yilinda Adrian ve Matthews tarafindan ortaya
konan VEP’leri gelisen bilgisayar teknolojilerine paralel olarak gorsel sistem
fizyolojisinin anlasiimasi ve degerlendirilmesi icin siklikla kullanilmaya baslanmistir.
VEP’in avantajlarindan biri gérme ile ilgili farkh yonlerin tek bir hayvanda ardisik
olarak test edilebilmesidir. Ozellikle post-retinal fonksiyon, VEP ile objektif olarak
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degerlendirilebilmekte ve santral gorsel yolak fonksiyonunu degistiren herhangi bir
gorsel yolak hasari VEP cevaplarini etkileyebilmektedir [31, 85-89].

Gorsel sistemin elektrofizyolojik bir dlcimu olan VEP’lerde ortaya ¢ikan dalga
formlari, polarite ve ortaya cikis zamanlarina gore adlandirilmaktadir. Goérsel bir
uyariy! takiben ortaya cikan dalgalar polaritelerine gore, negatif (N) ve pozitif (P)
olarak gosterilmektedir. Ortaya cikis zamanlarina gore ise Ui¢ gruba ayrilarak
incelenmistir [85]. Gorsel uyarani takiben ilk 10 ms’lik zaman icinde olusan dalgalara
kisa latensli (erken) VEP’ler, gorsel uyarandan 10-50 ms sonra ortaya ¢ikan dalgalara
orta latensli ve 50 ile 300 ms’lik suire igcinde olusanlara ise uzun latensli VEP’ler denir
(Sekil 2.9.)[85].
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Sekil 2.9. Gorsel uyarilma potansiyelleri ve bilesenleri

VEP’ler degerlendirilirken en 6nemli parametreler olarak tepeden tepeye
genlik degerleri ve bir uyar verildikten sonra olusan dalga formunun, maksimum
genlige ulastigl sire olan latens degerleri g6z 6nlinde bulundurulmaktadir. VEP
kayitlarinda, ilk ortaya ¢ikan dalga formunun pozitif olmasi nedeniyle ilk bilesen P
olarak, digerleri ise ortaya cikis stirelerine gére N1, P,, N, P3, N3 olarak isimlendirilir.

2.3.1. Gorsel Uyarilma Potansiyellerinin Kaydi

Normal bir VEP dalgaformu elde etmek igin retinadan primer gérme
korteksine kadar uzanan gorsel yolagin hasar gérmemis olmasi gerekmektedir.
Ayrica saglikh bir kayit alabilmek icin dikkat edilmesi gereken hususlardan biri de
elektrot secimi ve kullanimidir. Genellikle glimus klorir (Ag-AgCl) EEG disk veya igne
elektrotlari VEP kayitlari icin kullanilan elektrotlardir [84].

VEP kaydinda aktif ve referans elektrotlar arasindaki potansiyelin cebirsel farki
tayin edilmektedir. Aktif elektrot, noral ve diger sinyalleri iceren potansiyelleri (kas,
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artefakt, interferans) toplarken, inaktif (referans) elektrot bulundugu konum itibari
ile noral sinyaller disindaki tim potansiyelleri almaktadir. Bunun sonucunda yalnizca
oksipital korteksin néral aktivitesi yansitilmaktadir. VEP kayitlarinda kullanilan iki tip
elektrot diizenegi vardir. Bunlara referansin konumuna bagli olarak monopolar veya
bipolar kayit denir. Monopolar kayitta, elektrotlardan biri kortikal bolgeye, referans
ise kulak veya mastoid gibi kortikal olmayan bir bolgeye yerlestirilirken, bipolar kayit
biciminde elektrotlarin her ikisi de kortikal bolgeye yerlestirilmektedir (Sekil 2.10).

Zaman Zaman

Sekil 2.10. (a) Bipolar baglanti sekli. (b) Monopolar baglanti sekli

2.3.2. Gorsel Uyarilma Potansiyellerini Etkileyen Faktorler

VEP’leri etkileyen en onemli faktorler arasinda kullanilan uyari tipleri yer
almaktadir. VEP’lerde gorsel uyaran olarak kisa sireli ve degisik siddetlerde 151k
(flas) veya sekilli uyaran kullanilr.

Flas VEP incelemesinde ani liminesans degisiklikleri yaratan isik uyarilari
kullanilir. Flas VEP’te denekten denege hatta ayni denekte degisik zamanlarda
yapilan testlerde belirgin degisiklikler mevcuttur. Sekilli uyaranlarda ise duyarlilik
daha yuksektir ve yarim alan uyarilar kiazmal ve retrokiazmal lezyonlarin ayriminda
yardimci olur. Flag VEP’ler ile elde edilen bilgiler kantitatiften ¢ok kalitatif 5nem tasir
(84, 89].

Sekilli uyaran incelemesinde ise genellikle TV ekraninda olusturulan siyah
beyaz karelerden meydana gelen dama tahtasi biciminde uyaranlar kullanilir. Bu
sekillerin donlisimli olarak yer degistirmesi ile kaydedilen potansiyellere Patern
Degismeli Gorsel Uyarilma Potansiyelleri (PR-VEP) denir.

Flas VEP, PR-VEP uyariya fokus yapmayan bebek ve cocuklarda, demansli
yaslilarda, komadaki hastalarda, cerrahi operasyon sirasinda ve gérme keskinligi
bozuk olan kisilerde gérme yollari hakkinda bilgi verir. Biitiin bu durumlarin disinda
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ise klinikte en ¢ok sekil degismeli uyaran kullanilir. Cliinkii bu potansiyeller daha
Oonceden de bahsedildigi gibi gorsel yol lezyonlarini gostermede daha duyarl olup,
denekler arasinda ¢ok fazla degiskenlik gostermezler. Ayrica, insanin gorme
fonksiyonlarindan biri sekilleri ve kenarlarini analiz etmek oldugundan, sekil
degismeli VEP’lerin bazi 6zellikleri degistirilerek bunlar hakkinda daha fazla bilgi elde
edilebilmektedir [84].

Flas uyarilma potansiyelleri insanlarda nadir olarak kullanilmasina karsin,
kolloborasyon gerektirmediginden hayvan calismalarinda tercih edilen bir
yontemdir. Ozellikle sicanlarin  gorsel sisteminin, insanlarinkine benzemesi
nedeniyle, sicanlardan kaydedilen VEP’lerin insan sagligi lizerine toksik etkisi olan
ajanlarin ve bir takim hastaliklarin olumsuz etkilerini yansitmada iyi bir model
oldugu saptanmistir. [90]. Bunun yaninda, VEP’in bazi hastaliklarla ve yaslanmayla
birlikte gorsel sistemde olusan degisiklikleri de yansittigi bildirilmistir. Yaslanmayla
birlikte VEP latenslerinin uzadigi ve gérsel bilginin iletiminin yavasladigl gdzlenmistir
[87,91].

2.4. Nitrik Oksit

Nitrik oksit, biyoaktif metabolitlerin en kigulklerinden biridir. Yari omri
birka¢ saniye (3-30 saniye) oldugu icin sadece lokal olarak etkindir [92]. Duslk
molekil agirligi ve hidrofobik yapisi nedeni ile kolay ve hizli bir sekilde hiicre
membranindan geg¢ebilmektedir. NO fizyolojik ve inflamatuar sirecgte bircok énemli
goreve sahiptir, bu gorevlerin baslica olanlari su sekilde siralanabilir:

e Solunum, gastrointestinal, genitoliriner sistemlerde vazodilatasyon
(kan damarlarinin  gevsemesi) icin NO-bagimh mekanizmalarda
kullanihr.

e Merkezi sinir sisteminde bir norotransmitter olarak hafizanin
olusumunda rol oynamaktadir.

e Trombositlerin yapisarak birikmesini engeller.

e Kalp kasilmalarinda dizenleyicidir ve iyon kanallarinin acilip
kapanmasina katkida bulunur.

e Nonspesifik imminitede de roli vardir. Sitotoksik 6zellige sahip
oldugundan, vicut savunmasi ve imminolojik reaksiyonlar sirasinda
aktive olmus makrofajlar tarafindan ¢cok miktarda tretilir [93, 94].

2.4.1. Nitrik Oksit Sentezi

Nitrik oksit, nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi araciligi ile L-arjinin’in oksidatif
deaminasyonu sonucu olusan ve sayisiz biyolojik slirece dahil olan gaz tabiatinda
kiiciik molekdl agirlikli, radikal bir molekildiir [95]. NO yapimi, sitrulin yapimina
paralel olarak arjinin’in guanidino grubunun terminal nitrojen atomunu kaybetmesi
ile gerceklesir. Arjininden NO yapimi bes elektronun oksidasyonunu gerektiren iki
basamakli bir islemdir (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11. Nitrik oksit sentezi

NOS katalizasyonu igin molekiler oksijen ve kofaktor olarak da yukseltgenmis
nikotinamid adenin dinlikleotid fosfata (NADPH) ihtiya¢ duyulmaktadir. Sonucta NO
ve sitrulin olusur. Arjinin’in, guanidin grubundaki nitrojen atomunun yerini alan
analoglari NOSu inhibe ederler. Nitrik oksitin etkilerinin goguna aracilik eden klasik
yolak, ¢ozlinebilir guanilat siklaz (sGC) aktivasyonu ve guanozin trifosfat (GTP)'in,
ikincil haberci molekdl olan siklik guanozin monofosfatlara (cGMP) donisumudir
[94].

2.4.2. Nitrik Oksit Sentaz

Nitrik oksit sentaz enzimi, flavin mono niikleotid (FMN), flavin adenin
dinlkleotid (FAD), tetrahidrobiopiterin (BH;), “heme” kompleksi ve “non heme”
demir iceren karmasik bir enzimdir. Kalmodulin baglanma noktasi tasir. NOS‘un iki
ana formu vardir. Bunlar yapisal (constitutional) NOS (cNOS) ve indiiklenebilir NOS’
dur (iNOS). cNOS’un, vaskiiler endotelyal (eNOS) ve néronal (nNOS) olmak tzere iki
alt tipi vardir. Bunlarin hiicre ici aktiviteleri kalsiyum bagimlidir ve kalmodulin
varliginda sitoplazmik iyonize kalsiyum (Ca*) artisina paralel olarak ekspresyonlari
artar. Ca®"un hiicre icine akisi, NO’nun hizla Gretilmesine neden olur. Ayrica, diisik
dizeylerde ve sabit miktarlarda NO, vaskiiler tonusun ayarlanmasi ve sinyal
iletiminde 6nemli rol almaktadir [94].

Bltlin bunlara karsin iNOS, cesitli sitokinler ve diger uyaranlar tarafindan
makrofajlarin ve diger bazi hiicre gruplarinin aktive edilmesiyle indiklenerek NO
sentezine katilir ve bunun icin de Ca** artisina ihtiya¢c duymaz [94]. inflamatuar ve
patolojik durumlarda rol alir [96, 97]. inflamatuar ajanlarin ve sitokinlerin varhiginda
iNOS’un ekspresyonu artarak NO miktari yiiksek dizeylere ¢ikar [93]. NOS'un tim
izoformlari deride bulunur [97]. Keratinositler, Langerhans hiicreleri, dermal
fibroblastlar, melanositler ve melanoma hicreleri de degisik uyarilarla iNOS
olusturabilirler. Deride ayrica terde bulunan nitritlerin nonenzimatik indirgenmesi
ile de NO olusur. Bu derinin bariyer fonksiyonuna katkida bulunur [98].
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2.4.3. Nitrik Oksidin Fonksiyonlari
Suda eriyebilen bir gaz olan ve hiicre membranindan kolaylikla gegen NO,
lipid membranlarda birikir ve bircok otooksidasyon burada meydana gelir [99].

Cozlnebilir guanilat siklaz ve ¢cGMP nitrik oksidin en iyi bilinen hedefleri
arasinda olmasina ragmen, G proteinleri, cesitli enzimler, transkripsiyon faktorleri,
tastyicilar ve iyon kanallarida hedefleri arasinda yer almaktadir (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12. Nitrik oksidin biyolojik reaksiyonlari

Nitrik oksit, birgok farkli tipte retina hilicresinde bulunmaktadir. Bu hicreler
arasinda pigment epitelyum, fotoreseptorler, miller hiicreleri, horizontal, bipolar,
amakrin ve gangliyon hicreleri yer almaktadir [100-103] ve ayrica insan retinal
dokularinda ¢cNOS (nNOS ve eNOS) ve iNOS’'un mRNA'larinin sentezlendigi yapilan
calismalar ile gdsterilmistir [50]. immiinohistokimya calismalari sonucunda nNOS
ekspresyonunun, i¢ niikleer tabaka ve gangliyon hiicre tabakasi arasinda yani ic
retinada gercgeklestigi ve amakrin ve bipolar hiicrelerde ¢ok fazla oldugu
bulunmustur [103-105]. Yapilan diger calismalarda, memelilerde amakrin
hicrelerinin  NO’nun major bir kaynagl oldugu ve nNOS’un ¢ tip amakrin
hiicresinde (Al, All ve Alll) bulundugu immiinoboyama yontemi ile ortaya konmustur
[106-109]. Diger yandan ise sGC'in All ve glisinerjik hicrelerde bulunmadigi
gosterilmistir [109]. Nitrik oksit gorsel sistem dahil, insan fizyolojisinin hemen her
sisteminde rol oynamaktadir. Mills ve Massey, amakrin hicrelerinde artmis cGMP
seviyelerinin ve NO saliniminin 1sik adaptasyonu ile iliskili rod ve koni yolaklari
arasinda ki kapilama islemini kontrol ettigini 6nermektedirler (Sekil 2.13) [110].
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Sekil 2.13. Retinada ON-yolaklar: Rod ve koniler, rod bipolar veya koni bipolar hiicreler ile sinaps
yaparlar. ON koni bipolarlar dogrudan gangliyon hicreleri (ON GC) ile sinaps yaparken
rod bipolarlar sadece All amakrin hicreleri ile sinaps yaparlar [76].

Bazi amakrin hiicrelerinde GABA reseptorleri ve NOS birlikte bulunur ve
GABA, ve GABAp reseptorleri, NOS aktivasyonunun regilasyonunda bir dizi
etkilesimde bulunurlar [111]. Bu kapsamda NO, etki mekanizmasi ile GABAa
reseptdr fonksiyonlarini baskilar (Sekil 2.14) [112]. Fotoreseptorlerde NOS
aktivitesine bakildigi zaman ise geliskili bulgularin mevcut oldugu goérilmektedir.
Yapilan bazi imminohistokimyasal ¢alismalarin bulgularina gére fotoreseptoérlerde
nNOS immiinoreaktivitesinin olmadigindan bahsedilirken [113, 114], diger
arastirmacilar bazi canhlarda fotoreseptorlerin i¢ ve/veya dis segmentlerinde nNOS
immunoreaktivitesinin bulundugunu rapor etmektedirler [105, 107, 115].

Nitrik oksit retinanin her katmaninda 6nemli rollere sahip oldugu gibi
horizontal hiicrelerde de ayni etkiyi gozlemlemek miimkindir. Horizontal hiicreler
ile ilgili olarak, cGMP analoglarinin, L-Arjinin ve NO dondrlerinin bu hicreler
arasindaki elektriksel aktiviteyi duslirdigl gorilmektedir [116, 117]. L-Arjinin
verilen H1 tipi horizontal hiicrelerde 1s1ga yanitin azaldigi ve giris direnglerinin arttigi
yapilan calismalar ile gosterilmistir [117, 118]. Yine baska bir calismada ise NO’nun
horizontal hiicrelerden GABA salinimi izerine pozitif bir etkisinin oldugu ve retinada
ise glisin salinimini inhibe ettigi gosterilmistir [111, 119]. NO dondrleri, glutamat
reseptor aktivasyonunu indiikleyen cGMP seviyelerinde bir artisa neden olur.
Baldridge ve arkadaslari, bir NO donéri olan S-nitroso N-acetyl penicillamine
(SNAP)’i akvaryum baliklarina uygulayarak, horizontal, bipolar, amakrin ve gangliyon
hiicrelerinde cGMP seviyelerinde bir artisin meydana geldigini ve bununda hiicresel
aktivite artisi ile sonuclanacagini gdstermislerdir [120].
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Sekil 2.14. Nitrik oksit’in etki mekanizmasi

Beyin ve retina dahil merkezi sinir sisteminin bir ¢ok farkh bolgesinde NO
Uretilmektedir [121]. Olusan NO hiicrelere difiize ederek (g sekilde etki gdsterebilir:
1) NO, ekzositoz kontroliinden sorumlu SNARE kompleksi proteinleri dahil bir cok
farkl proteini nitrolize edebilir, 2) intraselliiler cGMP konsantrasyonunda bir artisa
neden olarak sGC aktivasyonunu saglayabilir, 3) NMDA gibi spesifik reseptorlerin
redox-sensitif alanlarina baglanarak bu tip reseptorlerin gegirgenlik durumunu
degistirebilir [106, 122, 123]. Diger yandan, NO’nun fotoreseptorlerde, 1sik
cevaplarinin modifikasyonu ve fotoreseptorlerden bipolar ve horizontal hiicrelere
sinaptik iletimin modilasyonu gibi fonksiyonlarinin oldugu da ileri siirtilmektedir
[50]. Dis segmentlerde, 1sik uyarani sonucu olusan kalsiyum konsantrasyonundaki
duslss, partikiiler guanilat siklaz (pGC)’ In aktivasyonu, kalsiyum baglayici protein
(CaBP) tarafindan dizenlenir. GTP’den c¢GMP olugmasi 1siga bagl cevabin
yenilenmesini saglar. ic segmentlerde, kalsiyum konsantrasyonundaki artis ve
kalmodiilinin etkisiyle NOS aktif hale gelir[82].

