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900 MHZ ELEKTROMANYETIK ALANA MARUZ BIRAKILAN RATLARDA
KARNOZININ BEYINCIKTEKI HUCRE SAYISI UZERINE ETKIiSi

Ayla ARSLAN
Erciyes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Anatomi Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Agustos 2015
Danmisman: Doc. Dr. Niyazi ACER
OZET

Ozellikle uzun siire cep telefonu kullaniminin, insan saghg igin risk olusturdugunu
gosteren raporlar bildirildiginden beri, cep telefonlarinin yaydigi elektromanyetik alana
(EMA) maruz kalmanin biyolojik etkilerinin bilim adamlar1 arasinda yarattigir endise
biiytimektedir. Calismamizda 16 haftalik disi ratlarda 900 MHz EMA’a maruz kalmanin
beyincik Purkinje hiicre sayilar1 iizerine etkisi degerlendirilmistir. Ayrica EMA’ye
maruz kalmanin beyincik Purkinje noéronlarinda olusturdugu azalmaya karst korumak
icin karnozinin potansiyel yetenegi arastirilmistir. Calismamizda 24 disi rat
kullanilmistir. Kontrol grubu (KG), elektromanyetik alana maruz kalan grup (EMAG),
ve karnozin enjekte edilerek elektromanyetik alana maruz kalan (EMA+CG) olmak
tizere 3 grup rat kullanilmistir. EMAG grubundaki ratlar pozlama tiipii i¢inde 28 giin
boyunca giinde 1 saat 900 MHz EMA’a maruz kalirken, karnozin uygulanan grup
yiikksek doz (20 mg) karnozin ve diisiik doz (2 mg) karnozin uygulanan grup olarak 2
alt gruba ayrilmistir. Deneyin sonunda, disi ratlarm tiimii kurban edilmis ve Purkinje
hiicrelerinin sayis1 stereolojik sayim teknigi kullanilarak hesaplanmistir. Histopatolojik
degerlendirmeler, beyincik kesitlere ayrilarak yapilmistir. Sonuglar, EMAG grup
beyincigindeki Purkinje hiicrelerinin toplam sayisi, KG gore daha diisiik oldugunu
gostermistir ve istatistiksel olarak anlamlhiydr (p <0.05). Ayrica, EMAG ve EMA + 20
mg karnozin uygulanan gruplar arasinda ortalama Purkinje hiicre sayilar1 arasinda
anlamh farkliliklar vardi (p <0.05). Bu nedenle, 900 MHz EMA’a uzun siireli maruz
kalmanin disi rat beyincik Purkinje hiicresi sayilarinda azalmaya neden oldugu
diisiiniilmektedir. Bu calisma, EMA maruziyeti sonrasinda azalan Purkinje hiicre

sayisini, yiikksek doz karnozin profilaksisi ile Onleyebilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Purkinje hiicresi, Elektromanyetik alan, Beyincik, Karnozin,

Stereoloji, Optik disektor
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CARNOSINE EFFECTS TO THE NUMBER OF PURKINJE CELLS IN
CEREBELLUM FOLLOWING EXPOSURE TO

900 MHZ ELECTROMAGNETIC FIELD

Ayla ARSLAN
Erciyes University, Graduate School of Health Science
Department of Anatomy
Master’s Thesis, August 2015
Supervisor: Assort Prof. Niyazi ACER
ABSTRACT

The biological effects of electromagnetic field (EMF) exposure from mobile phones have
growing concern among scientists since there are some reports showing increased risk for
human health, especially in the use of mobile phones for a long duration.

In the presented study, the effects on the number of Purkinje cells in the cerebellum of 16-week
(16 weeks) old female rats were investigated following exposure to 900 MHz EMF. Also, the
potential ability of carnosine to protect against impairment of the Purkinje neurons in
cerebellum due to exposure of EMF was investigated.

Twenty-four female rats were used. Three groups of rats, a control group (KG), an
electromagnetic field exposed group (EMFG) and electro magnetic field exposed and injected
carnosine group (EMF+CGQG) were used in this study. Each group consist of 6 female rats. While
EMFG group rats were exposed to 900 MHz EMF (1h/day for 28 days) in an exposure tube,
Carnosine administered group was divided by two subgroup: Carnosine with low-dose
carnosine administered (2mg), DS with high-dose carnosine administered (20mg).

At the end of the experiment, all of the female rats were sacrificed and the number of Purkinje
cells was estimated using a stereological counting technique. Histopathological evaluations
were also done on sections of the cerebellum. Results showed that the total number of Purkinje
cells in the cerebellum of the EMFG was lower than those of KG, there was significantly as
statistically (p<0.05). Also, there was differences between the EMF and EMF+20 mg carnosine
regarding the mean cell count of the Purkinje (p<0.05) .

Therefore, it is suggested that long duration exposure to 900 MHz EMF leads to decreases of
Purkinje cell numbers in the female rat cerebellum. The current study indicates that exposure to
EMF decreases the number of Purkinje cell and that high-dose carnosine prophylaxis can

prevent these effects.

Keywords: Purkinje cell, Electromagnetic Field, Cerebellum, Carnosine, Sterelogy, Optic

Dissector
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1.GIRiS VE AMAC

Teknolojinin gelisimine paralel olarak iiretimi artan cihazlarin ve bunlarin yaydigi
elektromanyetik alanin canlilar {izerindeki etkisi bilinmektedir. Dogal olarak giinliik
yasamimizda cep telefonlarinin yaygin kullanilmasi, cep telefonlarinin yaydigi

elekromanyetik alana maruz kalmamanin imkansizligini da beraberinde getirmektedir
(1).

Cep telefonu iletisiminde yaygin olarak 900-1800 MHz radyo dalgas1 kullanilmaktadir.
Bu nedenle asir1 cep telefonu kullaniminda yogun bir bi¢imde elektromanyetik alanin

etkisine maruz kalma s6z konusudur (2).

Elektro manyetik alanin hayvan beyin dokusu ve bunlarin fizyolojik faaliyetleri
izerindeki olumsuz etkileri bildirilmistir (3). Dofgum O©ncesi ve dogum sonrasi
donemlerde, hayvan modelleri iizerinde yapilan caligmalarda elektromanyetik alan
arastirmalarina gore iyonize ve ultraviyole radyasyon dahil olmak iizere, radyasyonun
cesitli sekillerinde hiicresel geri doniisiimlii ya da doniisiimsiiz yapisal veya islevsel
degisiklikler oldugu bildirilmistir. Elektromanyetik alanlar sinaptik plastisite
diizenlenmesi, norotransmitter salinimi, noronal hayatta kalma, 6grenme ve bellek de
dahil olmak iizere bircok noronal fonksiyonu etkileyebilecegi bildirilmistir. In vivo
caligmalarda sinir  hiicrelerinin  kan-beyin bariyeri engelleri, ndroendokrin,
noroelektrofizyoloji, ve santral sinir sistemi kanser olusumunda DNA’lar1 incelerken, in
vitro ¢alismalarda; hiicre proliferasyou, DNA hasari, gen ekspresyonu, protein sentezi,

embriyonik gelisim ve kanser promosyonu incelenmistir (4).



Ingiltere, Isve¢c ve ABD; Elektromanyetik alanlarm (EMA) akut myeloid 16semi riskini
artirdigini rapor etmislerdir. 1979°da ABD’de cocukluk kanserleri ve yiiksek gerilim
hatlar1 iliskisi 18 yasindaki 344 cocukta arastirilmis ve hatta yakinlik arttikca
cocuklarda 16seminin onemli dl¢iide artis gosterdigi bildirilmistir. Evleri hat yakiinda
bulunan yetiskinler i¢in de 16seminin 2 kat arttig1 gdzlenmistir (5). 1996 yilinda yiiksek
gerilim hatlar1 yakininda yasayan ¢ocuklarda 16semi goriilme riskinin digerlerine gore
1,5 kat1 fazla oldugu Amerikan Bilimler Akademisi tarafindan kabul edilmistir (6). Son
zamanlardaki caligmalarda ratlarda postnatal veya prenatal donemde 900 MHz Elekro
manyetik alanin maruziyetinin santral sinir sistemi {izerine etkileri degerlendirilmistir.
Elektromanyetik alan maruziyeti ratlarda dental gyrus graniil hiicrelerinin sayisinda
azalmaya neden olmustur (4). Ayrica ratlarin prenatal 900 MHz elektromanyetik alana
maruz kaldiktan sonra cornu ammonisteki toplam piramidal hiicre sayisinda azalma
oldugu bildirilmektedir (7). 16 haftalik disi ratlarin Purkinje hiicre sayilarinda 900 MHz
elektromanyetik alan maruziyetinden sonra azaldig1 bildirilmistir (8). Literatiirde EMA
sonrasi hiicre sayimi ¢aligmalarinda genellikle 900 MHz EMA kullanilmistir. Biz de bu
yiizden ¢alismamizda 900 MHz EMA kullandik.

Karnozin merkezi sinir sistemi de dahil olmak iizere viicudun bir¢cok dokusunda
bulunan endojen bir dipeptidtir (9). In vitro ve in vivo c¢aligmalardan elde edilen
bulgulara gore anti-oksidatif, anti-glutamerjik, eksitotoksisite, serebral iskemik model
ve diger beyin hasarlarinda cesitli noronlar1 koruyucu o6zellikleri oldugu gosterilmistir
(10-12). Deneysel beyin iskemisinde karnozin mortaliteyi azalttigi ve hayvanlarin
norolojik fonksiyonlarina yararli etki gosterdigi kanitlanmistir (13). Stvolinsky ve
arkadaslar1 (14) yaptiklar1 calismada ratlarda karnozinin anti-iskemik etkisini
incelemiglerdir. Bu calismada karnozinin ratlara intraperitonel (i.p) enjeksiyonundan 30-

45 dk sonra plazma seviyesi zirveye ulagmistir.

Rajanikant ve arkadaslar1 (15) yapmis oldugu karnozinin farelerde serebral iskemide
noroprotektor etkisi adli ¢calismada, karnozinin farelerde noroprotektor etkinin yiiksek
olmas1 icin 500-1000 mg/kg karnozine ihtiya¢ duyuldugu bildirilmistir. Kelsey Serfozo
ve arkadaslar1 (16) yapmis oldugu iskemik inmede endojen noroprotektif ajan olan
karnozinin giivenligi ve etkinligi adli ¢caligmada, ratlara karnozin dozu 14 giin boyunca
intravenoz (i.v) olarak 100, 500, 1000 ve 2000 mg /kg olarak verilmistir. Yiiksek dozun

herhangi bir toksisite etkisinin olmadigi ve karnozinin hiicre Oliimiinii azalttigi



sonucuna varimistir. Faddah ve arkadaglar1 (17) yapmuis oldugu karnozin ve siklosporin
A’nin ratlarda travmatik beyin hasar1 sonrasinda beyin hasarmi hafifletmesi adli
caligmada, 40 giinliik 40-60 gr agirhginda ratlar 7 giin boyunca intraperitonel (i.p)
olarak 200 mg/kg karnozin tedavisi almislardir. Stvolinsky ve arkadaslar1 (13) beyin
iskemisi  olusturulan deneklerde karnozinin noroprotektor etkisi oldugunu
gostermislerdir. Kozan ve arkadaslarinm (18) yaptigi calismada penisilin
enjeksiyonundan sonraki anaflaktik sokta karnozin uygulanmis ve olumsuz etkilerin
azaldig1 bildirilmistir. Ayrica karnozinin ileride epilepsi ve sinir sistemini koruyucu,
norotoksik etkilerin koruyucu etkisi olabilecegi ifade edilmistir. Karnozin Parkinson
hastaligi gibi norodejeneratif hastaliklarin onlenmesine yardimci olur ve norolojik

belirtilerin azaltilmasinda anti-enflamatuvar etki saglar (19).

Bu c¢alismalar 1s1ginda literatiir taramasindan sonra bizde karnozin ve elektromanyetik
alana maruz kalan grubumuza 28 giin boyunca, elektromanyetik alana maruz
birakmadan 30 dk oncesinde ip olarak 100 mg/kg ve 10 mg/kg karnozin verilmesinin

uygun oldugu anlagilmistir.

Calismamizda elde edilme kolayligi, insan beyincigi ile anatomik ve fonksiyonel

benzerligi olmasi nedeniyle rat beyincigi se¢ilmistir.

Cerebellumun belirgin davraniglar1 6grenmeyi, 6zellikle motor sorumluluklar1 6grenme
yolu ile yapabildigi bilinmektedir (20). Cerebellar korteks histolojik olarak {ic¢
tabakadan olusur. Purkinje hiicreleri, icte graniiler tabaka ile dista molekiiler tabaka
arasinda belirli araliklar ile yerlesmis biiyiik hiicrelerden olusan tabakadir (21). Purkinje
hiicreleri normal serebellar gelisme ve olgunlasmada 6nemli rolii oldugu ve graniil
hiicrelerini gelismesi iizerine indiiktif etkisi olabildigi diistiniilmiistiir (22). Stereolojide
prensipler gelistirilirken, disektor ve fraksiyonlama (parcalama) gibi bazi alt dallar1 da
beraberinde getirmistir. Toplam obje sayisinin hesaplanmasinda en yeni ve en etkili

olarak tanimlanan optik tanimlama metodu oldugu bilinmektedir (23).

Bu calismada amacimiz, ratlarn EMA maruziyeti sonrasinda EMA’nin beyincik
Purkinje noronlarinda olusturdugu azalmaya karsi karnozinin koruyucu yetenegini

degerlendirmektir.



2.GENEL BILGILER

Sinir sistemi embriyonun ektoderm tabakasindan gelisir. Sinir sistemi anatomik olarak
merkezi ve periferik sinir sistemi olmak {izere iki kisimda incelenir. Merkezi sinir
sistemi yapilar1 noral borudan (tubus neuralis), periferik sinir sistemi yapilar1 noral
krista (crista neuralis)’den geligir. Merkezi sinir sisteminin alt yapilar1 olan medulla
spinalis, truncus cerebri, cerebellum, cerebrum gibi yapilar fertilizasyondan sonra 4.

hafta i¢inde ortaya ¢ikmaya baslarlar (24).

Beyin sapindaki duysal c¢ekirdeklerin kaynagi lamina alaris, motor c¢ekirdeklerin
kaynagi lamina basalis’tir. Lamina basalis orijinli yap1 tasimayan beyin boliimlerinde,
dogrudan motor fonksiyonla gorevli yapilar bulunmaz. Beyincik, beyin sapinin lamina
alaris’lerinin dorsal boliimlerinin kalinlasmasindan geligir. Beyindeki ventrikiiler

sistemin kaynagi canalis neuralis’tir (25-26).

Miyelinlesmede Oncelik, ilk isleve baglama ve filogenetik yasa baghdir. Sinir sisteminin

histogenezinde, dis etkenlerin yaninda noral tiibiin kapanma bozukluklar1 rol oynar (27).
2.1.MERKEZI SINIR SISTEMi EMBRIYOLOJiSI

Sinir sistemi, ektodermal orjinli noral plak (lamina neuralis)’tan geligir. Noral plak
gelisimin 3. haftasinin basinda belirir. Embriyonun sirt (dorsal) tarafinda notochorda

tizerindeki ektoderm kalinlasarak noral plak olusur.



Sekil 2.1: A) 18 giinlik ge¢ presomit bir embriyonun arkadan goriiniisii B) Yaklasik
20.giiniinde dorsal goriiniim. (28).

Sonra noral plagin ortasinda sulcus neuralis denen oluk olusur. Sulcus neuralislerin yan
duvarlarinda plica neuralis denen katlantilar meydana gelir. Sulcus neuralisler
derinleserek plica neuralisler ile birlesir. Sonug olarak sulcus neuralisler noral tiip (tubus

neuralis) seklini alirlar.
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Sekil 2.2 : A) Yaklasik 22 giinliik bir insan embriyosunun arkadan goriiniisii B) Yaklasik.23.

giinde bir insan embriyosunun arkadan goriiniisii (28)



Noral tiipiin olusumu gelisimin 4. haftasinin ortalarinda tamamlanir. Bu néral tiip,
rostral kistmda farklilagarak beyin ve beyincigi olusturur, kaudal kisimlar1 da medulla
spinalisi olusturur. Noral tiiptin i¢inde kalan noral kanalin rostral kismi beynin
ventrikiiler sistemine ve diger bolimleri de medulla spinalisin canalis centralisine
doniisiir. Ayrica sulcus neuralis olustugunda her iki taraftaki plica neuralisleri olusturan
dis yan hiicreler, noral tiipe dahil olmayan fakat noral tiiple ektoderm arasindaki
ektodermal hiicre seridini olustururlar. Bu hiicre seridine crista neuralis denir. Bu
hiicreler farklilasarak spinal ve kranial sinirlerin duyusal gangliyonlarini, otonom sinir

sistemi gangliyonlarini olusturur (25, 27, 29).
Noral tiipte primer beyin vezikiilleri denen 3 genisleme vardir. Bunlar ;
- On beyin vezikiilii (prosensefalon)

- Orta beyin vezikiilii (mezensefalon)

- Arka beyin vezikiilii (rombensefalon)

Onbxyin

Sekil 2.3 : 28. Giinliik bir insan embriyosunda beyinden gecen sagittal kesit (28)
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Sekil 2.4: insan gelisiminin yaklasik 32. Giiniinde beyinden gecen sagittal bir kesit 28)

6. haftada prosensefalon diensefalon ve telensefalon olarak 2 kisma ayrilir. Diensefalon
6. haftadan sonra epitalamus, talamus ve hipotalamus’u olustur. Mezensefalon daha az
gelisime ugrar. Rombensefalon, myelensefalon ve metensefalon olarak iki kisma ayrilir.
Myelensefalon kismindan medulla oblangata gelisirken, metensefalon kismindan pons
ve cerebellum gelisir. Tubus neuralisin diger kisimlarinda da medulla spinalis gelisir.

(25, 27, 28).
2.2. CEREBELLUM EMBRIiYOLOJiSi

Cerebellum, metensefalonun lamina alarislerinin dorsal bolimlerinden gelisir.
Cerebellum geligimin 40-45. giinlerinde olusmaya baslar. Lamina alarislerin dorsalateral
kisimlar1 i¢ yana kivrilarak labium rombensefalikum (rombik dudaklari) olustururlar.
Bunlar daha sonra lamina cerebellarisleri (primordium cerebellare) olustururlar. 12
haftalik bir embriyoda primordium cerebellare vermis denilen solucanimsi orta hat
boliimiinde buna baglanmis sag-sol hemispherium cerebelliler seklindedir.
Hemisferlerin gelisimi vermisin gelisimine gore daha hizli olur. 4.ayin sonuna dogru

beyincikte yariklar( fissurae) ve folialar ortaya c¢ikar (28).
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Sekil 2.5 :Metensefalonun tavamndan gecen sagittal kesitlerde serebellumun gelisimi (28)

Primordium cerebellare (lamina cerebellaris, cerebellar plak) str. ependymole
(germinole), str. palliale ve str. marginale tabakalarindan olusan bir yapidir. Gelisme
ilerledikce germinal tabakadan ¢ikan bazi hiicreler serebellar plagin yilizeyinde lamina
corticalis superficialis (lamina granularis externa) denen tabakayi olustururlar. Es
zamanli cogalan bazi noroepitel hiicreler ikinci boliinme periyodunda marginal tabakaya

gecerek Purkinje hiicre tabakasini meydana getiriler (28).