Lateral genikilat niikleus, retinal inputlarin gorsel kortekse iletilmesine aracilik
eden talamik bir bolgedir ve gorsel kortekse giden bilgilerin modilasyonunu
saglayan ¢ok sayida beyin terminalleri icerir. LGN’de kolinerjik, GABAerjik,
histaminerjik, serotoninerjik ve glutamaterjik sinapslarin yani sira nNOS eksprese
eden fiber ve internéron (ara noron)’larin bulundugu gosterilmistir [124-126]. NO,
gorsel kortekse bilginin iletiimesinde temel bir role sahip olan LGN’de meydana
gelen fizyolojik ve patolojik siireclerde de yer almaktadir. Ozellikle, NO’nun
retinadan gorsel kortekse kadar olan yolda gorsel iletimi kolaylastirdig yapilan
calismalar ile gosterilmistir [50, 127].Bunun yani sira bir¢cok calismada NO’nun gorsel
aktiviteyi modile edebilecegi de gosterilmistir. Sonuc¢ olarak olusan NO’nun
intraselliler cGMP  konsantrasyonunu artirarak, sGC aktivasyonu ve
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fotoreseptordeki sinaptik iletimin moddilasyonu gibi birgok etkisi vardir (Sekil 2.15).
Baska bir calismada da NO'nun retinadan primer gorme korteksine tasinan
sinyallerin amplifikasyonunda yer aldigi gosterilmistir [121].

NO’nun komsu hicrelere difizyonu bipolar hicreleri etkileyebilir (GC
aktivasyonu) veya horizontal hiicredeki yari-gap-junction kanallarini kontrol edebilir.
Bunun yaninda, dis segmentlere difiize olup dis segment proteinlerinin ADP-
ribozilasyonunu uyarabilir [128].

cat2
Dias
ccmpP cat2 segment
kapih
kanallar
Na+
Na+

iq. segment

Fotoreseptordeki sinapt
salmimin modilasyon

Horizontal

kanallarn kontrola
Bipolar hiicredeki GC aktivasyonu

Sekil 2.15. NO'nun fotoreseptordeki etki mekanizmasi

Yapilan bazi c¢alismalarda, NO’nun retinada NMDA-kaynakli akimlari
distirdiigli ve néroprotektif bir etki gdsterdigi bildirilmistir [128]. Ote yandan, baska
bir grup arastiricc eNOS’un retinadaki eksitotoksisitede herhangi bir etkisinin
olmadigini buna karsin nNOS’un énemli bir rol oynadigini ortaya koymuslardir [129].

2.5. Serbest Radikaller ve Antioksidan Savunma Mekanizmalari

Aerobik canhlar yasamlari icin mutlaka molekiler oksijene gereksinim
duyarken, anaerobik canlilar oksijene bagimh degillerdir. Oksijen hem anaerobik
tirlerde hem de yasamlari icin mutlaka molekiiler oksijene bagimli olan canlilarda

25



toksik etkilere sahiptir. Oksijenin canhlardaki toksik etkisinin “oksijen radikalleri”
olarak adlandirilan ve oksijenin viicuttaki metabolizmasi sirasinda olusan reaktif
turlerden kaynaklandigi bilinmektedir.

2.5.1. Serbest Radikal Olusumu

icinde bulundugumuz cevrede cesitli fiziksel etkenler ve kimyasal olaylar
nedeniyle devamli bir radikal yapimi vardir. Hiicresel kosullarda da ciddi bir miktar
ve cesitlilikte radikal Uretilmektedir. Hem endojen hem de ekzojen materyaller
tarafindan uretilebilen serbest radikallerin potansiyel endojen kaynaklari arasinda
mitokondri, sitokrom P450 metabolizmasi, peroksizomlar ve iltihaph hiicreler yer
almaktadir. Stperoksit radikallerinin ¢ogunlukla mitokondriyal veya mikrozomal
elektron transferi sirasinda ortaya ciktigi belirtilmektedir. Serbest radikaller ayrica
fagositoz, arasidonik asit metabolizmasi, kadinlarda ovulasyon ve lireme sirasinda
da ortaya ¢ikmaktadir [130].

Bir veya birden fazla eslesmemis elektron iceren molekil veya molekil
gruplari serbest radikal olarak adlandiriimaktadir [131, 132]. Ciftlenmemis elektron
iceren serbest radikaller stabil olmayip son derece reaktif kimyasal tirlerdir.

Nerede ve nasil Uretildiklerine bakilmaksizin radikaller baslica ¢ temel
mekanizma ile olusurlar;

1. Kovalent baglarin homolitik kirilmasi ile. Yiiksek enerijili elektromanyetik
dalgalar ve yuksek sicakhk (500-600 °C), kimyasal baglarin kirilmasina
neden olur. Kirllma sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri ayri
ayri atomlar lizerinde kaliyorsa, bu tir kirllmaya homolitik kirilma denir ve
her iki atom Uzerinde de paylasilmamis elektron kalir.

2. Normal bir molekiilin elektron kaybetmesi ile. Radikal &zelligi
bulunmayan bir molekilden elektron kaybi sirasinda dis orbitalinde
paylasilmamis elektron kaliyorsa radikal formu olusur. Ornegin askorbik
asit, glutatyon ve tokoferoller gibi hiicresel antioksidanlar, radikal tirlere
tek elektron verip radikalleri indirgerken, kendilerinin radikal formu
olusur.

3. Normal bir molekiile elektron transferi ile. Radikal 6zelligi tasimayan bir
molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde paylasilmamis elektron
olusuyorsa bu tiir indirgenme radikal olusumuna neden olabilir. Ornegin
molekiler oksijenin tek elektron ile indirgenmesi, radikal formu olan
siperoksidin olusumuna neden olur. Stiperoksit radikalinin yapimindaki
artis da, oksijenin diger radikal tdrlerinin ve diger atom merkezli
radikallerin olusumu icin tetik fonksiyonu goriir.
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2.5.2. Oksijen ve Oksijen Radikalleri

Molekiler oksijen (0;), paralel spin durumlu iki eslesmemis elektrona
sahiptir. Bu elektronlar, spinleri ayni yonde ve farkli orbitallerde iken minimum
enerji seviyesindedirler. Radikal tanimina gore oksijen “biradikal” yapiya sahip bir
molekildir. Oysa oksijenin reaktivitesi beklenenin aksine ¢ok duslktir. Biradikal
yaplya sahip olan oksijenin herhangi bir molekiille tepkimeye girebilmesi igin,
tepkimeye girecegi molekiliin de benzer yapiya (farkli orbitallerde spinleri ayni
yonde elektron icermesi) sahip olmasi gerekir. Oysa basta organik molekdller olmak
Uzere, atom ve molekiller orbitallerinde elektronlari antiparalel ve eslesmis olarak
icerirler veya paylasilmamis elektronlar kovalent baglara katilmislardir. Bunun
sonucu oksijenin diger molekillere olan reaktivitesi son derece kisitlanmistir. Bu
kisitlama “spin kisitlamasi” (spin restriction) olarak adlandirilir. Canhlarin oksijeni
kullanabilmesi icin, oksijene elektron transferi yaparak spin kisitlamasini asmalari
gerekir. Bu islem igcin canlilar gegis elementleri sinifindan bazi metal iyonlarindan
yararlanirlar. Gegis elementlerinden Fe, Cu, Mn, Zn, Co ve Mo viicudun gereksinim
duydugu baslica eser elementler olup, bu elementler dis orbitallerinde bir veya daha
fazla sayida paylasilmamis elektron icerirler. Canlilarda oksijeni kullanan enzimler ya
da oksijenle etkilesime giren proteinler, bu elementlerden en az bir tanesini icermek
zorundadirlar [130, 133, 134].

2.5.3. Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest oksijen radikalleri (ROS) oksijenli solunum metabolizmasi esnasinda
olusur. Bu olusan radikallerin yarilanma sireleri birka¢ milisaniye ile dakikalar hatta
saatler arasinda degismektedir [135].

Serbest oksijen radikalleri biyokimyasinda anahtar rol oynayan maddeler
oksijen, stperoksit, hidrojen peroksit (H,0,), gecis metal iyonlari ve hidroksil
radikalidir (OH’). Oksijen molekill bir elektron indirgendiginde sliperoksit radikali
(0,%), iki elektron indirgendiginde H,0,, (¢ elektron indirgendiginde ise OH'
olusmaktadir. 0,” EMR'ye maruz kaldiginda O, ile birlesip singlet oksijeni (*O,)
olusturmaktadir. O, 'in indirgenme mekanizmasi Sekil 2.16’da verilmistir [136].

ROS’lar ¢esitli serbest radikal zincir reaksiyonlarini baslatabilir ve hiicrede
karbon merkezli organik radikaller (R’), peroksit radikali (ROO'), alkoksi radikalleri
(RO), tiyil radikalleri (RS), sulfenil radikalleri (RSO’) ve tiyil peroksit radikalleri
(RSOy) gibi gesitli radikallerin olusumuna neden olurlar.
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stperoksit hidrojen peroksit
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OH — » HO
Hidroksil radikali

Sekil 2.16. Molekiler oksijenin indirgenmesi

Siiperoksit Radikali: Tim aerobik hiicrelerde molekiler oksijenin bir elektron
alarak indirgenmesi sonucu O, meydana gelmektedir [137].

O0,+e—> 0,

Diger radikallere oranla reaktivitesi cok azdir. Olusumuna neden oldugu
radikallerle birlikte organizmada genel bir oksitleyici gibi davranmaktadir. Stiperoksit
bir serbest radikal olmakla birlikte kendisi direkt olarak fazla bir zarar vermez.
H,0,'in kaynagi olmasi ve gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasi bakimindan
onemlidir [138].

indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu O,"” meydana getirebilir.
Fe** +0, €>Fe’ +0,”

Cu'+0, €2C” +0,

Gecis metalleri iyonlarinin  oksijenle reaksiyonlari geri donisimli
reaksiyonlardir. Pek cok enzimin katalitik etkisi sirasinda O,” bir Grin olarak da
olusabilir.
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Slper oksitin, fizyolojik bir serbest radikal olan NO ile birlesmesi sonucu
reaktif bir oksijen tlrevi olan peroksinitrit meydana gelir.

0,7+ NO 2 ONOO

Boylece NO’nun normal etkisi inhibe edilir. Ayrica, peroksinitritlerin dogrudan
proteinlere zararli etkileri vardir ve azot dioksit (NO;), OH ve nitronyum iyonu gibi
daha bagska toksik triinlere donusurler.

Super oksit, dusik pH degerlerinde daha reaktif olup oksidan perhidroksil
radikali (HO;’) olusturmak Uzere protonlanir. Fizyolojik pH’daki protonlanmis formu
% 1 den azdir. O, anyonu hem oksitleyici hem de rediikleyici 6zellige sahiptir.
Rediktan olarak gorev yaptiginda, 6rnegin ferrisitokrom c’nin ya da nitroblue
tetrazolium’un rediiksiyonunda bir elektron kaybeder ve oksijene okside olur.
Sitokrom c’yi indirgemesi SOD tarafindan inhibe edilir. Bundan faydalanilarak SOD
aktivitesi ve fagositler tarafindan tretilen O, " tayini yapilir [139].

Silper oksit, yapisina bir e katilmasiyla peroksil anyonu (0,%) olusturabilir ve
bu da ortamdan iki H" alarak H,0, olusumuna neden olabilir [140].

0, +¢ 20,°"

022.-"' 2H+ > Hzoz

Hidrojen Peroksit: H,0, 'nin iiretimi O, 'in dismutasyonu ile olmaktadir. iki
0," molekiili iki proton alarak H,0, ve O, olusturmaktadir. Reaksiyon sonucu
radikal olmayan drinler olustugundan bu bir dismutasyon reaksiyonu olarak
bilinmektedir.

202.- + 2H+ 9H202 + Oz

Hidrojen peroksit dislik elektriksel yiki ve non-iyonize 6zelliklerinden dolayi
hicre membranlarindan hizli bir sekilde gecer. Gegis grubu metal iyonlarinin
varliginda ylksek derecede reaktif serbest radikaller olusur.

Hidroksil Radikali: OH;, ilk olarak 1934 vyilinda Haber ve Weiss adli
arastirmacilarin gosterdikleri, kendi adlari ile anilan reaksiyon ile ortaya konmustur.
En kisa yari 6mre (1x107s) sahip olan OH', biyolojik sistemlerde rastlanan en etkili
oksijen radikalidir ve makro molekdller ile kolaylikla reaksiyona girer.
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Hidrojen peroksit, O, ile reaksiyona girerek *OH olusturur. Bu reaksiyona
Haber-Weiss reaksiyonu adi verilmektedir.

H,0,+0,” = ‘'OH+OH + 0,

Haber-Weiss reaksiyonu genellikle fizyolojik durumlarda yavastir. Fakat gecis
metalleri, metal selatorler veya hemoproteinlerin varliginda bu reaksiyon hizli
olusur. Bu durum Fenton reaksiyonu olarak tanimlanir. Biyolojik sistemlerde demir
benzeri gecis metalleri, demir iceren maddeler (transferrin, laktoferrin, hemoglobin,
adenozin, 5’-difosfat ferrin iyon) mevcuttur. 0," ferrik demiri (Fe*), ferréz demire
(Fe*?) indirger. Bu sirada H,0,, OH"'ne dénisr.

0," +Fe > Fe™+ 0,
Fe'?+ H,0,-> Fe + OH + OH’

Hidroksil radikali tiyoller ve yag asitleri gibi cesitli molekillerden bir proton
kopararak tiyil radikalleri (RS®), karbon merkezli organik radikaller (R®), organik
peroksitler (RCOQOe) gibi yeni radikallerin olusmasina ve sonugta bliylk hasara
neden olur.

R-SH +‘OH = RSe + H,0
CH, + ‘OH = - CHe* + H,0

2.5.4. Serbest Radikallerin Etkileri

Toksik etkileri olan serbest radikaller, hiicresel makro molekiillerden lipidler
basta olmak Uzere DNA, protein ve karbonhidratlarla reaksiyona girerler. Bu
reaksiyon sonucunda serbest radikaller protein modifikasyonu, lipid peroksidasyonu
ve DNA parcalanmalarina bagl olarak hiicre 6limlerine neden olmaktadirlar [141].

Normal kosullar altinda Uretilen ROS'larin %1 kadari antioksidan savunma
sisteminden kacarak peroksidatif hasarlara dolayisiyla bazi hastaliklara ve
yaslanmaya yol agmaktadir [142]. Serbest radikallerin savunma mekanizmasinin
kapasitesini asacak oranlarda olusmasi durumunda oksidan stresin neden oldugu
etkiler hiicreyi apoptoz veya nekroz ile 6lime gotirtr [143].
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2.5.5. Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri

Hiicresel makro molekillerin cogu serbest radikallerden etkilenir ancak
lipidler serbest radikallere karsi en hassas olanlardir. Membrandaki kolesterol ve yag
asitlerinin doymamis baglari serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek
peroksidasyon Urinlerini olustururlar. Poliansature yag asitleri (PUFA)'nin oksidatif
yikimi, lipid peroksidasyonu olarak bilinir. Lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonu
seklinde devam eder ve oldukca zararlidir. Bu reaksiyon serbest radikallerin
PUFA’nin  yan zincirlerindeki metillenmis karbonlardan hidrojen atomlari
koparmasiyla baslar. Lipid peroksidasyonu, lipid hidroperoksitlerinin aldehid ve
diger karbonil bilesiklere donlismesiyle de son bulur. Bu trinlerden baslicalari 4-
HNE ve MDA’dir. Bunlar peroksidasyonun ikincil Grlinleridir. 4-HNE, proteinlere
konjuge olmak igin sistein, lizin ve histidin rezidileri ile etkilesir ve aminoasit
modifikasyonlarina neden olur. MDA ise, membran bilesenlerinin
polimerizasyonuna ve c¢apraz baglanmalarina neden olmakta, membranin bazi
Ozelliklerini degistirmektedir. Dolayisiyla MDA hiicre ve dokulardaki oksidatif
hasarin bir gostergesidir. MDA’nin TBA ile reaksiyonu sonucunda TBARS meydana
gelmektedir. Bu testin pratik olmasi ve Urinlerinin cogunun MDA olmasi nedeniyle
lipid peroksidasyonunun tespit edilmesinde yaygin olarak kullaniimaktadir.