Sekil 2.6: Cerebellar korteksin gelisim evreleri (28).



Gelisimin 6. ayinda lamina corticalis superficialiste granuler, basket, stellat ve golgi
hiicreleri olusur. Bu hiicreler Purkinje hiicrelerine dogru go¢ ederek cortex cerebelliyi
olustururlar. Bu olusum 1,5 yasina kadar devam eder. Bu yiizden siit ¢ocuklariin viral
enfeksiyonlara kars1 kullandigi antiviral ilaglar serebellar noronlarmn olusumunu
bozarlar. Beyincikteki derin paraventriculer ¢ekirdekler (nuc. fastigi, nuc. dentatus, nuc.
interpositus) str. pallialedeki nonmigrate (go¢ etmeyen) ndoroblastlarca olusturulur

(27,29).
2.3.CEREBELLUM HIiSTOLOJiSi

Beyincik sagittal kesitlerde dallanmis aga¢ goriiniimiindedir ve ii¢ tabakadan olusur.

Bunlar distan ice dogru; graniiler tabaka (niikleer tabaka), Purkinje hiicre tabakasi

(gangliyoner tabaka) ve molekiiler tabaka (pleksiform tabaka)’dir (26).

Sekil 2.7: BV: Kan damarlari, Mol: Molekiiler tabaka, Gr: Graniiler tabaka, WM: Beyaz

cevher, Pia: Pia matter (30)

1-Graniiler tabaka: En kiiciikk noronlardir. Hematoksilen eozin preparatlarinda bu

tabakada ¢ok siki bir araya gelmis koyu boyanmis cekirdeklerin cogu bu noronlara
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aittir. Goriinimleri lenfosite benzer. Kisa 3-6 dentriti cerebelluma giren mossy
fibrillerinin aksonlariyla sinapslasir. Bu sinaptik alanlara sinaptik glomerulu ad1 verilir.
Koyu boyali ¢ekirdekler arasindaki agik renk alanlardir. Aksonu myelinsizdir. Graniiler
noronlar Purkinje hiicrelerinin dentridleri, basket hiicreleri ve golgi hiicreleri ile sinaps
yaparlar. Tek bir Purkinje hiicresi dentriti ile paralel fibriller arasinda 200-300 bin kadar
sinapsin oldugu agiklanmistir. Golgi noronlar1 (i¢ stellat hiicre), granuler hiicreler ile

Purkinje hiicreleri arasindaki yildiz seklindeki noronlardir (30,31).

Sekil 2.8: D: Dentrid, BC: Basket hiicreleri, PKJ: Purkinje hiicreleri, Gr: Graniiler tabaka, Mol:
Molekiiler tabaka, Pia: Pia matter (30).

2-Purkinje hiicre tabakasi: Graniiler tabakanin disinda, tek swra seklinde dizilmis,
armut seklindeki biiyiik Purkinje hiicrelerinin oldugu tabakadur. Purkinje hiicreler
MSS’nin en biiyiik néronlarindan birisidir. 50-80 nm govde capli, boyu 60 mikron, eni
30 mikrondur. Niikleuslar1 ¢cok belirgindir. 15-30 milyon civarindaki sayisiyla beyinde

en ¢ok bulunan néronlar arasindadir (31).
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Sekil 2.9 :G:Golgi tip 2 hiicreleri D:Dentrid PKJ:Purkinje hiicreleri BC:Basket hiicreleri (30).

Noronlarin biiyiik govdeleri graniiler hiicre tabakasinin disa bakan yiiziinde tek tabaka
olusturacak sekilde dizilmislerdir. Isik mikroskobunda dikkat ¢ekici sekilde Nissl
tanecikleriyle ¢cevrelenmis tek bir vezikiiler ¢ekirdek goriiliir. Elektron mikroskobunda
incelendiginde primer ve sekonder dentritler diiz yiizeylidir. Her bir Purkinje hiicresi
10000’den fazla sinaptik kontak i¢in 6nemli derecede yiizey artiran dendritik dikenlere
sahiptir. Aksonu beyaz cevhere gecerek bir kismi intracerebellar ¢ekirdeklerde bir kismi
korteksin bazi yerlerinde sonlanir. Beyaz cevhere gecerken myelin kilif kazanir.
Sinapslar1 graniiler noronlarin paralel fibrillleri, tirmanici fibriller, dig stellat hiicre,
basket hiicrelerinin kollaterallleri, basket hiicre aksonu ile Purkinje hiicreleri
arasindadir. Purkinje hiicreleri cerebellum disina bilgi gonderen tek hiicredir ve

GABA’y1 norotransmitter olarak kullanarak daima inhibitor uyar1 yollar (32).

3-Molekiiler tabaka : Az sayidaki noronlar yildiz bicimindedir. Bulundugu yere gore
ikiye ayrilirlar. Yiizeyel stellat hiicre; yiizeyde yer alir. Diizensiz dallanmalar gosteren
dendrit ve kisa aksonu vardir. Derin stellat hiicre (basket ndronlari); ylizeyel stellat
hiicrelerinden daha biiyiiktiir. Bir basket hiicresi aksonu 6-7 tane purkinje hiicresiyle

sinaps yapar (33).
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Sekil 2.10: BV: kan damarlart Gr: Graniiler tabaka Mol: Molekiiler tabaka WM: Beyaz cevher
Pia: Pia mater (30)

2.3.1.LKORTEKSTE YERALAN AFFERENT FiBRILLER

Mossy Fibrilleri: Graniiler tabakaya girince bol dallanmalarla iiziim seklinde sinaptik
sonlanma yaparlar veya bunlarin merkezini olusturdugu cerebellar glomeruli seklinde
sonlanir. Cevrelerinde graniil noron dendritleri, golgi akson terminalleri, hatta
bazilarinda Golgi noron dendritleri yer alir. Glomerulus oval veya kiire bigimlidir.
Icindeki biitiin sinapslar aksodendritik tiptedir. Mossy fibrilleri eksitatordiir. Boylece
graniil hiicre dendritlerini eksite eder. Varsa golgi dendritinide eksite etmektedir.
Tersine golgi hiicresi inhibitor interndrondur. Aksodendritik sinapsla graniil hiicresini

inhibe eder (33).
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Sekil 2.11: Beyincikteki hiicre ve fibriller (34)

Tirmanici Fibriller: Dallanmadan graniiler tabakayr gecer, tek bir Purkinje hiicresine

ulasinca dallanmaya baglar. Bu dallar Purkinje hiicresinin dendritleri ile sinapslasir (33).

2.3.2.CEREBELLAR KORTEKSIN ISLEYiS DUZENi

Kortekse gelen fibriller (Mossy ve Tirmanici) kortekse eksteroseptor, proprioseptor ve
retikiiler formasyondan (beyin sapi) bilgi tasilar. ikiside eksitatordiir. Tirmanici
fibriller tek bir Purkinje hiicresi ile sinaps yaptigindan etkisi tek bir purkinje
hiicresinedir. Mossy fibrilleri eksitator etkileriyle yiizlerce graniiler noronu eksite
ederek bunlarin binlerce Purkinje hiicresini eksite etmesini saglar. Purkinje hiicreleri
inhibitor etkilidir. Aksonu intracerebellar ve vestibiiler cekirdeklere inhibitor etkiyi
ulastirir. Boylece cerebellum ve beyin sapindaki motor kontrol merkezleri inhibe edilir.
Graniiler noronlarin disindaki noronlarin hepsi (Basket, Stellat ve Golgi) inhibitdr

interndronlardir. Eksitator uyar1 serebellumdan inhibitor uyar: seklinde ¢ikar (31).
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2.4.CEREBELLUM (BEYINCIiK) ANATOMISi

Herophilus (325-380 BC) beyincigi beynin farkli bir boliimii olarak tanimlamistir.
Aristotle (384-322 BC) porencephalis olarak tanimlamis ve beyincigin beynin ana
kiitlesine ait olmadigini belirtmistir. Galen (131-200 AD) vermis cerebelliyi solucan
benzeri tamimlamistir. Vermise ait ilk giizel cizim Heister’e (1717) aittir. Haller
beyincik hemisferlerini lobi adi altinda tarif etmistir. Malacarne suan kullanilan
terimlerin cogunu ifade etmis ve folia veya laminatte sayilarin1 500-700 olarak
tanimlamistir. Ayrica zeka geriligi olan bir beyincikte 340 folia oldugunu bulmustur.
Rolande 1809’da baliklar, siiriingenler ve memelilerde istemli hareketlerin
aksamalarinin sonuglarini incelemistir. Armut bi¢cimli hiicre olarak Purkinje tanimi
1937°de Prag’da yapilmistir. 1876’da Ferrier kopeklerde bas, boyun elektriksel uyarimu,
g0z yanitlarini beyincikle ilgili gozlemlerini rapor etmistir. 1891°de Luciani kopeklerde
beyincigin tamamen ortadan kaldirilmasinin sonuglarini agiklamistir. Sherrington
1900°de ‘proprioceptif system’ olarak bireysel kaslar ile viicudun kaslarinin bir biitiin
olarak calistigin1 tanimlamistir. Bu kavram 40 yildan beri beyincik fizyolojisinde

etkilidir (35).

Beyincik oksipital lobdan tentorium cerebelli ile ayrilir. Fossa cranii posterior’da yer
alir. Arka beynin en biiyiik parcasidir. Yetiskinlerde beyin beyincik orani yaklasik 1/10,
bebeklerde ise bu oran 1/20°dir. Beyincik pons ve medulla oblangatanin dorsalinde
uzanir ve 4. ventrikiil ile buradan ayrilir. (Ug tarafli eslestirilmis pedunculus
cerebellarisler ile beyin sapina katilan ve beyincikle ilgili tiim afferent ve efferent lifleri
icerir.) Beyincigin temel i¢ organizasyonu beyaz maddenin yogun oldugu yiizeyel
korteksdir. Korteks cok kivrik, dar c¢ikintili, folialidir ve sulcus ile gyruslarin arasina
girer. Beyaz madde icinde goOmiilii noronal hiicre govdeleri fastigal, globose,
emboliform ve dentate ¢ekirdeklerini icerir. Bunlar derin cerebellar ¢ekirdekler olarak
bilinirler. Genel olarak beyincige afferent girislerin ¢ogu serebral kortekste son bulur.
Korteksten ¢ikist kortikal Purkinje hiicrelerinin aksonlar tarafindan tasinir. Bu aksonlar
serebellar efferent liflerin ¢ikintilarini cerebellar ¢ekirdeklerin icine baglar. Beyincik
beynin motor alanlarmna duyusal baglanti saglanmasinda 6nemli rol oynar. Ayrica

hareketleri koordine etmeye calisir, motor 6grenme ve refleksde de gorevlidir (36).

Beyincik, motor sistemin adaptif bilesenlerinden biridir. Ger¢ek hareketleri istenilen

hareketlerle eslestirerek komutlar1 ayarlar (37).
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2.4.1.Cerebellumun Di1s Yapisi

Cerebellum, sagda ve solda olmak iizere hemispherium cerebelli denilen iki hemisfer ile
ortada bunlar1 birlestiren vermis cerebelli’den olusur. Her iki hemisfer arasinda onde
incissura cerebelli anterior, arkada incissura cererbelli posterior denen ¢entikler bulunur.
Alt yonde iki hemisfer arasinda vallecula cerebelli denilen aralik vardir. Incissura
cerebelli posterior’a falx cerebelli denen duramater uzantist yerlesir. Hemisferlerin dis
yiiziinde folia cerebelli denen kivrimlar vardir. Bu kivrimlarin arasinda fissura cerebelli
denilen yariklar bulunur (38). Cerebellum, lobus cerebelli anterior, lobus cerebelli
posterior ve lobus flocculonodularis olarak {i¢ lobdan olusur. Bu lober yapilar topluca
corpus cerebelli olarak adlandirilir. Lobus cerebelli anterior ve lobus cerebelli posterior
fissura prima ile, lobus cerebelli posterior ve lobus flocculonodularis ile fissura

posterolateralis ile birbirlerinden ayrilir (27).

Vermis cerebelli onden arkaya dogru, lingula, lobulus centralis, culmen, declive,
folium, tuber, pyramis, uvula ve nodulus denilen parcalarindan olusur. Larsell isimli
arastirmaci (39), vermis cerebelli’nin kisimlarini numaralandirmig bunlara karsilik
gelen hemispherium cerebelli lobuluslarina da, baslarina H harfi koyarak, ayni
rakamlar1 vermistir. Vermis cerebelli'nin I numarali kismina karsilik gelen

hemispherium cerebelli lobulusu yoktur.

Larsell’in smiflandirmasima gore vermis cerebelli ve hemispherium cerebelli kisimlar1

asagidaki gibi numaralandirilmistir (39).
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Tablo 2.1: Vermis cerebelli ve buna karsilik gelen hemispherium cerebelli kisimlar

FQNISSiYONEL VERMIS CEREBELLI | HEMISPHERIUM

BOLUM KISMI CEREBELLI KISMI

Lobus Anterior Lingula (I) Ala lobuli centralis (HII, HIII)
Lobus centralis (II, III) | Lobulus quadrangularis superior
Culmen (IV, V) (HIV, HV)

Lobus Posterior Declive (VI) Lobulus quadrangularis inferior

Folium vermis (VII-A)
Tuber vermis  (VII-B)
Pyramis  vermis  (VIII)
Uvula vermis (IX)

(HVI)

Lobulus semilunaris superior
(HVII-A) Lobulus semilunaris
inferior  (HVII-A)  Lobulus
paramedianus (HVII-B) Lobulus
biventer (HVIII)

Tonsilla cerebelli (HIX)

Lobus Nodulus vermis (X) Flocculus (HX)
Flocculonodularis
‘ Lobulus centralis | cerebelli quadrangularis
T ‘:': -'r,
T M ), | Bssuenma
- B o —— - __.J
Lobulus simplex
Lobulus
decliva g oy
i semilunaris sup

Folium vermis

Tuberyermis

Lobulus
semilunaris inf

Sekil 2.12: Vermis cerebelli ve hemispherium cerebellinin iistten goriiniisii (40)
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1-Lobus cerebelli anterior: Fissura primanin Oniinde kalan kisimdir. Filogenetik
boliinmeye gore paleocerebellum buraya uyar. Fonksiyonel yonden spinocerebellum
olarak adlandirilir. Lobus anterior muskiiler tonusun ayarlamasmda gorevlidir. Lobus
anterior’a uyan vermis kisimlari derin yariklarla lingula, lobulus centralis ve culmen

olarak ii¢ alt boliime ayrilir (29).

2- Lobus cerebelli posterior: Lobus medius cerebelli olarak da adlandirilir. Fissura
prima ile fissura posterolateralis arasindaki corpus cerebelli parcasidir. Motor
aktivitenin koordinasyonunda gorevlidir. Filogenetik olarak neocerebellum olarak
adlandirilir. Vermis cerebelli’nin fissura prima’nin postero-inferiorunda kalan kismina
declive denir. Declive hizasinda serebellar hemisferlerin lobulus simplex kisimlari
bulunur. Horizontal yarik ile declive arasindaki vermis kismi kesitlerde yapraga
benzediginden folium vermis olarak adlandirilir. Asagisinda kalan kisma tuber vermis
denir. Tuber vermisin antero-inferiorundaki kisma pyramis vermis denir. Pyramis
vermis lizerinde fissura secunda denen yarik bulunur. Fissura secunda’nin Oniindeki
vermis kismi uvula vermis olarak adlandirilir. Uvula hizasindaki hemisfer kismi tonsilla

cerebelli’dir (29).

3-Lobus flocculonodularis: Lobus cerebelli posterior ile fissura posterolateralis denen
yarikla ayrilir. Filogenetik olarak archiocerebellum olarak adlandirilir. Vestibular
sistemden impulslar alir (vestibulo cerebellum). Hasarlarinda denge bozukluklar1 olusur

(29).
2.4.2.Cerebellumun i¢ Yapis

Beyin de oldugu gibi beyincik de dista gri, i¢te beyaz cevherden olusur. Beyincigin dis
yiiziinii saran kisma cortex cerebelli denir. Beyincigin beyaz cevherine corpus

medullare, yapraklarina laminae alba denir. Cortex cerebelli ii¢ katmanlhidir.

1.D1s tabaka: Stratum moleculare tabakasidir. Bu tabakada yildiz ve sepet hiicreleri

bulunur. Bu hiicreler interndron olarak fonksiyon yaparlar (27).

2.0rta tabaka: Stratum gangliosum (Purkinje hiicre tabakasi) olarak bilinir. Purkinje
hiicrelerinin yan yana dizilmis hiicre govdelerinden olusur. Purkinje hiicreleri cerebellar

korteksin tek ¢ikis ndronlaridir ve inhibitor noronlardir (27).

3.i¢c tabaka: Stratum granulosum tabakasidir. Kiigiik hiicrelerden olusur. Mossy lifleri
bu tabakada yer alir (27).
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Beyaz cevhere gomiilmiis halde bulunan gri cevher kitlelerine nuclei cerebelli denir.
Beyincikte 4 cift ¢ekirdek bulunur. Distan ice dogru bunlar; nuc. dentatus, nuc.

emboliformis, nuc. globosus, nuc. fastigii’dir.

ULI c. fastigii

Muc. globosus

Lobus anterior

MNuc. emboliformis

Muc. dentatus

Lobus posterior

Sekil 2.13: Cerebellumun Cekirdekleri (41)

1-Nuc. dentatus (nuc. lateralis cerebelli) : En biiyiikk beyincik cekirdegidir. Burada
Purkinje hiicrelerinin aksonlar1 sonlanir. Burada baslayan lifler, nuc. dentatusun hilum
nuclei dentati kismindan ¢ikar. Pedunculus cerebellaris superior’dan gecerek beyincigi,

talamus araciligiyla beyin korteksine baglar.

2-Nuc. emboliformis (nuc. interpositus anterior) : Nuc dentatusun medialinde yer

alir.

3-Nuc. globosus (nuc. interpositus poserior) : Nuc emboliformisin medialindeki

kiiciik hiicre gruplaridir.

4-Nuc. fastigii (nuc. medialis cerebelli) : Vermisin iist 6n kisminda, orta hatta

yakindir. 4. ventrikiiliin tavanina yakin olarak bulunur.

Cerebellum ile santral sinir sisteminin c¢esitli kisimlar1 arasinda uzanan yollara

pedunculi  cerebellares denir. Bunlardan pedunculus cerebellaris  superior
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mezensefalon’la, pedunculus cerebellaris medius pons’la, pedunculus cerebellaris
inferior medulla oblangata ile beyincik arasindaki baglantiy1r saglayan lifler bulunur

(42).