Lipid peroksitlerinin hiicre yasami icin en énemli etkileri, membran yapisinda
ve hicre boélinmesinde meydana getirdikleri membran akiskanlig§inin azalmasi,
membran potansiyelinin diismesi, H" ve diger iyonlarin gecirgenliginin artmasi gibi
meydana getirdigi degisimlerdir [144-147].

2.5.6. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Serbest radikallerin tretimine neden olan tiim reaksiyonlar ve ajanlar protein
oksidasyonuna yol acabilmektedir. Serbest radikallerin proteinler lizerindeki hasari,
iyonize radyasyon, metal iyon-katalizli reaksiyonlar, fotokimyasal prosesler ve enzim
katalizli redoks reaksiyonlari ile baslatilabilmektedir. Olusacak bu hasarin derecesi
ise proteinin yapisinda bulundurdugu aminoasit bilesenleri ile yakindan iliskilidir.
Doymamis bag ve sulfur iceren molekillerin serbest radikallerle reaktivitesi ylksek
oldugu icin triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metionin ve sistein gibi
aminoasitleri iceren proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler.
Glutatyon rediiktaz ve gliseraldehid 3 fosfat dehidrogenaz gibi reaktiviteleri icin bu
aminoasitlere bagimli olan enzimler serbest radikallerden kolaylikla etkilenerek
inhibe edilirler. Aminoasitlerin oksidasyonu proteinlerde fragmentasyon,
agregasyon ve proteolitik yikima duyarhlik gibi fiziksel degisikliklere neden
olmaktadir [148].

2.5.7. Serbest Radikallerin Niikleik Asit ve DNA’ya Etkileri

DNA vyapisinda oksidatif hasara sebep olan pek cok faktdr vardir. lyonize
radyasyon, artmis oksijen konsantrasyonu, XO ve cesitli kimyasallar asiri radikal
olusumuna neden olurlar. Dis yoriingelerinde bulunan eslesmemis elektronlardan
dolayr son derece reaktif olan serbest radikaller DNA ile kolayca etkileserek,
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oksidatif baz modifikasyonu ve DNA zincir kirilmalarina yol agarlar. DNA yapisindaki
plrin ve pirimidin bazlarinda pargalanma sonucu DNA’nin denatlirasyonu sekillenir.
Yine hicre iginden ve disindan kaynaklanan H,0, membranlardan kolayca gegerek
ve hiicre gekirdegine ulasarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre
Olimine yol agmaktadirlar. Bir diger radikal hasari ise tek ve ¢ift sarmal DNA zincir
kirtlmalaridir. En reaktif serbest oksijen radikali olan OH'nun DNA ile etkilesmesi
sonucunda meydana gelir [149-152].

2.5.8. Serbest Radikal Olarak Nitrik Oksit

Bir serbest radikal olarak NO® hiicre ici redoks ortamini degistirebilme
yetenegindedir. Disiik miktardaki NO® hiicre i¢i ROS'lari azaltirken, NO”nun
kontrolsiiz Gretimi, proteinlerin nitrolizasyonu, DNA kirilmalari ve diger molekdler
etkilesimler ile beyin dokusunda hasar olusmasina neden olabilir [153].

Bazi durumlarda NO°, bir antioksidan gibi davranir ve lipid
peroksidasyonundan korur. Ozellikle lipid radikallerle tepkimeye girmesi NO™ya
antioksidan bir etki kazandirir.

Bu etkisini;

e Ekstraselliler SOD,
e Heme-oksijenaz ( bilirubin yapimini katalize ederek O, ™ “i azaltir ),
e Ferritin (ferrik demir iyonlarini baglayarak O, olusumunu azaltir)

yapimini artirarak gosterir [154].

Bununla birlikte 0, diizeylerinin arttig durumlarda O, 'le reaksiyona girer ve
bir prooksidan olan ONOO™i olusturur [155]. Bu gicli bir oksidandir ve oksidadif
strese katkida bulunur. Normal kosullarda ONOO™ olusumu sinirhidir, ¢linkii SOD, 0,
ile etkilesmede NO ile yarisir. Ancak iNOS etkisiyle hicre ici NO® duzeyi
yikseldiginde ONOO™ olusumu baskin hale gelir. ONOO™ ve onun serbest radikal
Urlinleri, serbest tiyol gruplarini oksitleyerek, lipid peroksidasyonu ve protein
hasarini artirir [154]. Tiyol gruplarinin oksidasyonu yoluyla direkt sitotoksik etki
gosteren ONOOQ), cesitli nitrojen oksit radikallerini ve OH" olusturarak dekompoze
olabilir [156].

0,” +NO’ > ONOO +H’
ONOO +H” > OH" +NO,*
OH" + NO;’ > NO;" +H’
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2.5.9. Antioksidan Savunma Mekanizmalari

Reaktif oksijen tlrlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
Onlemek icin bircok savunma mekanizmasi vardir. Bu mekanizmalar antioksidan
savunma sistemleri veya kisaca antioksidanlar olarak bilinir [142]. Hem hiicre icinde
hem de hiicre disinda olusan radikallerin zararl etkileri antioksidan savunma sistemi
elemanlarinin ortaklasa g¢alismalari sonucu ortadan kaldirilir [157].

Antioksidanlarin  fonksiyonelligi temel olarak asagidaki durumlarla
aciklanabilir:

e Onarim etkisine sahip antioksidanlar; etkilerini serbest radikallerin
olusturduklari hasari onararak gosterirler.

e Zincir kina antioksidanlar; etkilerini serbest oksijen radikallerini
baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyerek yaparlar.

e Baskilayici antioksidanlar; etkilerini serbest oksijen radikalleri ile
etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltma veya aktif
olmayan sekle doniisme seklinde gosterirler.

e Yok edici antioksidanlar; etkilerini serbest radikalleri etkileyerek onlari
tutma veya daha zayif yeni bir molekile ¢cevirme yoluyla yaparlar.

Genel olarak antioksidanlar endojen ve ekzojen kaynakli olabilirler.

Endojen antioksidanlar:
Endojen antioksidanlar ise kendi igerisinde enzim ve enzim olmayanlar olarak
iki sinifa ayrilirlar.

Enzimatik antioksidanlar:
Siiperoksit Dismutaz: SOD O,"'in, H,0, ve 0O, ddénisimini katalizleyen
antioksidan bir enzimdir.

SoD

20, +2H" . O+ H,0;

Bu reaksiyon spontan olarak da meydana gelebilir ancak SOD enzimi ile
katalizlendiginde reaksiyon hizi 10* kat daha artar. Okaryotlarda bu enzimin tic adet
izoenzimi vardir. Bunlar tasidiklari metallere ve lokalizasyonlarina gore; Cu/Zn- SOD
ve Mn-SOD seklinde gruplara ayrilirlar. Kofaktorleri bakir ve ¢inko olan Cu/Zn-SOD
intraseliler olarak sitoplazma, cekirdek ve lizozomlarda ekstraseliiler olarak ise
plazma membranlarinda ve hiicre disi sivida tespit edilmistir. Bu enzimin
aktivitesinden Cu, stabilizesinden ise Zn sorumludur.

Mn-SOD mitokondrial bir izoenzimdir ve indiklenebilir yapidadir. Yani O,"
yapiminin artmasi ile bu enziminde transkripsiyonu, dolayisiyla Uretimi artmaktadir.
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Genel olarak hiicrede en bol bulunan izomer Cu/Zn-SOD’ dur. Bu SOD izomerlerinin
katalizledigi reaksiyonlar aynidir. Bunlarin disinda kofaktoérleri demir ve nikel olan
SOD (Fe-SOD ve Ni-SOD) enzimleri de saptanmistir.

SOD’ un fizyolojik fonksiyonu hiicreleri, 0, 'nin lipid peroksidasyonu gibi
zararl etkilerine karsi korumaktir. SOD, fagosite edilmis bakterilerin hiicre igi
oldirilmesinde de rol oynamaktadir. SOD aktivitesi, oksijen tliketiminin fazla
oldugu dokularda fazladir ve doku parsiyel oksijen basincinin artmasiyla
artmaktadir. Bunun yani sira hiicre disi aktivitesi ise cok disuktiir [134, 158].

Katalaz: Yapisinda dort tane hem grubu igerdiginden hemoprotein olarak
kabul edilen CAT, hemen hemen oksijen kullanan bitiin canli organizmalarda
bulunan bir enzimdir. Esas olarak peroksizom ve mitokondrilerde lokalizedir.
Katalazin fonksiyonu, H,0,'i su ve O, ‘ye pargalamaktir. En ylksek turnover sayisina
sahip enzimlerden biri olan CAT, saniyede 40 milyon H,0, molekilini daha az
reaktif olan O, ve suya donistlirebilmektedir [158].

CAT

v

2H202 2H20+ 02

H,0, seviyesinin disiik oldugu durumlarda, organik peroksitler tercihen
peroksidazlar tarafindan metabolize edilirken, H,0, konsantrasyonunun yiksek
oldugu durumlarda CAT tarafindan metabolize edilirler [159].

Glutatyon Peroksidaz: GSH-Px (EC 1.11.1.9 ve EC 1.11.1.12) H,0, veya organik
hidroperoksitlerin su veya alkollere indirgenmesini saglayan reaksiyonlari
katalizleyen bir enzim ailesinin genel adidir. Elektron donoru olarak indirgenmis
GSH'y1 kullanir.

GSH-Px

2GSH + H,0;, » GSSG + 2H,0

GSH-Px

2GSH + ROOH » GSSG +H20 + ROH

Memelilerde dort tane major selenyum bagimli GSH-Px izozimi bulunmaktadir.
Bunlar; a) eritrosit, karaciger, akciger ve bobreklerde bulunan klasik GSH-Px (GPx1),
b) gastrointestinal GSH-Px (GPx2), c) bobrek, akciger, epididimis, plasenta, kalp ve
kas gibi farkli organlarda bulunan plazma GSH-Px (GPx3), d) farkli dokularda genis
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bir sekilde dagilmis olan fosfolipid GSH-Px (GPx4 veya PHGPx4)’ tir. GPx1,2 ve 3 bir
homotetramer olarak davranirken, GPx4 bir monomer olarak fonksiyon gortir. GSH-
Px enzimleri ayrica sitoplazma, nikleus ve mitokondri gibi farkli hicre igi
lokalizasyonlara da sahiptir [160, 161].

Eritrositlerde GSH-Px oksidatif strese karsi en etkili antioksidandir. Viicudun
tim doku ve hiicrelerinde bulunmakla birlikte beyindeki aktivitesi diger bazi
dokulara gore daha azdir. Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz adi verilen
enzim ise membran fosfolipid hidroperoksitlerini alkollere indirger. Membrana bagli
en onemli antioksidan olan vitamin E’nin yetersiz oldugu durumlarda membranin
peroksidasyona karsi korunmasini saglar[157, 158].

Enzim olmayan endojen antioksidanlar:

Enzim olmayan endojen antioksidanlar melatonin, seruloplazmin, transferrin,
haptoglobulin, ferritin, bilirubin, GSH, sistein, metiyonin, Urik asit, albumin,
laktoferrin, eritrosit ve glikoz olarak sayilabilir.
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GEREC VE YONTEM

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik, Histoloji ve Embriyoloji ve Deney
Hayvanlari Unitesinde gerceklestirilen calismamizda 80 adet 2 ayhk erkek Wistar
sigan kullaniimistir.

3.1. Gruplandirma

Her grupta 20 hayvan olacak sekilde 4 grup olusturulmustur. Gruplar ise
kendi icerisinde kisa (akut) ve uzun (kronik) siireli elektromanyetik radyasyon
(EMR)'a maruz birakilan siganlar ve onlarin kontrol grubu olmak Uzere ikiye
ayrilmistir.

Grup 1: 1 haftahk Kontrol grubu (S1)
Grup 2: 1 haftahk EMR grubu (E1)
Grup 3: 10 haftahk Kontrol grubu (S10)
Grup 4: 10 haftalik EMR grubu (E10)

3.2. Deney Protokolii

100 glinlik deney siresi boyunca, hayvanlar her kafeste 4 sican olacak
sekilde, 12 saatlik aydinhk/karanlk siklusunda tutulmuslardir. Bu sire iginde
hayvanlar, ticari sican yemi ve musluk suyu ile doyana kadar beslenmistir.

Elektromanyetik radyasyon sistemi:

Arastirmada kullanilmis olan radyo frekans (RF), 1800-2200 MHz frekans
bolgesinde yogunlasmis olan (gclncli nesil (3G) cep telefonu haberlesmesinde
kullanilan 2100 MHz frekans degeridir. Hayvan deneylerinde kullaniimak lzere s6z
konusu frekans icin cep telefonu benzetimi saglayacak similatér cihaz 217 Hz
darbeler Gretecek (Sekil 3.1) ve cikis glicii 0-2 W araliginda ayarlanabilir olacak
sekilde tasarlanmistir.

Radyo frekans EMR maruziyeti icin alan seviyelerinin Olgiminde Akdeniz
Universitesi, Elektrik-Elektronik Miihendisligi Bséliimii, Mikrodalga Laboratuar alt
yapisinda mevcut olan EMR 6l¢iim cihazlari kullanilmistir.
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Sekil 3.1. Cep telefonlari igin tipik modulasyon sinyali

Kullanilan frekans icin kaynak cikis gicli cep telefonlarinin yaydigi gic
degerleri dikkate alinarak secilmis olup 1.5 W degerindedir. Secilen gli¢ degerinde
antenden yayilan elektrik alan siddetlerinin zamana bagli degisimi ve bu elektrik
alan siddetlerinin, sicanlarin  vicutlarinda indikledikleri SAR  degerleri
hesaplanmistir (Tablo 3.1).

SAR=olE[*Ip

Burada SAR, birim dokuda depolanan gi¢ (W/kg), E (V/m) dokuda
indiklenen elektrik alan siddetinin etkin degeri (rms), o (S/m) dokunun iletkenligi ve
p (kg/m3) ise doku yogunlugudur. Dokularin ilgili frekanslardaki elektriksel
parametreleri literatiirde mevcuttur.

Deney hayvanlarinin vicutlarina indiiklenen SAR degerleri, maruz birakilan
kaynak gulcleri icin sican modelinde tim viicut ve lokal viicut kisimlari icin
hesaplanacaktir. Hesaplamalarda analitik ve niUmerik teknikler kullanilacaktir.
Deneyde kullanilan dizenek, birden fazla sican sigabilecek sekilde olusturulmus ve
Sekil 3.2. de gosterilmistir.

Tablo 3.1. 2100 MHz Pulse MOD 3G Isima Olgiimii (Sican basinin antene olan uzakligina gére
hesaplanmistir)

| Mesafe (cm) | Elektrik alan siddeti (V/m)
10

35,20
11 30,90
12 27,15
13 24,60
14 22,70
15 21,10
16 19,46
17 18,20
18 16,90
19 15,30
20 13,90
21 12,70
22 11,20
23 11,00
24 10,80
25 10,09
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Elektromanyetik radyasyon (EMR) uygulanmasi:
Hayvanlar tek bir siganin sigabilecegi pleksiglas tiiplere konulup, EMR {reten
anten etrafina esit mesafelerde (10 cm) radyal sekilde yerlestirilmistir.

Deney siresince;

e S1 grubu; 1 hafta boyunca 6zel yapilmis olan pleksiglas tlpler igerisinde
glnde 2 saat bekletilmislerdir.

e E1 grubu; 1 hafta boyunca 6zel yapilmis olan pleksiglas tlipler igerisinde
giinde 2 saat, 2100 MHz frekansinda elektromanyetik radyasyon yayan
anten etrafinda 10 cm mesafede bekletilmislerdir.

e S10 grubu; 10 hafta boyunca 6zel yapilmis olan pleksiglas tupler icerisinde
ginde 2 saat bekletilmislerdir.

e E10 grubu; 10 hafta boyunca 6zel yapilmis olan pleksiglas tlipler igerisinde
ginde 2 saat, 2100 MHz frekansinda elektromanyetik radyasyon yayan
anten etrafinda 10 cmm mesafede bekletilmislerdir.

a ¥
S . B

%
S
25

2100 MHz
CepTelefonu Similatorii

Sekil 3.2. Elektromanyetik radyasyon maruziyeti igin kullanilan sistem

3.3. Gorsel Uyarilma Potansiyellerinin Kaydedilmesi

Gorsel uyarilma potansiyelleri ketamin/ksilazin anestezisi altinda hayvanlarin
kafalarina yerlestirilen igne elektrotlari (NE-223S, 5 mm Nihon Kohden) ile Biopac
MP100 Data Acquisition cihazinda kaydedilmistir. Aktif ve referans elektrotlar
bregmanin 0,5 cm arkasina ve 6niine toprak elektrodu ise hayvanlarin kuyruklarinin
Uzerine konulmustur. Flas uyarisi Nova-Strobe AB stroboskobu ile hayvanlarin
pupillalarinin timi{ aydinlatilacak sekilde 15 cm mesafeden uygulanmis ve flas
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uyarisi saniyede bir kere ve en diusik siddette (0,1 Joule) olacak sekilde
ayarlanmigtir.