1-Pedunculus cerebellaris superior (brachium conjuctivum): Afferent lif tasimakla
beraber, esas olarak efferent liflerden olusur. Pedunculus cerebellaris superior i¢inde
nuc. emboliformis, nuc. globosus, nuc. dentatus’dan baslayan efferent lifler nuc. ruber
ve colliculus inferior’dan gelen afferent lifler ile tractus spinocerebellaris yer alir.
Efferent liflerin biiyiikk boliimii mezensefalon’un alt boliimiinde ¢aprazlasir. Yalniz nuc.
fastigii’den kaynak olan lifler ¢caprazlasmaz. Pedunculus cerebellaris superior icindeki

lifler colliculus inferior seviyesinde capraz yapar (42).

2-Pedunculus cerebellaris medius (brachium pontis): En kalin olan kisimdir ve
afferent liflerden olusur. Pons’un posterolateral boliimiinden cikarak beyincigin beyaz
cevheri ile devam eder. Bu lifler pons ¢ekirdeklerindeki (nuc. pontis) sinir hiicrelerinin
aksonlar1 olup, hemen hemen hepsi ¢apraz yaparak karsi tarafin beyincik korteksinde
sonlanir. Beyin korteksini beyincik korteksine baglayan ve tr.corticopontocerebellaris

denen bu yol, 6zellikle kaslarin, sinerjik hareketleri bakimindan 6nemlidir (42).

3-Pedunculus cerebellaris inferior: Medulla oblangata ile cerebellumu birbirine
baglar. icinde tr. spinocerebellaris posterior, tr. sipinocerebellaris anterior’a ait liflerin
bir kismi, tr. cuneocerebellaris ve tr. olivocerebellaris corpus restiforme denen yapiy1
olusturur. Corpus restiforme sadece afferent lifler icerir. Bu ayakcigin i¢ yanini
olusturan kii¢iik boliime cor juxtarestiforme, dig yanini olusturan biiyiik boliime cor

restiforme denir (27).
2.4.3.Cerebellumun Fonksiyonel Anatomisi

Beyincik, omurilik ve beynin diger kisimlariyla baglantilara sahip 3 fonksiyonal alt
bolime sahiptir. Bunlar vestibulocerebellum (archiocerebellum), spinocerebellum

(paleocerebellum) ve cerebrocerebellum (neocerebellum)’dur.
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Hemispherium Vermis

Lobus posterior

Fissura prima

Fissura horizontale

Lobus posterior

Fissura posterior

Lobus {_ ;

flocculonodularis

Nodulys

Sekil 2.14. Cerebellumun fonksiyonel gelisimi (43).

1-Vestibulocerebellum: Lobus flocculonodularise uyar ve n.vestibularis’le baglantilara
sahiptir. Filogenetik olarak en eski boliimdiir. Denge ve goz hareketlerini kontrol eden

beyincik boliimiidiir. Lezyonunda hasta sarhos gibi sallanarak yiiriir (27).

2-Spinocerebellum: Cerebellumun bu boliimii, tendonlarin gerilmesi ve kaslardaki
durum degisikligi sonucu olsan proprioseptif impulslarla biraz da basing ve temas duyu
impulslar1 alir. Istemli hareketlerin akici ve diizenli yapilmasi, pozisyonumuzun
korunmasinda onemli rol oynar. Lezyonunda hipotoni ve ekstensor kaslarin tonusunda

artma goriiliir (42).

3-Cerebrocerebellum: Hemispherium cerebellinin  lateral kisimlarmi  kapsar.
Cerebellumun bu bolgesine kollateral cerebral cortex’ten nuclei pontis araciligiyla
afferent lifler gelir. Hareket planlanmasi, baslatilmasi ve zamanlanmasiyla ilgilidir.

Lezyonunda dismetri, ataksi, nistagmus ve konugsmada bozukluk olur (42).
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2.5.CEREBRUM (BEYIiN) ANATOMISIi

Beyin merkezi sinir sisteminin cavitas cranii icinde yer alan parcasidir. insan beyni
yaklasik 1400 gr agirliginda olup viicut agirligimin % 2’sini olusturur. Dikkat, suurluluk,
duygusal davraniglarimiz, uyuma gibi olaylar beyin tarafindan olusturulur. Hafiza, hayal
kurma, diistinme gibi kompleks fonksiyonlarda beyin tarafindan yapilir. Beynin 6nemli
fonksiyonlarindan biri de motor aktiviteyi, endokrin ve somatik fonksiyonlar1 ve
organlarin diizenli ¢alismasini kontrol etmektir (42). Beyin makroskopik olarak beyin
yarim kiireleri, beyin sap1 ve beyincik olmak {iizere iic ana boliime ayrilir. Ancak
gelisimsel olarak rombensefalon (myelensefalon ve metensefalon), mezensefalon ve
prosensefalon (diensefalon ve telensefalon) olarak iic kisimda incelenir. Medulla
oblangata (bulbus), pons ve mezensefalon iicliisiine beyin sap1 (truncus cerebri) denir

(29).

Cerebrumun her iki beyin yarim kiiresi (hemispherium cerebelli), fissura longitudinalis
cerebri denen yarikla birbirinden ayirilir. Sag ve sol hemisfer, bu yarigin derinliklerinde
yer alan corpus callosum v.b komissural demetlerle birbirine baglanir. Her bir hemisfer
icinde kadavrada ve canlida igleri beyin omurilik sicis1 (BOS) ile dolu (ventriculus
lateralis) bulunur. Bu boslugu ¢evreleyen beyin dokusu, néronlarin gévdeleri, uzantilari,
noroglia ve kan damarlarindan olugsmus duvar seklindedir. Duvarm dis bolimii
noronlarin hiicre govdeleri tarafindan yapilmis olup cortex cerebri admni alir (27).
Noronlarm hiicre govdelerinin olusturdugu doku gri renkte goriildiigiinden substantia
gricea (gri cevher), sinir lifleri tarafindan yapilan doku beyaz goriildiigiinden substantia
alba (beyaz cevher) terimi kullanilir. Bir hemispherium cerebride en dista cortex
cerebri, igcte substantia alba tabakasi vardir. Substantia albada miyelinli noronlar
bulunmaktadir. Bu lifler hemispherium cerebriden bazi merkezleri birbirine baglar.
Beyin hemisferlerinin yiizeyinde gyrus denilen cikintili kivrimlar ve c¢ikintilarin
arasinda sulcus denilen oluklar bulunur. Bu sulcuslara gore hemisferler loblara ayrilir.
Bu loblar kafa kemiklerinin isimlerine gore lobus frontalis, lobus parietalis, lobus
temporalis, lobus occipitalis ve derinde yer alan lobus insularis olarak boliimlere ayrilir

(27).



Lobus frontalis

Lobus parietalis

Lobus occipitalis

Lobus temporalis

Cerebellum

Sekil 2.15: Beynin loblar1 (44)

Hemispherium cerebri 4 ana yapidan olusur. Bunlar;

1.D1s yiiziinii olusturan substantia gricea encephali, cortex cerebri veya pallidum
2.Bunun altinda substantia alba encephali

3.Substantia alba i¢erindeki nucleus basalis denilen substantia gricea kitleleri

4 I¢ ve orta kistmdaki rinensefalon denen yapilar yer alir.

2.6.KARNOZIN
2.6.1.Karnozinin Kimyasal Yapisi

Karnozin B-alanil-L-histidin yapisinda, suda ¢6ziinebilen bir dipeptitdir (45).

[
H,N—CH,—CH,—CO—NH—-CH—-CO,H

Sekil 2.16: Karnozinin kimyasal yapisi

22



23

Karnozin, karnozin sentetaz ile B alanin ve L histidin amino asitlerinden sentezlenir.
Karnozin + H202 =L histidin + Beta alanin den olusur (46).

Karnozini sadece B alanini hiicre i¢ine tasiyan transport sisteme sahip hiicreler
sentezleyebilir. Iskelet kas1 hiicreleri ve oligodentrositlerde bulundugu, hiicre
farklilasmasi arttik¢a da hiicrenin B alanin alimimin arttigir gézlenmistir (47). Karnozin,
iskelet kas1 ve beyin gibi uyarilabilir, boliinmeyen ve uzun Omiirlii dokularda fazla
miktarda bulunur (48). Kas dokusundaki karnozin diizeylerinin aglik, travma ve soktan

sonra diistiigii bildirilmistir (49).

B-alanin_ Ohidin

N

Karsinin <— ? Anserin—Hl—> Asetil anserin

H|stam|n<— Histidin Asetil karnozi
11

/ Ho = Homoanserin

gama-aminobuatirik asit

Sekil 2.17: Karnozinin metabolizmasi (I: dekarboksillenme II: metillenme III: asetillenme)

Doku karnozin diizeyleri, asetilasyon, metilasyon ve hidroliz reaksiyonlar1 ile kontrol
edilir. Karnozinin asetilasyonu sonucu N-asetil karnozin, metilasyonu sonucu da anserin
olusur (50). Karnozinin diger ilgili bilesigi olan homokarnozin de, gama-amino biitirik

asit (GABA) ve histidinin birlesmesiyle olusur (51).
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Anzernn,
B-alanin | /2 ophidin S\ | Metilhistidin
R “
// -
// T Metilasyon
u,f Karnozin |, }Jerbegtradikm
2 iiriinlerinin etkilesimi
Karsinin - Enzimatik hidroliz
_ CoA'nin sentezi
.J’\.'_'-I‘\ - - - .
A\ Histidin B-alanin _<’> MNukleik asit sentezi
Y n . .
\ |H—Dekarboksilasyon Kollajen sentezinin
L |
x 0
& Allerjikve
i ] L | AR
Reta | T | inflamatuar

reaksiyonlarda

Sekil 2.18: Dokularda karnozin sentezi (52 )

Karnozinin yikimi karnozinaz enziminin 2 izoformuyla saglanir. Bu izoformlar, doku

(histidin dipeptidaz- aminoagil) ve serum karnozinaz (Beta-ala-dipeptidaz)’dir.