Flasla olusturulan gorsel uyarilma potansiyelleri (FVEP) sag ve sol gz olmak
Uzere monookiiler uyarilarak kaydedilmistir. Deney siresince flas verilmeyen diger
godz bir pamuk ve karbon kagidi yardimiyla kapatilmistir. Bu esnada hayvanlarin
viicut sicakliklari isitici yardimi ile 37 ile 38,5 °C arasinda sabit tutulmustur.
Calismada kullanilan cihazin amplifikatortnin frekans limitleri, 1 Hz- 3 kHz, kazanci
10000x, analiz zamani 300ms olarak ayarlanmis olup, FVEP’ler 100 kez ortalama
alinarak kayitlanmigtir.

VEP’lerin tekrarlanabilirligini saglamak amaciyla her kayit en az iki kez
alinmistir. izoelektrik cizginin (izerindeki potansiyel tepeler negatif (N), altindaki
cukurlar pozitif (P) olarak kabul edilmistir. Tepe latensleri stimulus artifaktindan
itibaren milisaniye (ms) birimiyle, birbirini izleyen ters polaritedeki dalgalarin
genlikleri tepeden-tepeye mikrovolt (uV) birimiyle hesaplanmistir.

3.4. Biyokimyasal Yontemler

VEP kayitlarinin alinmasinin ertesi gini Urethan anestezisi (i.p. %20'lik,
5ml/kg) altinda kardiyak kanl yerlestirilmistir. Kanul aracihgiyla verilen heparinli
izotonik ile beyin dokulari perfiize edilerek kandan arindirilmistir. Beyin dokulari sivi
nitrojen igerisinde dondurulmus ve ardindan 1 mM EDTA igeren 50 mM soguk
K;HPO4 (pH = 7) tamponunda, buz lzerinde homojenize edilerek (PRO 200
Homogenizater, PRO Scientific Inc., Connecticut, USA ), biyokimyasal parametrelerin
dlciimleriicin  -80 °C’ de saklanmistir

3.4.1. Doku Tiobarbiitirik Asit Reaktif Uriinlerinin Olglimleri

Beyin dokularinda TBARS odl¢limleri, Wasowicz ve arkadaslarinin yontemine
gore yapilmistir [162]. Bu metodun temel prensibi, lipid peroksidasyonun son Uriin
olan MDA’'nin, TBA ile reaksiyona girmesi ve olusan bilesigin bltanol fazina
ekstrakte edilerek 525 nm eksitasyon ve 547 nm emisyon dalga boyunda
spektroflorometrik olarak okunmasi esasina dayanir.
Kullanilan Malzemeler:
1. 29 mM TBA (TBA, Sigma-T5500): 0.418 g, 50 ml distile su ve 50 ml glasial asetik
asit( Acetic acid glasial extra pure, Merck-56 ) icinde ¢ozulmustar.
2. 5 M Hydrocholoric acid (HCI, Merck-314 )
3. n-bitanol ( n-Butanol, Merck-329)
4. Standart solUsyonu: Tetraetoksipropan (1,1,3,3-tetraethoxy-propane, Sigma-
T9889 ) stok sollisyonundan distile su ile sulandirilarak hazirlanmistir.

Perfiize edilerek cikarilan ve -80 °C’ de saklanan beyin dokularinin bir
hemisferi randomize olarak TBARS ol¢limleri icin ayrilmis ve ayrilan beyin dokulari 1
mM EDTA iceren 50 mM soguk K,HPO,; (pH= 7) tamponunda buz (izerinde
(Biofuge1l5R, Heroeus, Germany) homojenize edilmistir. Stpernatantlar
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homojenatlarin 4 °C’de, 10000 x g'de, 15 dakika, santrifiij edilmesiyle elde
edilmistir.

Bir ml distile su iceren tlipe 50 ml doku slipernatanti konulduktan sonra, 1 ml
TBA (29 mmol/L) eklenmistir. Tup iyice karistirildiktan sonra, 1 saat sureyle 95- 100
derece arasinda kaynatiimistir. Numuneler sogutulduktan sonra 25 ml HCI (5 mol/L)
ve 3.5 ml n-bitanol eklenerek vortekslenmis ve bu islemi takiben 3000xg’de 10
dakika santrifuj edilerek, bitanol fazi ayrilmistir. Bitanol ekstraktinin floresansi,
eksitasyon dalga boyu 525 nm, emisyon dalga boyu 547 nm olarak
spektroflorometrede okunmustur.

TBARS miktarinin hesaplanmasi: 1,1,3,3,-tetra-etoksi-propan standardi
numune gibi ¢alisilarak standart grafigi olusturulmustur. Dokularin TBARS miktari bu
grafik yardimiyla hesaplandiktan sonra umol/g protein olarak saptanmistir.

3.4.2. Protein Tayini
Beyin dokularinda protein tayini modifiye Bradford yontemine dayanan bir kit
ile yapiimistir [163].

Reaktifler:
1. Standart sollisyon: 2ug/ul bovin serum albimin (Alblimin Bovine, Sigma, A- 8022)
2. Coomassie Plus Protein Assay Reagent (CPPA, Pierce-1856210) Reaktifi

islemler: 1ul doku siipernatanti 999ul distile su ile sulandirildiktan (1:1000) sonra
Uzerine 1 ml CPPA reaktifi eklenerek absorbans 595 nm’de spektrofotometrik olarak
okunmustur. Standart calismasi ise numune yerine artan konsantrasyonlarda 1:1000
sulandirmaya sahip BSA kullanilarak yapilmistir.

Protein Miktarinin Hesaplanmasi: Dokulardaki protein miktarlari standart grafigi
kullanilarak hesaplanmistir.

3.4.3. 4-Hidroksi 2- Nonenal Seviyesinin Tayini
Beyin dokularinda 4-HNE eklentilerinin tayini dokuya uyumlu ticari bir kit
(Cat. #STA-338. OxiSelect™ HNE Adduct ELISA Kit) kullanilarak yapiimistir.

Prensip: Protein orneklerindeki 4-HNE eklentilerinin miktari kit yardimiyla 6lglilen
absorbans degerlerinin bilinen 4-HNE-BSA standart egrisi ile karsilastirilmasi
prensibine dayanarak belirlenmistir. Bu amacla BSA standart ya da protein érnekleri
(10 pg/mL) kuyucuklara uygulanarak 2 saat siireyle 37 °C’'de bekletilmistir. Daha
sonra 4-HNE protein eklentilerinin tespiti icin kuyucuklar sirasiyla anti-HNE antikoru
ve HRP konjuge sekonder antikoru ile muamele edilmistir. EIA kiti ile yapilan dlgiim
sonrasinda 6rneklerdeki 4-HNE miktari standart egri kullanilarak pug/ml doku olarak
hesaplanmistir.
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Reaktifler:

NV AEWNR

96 kuyucuklu protein baglayici plate
Anti-HNE antikor (1000x)

Sekonder Antikor, HRP konjuge (1000x)
Assay diluent

10x yikama tamponu

Substrat sollisyonu

Stop sollisyonu

Rediikte BSA sollisyonu

Reaktiflerin hazirlanmasi:

1X yikama tamponu: 10X konsantre yikama tamponu, 1X deionize su ile dilte
edilerek hazirlanmistir.

Anti-HNE ve Sekonder antikor: Kullanmadan hemen o6nce assay dilient
kullanilarak antikorlar 1:1000 oraninda diltie edilmistir.

islemler: Oncelikle bilinmeyen protein érnekleri 10 ug/mL olacak sekilde 1X PBS’
de dilie edilip ardindan 10 pg/mL protein o6rnekleri ve HNE-BSA
standartlarindan 100 ul kuyucuklara eklenip gece boyunca +4 2C’de inkiibasyona
birakilmigtir. Her bir kuyucuk 250 pl 1 X PBS ile iki kez yikanmigtir. Son yikmanin
ardindan kuyucuklar bosaltilip, fazla kalan yikama soliisyonu mikrowell strip
yardimiyla uzaklastiriimistir. Her bir kuyucuga 200 pl Assay dillient eklenip oda
sicakhiginda orbital karistirici tizerinde 1-2 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyonun
ardindan kuyucuklar 250 pl 1X yikama tamponu ile lg¢ kez yikanmistir. Son
yitkamanin ardindan kuyucuklar bosaltiip fazla kalan yikama tamponu
uzaklastiriimistir. Plate Gizerinde kullanilmis olan bitin kuyucuklara 100 ul diliie
anti-HNE antikoru eklenip oda sicakhginda orbital karistirici Gzerinde
inklibasyona birakilmistir. Bir Onceki yikama islemine gore tekrar ¢ defa
yikanmistir. Kullanilan tim kuyucuklara diliie sekonder antikordan (HRP-
konjuge) 100 pl eklenip, orbital karistirici Gzerinde oda sicakliginda 1 saat inkiibe
edilmistir. inkiibasyonun ardindan kuyucuklar 250 pl 1X yikama tamponu ile bes
kez yikanmistir. Substrat sollisyonu oda sicakligina gelinceye kadar isitilip bos
kuyucuklar dahil her bir kuyucuga bu solisyondan 100 pl eklenip oda
sicakliginda orbital karistirici Gzerinde 2 ile 30 dakika arasinda inkilibe edilmistir.
Son olarak enzim reaksiyonunu durdurmak igin her bir kuyucuga stop
solisyonundan 100 ul eklenerek, her bir kuyucugun 450 nm’deki absorbansi
zaman kaybi olmadan okunmustur (Zamanla renk solmasi olacagindan islemin
cok hizli bir sekilde yapilmasi gerekmektedir).

3.4.4. Protein Karbonil Ol¢iimii

PC 6lcumleri ticari bir kit (Cat. #10005020. Cayman Chemical Ann Arbor, Ml)

ile yapilmistir [164].
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Prensip: PC'ler dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile reaksiyona girerek shiff bazi
olustururlar ve son Urin olarak gosterilen protein hidrazon bilesikleri meydana gelir.
360-385 nm’de absorbans veren bu bilesikler araciligi ile PC'ler spektrofotometrik
olarak tayin edilir.

Reaktifler:

1. Hidroklorik Asit

2. DNPH

3. TCA Soliisyon

4. Guanidin Hidroklorit

5. Etanol

6. Etil Asetat

islemler: Dondurulmus halde bulunan beyin dokulari 1 mM EDTA iceren 50 Mm
soguk K,HPO4; (pH= 7) tamponunda, buz (izerinde homojenize edilip (PRO 200
Homogenizater, PRO Scientific Inc.,Connecticut, USA) 4 °C’de 10,000 g’'de 15 dk
santrifij edilerek slipernatanti atilmistir. Numuneden 400 pl alinarak, 200 ul bir
tipe (numune tupd), kalan 200 pl ise diger tipe (kontrol tupi) aktariimistir.
Numune tlpine 800 pl DNPH, kontrol tipline 800 pl HCI ilave edilerek 1 saat
inkiibe edilmistir. Daha sonra butun tupler sirasi ile %20 ve %10 TCA eklenerek 5
dakika inklibe edilmis ve her basamagin ardindan 4 °C’de 10,000 g’de 10 dk santrifj
edilmistir. Pelet (1:1) etanol/etil asetat karisimi icerisinde reslspanse edilerek 4
°C'de 10,000 g'de 10 dk santriflj edilmistir. Bu basamak iki kere daha tekrarlanip
son yikamadan sonra protein peletleri 500 pl guanidin hidroklorit igerisinde
vortekslenerek reslispanse edilmis ve 4 °C’'de 10,000 g’de 10 dk santrifij edilmistir.
Absorbanslar, plate reader’da 360-385 nm dalga boyunda 6l¢tlmustdr.

Protein Karbonil miktarinin hesaplanmasi: Kontrol Orneklerinin  ortalama
absorbansi, numune 6rneklerinin ortalama absorbansindan cikartilarak elde edilen
absorbans degerleri dilisyon faktorl ile carpiip DNPH icin 370 nm’de molar
absorblama katsayisi ve (mg/ml) protein miktarina bolinerek hesaplanan PC miktari
umol/mg olarak ifade edilmistir.

3.4.5. Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivite Tayini
Beyin dokularinda SOD enzim aktivite tayini, ticari bir kit (Superoxide
Dismutase Enzyme Assay Kit, Cayman-706002) ile yapiimistir [165].

Prensip: Tayin kompetatif inhibisyon yontemine dayanmaktadir. Bu yontemde
reaksiyon ortaminda stirekli olarak O, olusturan XO-hipoksantin sistemi mevcuttur.
Bu sistemin agiga cikardigl O, reaksiyon ortamina ilave edilen kromojeni indirger ve
450nm’de olclilebilen renk olusumuna neden olur. Dokularda ne kadar SOD enzimi
varsa, renk olusumu o kadar az olacaktir.

Ksantin Kromaojen —_— 450 nm renk
olusumu
+ —_— O —

Ksantin T SOD — H>0O
Oksidaz
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Reaktifler:

1. 10X Ol¢iim Tampon
2. 10X Ornek Tamponu
3. Radikal Dedektor

4. SOD Standardi

5. Ksantin Oksidaz

islemler: 3 ml 6l¢iim tamponu 27 ml distile su ile sulandirilarak 1X él¢iim tamponu,
2 ml 6rnek tamponu ise 18 ml distile su ile sulandirilarak 1X 6rnek tamponu
hazirlanmistir. Folyo kagidi ile kaplanmis bir tiip igerisinde 50ul radikal detektor,
19,95 ml dilte 6lgim tamponu ile sulandiriimistir. Stok soliisyonu igin 1,98 ml érnek
tamponuna 20 pl SOD standardi eklenmis ve yedi adet temiz tiip A’dan G’ ye
isaretlenerek farkli konsantrasyonlarda SOD standardi olusturulmustur. 50 ul
ksantin oksidaz soliisyonu, 1,95 ml dilie 6rnek tamponu ile sulandirilmistir. Her
standart ve her numune cift calisilmistir. 96’h plate kuyucuklarina éncelikle 200 pl
dilGe radikal detektor konulduktan sonra her bir standart icin SOD standartlarindan
10 ul, her bir ornek iginise 10 ul sipernatant ilave edilmistir. Hazirlanmis olan dille
ksantin oksidaz sollisyonundan her bir kuyucuga 20’ser ul eklenerek reaksiyon
baslatiimistir. Plate birkag saniye yavasc¢a c¢alkalandiktan sonra kapagi kapatilarak bir
karistirici Gzerinde oda isisinda 20 dakikalik inkiibasyona birakilmistir. Absorbanslar
450 nm’de bir plate okuyucu ile okunmustur.

SOD enzim aktivitesinin hesaplanmasi:  Dokulardaki SOD enzim aktivitesi
olusturulan SOD standart egrisiyle hesaplanmistir. Maksimum renk olusumunu %50
inhibe eden SOD miktari bir tGinite SOD aktivitesi olarak kabul edilmistir.

3.4.6. Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivite Tayini
Beyin dokularinda GSH-Px enzim aktivite tayini, ticari bir kit (Glutathione
Peroxidase Assay Kit, Cayman-703102) ile yapilmistir.

Prensip: GSH-Px, hidrojen peroksit veya organik hidroperoksitlerin suya veya
alkollere indirgenmesini saglayan reaksiyonlari katalizleyen bir enzim ailesinin genel
adidir. Elektron donori olarak indirgenmis glutatyonu kullanir.

R-0-O-H + 2GSH L R-O-H + GSSG + H,0

GSSG + NADPH + HY (1411' 2GSH + NADP+

NADPH’In NADP* ‘ye oksidasyonu, 340 nm dalga boyunda meydana gelen
absorbansda azalma ile sonuglanir. GSH-Px aktivitesinin sinirh oldugu kosullarda,
340 nm dalga boyundaki absorbansda meydana gelen azalma oOrnekteki GSH-Px
aktivitesi ile dogru orantilidir. Bu nedenle NADP”nin enzim aktivitesiyle ortamdan
uzaklastirilmasi sonucu 340 nm’de absorbansin azalmasi dl¢iimistdr.
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Reaktifler:

1. GSH-Px Ol¢iim Tamponu (10x)

2. GSH-Px Ornek Tamponu (10x)

3. GSH-Px (Kontrol)

4. GSH-Px Co-Substrat Karisimi

5. GSH-Px Kiimen Hidroperoksit

islemler: 3 ml 6l¢iim tamponu 27 ml distile su ile sulandirilarak 1X él¢iim tamponu,
2 ml 6rnek tamponu ise 18 ml distile su ile sulandirilarak 1X 6rnek tamponu
hazirlanmistir. 10 pl enzim, 490 ul dilie 6rnek tamponu ile sulandirilarak buz
Ustliinde tutulmustur (dilie enzim buz Uzerinde 4 saat stabil kalabilir). Reaktifler
hazirlandiktan sonra arka plan veya non-enzimatik aktiviteyi dlgmek icin plate
Uzerinde (¢ kuyucuga 120 pl 6l¢im tamponu, 50 pl co-substrat karisim, pozitif
kontrol igin ise li¢ kuyucuga 100 ul 6lgiim tamponu, 50 pl co-substrat karisimi ve 20
ul diliie GSH-Px eklenmistir. Ornek kuyucuklarina ise total miktar ayni olmak lizere
100 pl 6lgim tamponu, 50 pl co-substrat karisimi ve 20 ul 6rnek eklenmistir.
Tekrarlanabilir sonuglar alabilmek icin kuyucuklara eklenen GSH-Px miktari,
dakikadaki absorbans azalmasi 0,02 ve 0,135 arasinda olacak sekilde ayarlanmustir.
Daha sonra kuyucuklarin tamamina Kiimen Hidroperksit hizli bir sekilde eklenerek
reaksiyon baslatilmistir. Her bir dakikada 340 nm’deki absorbanslar plate reader
yardimiyla okunmustur.