2.6.2.Karnozinin Sistematik Etkileri

Karnozin, 1900 yilinda ilk olarak Gulewitsch ve Amiradzi adli Rus bilim adamlar1
tarafindan bulunmustur (49). Karnozin merkezi sinir sistemi de dahil olmak iizere
viicudun bircok dokusunda bulunan endojen bir dipeptidtir (9). In vitro ve in vivo
caligmalardan elde edilen bulgulara gore anti-oksidatif, anti-glutamerjik, eksitoksisite,
anti-apoptiz, serebral iskemik model ve diger beyin hasarlarinda cesitli koruyucu
ozellikleri oldugu gosterilmistir (10-12). Yapilan arastirmalar karnozinin sinir
hiicrelerini oksidatif stres hasarina kars1 koruyucu etkisini gostermistir. Ayrica kiiltiire
edilmis hiicrelerin yasam siirelerini uzattigi, yasl hiicreleri genglestirdigi ve hiicresel
homeostazin korunmasina yardimci oldugunu gostermistir. Yaslanmaya bagli olarak
ortaya c¢cikan gorme bozukluklarin1 geciktirmekte ve katarakti da etkili sekilde onledigi

bildirilmistir (45). Karnozin, B ve T lenfositleri aktive eder. Kan hiicrelerinin
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membranlar: lizerinde koruyucu etkiye sahiptir ve inflamasyonu azaltir. Ayrica yara
tedavi edici Ozelligi de bulunmaktadir (53). Deneysel beyin iskemisinde karnozin
mortaliteyi azalttigi ve hayvanlarin norolojik fonksiyonlarina yararl etki gosterdigi
kanitlanmistir (13). Faddah ve arkadaslarinin (17 ) yapmus oldugu ¢aligmada, karnozin
in vitro inme modelinde oksijen-glikoz yoklugu durumunda mortalitenin azaltilmasinda
islevsel yetenegi gelistirmek ve hassas biyokimyasal belirteclerin seviyesini azaltmak
icin sican ve gerbillerde global iskemi sonrasinda noronal kiiltiirleri korudugu

gosterilmistir.

Karnozinin kardiyak iskemide iskeminin zararli etkilerinden korur ve kalbin kas
tabakasimin kasilmasinda etki gosterir (14). Karnozin kaslarda asit-baz dengesinin
korunmasina katkida bulunmak icin tamponlama 6zelliginden dolayi, daha iyi sonuclar
elde etmek icin sporcular tarafindan kullanilir (54). Kozan ve arkadaslarinin (18)
yaptig1 caligmada penisilin enjeksiyonundan sonraki anaflaktik sokta karnozin
uygulanmig ve olumsuz etkilerin azaldigi bildirilmistir. Ayrica karnozinin ileride
epilepsi ve sinir sistemini koruyucu, norotoksik etkilerin koruyucu etkisi olabilecegi
ifade edilmistir. Karnozin Parkinson hastaligi gibi norodejeneratif hastaliklarin
Onlenmesine yardimci olur ve norolojik belirtilerin azaltilmasinda anti-enflamatuvar etki
saglar (19). Farelerde yapilan calismalarda karnozinin 6zellikle D karnozinin spinal

kord yaralanmalarinda hasar1 azalttig1 bildirilmistir (55).
2.7.ELEKTROMANYETIK ALAN

James Clark Maxwell, 1864 yilinda 15181in elektromanyetik dalgalardan olustugunu
kesfetmesiyle 15181n degisen bir elektrik alani (E) ve yine degisik elektrik alana dik olan
bir manyetik alan (H)'den olustugu teorisini ortaya koymustur. Maxwell, bu
elektromanyetik dalgalarin uzay boslugunda yaklasik olarak 3,108m/s'lik bir hizla
ilerlediklerini gostermistir. ( Elektromanyetik teorinin temeli olan Maxwell'in elde ettigi
denklemler, zamanla degisen bir elektrik alan bir manyetik alan olusturmas: gibi,
zamanla degisen bir manyetik alaninda bir elektrik alan olusturacagini sdyler.) Buradan
Maxwell teorisi ile elektrik ve manyetik alanlar arasinda cok ©Onemli baglantilari

gerceklestirmistir (56-58.)
2.7.1.Yiik ve Alan Kavram

Yiik, bir cismin iizerinde biriken elektrik yiikleri olarak tanimlanir. Yiikii tasiyan

parcaciklar elektron ve protondur. Bilindigi gibi proton arti, elektron eksi yiiklii olarak
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kabul edilir. Cisim art1 yiikliiyse tagidig1 protonlar elektronlardan fazladir, eksi yiikliiyse
birbirini cekerler. Yiikler arasi etkilesimler, yiikler arasinda olusan kuvvetlerin

sonucudur (58).

Alan kavrami, yiikler tarafindan yiiklerin etrafinda olusturulan, yiiklerin karakterine
gore degisen, yiiklerin birbirlerine olan etkilerini ve bu etkilerin yoniinii aciklamak icin
kullanilan bir kavramdir. Alan, enerji ve momentum tasiyabilir. Bu 6zeligiyle madde ve
enerji kadar gercektir. Alan kavramlarindan en 6nemlileri elektrik alan, manyetik alan

ve bu ikisinin birlestirilmsiyle olusturulan elektromanyetik alandir (57).
2.7.1.1.Elektrik Alan

Elektrik yiikii maddenin ana o6zelliklerinden biridir ve temel parcaciklardan olusur.
Yiiklii parcalarin olusturdugu fiziksel olguya elektrik denir. Elektrik akimi, elektrik

yiiklerinin bir noktadan baska bir noktaya hareket etmesine denir (58).

Elektromanyetik alanin insanlarin iizerinde iki tiirlii etkisi vardir. Kisa donemde olusan,
bas agrisi, halsizlik, yorgunluk ile uzun dénemde olusan, molekiiler ve kimyasal baglara

hiicre yapisina olan etkileridir (59).

Elektrik alan ve E vektorii ile gosterilir E bir vektordiir ve yonii vardir. Alan siddeti
uzakligin karesi ile ters orantidir. Elektrik aki yogunlugu D ile gosterilir. Elektrik alan

vektorii, elektrik alan ¢izgileri olusturur ve cizgilerin nerden nereye gittigini gosterirler

(58).
2.7.1.2.Manyetik Alan

Gozlemciye gore diizgiin ivmesiz hareket eden yiiklerin olusturdugu alandir. Manyetik
alanda elektrik alan gibi vektorel yani biiyiikliigli ve yonii olan bir kavramdir. Manyetik
alan H ile gosterilir. Manyetik aki yogunlugu B ile gosterilir ve yiiklerin hareket yoniine
diktir. Akim geciren hersey manyetik alan olusturur. Miknatislar manyetik olustururlar,

diinyanin i¢ kesimlerinde de manyetik alan vardir (56).
2.7.1.3. Elektromanyetik Alan

Yiiklii parcaciklar hareket etmiyorsa orada sadece elektrik alandan bahsedilir. Ancak

hareket ediyorsa elektrik alanla birlikte manyetik alanda olusur. Elektrik alanla
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manyetik alanin birlesmesiyle elektromanyetik alan olusur. Elektromanyetik alan belli

bir frekansta salinan ve birbirleri arasinda belli mesafede salinan bir dizi dalgadir (56).

Tiim canli ve cansiz varliklarda zayif ya da gii¢li manyetik alanlar1 mevcuttur. Bizler
gOoriiniir 15181n titresimi olan 10'*Hz'den biraz daha az titresimli IR (Infrared, kizil 6tesi)
elektromanyetik dalga yaymaktayiz. Viicudumuz besinleri yakmakla olusan 1s1y1, viicut
sicakhgmi 37° C'de sabit tutmak igin etrafa vermek zorundadir ve bunuda IR ile

yapiyoruz (60).

Elektromanyetik alan (EMA), elektromanyetik enerji tasiyan dalga hareketi olarak da
tanimlanir. Uzay boslugunda 151k hizinda bir dogru boyunca yayilir. Elektromanyetik
dalgalarin saniyede yaptigi salinim sayist yani kendilerini tekrarlama sikligi frekans
(f)'dir. Frekans birimi Hertz (Hz)'dir. Birim ylizeyden gecen ortalama gii¢ ise Elektro
Manyetik dalga siddeti olarak adlandirilir ve siddet (I) ile gosterilir. Birimi m'dir.
Dalganin ortalama hizi ise (V) ile gosterilir (56).

2.7.2.Elektromanyetik Alanin Biyolojik Etkileri

Cep telefonlar1 yaydigi elektromanyetik alanin viicut dokusu, sistemler ve bunlarin
fizyolojik faaliyetlerine etkisinin olabilecegi cesitli caligmalarda ortaya ¢cikmistir (2, 3,
61, 62). Ancak cep telefonlarindaki elektromanyetik alanin yaydigi potansiyel olumsuz
etkilerin insan merkezi sinir sistemi iizerindeki etkileri hala tartisilmaktadir (63).
EMA’nin hayvan beyin dokusu ve bunlarin fizyolojik faaliyetlerini {izerindeki olumsuz
etkileri bildirilmistir (3, 4, 64). Dogum 6ncesi ve dogum sonras1 donemlerde, hayvan
modelleri iizerinde yapilan calismalarda elektromanyetik alan arastirmalarina gore
iyonize ve ultraviyole radyasyon dahil olmak iizere, radyosyonun cesitli sekillerinde
hiicresel geri doniisiimlii yada doniisiimsiiz yapisal veya islevsel degisiklikler oldugu
bildirilmistir (4).