GSH-Px enzim aktivitesinin hesaplanmasi: GSH-Px enzim aktivitesi asagida verilen
formile gore hesaplanmistir.

0,19 ml
0,02 ml

AA340
GSH-Px aktivitesi = < dk )X ( ) X 6rnek diliisyonu= nmol/dk/ml

0,00373 uM—1

3.4.7. Glutatyon Tayini
GSH olglmleri ticari bir kit (Cat. #703002. Cayman Chemical Ann Arbor, Ml)
ile yapilmistir [164].

Prensip: GSH’nin silfidril grubu, 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) ile
reaksiyona girer ve Urin olarak sari renkli 5-thio-2-nitrobenzoik asit (TNB) meydana
¢ikar. Olusan TNB miktari GSH olusum miktari ile orantilidir. Bu nedenle 405 nm’de
TNB miktarini tayin etmek GSH miktarinin tam olarak olclilmesini saglar.

Glurathione Reductase

GS5G - 2 GSH

TIND GSH \ o DTNB
i

Clutathionc‘ﬂ{:d uctase K‘
S GsTNB — TNB
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Reaktifler:

Metafosforik asit tamponu (MES, 2X)
GSSG standardi

Kofaktor karisimi

Enzim karisimi

DTNB

Trietanolamin reaktifi (TEAM, 4 M)
2-Vinil-pridin (1 M)

NowunkwnNe

islemler: 150 pl doku siipernatanti icerisine 150 ul metafosforik asit (MPA) reaktifi
ilave edilerek oda isisinda 5 dakika inkiibe edilmistir. Bu islemi takiben 5000g’de 5
dakika santrifiij yapilarak her bir dokudan elde edilen stipernatantlar GSH dl¢limleri
icin iki ayri ependorf tlipe 100 er pl olacak sekilde aktarilmistir. GSH 6l¢lim igin 100
pl stpernatant Uzerine 5 pl trietanolamine (TEAM) reaktifi ilave edilerek
karistinlmistir. Karisimdan alinan 50 pl numune Uzerine, MES (2-N-morfolin
etansilfonik asit), kofaktor karisimi (NADP ve glukoz-6-fosfatin liyofilize formunu
icerir), enzim karisimi (glutatyon rediktaz ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz igerir),
DTNB (5,5’-ditiobis-2- nitrobenzoik asit) ve distile su iceren 150 pl 6l¢iim kokteyli
ilave edilerek karanlikta inkibe edilmistir. 25 dakikalik inkiibasyonu takiben 405
nm’de absorbans degerleri okunmustur.

GSH Miktarlarinin Hesaplanmasi: GSSG standardi aynen numune gibi c¢alisilarak
standart grafigi olusturulmustur. Dokulardaki GSH bu grafik yardimiyla
hesaplandiktan sonra umol/mg protein olarak ifade edilmistir.

3.4.8. Katalaz Enzim Aktivite Tayini
Beyin dokularinda CAT enzim aktivite tayini, ticari bir kit (Catalase Enzyme
Assay Kit, Cayman-707002) ile yapilmistir [166].

Prensip: Katalaz enziminin hem katalitik hem de peroksidatif aktivitesi mevcuttur.
Katalitik aktivite H,0,’yi O,'e ve suya cevirir. Peroksidatif aktivite ise dislk
molekiler agirlikh alkolleri okside ederek suyu olusturur.

CAT
2H,0, —_— 0, + 2H,O (Katalitik Aktivite)

H-O + AH, —— 5 A + 2H,O (Peroksidatif Aktivite)

H,0,’yi parcalayan enzim vyalnizca CAT degildir, ancak alifatik alkolleri
substrat olarak kullanan tek enzim CAT’ tir. Bu sebeple CAT enzim aktivite dizeyleri
tayin edilirken enzimin peroksidatif aktivitesine bakilmistir. Ortama alkol olarak
metanol konulmus ve olusan formaldehit purpald denilen bir kromojen ile
reaksiyona sokularak renk olusumu tayin edilmistir.
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CAT
H-O-> + Metanol E— Formaldehit —— Renk Olusumu
(540 nm)

Kromojen

Reaktifler:

. 10X Olgiim Tampon

. 10X Ornek Tamponu

. Formaldehit Standardi
. Kontrol CAT

KOH

. Metanol

. HzOz

. Purpald (kromojen)

. Potasyum Periyodat

OCOONGOOTULA, WNR

islemler: 2 ml 6l¢iim tamponu 18 ml distile su ile sulandirilarak 1X élgiim tamponu,
5 ml 6rnek tamponu ise 45 ml distile su ile sulandirilarak 1X 6rnek tamponu
hazirlanmistir. Liyofilize kontrol CAT, 2 ml 6rnek tamponunda c¢ozilmis ve
vortekslenmistir. Bu stok enzim soliisyonundan 100 ul alinarak 1,9 ml diliie 6rnek
tamponu ile sulandiriimistir. Potasyum hidroksit (KOH) icerisine 4 ml soguk distile su
eklenerek vortekslenmistir. 40 pl H,0,, 9.96 ml distile su ile sulandiriimistir.
Formaldehit standartlarini hazirlamak i¢in 10 ul formaldehit standart sollisyonu 9,99
ml 6rnek tamponu ile sulandiriimistir. Hazirlanan CAT stok soliisyonundan 6rnek
tamponu ile degisen konsantrasyonlarda 1'den 7’ye CAT standartlari hazirlanmis,
her standart ve her numune cift calisiimistir. 96 kuyucuklu plate kuyucuklarina
oncelikle 100 pl dilie 6lciim tamponu ve 30 pl metanol koyulmustur. Daha sonra
standart kuyucuklarina 20’Ser pl hazirlanan standartlardan, pozitif kontrol
kuyucuklarina 20’Ser ul diltie kontrol katalazdan ve numune kuyucuklarina da 20’ser
pl stipernatantlardan eklenmistir. Tim kuyucuklara 20 ul dilie H,0, eklenmis ve
boylece reaksiyon baslatiimistir. Plate birka¢ saniye yavasca sallandiktan sonra
kapagl kapatilarak bir karistirici Gzerinde, oda isisinda, 20 dakikalik inklibasyona
birakilmis, Daha sonra reaksiyonu durdurmak icin her kuyucuga 30 pl KOH
eklenmistir. Sonra her kuyucuga 30 pl purpald eklenmis ve plate kapagi kapatilarak
oda isisinda, 10 dakikalik inklibasyona birakilmistir. Her kuyucuga 10 pl potasyum
periyodat eklendikten sonra plate kapagl kapatilarak oda isisinda, 5 dakikalik
inklibasyona birakilmistir. Absorbanslar 540 nm’de bir plate okuyucu ile
okunmustur.

CAT Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi: Dokulardaki CAT enzim aktivitesi

olusturulan standart egri ile hesaplanmistir. Bir lnite CAT aktivitesi, 1 dakikada
olusan umol formaldehit olarak kabul edilmistir.
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3.4.9. Nitrit/Nitrat Tayini
Toplam nitrit (NO,') ve nitrat (NO3') miktari Griess metodunu esas alan ticari
kolorimetrik kit (Cayman 780001) araciligi ile 6lgllmustir [167].

Prensip: Dokuda bulunan total NO miktari, in vivo son driinleri NO,” ve NOj3
miktarinin toplami olarak ifade edilmektedir. NO, ve NO3™ oranlari degiskendir ve
mutlak 6l¢iimleri mimkin degildir. Bu nedenle total NO uUretimi NO,” ve NO;s
miktarlarinin toplami olarak ifade edilmektedir. NO 6lgimu igin kullanilan kit iki
asamali bir ydntemle total nitrit/nitrat konsantrasyonunu 6lgmektedir. ilk
basamakta nitrat rediiktaz enzimi ile NO3, NO, e dénustirilir. ikinci basamakta ise
ortama eklenen Griess reaktifleri NO,’i koyu mor renkli bir azo bilegsenine gevirir.
Renkli bilesenin 540 nm’de olglilen absorbansi total NO, miktarini vermektedir.

Reaktifler ve kimyasallar:

1. Homojenizasyon tamponu: 10 mM phospate buffer saline (PBS, invitrogen- 00-
3002) pH:7,4

Yéntem: 1g doku/10 mL olacak sekilde fosfat tamponu icine konulan beyin dokusu
buz icinde homojenize edilmistir (Pro 200, Pro Scientific Inc.Oxford CT, USA.).
Homojenatlar 10.000 g'de 20 dk santriflij edildikten sonra elde edilen
sipernatantlar 30 kDa’luk, ultrasantrifij icin uygun filtreler kullanilarak 100.000
g’de 1 saat daha santriflij edilmistir. NOs™ nin bilinen konsantrasyonlarinin 540
nm'deki absorbans degerleri kullanilarak nitrit standart grafigi elde edilmistir. Filtre
edilen ornekler ile dilisyon c¢alismasi yapilarak, numunelerin standartlara ait
konsantrasyon-absorbans grafiginin sinirlari icinde oldugu dogrulandiktan sonra
plate’e alinarak nitrat rediktaz enzimiyle oda isisinda 3 saat inkibasyona
birakilmigtir. 3 saat sonunda plate’e Griess reaktifleri eklenmis ve 10 dk oda isisinda
bekletildikten sonra 540 nm’de spektrofotometrik olarak okunmustur. Numunelerin
NO, icerigi standart grafigine gore hesaplanmistir. Sonuclar protein degerleri ile
normalize edilerek NOx miktari pmol/mg protein olarak ifade edilmistir.

3.5. Histolojik Analizler

imminohistokimya icin ayrilan beyinlerden buz iizerinde izole edilen sican
beyin dokulari derhal % 10’luk formaline (Formalin, ADR-Advaced Diagnostic
Research 12010742500) alindi ve formalin iginde bir gece fikse edilmistir. Daha
sonra akan suda 3 saat boyunca yikandi ve %70, %80, %90 ve %100’liik artan alkol
serilerinden gegirerek dehidratasyon saglanmistir. Ksilol (Xylol, Merck-K33776585
441) ile seffaflagtirma islemi uygulandiktan sonra dokular parafine gomulmustur.
Parafin bloklardan kesit aleti (Leica RM2125RT) ile alinan 5 mikron kalinhginda
kesitler Poly-L-Lizin kaph lamlara (Polysine; Menzel GmbH&Co KG, Brounschweig,
Germany) alindiktan sonra, hematoksilen-eozin ve immiinohistokimyasal boyama
teknikleri uygulanmistir.

3.5.1. Hemotoksilen-Eozin Boyama
Hematoksilen-eozin boyama icin ayrilan kesitler dncelikle 60°C’lik etlivde 20
dakika bekletildi. Daha sonra kesitler sirasiyla onar dakika ksilollerde, beser dakika
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azalan alkol serilerinde, son olarak da iki dakika ¢gesme suyunda bekletilmistir. Bu
yikama islemini takiben kesitler 6nce hematoksilene (Hematoxylin, Bio Optica-
06002L), sonra gesme suyundan gegirilerek eozine daldirilmistir. Eozinden gikarilan
kesitler hizlica artan alkol serilerinden gecirilmistir, 15’er dakika ksilollerde
bekletilmistir. Son olarak kesitlerin Uzeri kapama solisyonu (Kauser’s
Glyseringelatine, Merck- KGaA) ile kapatilmistir.

3.5.2. immiinohistokimyasal Protokol

in vivo deneyler icin doku bloklarindan alinan 5um kalinhgindaki kesitler
superfrost (manyetik olarak statik) lamlar {izerine alinarak 1 gece boyunca 37°C’lik
etivde bekletilmislerdir. Deparafinizasyon igin iki kere 10’ar dakika ksilollerden
gecirilmis ve her birinde 5 dakika olmak kaydiyla azalan (%100, %90, %80, %70’lik )
alkol serilerinden gegirilerek rehidrate edilmistir. Kesitler distile suda ¢alkalanmis ve
fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisinde (PBS; pH: 7.2-7.4) U¢ kez 5 dakika yikanmistir.
Antijenik maskelenmenin giderilmesi amaciyla, kesitler 200ml sitrat tamponuna
(pH:6.0) konularak mikrodalga firinda 6 dakika 750W’ta kaynatilmis ve daha sonra
mikrodalga firini disina alinan kesitler 20 dakika oda isisinda sogumaya
birakilmiglardir.

Hidrofobik kalemle etrafi gizilen kesitler, distile sudan ve ardindan PBS’ten
5’er dakika stirelerle gecirilmis ve endojen peroksidaz aktivitesini inhibe etmek icin
metanolle hazirlanmis %3’lik hidrojen peroksit soliisyonunda 20 dk inklbe
edilmislerdir. inkiibasyonun ardindan kesitler, PBS ile 3 kez 5’er dakika yikandiktan
sonra spesifik olmayan immunoglobulin (lIg) baglanmalarini 6nlemek amaciyla
bloklama solusyonu ile 5 dakika muamele edilmistir. Bloklama sollisyonu
uzaklastirilarak kesitler nNOS ve iNOS primer antikorlari ile + 4°C’de gece boyu
inkiibe edilmistir. Kontrol kesitlerine ise primer antikor yerine izotip kontroller
uygulanmistir. Kesitler inkibasyon sonunda PBS ile (i¢ defa beser dakika yikanmistir.

Daha sonra sirasiyla, 30 dakika biyotinlenmis anti- tavsan/ anti keci sekonder
antikoru ile inklibe edilerek 3 kez 5’er dakika PBS ile yikamanin ardindan 20 dakika
streptavidin peroksidaz kompleksi ile oda isisinda inkiibe edilmistir. Daha sonra 3
kez 5’er dakika PBS ile yikanan kesitler DAB ile 2-5 dk inkiibe edilmistir. BUtlin bu
islemleri takiben kesitler distile suya alinip, ardindan Mayer hematoksilen ile 10 sn
zit boyama uygulanmis ve akar musluk suyunda yikanmistir. . LGN alanlan krezil
violet boyanmasi ile her bir denek icin ayni aralikta oldugu tespit edildikten sonra
alinan seri kesitler gliserol jelatini ile kapatma sollsyonu kullanilarak kapatilmistir
Ardindan, Axioplan isik mikroskobunda (Zeiss, Almanya) farkli gruplara ait beyin
kesitlerindeki nNOS ve iNOS proteinlerinin dagilimlari ve immunoreaktiviteleri tespit
edilip incelenmis ve fotograflanmistir.
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3.6. Sonuglarin Degerlendirilmesi

istatistiksel degerlendirme SPSS paket programi kullanilarak yapilmistir.
Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Her degisken igin normallik
testi uygulanmistir. Normal dagilima uyan veriler igin parametrik olan Tek Yonli
Varyans Analizi (ANOVA) ve onu takiben Tukey Post Hoc Testi, uymayanlarda ise
nonparametrik olan Kruskal Wallis Analizi ve onu takiben Mann-Whitney U Testi
kullanilmistir. P<0,05’i saglayan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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BULGULAR

4.1. Genel Goriniim
Deney siresince hayvanlarin genel gériinim ve davranislarinda herhangi bir
degisiklik gozlenmemistir.

4.2. Agirlik Degigimi

Deney siiresi boyunca S10 ve E10 grubu hayvanlarinin agirlik takipleri haftalik
olarak, S1 ve E1 grubu hayvanlarinin ise agirlik takipleri giinlik olarak yapilmistir.
Tim deney gruplarinda agirlik artislari gozlenmistir, ancak agirlik degisimlerinin

gruplar arasinda anlamli bir fark gostermedigi saptanmistir.

Tablo 4.1. Sham ve deney grubu hayvanlarinin agirlik degisimleri.

Gruplar
Siire S1 E1l S10 E10

1.Hafta Viicut

Agirhgi (g) 180,54 + 17,54 191,95 +3 6,31 139,90 + 26,77 140,85 + 27,94
2.Hafta Viicut

Agirligi (g) 159,60 + 27,98 163,40 + 25,76
3.Hafta Viicut

Agirhg (g) 166,35 + 25,80 180,45 + 24,99
4.Hafta Viicut

Agirligi (g) 178,45 + 26,46 198,40 + 25,29
5.Hafta Viicut

Agirhg (g) 185,20 + 26,45 213,30+ 30,41
6.Hafta Viicut

Agirligi (g) 201,40 £ 23,88 230,70 + 34,53
7.Hafta Viicut

Agirhg (g) 208,30 £ 22,94 230,60 * 36,86
8.Hafta Viicut

Agirligi (g) 217,45 £ 25,57 234,95 *+ 37,85
9.Hafta Viicut

Agirhigi (g) 217,50 £ 24,13 240,35 39,09
10.Hafta Viicut

Agirhigi (g) 220,55 £ 22,79 244,45 * 38,56
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4.3. Doku Tiobarbitiirik Asit Reaktif Uriinleri Sonuglari

Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin TBARS sonuglari Sekil 4.1 ve Tablo
4.6’ da verilmistir. S1 grubu ile karsilastirildiginda beyin TBARS degerlerinin E1
grubunda istatistiksel yénden anlamli bir sekilde azaldigi géze ¢arpmistir. S10 ile E10
grubu karsilastirildiginda ise beyin TBARS sonugclarinin E10 grubunda fark edilir
dizeyde arttigl tespit edilmistir. S1, S10 ve E1, E10 gruplarinin TBARS sonugclari
kendi iclerinde karsilastirildiginda S10 grubunda S1’e gbére onemli bir azalis so6z
konusuyken, E10 ve E1 gruplari arasinda istatistiksel olarak bir farkin olmadig
goralmastr.

. 310™

TBARS
(umol/g protein)

N PN 2 <&

Sekil 4.1. Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin TBARS degerleri (n=8, sonuglar ortalama +
standart sapma olarak verilmistir. **: p <0.01)

4.4. 4-Hidroksi 2- Nonenal Aktivitesi Sonuglari

Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin 4-HNE sonuglari Sekil 4.2 ve Tablo
4.6’da verilmistir. S1 grubu ile karsilastinldiginda beyin 4-HNE degerlerinin E1
grubunda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldig dikkati cekmistir. S10 grubu
ile E10 grubu karsilastinldiginda ise beyin 4-HNE sonuglarinin E10 grubunda fark
edilir dizeyde arttigr saptanmistir. S1 ile S10 ve E1 ile E10 gruplarinin 4-HNE
sonuclari kendi iclerinde karsilastirildiginda S10 grubunda S1’e gore istatistiksel
olarak onemli bir azalis s6z konusuyken, E10 grubunda E1’e gore anlamli bir artis
bulunmustur.
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Sekil 4.2. Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin 4-HNE degerleri (n=10, sonuglar ortalama +
standart sapma olarak verilmistir. #: p < 0.001)

4.5. Protein Karbonil Sonuglari

Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin protein karbonil degerleri Sekil 4.3
ve Tablo 4.6’ da verilmistir. S1 grubu ile karsilastirildiginda beyin PC degerlerinin E1
grubunda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi gézlenmistir. S10 ile E10
gruplar karsilastirildiginda ise, E10 grubunda PC degerleri arasinda istatistiksel
olarak bir farkin olmadigi tespit edilmistir. Yine guruplar kendi iclerinde
degerlendirildiginde ise S1 ile S10 ve E1 ile E10 arasinda da istatistiksel olarak bir
farklilik olmadigl saptanmistir.

4.6. Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktiviteleri Sonuglan

Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin SOD aktiviteleri Sekil 4.4 ve Tablo
4.6’ da verilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda beyin SOD
aktivitelerinin, E1 grubunda S1 grubuna gére anlamli diizeyde azaldigi izlenirken,
E10 ve S10 gruplarinin SOD aktivitesinin istatistiksel yonden anlamh bir farklilik
gostermedigi saptanmistir. S1 ile S10 ve E1 ile E10 gruplarinin SOD aktiviteleri
degerlendirildiginde ise S10 grubunda S1’e gore istatistiksel olarak anlamli bir
azalma tespit edilmistir ancak, E10 ve E1 gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark g6zlenmemistir.
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Protein Carbonyl
(umol/g protein)
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Sekil 4.3. Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin PC degerleri (n=6, sonuglar ortalama * standart
sapma olarak verilmistir. **: p <0.01)

0.6

SOD (kU / g protein)

‘-p'\ Q"\ y& Q:\Q

Sekil 4.4. Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin SOD aktiviteleri (n=14, sonuglar ortalama +
standart sapma olarak verilmistir. #: p < 0.001)
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4.7. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi Sonuglari

Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin GSH-Px aktiviteleri Sekil 4.5 ve
Tablo 4.6’da verilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda beyin GSH-
Px aktivitelerinin E1 grubunda S1 grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
arttig izlenmistir. 10 haftalik sham ve deney grubu hayvanlarinin GSH-Px aktiviteleri
karsilastirildiginda ise E10 GSH-Px aktivitelerinin E10 grubunda fark edilir diizeyde
azaldigr gorulmustir. S1 ile S10 ve E1 ile E10 gruplarinin GSH-Px aktiviteleri
degerlendirildiginde ise S10 grubunda S1’e gore istatistiksel olarak anlaml bir artis,
E10 grubunda ise E1’e gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma bulunmustur.

GSH-Px (kU / g protein)

Sekil 4.5. Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin GSH-Px aktiviteleri (n=8, sonuglar ortalama *
standart sapma olarak verilmistir. #: p < 0.001)

4.8. Glutatyon Sonuglari

Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin GSH degerleri Sekil 4.6 ve Tablo
4.6’da verilmistir. 1 haftallk sham ve deney guruplari arasinda vyapilan
degerlendirme sonucunda E1 grubunun GSH degerlerinin S1 grubuna gore
istatistiksel olarak anlamlh diizeyde arttigi saptanmistir. 10 haftalik guruplar (S10 ve
E10) arasinda yapilan karsilastirmada ise gruplarin GSH degerleri arasinda herhangi
bir farkin olmadigi tespit edilmistir. Deney guruplari ve sham guruplari kendi
iclerinde degerlendirildiginde ise E10 grubu degerlerinin E1 grubu degerlerine gore
azaldigi izlenirken S10 ve S1 gruplari arasinda herhangi bir fark bulunmamistir.
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Sekil 4.6. Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin GSH aktiviteleri (n=10, sonuglar ortalama
standart sapma olarak verilmistir. #: p < 0.001)

4.9. Katalaz Enzim Aktivitesi Sonuglar

Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin CAT aktiviteleri Sekil 4.7 ve Tablo
4.6’da verilmistir. Beyin CAT aktivitelerinin E1 ve S10 gruplarinda, S1 grubuna goére
istatistiksel yonden 6nemli bir artis izlenmistir. Diger yandan E10 grubunun CAT
aktivite degerlerinin S10 ve E1 grubu aktivite degerlerine goére fark edilir bir sekilde
azaldigi tespit edilmistir.

4.10. Toplam Nitrat + Nitrit Sonuclari

Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin Nitrat +Nitrit sonuglari Sekil 4.8 ve
Tablo 4.6’da verilmistir.  Yapilan istatistiksel analiz ile toplam Nitrat + Nitrit
sonuglarinin E1 ve S10 gruplarinda, S1 grubuna goére arttigi gozlenirken, E10
grubunda ise E1 ve S10 gruplarina gore azaldigi bulunmustur.
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Sekil 4.7. Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin CAT aktiviteleri (n=10, sonuglar ortalama +
standart sapma olarak verilmistir. #: p < 0.001, **: p<0.01, *: p<0.05)
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Sekil 4.8. Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin toplam Nitrat+ Nitrit sonuglari (n=8, sonuglar
ortalama * standart sapma olarak verilmistir. #: p < 0.001, * : p < 0.05)

56



4.11. iNOS ve nNOS immiinohistokimyasal Ekspresyonu

Sham ve deney grubu hayvanlarinin LGN iNOS ve nNOS
immunohistokimyasal ekspresyonlari Sekil 4.10 ve Sekil 4.11’de sonuglari ise Sekil
49 ve Tablo 4.6'da verilmistir. Genel olarak LGN'de iNOS ve nNOS
immunoreaktivitesi degerlendirildiginde, iNOS’un tiim gruplarda ndron govdeleri ve
niikleuslarda, nNOS’un ise noéron govdesi, nikleus ve filament6z alanlarda
immiinpozitiviteye sahip oldugu gézlenmistir. immiinohistokimyasal degerlendirme
LGN’de toplam alanda ylzde boyanma olarak ifade edilmistir.

Bu degerlendirmeye gore S1 ile karsilastirildiginda E1 grubunda, iNOS ve
nNOS ekspresyonlarini gosteren immuinoreaktivitenin azaldigi, ancak bu azalmanin
istatistiksel olarak anlaml olmadigi saptanmistir. Ote yandan uzun siireli EMR
gruplari karsilastirildiginda da iNOS ve nNOS ekspresyonlari arasinda anlamli bir
farkin bulunmadigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.9. Sham ve deney grubu hayvanlarinin iNOS ve nNOS immiinohistokimyasal ekspresyonlari
(n=6, sonuclar ortalama # standart sapma olarak verilmistir.)
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Sekli 4.10. Sham ve deney grubu hayvanlarinin LGN’de iNOS immiinohistokimyasal ekspresyonlari,

A ve B fotograflari stereo mikroskopta (Zeiss Stemi SV 11) 1.6'lik buyutme ile gekilmistir.

S1, D: S10, E: E1 ve F: E10, Olgek cubugu; 20pum)

C:

(
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Sekli 4.11.Sham ve deney grubu hayvanlarinin LGN’de nNOS immuinohistokimyasal ekspresyonlari, A
ve B fotograflari stereo mikroskopta (Zeiss Stemi SV 11) 1.6'lk buytitme ile ¢ekilmistir. (C:
S1, D: S10, E: E1 ve F: E10, Olgek cubugu; 20pum)
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4.12. VEP Sonuglari

VEP’ler sag ve sol goz flas uyaran ile ayri ayri uyarilarak monookiiler olarak
kaydedilmistir. Dort grup icin elde edilen VEP’lere birer 6rnek Sekil 4.3’de
verilmistir. VEP parametrelerinin sag-sol ve grup farkhliklari varyans analizi (one-way
ANOVA) ile degerlendirilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda
VEP’lerin latens ve genlikleri karsilastirildiginda ayni grup icin sag ve sol gozlerin
VEP’leri arasinda herhangi bir fark gézlenmemis, ancak gruplar arasinda farkhliklar
oldugu tespit edilmistir. Bu sonuclara dayanarak, daha sonraki istatistiksel analizler
sag ve sol gozden kaydedilen VEP parametrelerinin ortalamasi alinarak yapilmis ve
degerlendirilmigtir.

VEP’lerin latens ve genliklerinin ortalama degerleri, standart sapmalari ve
Tukey testi sonuglari Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’de verilmistir. Tepeden tepeye genlik
degerleri incelendiginde S1 ve E1 gruplarinin genlikleri arasinda herhangi bir
farkhligin olmadigi izlenirken, S1 grubu ile karsilastirildiginda VEP’lerin tim
bilesenlerinin latenslerinin E1 grubunda istatistiksel olarak anlaml bir sekilde
azaldig1 saptanmistir.

S10 ve E10 gruplarinin latens degerleri karsilastirildiginda, E10 grubunun P1
latensi hari¢ tim bilesenlerinin latens degerlerinin S10 grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde uzadigl gozlenmistir. Bu gruplarin tepeden tepeye genlik
degerleri karsilastirildiginda ise genlikler arasinda herhangi bir farkin olmadigl
gorilmustir.

Latens ve genlik degerleri S1-S10 ve EI1-E10 gruplari arasinda
degerlendirildiginde ise S10 grubunda VEP’lerin tim bilesenlerinin latenslerinin S1
grubuna goére anlamli bir sekilde azaldigi gézlenirken, E10 grubunun tim latens
degerlerinin E1 grubu latens degerlerine gore fark edilir bir sekilde arttigl, ancak bu
artislardan yalnizca N1 ve P2 latens degerlerinin istatistiksel olarak anlaml oldugu
tespit edilmistir. S1-S10 ve E1-E10 gruplarinin tepeden tepeye genlik degerleri
arasinda bir fark gézlenmemistir.

4.13. VEP Latensleri ile Biyokimyasal Parametreler Arasindaki Bagintilar

VEP latensleri ile beyin TBARS ve 4-HNE seviyeleri arasindaki bagintilar Tablo
4.5’de gosterilmistir. TBARS ve 4-HNE degerleri ile VEP bilesenlerinin latenslerine
iliskin regresyon grafikleri Sekil 4.13, 4.14, 4.15, 4.16, 4.17, 4.18, 4.19, 4.20, 4.21 ve
4.22'de verilmistir. Yapilan degerlendirmeler sonucunda VEP bilesenlerinin latensleri
ile beyin TBARS ve 4-HNE degerleri arasinda pozitif bir bagintinin oldugu
saptanmistir.
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+ standart sapma olarak verilmistir.)

Tablo 4.3. Sham ve deney grubu hayvanlarindan kaydedilen VEP latensleri (n=14, sonuglar ortalama

GRUPLAR P; (ms) N; (ms) P, (ms) N, (ms) P3 (ms)
s1 21,22+2,11 | 33,92+3,73 | 56,84+531 | 81,98 +4,64 | 103,20£6,13
E1l 18,74+2,00 | 29,51+2,55 | 48,68+5,00 | 70,42+5,28 | 92,73 +5,39
s1” s1” s1* s1* s1*
S10 18,09 +1,91 | 29,43 4,59 40,04 + | 66,71 +4,48 | 89,23 +5,48
s1* s1” 231 s1* s1*
s1*
E10 19,27 +1,21 | 34,51 +4,96 55,10 + | 74,75 +6,08 | 98,16 * 6,20
E1”, s10* 6,05 s10* s10*
E1°, 510"
(#: p < 0,001 **: p< 0,01 *: p< 0,05)

Tablo 4.4. Sham ve deney grubu hayvanlarindan kaydedilen VEP genlikleri (n=14, sonuglar ortalama +
standart sapma olarak verilmistir.)

GRUPLAR PiN; (uV) N1P; (uV) P2N; (uV) NP3 (uV)
S1 9,22 +3,90 15,16 +5,43 | 12,96+4,63 | 7,34+2,92
El 7,83+2,20 15,70+3,97 | 12,68 +2,79 | 10,29 +1,68
S10 8,03+2,44 15,38 +£3,66 | 12,33 £3,02 | 8,04 +2,94
E10 9,62 +4,38 14,79+ 4,41 9,83 +5,28 | 9,77 +5,68
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Sekli 4.12. Sham ve deney grubu hayvanlarindan kaydedilen VEP’ler ve bilesenleri

4.14. Biyokimyasal Parametreler Arasindaki Baginti Analizi Sonuglari

Biyokimyasal parametreler arasindaki baginti analizi sonuglari Tablo 4.6’da
gosterilmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda, lipid peroksidasyonunun
gostergeleri olan beyin TBARS ve 4-HNE degerleri arasinda ylksek derecede pozitif
bir iliskinin oldugu gézlenmistir. Ote yandan, 4-HNE ile protein oksidasyonunun bir
gostergesi olan protein karbonil (PC) degerleri arasinda orta dereceli negatif bir iliski
varken, TBARS ve PC arasinda herhangi bir iliski gbzlenmemistir. Beyin TBARS ve 4-
HNE degerlerinin antioksidanlarla olan iliskisi incelendiginde ise TBARS ve 4-HNE
degerleri ile SOD aktivitesi arasinda pozitif bir iliski gézlenirken, CAT, GPx ve GSH
arasinda negatif bir iliskinin oldugu saptanmistir.

Diger yandan, antioksidanlarin kendi iglerinde vyapilan baginti analizi
sonuclarina gore ise CAT, GPx ve GSH arasinda pozitif bir iliski oldugu gozlenirken bu
g antioksidan ile SOD aktivitesi arasinda negatif bir iliskinin oldugu tespit edilmistir.