EMA lar sinaptik plastisite diizenlemesi, norotransmitter madde salinimi noéronal
hayatta kalma, 6grenme ve bellek de dahil olmak iizere bircok noronal fonksiyonu
etkileyebilecegi bildirilmistir. In vivo ¢caligmalarda; sinir hiicrelerinin kan-beyin bariyeri
engelleri, noroelektrofizyoloji ve santral sinir sistemi kanser olusumunda DNA'lar1
incelerken, in vitro calismalarda; hiicre proliferasyonu, DNA hasari, gen expresyonu,
protein sentezi, embriyonik gelisim ve kanser promosyonu incelenmistir (4). Son
zamanlardaki c¢alismalarda ratlarda postnatal veya prenatal donemde 900 MHz

elektromanyetik alan maruziyetinin santral sinir sistemi iizerine etkileri
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degerlendirilmistir (61, 65). Elektromanyetik alan maruziyeti ratlarda gyrus dentatus

graniil hiicrelerinin sayisinda azalmaya neden olmustur ( 4).

Ayrica siganlarda prenatal 900 MHz elektromanyetik alana maruz kaldiktan sonra cornu
ammanis toplam piramidal hiicre sayisinda azalma oldugu bildirilmistir (7). 16 haftalik
disi sicanlarm Purkinje hiicre sayillarinda 900 MHZ elektromanyetik alan
maruziyetinden sonra azaldigir bildirilmistir (8). Bir¢cok calismada elektromanyetik
alanlarin bas donmesi ve bulant1 gibi viicutta olumsuz etkilere neden oldugu
belirtilirken, bazi calismalarda Parkinson hastaligi, depresyon ve kanser gibi vakalarda

faydali, tonopatik etkilerinin oldugu ifade edilmistir (66).

Yiiksek frekansli elektromanyetik dalgalarin endokrin ve sinir sistemi iizerinde olumsuz
etkilerinin olabilecegine gosteren pek cok calisma yapilmistir. Cep telefonu frekasindaki
radyasyona bir aylik maruziyetin bagisiklik sistemine pozitif yada negatif yonde etkili

olmadigi bildirilmistir (67).

Bir ay boyunca 900 MHz EMA kalan ratlarin kortizol seviyelerinde artis goriiliirken,

testesteron seviyelerinde azalma olmustur (68).

Yapilan bir caligmada 1,5 T'lik manyetik alana maruz kalan goniillii insanlarda

kalsiyum ve demir diizeylerinde belirgin azalma oldugu bildirilmistir (69).

Diger bir calismada Radyo-Tv istasyonlarinda calisan teknisyenlerin Ostrojen,

progesteron ve testesteron seviyelerinde yiikselme oldugu ifade edilmistir (70).

Cep telefonunun cok kullanilmasinin sa¢ ve yiiz derisinde yapisal degisikliklere neden

olarak, sa¢ dokiilmesine veya asir1 killanma olabilecegi bildirilmistir (71).

Yapilan c¢aligmalarda gomlegin kalp iizerine yakin cep kisminda cep telefonunun
tasinmasinin kalp ritm bozukluklarina neden olabilecegi bildirilmistir. Ayrica kalp pili
kullanicilarinda pillerin etkilendigi kalp kaslar1 iizerinde hiicresel degisiklikler meydana

getirecegi de ifade edilmistir (72).

Kadinlarin erkeklere gore daha fazla cep telefonu kullandig: diistiniilmektedir. EMA’a
maruz kalan bayanlarda erkeklere gore bir¢cok patolojinin daha fazla siklikla

goriilebilecegi bildirilmistir (4, 64).

Cep telefonlarinin kulaga yakin kullanilmasi denge fonksiyonlarinin etkilenmesine,

kulagin fonksiyonu ile ilgili, yapilarinda degisiklik oldugu bildirilmistir (73).
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Erkeklerin 0zellikle telefonlarin yan ceplerinde tasimalarmdan dolay1 lireme ve cinsel

fonsiyonlarinin, sperm kalitesinin olumsuz etkilendigi bildirilmistir (74).

1994'te ABD'de ve Finlandiya'da yapilan arastirmalar elektromanyetik alanlarin cok sik
etkisinde kalan is¢ilerde Alzheimer hastaliginin normal insanlara gore erkeklerde 4-9
kat, kadmlarda 3-4 kat daha sik goriildiiglinii ortaya koymustur. 1998'de yapilan
arastirmada radyo operatorleri, endiistriyel donanim is¢ileri, telefon hatt1 is¢ileri, trafo
merkezlerinde calisan iscilerde Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi ve bagka

norolojik hastaliklarin daha fazla goriildiigii ortaya cikmustir (75).
2.8.STEREOLOJIK METODLAR VE SECiMi

Stereoloji, yapilarn iki boyutlu goriintiilerinden, onlarm ii¢ boyutlu 6zelliklerinin
anlasilmasiyla ilgilenen bir bilim dalhdir. Stereoloji son 20 yilda hizla ilerlemis, degisik
ihtiyaclara yonelik yeni yontemler ¢ikararak bu yontemlerin morfometrik calismalarda
aranan standartlar haline gelmesini saglamstir. Ozellikle tanecik (hiicre ve glomeriil)
sayis1 hesaplanmasina getirdigi yeni analayisla morfometrik arastirmalarda bir 6ge
haline gelmistir. Ayrica stereolojik yontemler, tarafsizlik (gercek degerlerden sistematik
bir sapma gostermeyen) ve etkinlik (daha kisa zamanda daha az hatali is yapmay1
saglayan) gibi Ozellikleri nedeniyle morfometrik aragtirmalarda merkezi bir konuma
yerlesmektedir. Stereoljik yontemlerin biiyiikk bir kismin1 kolayca anlasilmasi

uygulanabilmesi, bu yontemleri daha da cekici hale getirmektedir (76).

Stereolojik metotlar kullanilarak hacim, yiizey alani ve hiicre sayimi gibi matematiksel
islemler hizli, kolay ve dogru bir sekilde kisa bir siire icerisinde yapilmaktadir (7, 77-

79).

Doku i¢indeki hiicre veya hiicre i¢i elemanlarinin sayis1 bulunmak istendiginde, yapi
kesitler haline getirilerek mikroskop altinda incelenir. Mikroskop altinda incelenen
yapilarin tiimii, gercekte ii¢ boyutlu yani uzunluk, genislik ve yiikseklige sahip
o0gelerdir. Oysa bunlarin mikroskobik incelemelerinde kullanilan kesit goriintiileri,
yapilarin iki boyutu (x ve y eksenleri) hakkinda bir fikir verirken, derinlik (z ekseni) ile
ilgili olarak arastiriciya dogrudan bilgi saglayamazlar (76). Son yillarda sistematik
rastgele ornekleme (SRO) modeli olarak tarif edilen, tarafsiz ve etkin bir drnekleme
modeli gelistirilmistir. Bu model temelde bilesenlerine ayirarak incelenmesi gereken
yapilarda bir 6rnekleme yapilacagi zaman, tiim bilesenlerine yapiy1 temsil edebilme

acisindan esit olasilikli sans verilmesi temeline dayanmaktadir. Calismalarda dogru
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sonuca ulagsmanin sartlarindan en basta geleni islemlerin her asamasinda sistematik
rastgele 6rnekleme kosuluna baghliktir. Istatiksel olarak, etkin bir rnekleme, ne kadar
cok ornek lizerinde uygulanirsa, yapinin her noktasina esit 6rnekleme sansi tanidigi i¢in,

homojen ve verimli bir 6rnekleme elde etme sans1 da o kadar artar (80).
2.8.1.Disektor

Disektor metodu, ilk defa 1984 yilinda Sterio tarafindan tarif edilmistir. Bu metodla;
doku ya da organ igerisindeki partikiil sayisi; kesitlerin alinma yonii sayilacak olan
partikiil biiyiikliigii, doku i¢indeki yonelimi ve dokunun histolojik islemler sirasinda
biiziisme ve genislemesi gibi hesaplama hatalarina sebep olabilen tiim hata

kaynaklarindan bagimsiz olarak tarafsiz bir bicimde hesaplanabilmektedir (81).
Iki tiir dissektor vardir.
2.8.1.1.Fiziksel Disektor

Disektoriin ilk ortaya ¢ikan bicimidir. Bu yontemde iki tane ardisik veya birbirlerinden
belli bir uzaklikla ayrilmis olan iki kesit alinir, birinde bulunup, digerinde bulunmayan
partikiiller sayilir. Iki kesit arasindaki mesafe disektor yiiksekligi adin1 alir. Ve yapilan
sayim sonucunda, disektor yiikseklikleri boyunca orneklenebilen  disektor
partikiillerinin, yani partikiil u¢larinin sayisi bulunur. Bu da, ¢alisilan partikiillerinin
sayisal yogunlugunu (Nv) verir. Fiziksel disektor, ardisik veya birbirlerinden belli bir
aralikla ayrilmis olan iki fiziksel kesitin, ayn1 partikiillerin izdiisiimlerini i¢eren ortak

alanlar1 karsilastirilarak uygulanir.
2.8.1.2.0ptik Disektor

Fiziksel disektoriin teorik mantigindan yola cikarak olusturulan optik disektor metodu,
oldukca pratik ve en etkin yontemdir. Bu yontem oncelikle arastiriciyi fiziksel olarak iki
ayr1 kesitte karsilastrma yapma zahmetinden kurtarir. Tek bir kalin kesit hacmi
icerisinde ardi ardina optik kesitlerden faydalanarak, secilen Ornekleme alaninda
partikiil sayimi1 yapilmasina olanak saglar (82). Elektron mikroskopu ve bazi 6zel (kalin
kesitlerin kullanilmadigil) durumlarda 151k mikroskopu diizeyindeki caligmalarda
kullanilmas1 zorunlu olan fiziksel disektor, 151k mikroskobunda partikiil sayimi icin tek
alternatif degildir. Isik mikroskobu diizeyindeki bircok caliymada kullanilabilecek
nispeten daha yeni bir yontem, prensipleri 1986’da Gundersen tarafindan tarif edilen

optik disektor veya sayim kutusudur (83).
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Optik disektor fiziksel olarak karsilastirilan iki kesit cifti yerine, kalin bir kesit hacmi
icerisinde, bir dizi sanal optik kesitle ilerleyerek, karsilasilan partikiilleri sayma esasma
dayanir. Teorik olarak, kalinlik i¢cindeki her sanal kesit, bir sonrakine gore referans
kesit, bundan bir sonraki kesit ise Oncekine gore gozlem kesitidir. Dolayisiyla birinde
bulunup digerinde bulunmayan partikiiller, disektor partikiilii olarak sayilirlar. Fakat
pratik uygulamada, sayisal acikligi yiiksek bir mercek (daha ince optik kesitler
alabilmek icin) kullanilarak, kesit kalinlig1 ve disektdr sondasmin yiiksekligi boyunca

tarama yapilarak, karsilasilan partikiiller sayilir (83).