NO ile diger biyokimyasal parametreler arasinda yapilan baginti analizi
sonuglarinda ise NO ile TBARS arasinda herhangi bir iliski bulunmazken NO ile 4-HNE
degerleri arasinda orta dereceli negatif bir iliski saptanmistir. Ote yandan, NO ile
SOD arasinda dustk dizeyde negatif bir iliski bulunurken, CAT, GSH-Px ve GSH
arasinda pozitif bir iliski bulunmustur.
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Tablo 4.5. VEP latensleri ile beyin TBARS ve 4-HNE degerleri arasindaki regresyon denklemleri

(x,y) ekseni
Beyin TBARS, P1 Latensi
Beyin TBARS, N1 Latensi
Beyin TBARS, P2 Latensi
Beyin TBARS, N2 Latensi
Beyin TBARS, P3 Latensi
Beyin 4-HNE, P1 Latensi
Beyin 4-HNE, N1 Latensi
Beyin 4-HNE, P2 Latensi
Beyin 4-HNE, N2 Latensi

Beyin 4-HNE, P3 Latensi

Korelasyon katsayisi

0,725"
0,680"
0,868"
0,842"
0,855"
0,710"
0,622"
0,655"
0,678"

0,744"

Reg. Denklemi

y =15,82 +7,021x

y = 26,50 + 10,393x

y = 37,15 + 26,00x

y =56,74 + 28,34x

y =81,23 + 25,37x

y =14,92 + 2,46x

Y =23,93 +4,31x

y=37,99 + 7,42x

y=57,11 + 8,14x

y =79,69 + 7,98x

(#:p<0,001)
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Tablo 4.6.Biyokimyasal parametreler arasindaki regresyon denklemleri

(x,y) ekseni Baginti katsayisi Reg. Denklemi
Beyin TBARS, Beyin 4-HNE 0,731# y =0,831 + 2,06x
Beyin TBARS, SOD 0,908" y =0,23 +0,30x
Beyin TBARS, CAT -0,906" y =0,68—0,537x
Beyin TBARS, GPx -0,716" y = 0,96 — 0,74x
Beyin TBARS, GSH -0,565" y =3,68 + 2,10x
Beyin 4-HNE, NO -0,629" y =1,08-0,33x
Beyin 4-HNE, PC -0,53" y=1,22 + 0,34x
Beyin 4-HNE, SOD 0,884" y=0,19 + 0,10x
Beyin 4-HNE, CAT -0,893" y=0,77 - 0,20x
Beyin 4-HNE, GPx -0,847" y=1,15-0,30x
Beyin 4-HNE, GSH -0,834" y = 4,68 —1,09x
NO, SOD -0,372 y = 0,44 —0,08x

NO, CAT 0,440 y=0,29 +0,18x

NO, GPx 0,611 y = 0,40 + 0,36x

NO, GSH 0,825" y = 1,60 +2,07x

(#:p<0,001 **:p<0,01 *:p<0,05)
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Sekil 4.13. Beyin TBARS miktariile P1 latensinin regresyon grafigi
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.Sekil 4.14. Beyin TBARS miktari ile N1 latensinin regresyon grafigi
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Sekil 4.15. Beyin TBARS miktari ile P2 latensinin regresyon grafigi

90,00

80,001

N2 latensi (ms)

70,004

040 080 080 100 1,20
TBARS (umol I g protein)

Sekil 4.16. Beyin TBARS miktari ile P2 latensinin regresyon grafigi
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Sekil 4.17. Beyin TBARS miktari ile P3 latensinin regresyon grafigi
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Sekil 4.18. Beyin 4-HNE miktari ile P1 latensinin regresyon grafigi
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Sekil 4.19. Beyin 4-HNE miktari ile N1 latensinin regresyon grafigi
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Sekil 4.20. Beyin 4-HNE miktari ile P2 latensinin regresyon grafigi
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Sekil 4.21. Beyin 4-HNE miktari ile N2 latensinin regresyon grafigi
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Sekil 4.22. Beyin 4-HNE miktari ile P3 latensinin regresyon grafigi
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TARTISMA

Gelisen teknoloji ve haberlesme gereksinimden dolayi cep telefonu gibi
iletisim cihazlarina ilgi giderek artmaktadir. Baz istasyonlari ve cep telefonlari
iletisim ve haberlesme konusunda bircok kolaylik saglamasina ragmen, olusturdugu
EMR’nin insan saghg Uzerine olumsuz etkilerinin oldugu bircok calisma ile
gosterilmistir [4-8, 12, 18, 21]. EMR’nin beyin (zerinde olusturdugu fonksiyonel
degisikliklerin mekanizmasi tam bilinmemekle birlikte, bugline kadar yapilan
calismalar birgcok hastaligin mekanizmasinda oldugu gibi [14, 133, 168], EMR’nin
olusturdugu degisikliklerde de serbest radikallerin ve lipid peroksidasyonunun
sorumlu olabilecegini isaret etmistir. Lipid peroksidasyonun arttigini gosteren daha
onceki ¢alismalarla ayni paralellikde olan bu projemizde uzun sireli EMR uygulanan
sicanlarin beyin TBARS ve 4-HNE diizeylerinde gorulen istatistiksel artis, bu gorisi
destekler niteliktedir.

Serbest radikaller, hiicrenin yapi taslari olan lipidler, proteinler,
karbonhidratlar ve niikleik asitlere zarar verip fonksiyonlarini bozmaktadir [169].
Ozellikle beyinde doymamis yag asitlerinin bol miktarda bulunmasi, bu dokuyu
serbest radikallere karsi daha duyarli hale getirmektedir. Bdylece, membran
lipidlerinin oksidasyonu sonucu olusan lipid peroksidasyon (rinleri membran
fonksiyonlarinda énemli degisikliklere yol agmaktadir [14, 15, 170]. Bilindigi gibi,
serbest radikallerin yari émirlerinin kisa, konsantrasyonlarinin distk ve reaktif
olmalari in vivo sartlarda olglilmesini zorlastirmaktadir. Bu ylzden oksidan stresin
olusturdugu ikinicil Grlinlerin 6l¢lilmesine dayanan dolayli yontemler gelistirilmis
olup yaygin olarak kullanilanlardan biri de TBARS y6ntemidir. Ancak daha 6nceki
bazi arastirmalarda, TBA'nin MDA disinda diger bilesiklerle de (aminoasitler,
sekerler, lipid oksidasyon urinleri) etkilesime girmesi nedeniyle TBARS ydonteminin
yeteri kadar duyarli olmadigi ileri sirilmektedir. Bu nedenden dolayr TBARS
yonteminin yani sira calismamizda lipid peroksidasyonu degerlendirmek icin 4-HNE
yontemi de kullanilmistir. Oksidan stres sonucu, lipid hidroperoksitlerin ayrilma
reaksiyonlari ile bozulmalari, alkanlar, 2-alkenler, 2,4-alkadrenaller ve 4-hidroksi
alkenler gibi aldehitlerin olusmasina yol acar. Aldehitler 6zellikle de 4-HNE
sitotoksik, hepatotoksik, mutajenik ve genotoksik o6zellikler icerir. Bu bilesiklerin
Olcimi, hem lipid peroksidasyonun genigliginin indeksini hem de belirli patojenik
durumlara sebebiyet veren ajan olarak rollerini belirlemede destek olmasi nedeniyle
yiksek kabul gormektedir [34]. Bu bilgilerin 1si8inda, oksidan stresin olusturdugu
ikincil Griinlerin 6lcilmesine dayanan ve lipid peroksidasyon gostergeleri olan TBARS
ve 4-HNE dizeyleri belirlenmistir. Calismamizda S10 grubu ile karsilastirildiginda E10
grubunda TBARS ve 4-HNE miktarlarinin anlaml dizeyde arttigi tespit edilmistir.
EMR'nin beyin ve diger dokulardaki lipid peroksidatif etkilerini ortaya koymak icin,
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farkl siddet, frekans, modiilasyon ve siirelerde radyasyona maruz kalan insanlarda
ve deney hayvanlarinda bir ¢ok ¢alisma yapilmistir [171-182]. Bu galismalardan
birinde sicanlarin 40 ve 60 giin boyunca glinde 4 saat cep telefonuna (bitlin viicut
ortalama 6zglil sogurulma (SAR) degeri 0.043-0.135 W/kg) maruz birakilmasi
sonucu beyin dokusunda XO aktivitesi ve lipid peroksidasyon gostergesi olan MDA
seviyelerinin arttigl saptanmistir [177]. Dolayisiyla uzun sireli EMR uygulanan
sicanlarda lipid peroksidasyon gostergeleri olan TBARS ve 4-HNE’nin artma egilimi
gostermesi en dogal beklentidir. Butiun bu ¢alismalarda EMR’ nin olusturdugu zararli
degisikliklerde peroksidatif etkisinin  tetikleyici roliniin olmasi ve 6neminin
vurgulanmasi antioksidanlarin faydali olabilecegi goriisinli glindeme getirmistir.
Nitekim, 900 MHz ve 2450 MHz EMR’ nin yer aldigi ¢alismalarda [171, 177, 183-
186] kullanilan bazi vitaminlerin EMR’nin olusturdugu oksidasyonu ve apoptosisi
Oonlemesi bu tip radyasyonun zararl etkileri icin antioksidanlarin koruyucu olarak
kullanilabilecegini teyit etmistir. Ancak uzun siireli EMR uygulanan gruba gore E1
grubunda beyin TBARS ve 4-HNE miktarlarinin anlamli dizeyde azaldigi dikkati
cekmistir. Literatlrde kisa streli EMR’nin lipid peroksidasyon gostergeleri olan
TBARS ve 4-HNE dizeylerini azaltma etkisinin oldugunu gosteren pek fazla yayin
olmamasina ragmen, bu bulgularimizla uyusan yayinlar da bulunmaktadir. Ornegin;
Imge ve ark. (2010), yapmis olduklari ¢cahsmada 900 MHz frekansli EMR’nin
(SAR=0,95 W/kg) sicanlara 4 hafta uygulanmasi sonucunda beyin MDA dizeylerinin
azalma egiliminde oldugunu gostermislerdir [19]. Ayrica, 20 glin boyunca giinde 40
dakika uygulanan 3G radyasyonun etkisinin arastirildig bir ¢calismada ise, manyetik
rezonans spektroskopisi ile kolin, kreatinin, N-asetilaspartat, CAT, GSH-Px enzim
aktiviteleri ve apoptozis degerlendirilmis ve kisa sireli EMR’nin sican beyninde
zararh bir etki olusturmadigl saptanmistir [187]. Sonug olarak, literatiirdeki EMR ile
ilgili gahsmalar géz 6nline alindiginda genellikle kisa siireli ve disiik SAR degerlerinin
peroksidatif etkisinin az veya hi¢ olmadigi, ancak uzun sireli ve yilksek SAR
degerlerinin oksidan stres yaninda diger degisiklikleri de olusturdugu ileri
sarlmustr.

Serbest  radikallerin hedefleri  icerisinde  peptid ve  protein
makromolekiillerinin yapi taslari olan aminoasitler de yer almaktadir. Aminoasitlerin
oksidasyonu proteinlerde de fiziksel degisikliklere neden olmaktadir [188]. Ayni
zamanda, 4-HNE’de protein oksidasyonuna katilarak proteinlerdeki sistin, lizin ve
histidin yan zincirleriyle etkilesime girip protein fonksiyonlarini inhibe etmektedir
[36]. Sekerlerin ve membran lipidlerinin ROS aracili oksidasyonunu takiben olusan
karboniller; biyolojik aktivitelerinin degismesine neden olan ve genellikle yapisal
proteinler ile CO-proteinler olarak bilinen bilesikleri olusturabilir [37]. Proteinlerdeki
reaktif karbonil gruplari protein yan zincirlerinin direk oksidasyonu ile de olusabilir
[38]. ROS'lar amino asit rezidi yan zincirlerini keton ya da aldehit tirevlerine okside
edebilir. Histidin, arjinin ve lizin ROS-aracili PC olusumuna en hassas aminoasitlerdir
[39]. Dolayisiyla, karbonil gruplarin 6lgiimiiniin oksidatif stresin proteinler lizerinde
meydana getirdigi hasarin belirlenmesi icin iyi bir yontem oldugu distnildiginden
[40], calismamizda EMR’nin proteinler lzerindeki etkilerini arastirmak amaciyla PC
icerigi Olcllmustlr. PC degerlerinin her iki deney grubunda da kontrollerine gore
arttig) tespit edilmistir. Ancak veriler incelendiginde PC icerigi ile TBARS ve 4-HNE

72



diizeyleri arasinda E10 grubu igin pozitif bir iligki izlenirken, E1 grubu igin negatif bir
iliski saptanmistir. Literatlirde EMR’nin PC degerleri lizerine etkisi ile ilgili pek fazla
yayin olmamasina ragmen, 10 haftalik deney gurubumuzun sonuclari ile uyusan
¢alismalar bulunmaktadir. Daha 6nceki 900 MHz ile ilgili calismalara goz atildiginda,
oksidatif stresin ilk gostergesinin proteinlerin modifikasyonu sonucu artan PC
degerlerinin oldugu o©ne slrilmastir [18, 177, 189]. Nitekim Dasdag ve
arkadaslarinin yaptiklari calismada [18] 10 ay boyunca glinde iki saat uygulanan 900
MHz radyasyonun PC degerlerini beyin dokusunda arttirdigi gosterilmistir. Yine
diger calismalarda da 900 MHz radyasyona 3 hafta boyunca maruz birakilan
sicanlarin beyin PC [189] ve 1 ay boyunca maruz birakilan sicanlarin kan PC [55]
degerlerinin 6nemli dizeyde arttigi goézlenmistir. Bu g¢alismalar godz Online
alindiginda arastirmamizda EMR’ye uzun sireli maruz kalmanin, beyinde PC
degerlerini istatistiksel olmasa da artirdigi tespit edilmistir. Ancak kisa stireli EMR’ye
maruz kalan sicanlarda beyin PC degerlerinin artisi ile TBARS ve 4HNE degerlerinin
azalmasi ¢elismekte olup, literatlirde herhangi bir bilgiye rastlaniimamasi nedeniyle
bu bulgumuzun agiklanabilmesi icin daha detayli ¢calismalarin yapilmasi goéristne
ulasilmstir.

Beyin viicutta oksijen tiketiminin en fazla oldugu aerobik bir organdir.
Dolayisiyla beynin tiikettigi oksijenin ¢ogu CO, ve suya dontsmekle birlikte normal
kosullarda oksijenin bir kismi O, , H,0, ve OH gibi serbest radikaller
olusturmaktadir. Ayrica beyinde serbest radikallerin icerisinde yer alan poliansature
yag asitlerinin bol miktarda bulunmasi, bu dokuyu oksidatif hasara daha duyarli hale
getirmektedir [190, 191]. Bu nedenle de, serbest radikallerin zararli etkilerini
ortadan kaldiracak ¢esitli antioksidan mekanizmalar s6z konusudur. Bunlarin en
onemlileri SOD, GSH-Px ve CAT enzimleridir [192]. Bu projemizde EMR’nin
antioksidan enzim aktiviteleri Gzerindeki etkisini ortaya koyabilmek icin SOD, GSH-
Px ve CAT gibi antioksidan enzim aktiviteleri degerlendirilmistir. Calismamizin
bulgularina gore, GSH-Px ve CAT aktivitelerinin E1 grubunda arttigi, E10 grubunda
azaldigi izlenirken, SOD aktivitesinin E1 grubunda azaldigi, E10 grubunda ise arttig
gozlenmistir. Literatlirde antioksidan enzim aktiviteleri ile iligkili EMR g¢alismalarina
bakildiginda ¢eligkili sonuglarin oldugu goérilmektedir [12, 17, 172, 193].
Antioksidanlar tek tek degerlendirildiginde uzun sireli EMR’ye maruz kalma
sonucunda GSH-Px aktivitesinin sadece azaldigini [12], ancak CAT enzim aktivitesinin
ise hem azaldigini [193] hem de arttigini gésteren yayinlar [12, 17] bulunmaktadir.
E10 grubunda GSH-Px ve CAT aktivitelerinde gozlenen azalma bu antioksidanlarin
azaldigini bildiren yayinlarla uygunluk icerisindedir. Diger yandan, literatirde 1
haftalik EMR’nin beyin GSH-Px ve CAT aktiviteleri Gizerine etkisini inceleyen herhangi
bir arastirma bulunmadigindan kisa sdreli EMR’nin bu enzim aktivitelerini
artirmasinin nedeni daha o6nceki bilgilerin 1siginda aciklanmaya calisilmistir. Bilindigi
gibi ortamda serbest radikallerin disiik konsantrasyonlarda bulunmasi antioksidan
enzimlerin gen ekspresyonlarini artirarak antioksidan savunma sistemini
glclendirirken, ylksek konsantrasyonlarda bulunmasi antioksidan enzim sistemini
inhibe ederek antioksidan savunma sistemini zayiflatir. Dolayisiyla kisa sireli EMR
uygulanan grupta lipid peroksidasyonunun azalmasina bagl olarak GSH-Px ve CAT
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enzim aktivitelerinin artisi beklenen bir sonug olup daha énce yapilan ¢alismalardaki
bu tespit ile paralellik gostermektedir.

Ote yandan 1 ve 10 hafta boyunca EMR uygulanan gruplarin beyin GSH
seviyeleri degerlendirildiginde, 1 haftalik grupta kontroliine gére GSH seviyelerinde
anlamli bir artisin oldugu go6zlenirken, 10 haftalik gruplarin GSH seviyelerinin
kontroliine gore azalma egilimi gosterdigi tespit edilmistir. Literatlirdeki calismalar
g6z online alindiginda uzun siireli EMR uygulanan grubumuzda meydana gelen GSH
seviyesindeki azalmay! destekleyen calismalarin mevcut oldugu goriilmektedir [193,
194]. Yapilan bir calismada 30 giin boyunca 900 MHz (SAR=0.95 W/kg) radyasyona
maruz birakilan kobaylarin beyin ve kan GSH seviyelerinde kontrollerine gore énemli
derecede bir azalmanin meydana geldigi tespit edilmistir [193]. Bir baska ¢alismada
ise 900 MHz (SAR=1.2 W/kg ) radyasyona 3 hafta boyunca maruz birakilan sigcanlarin
kalp, karaciger, akciger ve testis dokularinda GSH seviyesinin azaldigi saptanmistir
[194]. Projemizde uzun sireli EMR uygulanan gruplarda lipid peroksidasyonu ve
GSH seviyeleri arasinda saptanan negatif iliski bu ¢alismalarla uyum icersindedir.
Ancak literatlirde kisa sireli uygulanan EMR’nin beyin GSH seviyesi Uzerindeki
artiric  etkisini karsilastirabilecegimiz herhangi bir yayin bulunmamaktadir. Bu
nedenle ¢alismamiz kendi icerisinde degerlendirildiginde E1 ve E10 gruplari arasinda
tek farklihgin sire oldugu goze carpmaktadir ve dolayisiyla EMR’nin etkileri
tartisilirken siddetin yani sira uygulama siresinin de onemli bir faktér oldugu
dikkate alinmahdir.

SOD enzimi degerlendirildiginde ise bu enzim aktivitesinin E1 grubunda
azalmasi ilhan ve ark [171], 10 haftalik gruptaki artis ise Irmak ve arkadaslarinin
[172] yaptiklari galisma ile uyum iginde bulunmustur. E10 grubunda O," artisi ile
birlikte SOD aktivitesinin artmasi, artan lipid peroksidasyona karsi dnemli bir adaptif
cevaptir. Bilindigi gibi O," radikalinin SOD ile dismutasyonu sonucu glgli bir oksidan
olan H,0, olusur. H,O, nin detoksifikasyonu ise CAT ve GSH-Px enzimleri ile saglanir.
Dolayisiyla SOD aktivitesine bagli olarak artan H,0, konsantrasyonu ve bu oksidani
temizleyecek antioksidan enzimlerin aktivitelerinin distk olmasi E10 grubunda
gozlenen lipid peroksidasyonundaki artisin nedeni olabilir. Ayrica, GSH-Px enziminin
lipid peroksitlere karsi da koruma sagladigl gbz 6niine alindiginda, prekilrséri olan
GSH seviyelerindeki azalma lipid peroksidasyonun artmasina sebep olan diger bir
etkendir. Ote yandan O, anyonunun, lipid peroksil radikalleri ile etkilesime girerek
radikal zincir reaksiyonu kirici etkiye sahip olabilecegini ileri siiren yayinlar dikkate
alindiginda [195], O," radikalinin, artan SOD aktivitesine bagl olarak azalmasinin,
lipid peroksidasyonu artiran bir diger faktor olabilecegi dislinilmektedir. Enzim
aktiviteleri degerlendirildigine, CAT ve GSH-Px enzimlerinin sadece H,0,'yi
ortamdan temizlemekle kalmayip bunun yani sira bu Griiniin olusumuna neden olan
SOD enzim aktivitesinin azalmasinda da oOnemli bir rolinin olabilecegi One
surilebilir. Diger yandan, 1 haftalik grubun bulgulari ele alindiginda lipid
peroksidasyonunun kontroliine gore azaldigi gozlenmektedir. Dolayisiyla E1
grubunda kisa stireli EMR uygulanmasi, CAT ve GSH-Px gibi enzimlerin aktivitelerinin
yani sira GSH ve NO seviyelerinde gozlenen artisla birlikte, SOD aktivitesine paralel
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olarak H,O,'nin azalmasi, antioksidan savunma sisteminin gliclenmesine katkida
bulunarak lipid peroksidasyonun azalmasini saglamis olabilir.

EMR’nin siddet ve sire bagimli etkileri g6z o6nilne alinarak yapilan
calismalara bakildiginda Ammari ve arkadaslarinin yapmis olduklari ¢alismanin
bulgular dikkati cekmektedir. Bu ¢alismada arastirmacilar, 1.5 W/kg ve 6 W/kg SAR
degerlerinde 900 MHz EMR’ye maruz kalan sicanlarda, diisiik SAR degerlerinin GFAP
ekspresyonunda herhangi bir artisa neden olmadigini, fakat yiiksek SAR degerlerinin
GFAP’i arttirdigini gostermislerdir. Ancak bu calismada yiksek SAR degerlerindeki
astroglia aktivasyonunun kalici olabilmesi igin ise en az 10 glinlik bir maruziyetin
olmasi gerektigi sonucuna varilmistir [68]. Diger taraftan Ferreira ve arkadaslarinin
yapmis olduklari daha 6nceki bir calismada [196], kisa silireli EMR’ye maruz kalan
sicanlarin lipid ve protein oksidasyonunda herhangi bir degisikligin olmadigi, ancak
sicanlarin en az 30 gin veya daha fazla sirede radyasyona maruz kalmasi
durumunda serbest radikal artisinin olabilecegi ileri strllmustiir. Sonug¢ olarak,
calismamiz EMR’nin olusturdugu degisiklikler icin uygulama siresinin son derece
onemli oldugunu ifade eden daha 6nceki ¢alismalarla uygunluk icerisindedir.

EMR’nin etkilerinin siddet ve uygulanan sirenin yani sira ¢alisilan doku tipine
de bagh olabilecegi dislintlmektedir. Literatlirde bu konu ile ilgili yapilan
arastirmalar incelendiginde antioksidan enzim aktivite degisimlerinin farklh doku
tipleri icin farkl olduklari gérilmektedir. Balci ve arkadaslari 900 MHz radyasyonun
kornea dokusunda SOD ve CAT aktivitelerini artirirken, GSH-Px aktivitesini azalttigini
[197], Ozgiiner ve arkadaslari ise 900 MHz radyasyonun kalp dokusunda SOD ve
GSH-Px aktivitelerini azaltirken, CAT aktivitesini artirdigini saptamislardir [176]. Ote
yandan Demirel ve arkadaslari, yapmis olduklari ¢alismada 3 hafta boyunca
uygulanan 3G radyasyonun gtz dokusunda CAT ve GSH-Px enzim aktivitelerini
degistirmedigini gostermislerdir [198]. Yine baska bir calismada Oktem ve
arkadaslari, Ozgiiner ve arkadaslarinin modeline benzer siire ve siddetlerde EMR
uyguladiklari sicanlarin  bobrek dokularinda SOD, GSH-Px ve CAT enzim
aktivitelerinin azaldigini tespit etmislerdir [175]. Dolayisiyla deney modellerinde
uygulanan sire ve siddetlerin benzer olmasina ragmen ortaya ¢ikan farkliliklarin
nedeninin, calisilan dokunun elektriksel iletkenligi ve doku kiitle yogunlugu gibi
dokudan dokuya degisen parametrelerle iliskili olabilecegi kanaatine variimistir.

Gorsel sistemde bol miktarda bulunan ve énemli roliiniin oldugu vurgulanan
[199] NO’nun, EMR’nin indikledigi lipid peroksidasyonda etkisinin olup olmadigi
henliz yeterince aydinlatiimamistir. Dolayisiyla EMR’nin goérsel sistemle olan iliskisini
ortaya koyabilmek amaciyla LGN’ de NO (retimine aracilik eden iNOS ve nNOS
enzimlerinin imminohistokimyasal olarak ekspresyonlari degerlendirilmigstir. Yapilan
bu degerlendirme sonucunda EMR’nin LGN’de iNOS ve nNOS ekspresyonlari izerine
herhangi bir etkisinin olmadigl gozlenmistir. Ayrica daha o6nceki c¢alismalarda
NO’nun, oksijen varliginda NO, ve NO’; gibi ¢esitli nitrojen tiirlerini olusturdugu
tespit edildiginden NOS enzimlerinin ekspresyonlarina ek olarak ¢alismamizda tim
beyinde NO’nun bir gostergesi olan toplam NO, ve NO; degerleri dlgilmistir.
Calismamizin bulgularina gore, 1 haftalik EMR grubunun beyin dokularinda nitrit ve
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nitrat degerlerinin kontrole gore arttig1 gozlenirken, 10 haftalik EMR gurubunda ise
bu degerlerin kontroliine gore azaldigl saptanmistir. Bu bulgular ile LGN’de
immunohistokimyasal metot ile elde edilen INOS ve nNOS ekspresyonlari
degerlendirildiginde, EMR’nin  kisa slreli uygulanmasi durumunda NO
ekspresyonunun indiiklendigi ancak bu etkinin LGN ile iliskisinin olmadigl sonucuna
varabiliriz. Ote yandan, literatiirde calismamizin bulgularini destekleyen yayinlar
oldugu gibi [171, 176, 194] bu sonuclar ile ayni paralellikte olmayan arastirmalar da
[55, 200] mevcuttur. NO dizeylerinin, 900 MHz radyasyona 1 hafta boyunca giinde
bir saat maruz birakilan sicanlarin beyin dokusu [171] yaninda kalp ve plazma
dokularinda da arttigi gozlenmistir [176, 194]. Bazi arastirmacilar EMR’nin
vazodilastasyonu indiikleyebilecegini ve dolayisiyla da NO {retimini artiracagini
soylerken [201, 202], digerleri EMR uygulamasindan sonra artan NO dizeylerinin
beyin, kalp ve renal dokularda oksidatif stresin artmasi nedeniyle olabilecegini iddia
etmektedirler [171, 176]. Daha onceki calismalarin ¢ogunlugunda NO ile lipid
peroksidasyonu arasinda pozitif bir iliski bulunurken her iki deneysel grubumuzda da
beklenenin aksine NO seviyesi ile TBARS ve 4-HNE degerleri arasinda negatif bir iliski
gozlenmistir. Kisa streli EMR uygulanan deney grubumuzda goézlenen lipid
peroksidasyon azalisindan gigli bir antioksidan olan S-nitrosoglutatyon (GSNO)
olusumunun sorumlu olabilecegi distinilmektedir. Bilindigi gibi GSH ve NO’nun
ortamda es zamanl olarak bulunmasi oksidatif stresi engelleyen GSNO’nun
olusmasini saglamaktadir. Daha onceki calismalarda GSNO’nun, peroksinitrit
(ONOO)’i detoksifiye ederek nitrata donustirdiga gibi, demir bilesiklerinin
indikledigi Fenton reaksiyonlarini baskilayarak lipid peroksidasyonu engelledigi
gosterilmistir [203, 204]. Dolayisiyla projemizde, kisa stireli EMR uygulanan grupta
NO’nun lipid peroksidasyonu artirici bir etkisinin olmadigi, bunun tam aksine GSH ile
birleserek gicli bir antioksidan olan GSNO vyaninda, CAT ve GSH-Px gibi
antioksidanlarin da aktivitelerini artirarak lipid peroksidasyonu baskilayici bir
roliinlin olabilecegi goristine varilmistir. Sliphesiz boyle bir yorumun gecerli olup
olmadigini ortaya koyabilmek icin GSNO antioksidaninin miktari ve aktivitesini
belirleyecek daha kapsamli ¢alismalar yapilmalidir.

Ote yandan calismamizda uzun siireli EMR’ye maruz kalan sicanlarin NO
seviyelerinin kontrollerine gore azalma egiliminde oldugu tespit edilmistir. Uzun
sureli uygulanan EMR modelimize paralel diizende tasarlanan diger ¢alismalara
baktigimizda ise beyin dokusunda lipid peroksidasyon gostergesi olan MDA
diizeylerinin artmasina ragmen NO seviyelerinin degismedigi veya artisin istatistiksel
olarak anlamli olmadigi gozlenmistir [55, 200]. Tim bu sonuglar géz o6niine
alindiginda ise EMR’nin ¢esitli doku tiplerinde 6l¢lilen NO seviyesi lizerine etkisinin
spekiilasyona acik bir konu oldugu gozlenmekte olup, bu konunun acikhga
kavusturulmasi icin farkli deney modelleri ile arastirmalar yapilmasi gerekmektedir.

Cep telefonlari basa yakin kullanildiklarindan dolayr yapilan calismalar
genellikle EMR’nin beyin (zerindeki etkilerini ortaya cikarma hedefli olmustur. Bu
dogrultuda EMR’nin beyin Uzerindeki etkisiyle ilgili yapilan arastirmalarin hemen
hemen timiinde biyokimyasal parametreler degerlendirilmistir. Literatiirde bu
degisiklikleri elektrofizyoloji calismalari ile ortaya koyan ¢ok az yayin bulunmaktadir.
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Bu nedenle elektromanyetik radyasyonun gorsel sistemde olusturdugu
degisikliklerde lipid peroksidasyonun rolii ve mekanizmasina isik tutmak amaciyla
planlanan bu calismamizda, elektrofizyolojik parametrelerden biri olan gorsel
uyarilma potansiyelleri tercih edilmistir. VEP’ler goérsel sistemin fonksiyonel
arastirmasinda ve optik yol patolojilerinin degerlendirilmesinde kullanilan duyarli ve
glvenilir bir yéntemdir. Ozellikle VEP latenslerinin optik yol patolojisine paralel
olarak uzadigi ve bu nedenle VEP’lerin klinik amagla kullanilabilecegi birgok
¢alismada vurgulanmistir [89, 205-207].

CGalismamizin bulgulari degerlendirildiginde 1 haftalik sham grubu latens
degerlerinin literatlirde ki kontrol hayvanlarinda bulunan VEP latenslerinden daha
uzun oldugu goze carpmaktadir. Bu durumun nedeninin ise pleksiglaslarin icinde
hareketsiz bir sekilde kalan hayvanlar lizerinde olusturulmus hareketsizlik stresinin
olabilecegi dusinllmektedir. Zira hareketsizlik stresinin kisa siireli uygulanmasinin
lipid peroksidasyon degerlerini artirdigl Torres ve arkadaslarinin yapmis oldugu
calismada gosterilmistir [208].

Projemizde kontrol ve deney grubu hayvanlarindan kaydedilen VEP latensleri
degerlendirildiginde, 1 haftalk EMR uygulanan grubun tim VEP bilesenlerinin
latenslerinin kontroliine gore 6énemli derecede kisaldigi gozlenirken, 10 haftalik
EMR uygulanan grubun P1 bileseni hari¢ diger tim bilesenlerinin latenslerinin ise
kontroline goére uzadigi tespit edilmistir Diger taraftan projemizde 6lgilen
parametreler arasindaki iliski degerlendirildiginde baginti analizi sonuglarina goére
VEP latensleri ile beyin TBARS ve 4-HNE degerleri arasinda pozitif bir korelasyonun
oldugu saptanmistir. VEP bilesenlerinin latenslerinin 1 haftaik EMR uygulanan
grupta onemli derecede kisalmasi, 10 haftallk grupta ise uzamasi VEP
degisikliklerinin lipid peroksidasyonu ile iliskili olabilecegini vurgulamaktadir. 10
haftallk EMR grubunda P1 hari¢ diger tim bilesenlerin uzamasi, genikilokortikal
afferent girislerin, lamina IV’teki stellate hiicrelerinin ve Ust (upper) laminadaki
piramidal hiicrelerin etkilendigini gostermektedir [209]. Bu da uzun siireli EMR
maruziyeti etkisinin yaygin oldugunu ve gorsel sistemin hemen hemen timiyle
etkilendigini ima etmektedir. Diger yandan, 1 haftalik EMR grubunda, tim beyinde
gozlenen lipid peroksidasyonun azalmasi ve VEP bilesenlerindeki diizelme, kisa
sureli EMR uygulanmasinin gorsel sistem dahil tim beyin lzerinde olumlu etkisinin
oldugunu ortaya koymustur.

Ozetle calismamizda; EMR’nin kisa ve uzun sireli uygulanmasi sonucunda
lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu, antioksidan savunma sistemi ve VEP
bilesenlerinin latensleri lGzerinde farkli etkilerinin oldugu saptanmistir. Uzun sireli
EMR  maruziyetinin literatirle uyumlu olarak beyin dokusunda lipid
peroksidasyonunu artirabilecegini, protein oksidasyonuna neden olabilecegini ve
dolayisiyla gorsel sistemin fonksiyonel arastirmasinda ve optik yol patolojilerini
degerlendirmede kullanilan VEP bilesenlerini uzatabilecegini géstermektedir. Diger
yandan kisa silireli EMR uygulanan deney grubunda beyin TBARS ve 4-HNE
dizeylerinin istatistiksel olarak azalmasinin yani sira antioksidan enzim aktivitesinde
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gozlenen artis EMR’nin ileriki calismalarda oskidatif hasar baglh hastaliklarin
ilerlemesini yavaslatma veya tedavi amacli kullanilabilecegini isaret etmektedir.
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SONUGCLAR

Calismamizin sonuglari soylece 6zetlenebilir:

Kisa slireli EMR uygulanmasi lipid peroksidasyonu azaltirken, uzun sireli
EMR uygulanmasi lipid peroksidasyonu artirmaktadir.

Kisa stireli EMR’nin beyin dokusunda protein oksidasyonunu artirdigi tespit
edilmisgtir.

Kisa slireli EMR uygulanmasi VEP bilesenleri latenslerini azaltirken, uzun
sireli EMR uygulanmasi VEP bilesenleri latenslerinin uzamasina neden
olmustur.

EMR uygulanmasi ile meydana gelen VEP bilesenlerdeki degisimlerin, serbest
radikal artisi ve dolayisiyla lipid peroksidasyonu ile iliskili olabilecegi baginti
analizi ile saptanmistir.

Kisa sireli deney grubunda gozlenen lipid peroksidasyonu azalmasi ve

antioksidan enzim  aktivitesindeki artis, EMR’nin tedavi amagh
kullanilabilecegini gostermektedir.
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