Doku iizerinde tespit edilen herhangi bir 6rnekleme alaninda, seffaf olan kalin bir kesit
icerisinde optik olarak ilerlemek, bu yontemin 6ziinii olusturur. Ornekleme alanina
gelindiginde ise Oncelikle kesitin iist yiizeyine odaklama yapilarak, ilk net goriintiiniin
elde edildigi diizey, kesitin {ist diizeyi olarak belirlenir. Daha sonra 6nceden belirlenmis
olan bir derinlige kadar inilerek, kesitin yiizeyinde bulunmasi muhtemel olan

artefaklardan korunmak icin belli bir giivenlik mesafesi kadar ilerlenilir ( 84).



3.GEREC VE YONTEM

Deneyler Erciyes Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’nda onaylandiktan sonra
gerceklestirildi. Ratlar Erciyes Universitesi Deneysel Hayvan Arastirmalart Merkezi
(DEKAM)’nden elde edildi. Histopatolojik islemler E.U. Tip Fakiiltesi Histoloji-
Embriyoloji Anabilim Dali’nda yapilmistir. Elde edilen preparatlarda hiicre sayimi ise

E.U. Tip Fakiiltesi Anatomi Anabilim Dali’nda yapilmustir.
3.1.Deney ortaminin hazirlanmasi:

Calismada deney hayvani olarak 200 gram agirliginda 24 adet Wistar-Albino tipi (Bu
tiirtin bulunmas1 ve literatiire uyumlu olmasi nedeniyle) 16 haftalik (16 haftalik ratlarin
adolesan grubunda sayilmalarindan dolay1) disi ratlar kullanilmistir. Ratlar DEKAM’da
12 saat aydinlik 12 saat karanlik ortam saglandigi ve aspiratorle siirekli havalandirilan
25 £ 2 °C lik, nem oraninin % 40-50 civarinda oldugu odada tutuldu. Polipropilen
yapida standart kafeslerde (40 cm x 26 cm x 18 cm) barindirildi. Dengeli bir diyet ve
siirsiz su ile beslendiler. Ratlar bu sekilde 5 giin boyunca kafeslerinde dinlendirilerek
ortama uyumlar1 saglandiktan sonra, deneylere baslandi. Diizenli kafes temizligi
yapilarak ratlarin serbestce yem ve suya erigsmeleri saglandi (Resim 3.1). Deney

sliresince ratlar stres olmadan normal laboratuar kosullar1 altinda yasadilar.
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Resim 3.1: Deney hayvanlarinin normal kafeste goriiniimii.

3.2.Deney gruplarimin olusturulmasi
Calismamizda ratlar 3 gruba ayrildi.

1.Kontrol grubu (KG), 2. Elektro manyetik alana maruz kalan grup (EMAG), 3. Elektro

manyetik alana maruz kalarak karnozin verilen grup (EMA+CG).

. Kontrol grubu (KG): 6 adet rat kullanildi. KG calisma boyunca diizenege yerlestirilmedi

ve elektro manyetik alana maruz birakilmadi. Bu gruba ait ratlara serum fizyolojik

intraperitonel (ip) olarak enjekte edildi.

. EMAG grubu: 6 tane rat kullanildi. EMAG calisma boyunca diizenege yerlestirildi ve

elektro manyetik alana maruz birakild1.

. Elektromanyetik alana maruz kalarak karnozin verilen grup (EMA+CG): 2 alt gruba

ayrilmistir. Yapilan literatiir taramasina gore karnozin bu gruba 10 mg/kg ve 100
mg/kg karnozin intraperitoneal (ip) olarak uygulandi. Bu gruba ait ratlar diizenege

yerlestirildi, elektromanyetik alana maruz birakildi ve karnozin verildi (Resim 3.3).

Bu alt grupta 6 rat kullanild1 ve ratlar Elektromanyetik alana maruz kalarak 2 mg (10

mg/kg) karnozin ip enjeksiyonu yapild.

Bu alt grupta 6 rat kullanild: ve ratlar Elektromanyetik alana maruz kalarak 20 mg (100
mg/kg) karnozin ip enjeksiyonu yapild.
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Konu ile ilgili yapilan caligmalar1 inceledigimizde ve litaratiir 1518inda EMA+CG
grubundaki ratlar1 EMA’a maruz brrakmadan 30 dk Oncesinde ip olarak karnozin

uygulanmustir (14).

Kontrol grubundaki ratlar deney siiresince ayr1 bir odada bekletilmislerdir.
Elektromanyetik alana maruz birakma islemi 28 giin boyunca giinde 1 saat olmak iizere
her giin ayni saatte (11:00-12:00) yapilmistir. Resim 3.2°de deney hayvanlarinin

icerisine konuldugu diizenek goriilmektedir.

Resim 3.2: EMAG ve EMA+CQG ratlar i¢in hazirlanan diizenek

3.3.EMA’nin olusturulmasi

EMA olusturmak i¢in RF kaynagi olarak 900 ve 1800 MHz’de calisan ve 0-4 Watt cikis
verebilen (CW=Continuous Wave) RF jeneratorii kullanildi. 900 MHz yarim dalga
dipol anten ile sicanlara RF elektromanyetik radyasyon uygulandi RF jenerator 2 Watt
giicte calisirken, ortalama 1,04 mW/cm? gii¢ ortalama SAR 0,008 W/kg uyguland1 (85).
RF jenerator 2 Watt giicte calistirildi. Dipol anten yakinina maruz kalan ratlar ortalama
1,04 mW/cm® gii¢ yogunluklu radyasyona maruz birakildi. RF kaynagi 44 cm boyunda
ve 8,5 cm enindeydi. RF jeneratorii E.U. Miihendislik Fakiiltesi 6gretim iiyeleri

tarafindan yapilmistir (Sekil 3.4).



Resim 3.3: EMAG ve EMA+CG grubu ratlarin EMA’a maruz kalmalar1

900 MHz'lik
dipol anten

Resim 3.4: RF kaynagi
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3.4.Karnozinin hazirlanmasi ve uygulanmasi

Karnozin ratlara EMA ile beraber 10 mg /kg ve 100 mg/kg olarak uygulandi. Deneyde
kullandigimiz hayvanlar yaklasik 200 mg agirligindaydi. Toz halindeki karnozin hassas
terazide tartildiktan sonra SF ile sulandirildi. Karnozin her bir hayvana uygun dozda 0,5

ml ip olarak uygulandi. Karnozin deney siiresince buzdolabinda -20 derecede saklandu.

1000 mg i¢in rata 10 mg karnozin uygulanmak istenirse 200 mg’lik rata 2 mg karnozin
uygulanacak sekilde hesaplama yapildi. Yine ayni sekilde 1000 mg i¢in rata 100 mg

karnozin uygulamak icin 200 mg’lik rata 20 mg karnozin yapilmistir.

Bir giinde EMA+2 mg karnozin uyguladigimiz 6 rat i¢in toplamda 12 mg karnozin ip

olarak uygulandi.

Bir giinde EMA+20 mg karnozin uyguladigimiz 6 rat icin toplamda 120 mg karnozin ip

olarak uygulandi.
Bir giinde KG’da bulunan 6 rattan her bir rata 0,5 ml olmak iizere SF verildi.
3.5.Dokularin alinmasi ve orneklerinin hazirlanmasi

28 giinliik deneyin tamamlanmasinin ardindan 24 saat sonra tiim ratlar eter anestezisi
altinda sakrifiye edildi. Ardindan beyincik dokusu ¢ikarildi. Doku takibi ve boyama

asamalar1 gerceklestirildi.

Resim 3.5: Ratlarin eter anestezisinden sonraki gortiniimleri

3.6.Beyinlerin cikarilmasi ve tespiti

Ratlar servikal dislokasyon yontemi kullanilip dekapite edildiler. Kafalar1 orta hatta
iistten deri insizyonu ile kemige kadar kesilip deri ve derialti dokulardan

serbestlestirildiler. Pens yardimiyla kafa kemikleri iistten kiiciik boyutlarda nazikce
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kirilarak beyinleri goriintir hale getirildi. Beyinler beyin sap1 hizasmndan kesilip
¢ikartildy, tartildi ve 3 giin fiksasyon soliisyonu icinde +4°C’de bekletildiler. Tespit
soliisyonlarinda 12’ser saat bekleyen dokular asagidaki tabloda ayrintili olarak verilmis

olan doku hazirlama metodu ile bloklanmustir (Tablo 3.1).

Resim 3.6: Cikartilan beyin ve beyincik goriiniimleri.

3.7.Doku takibi asamalar

Bir gece akan musluk suyunda birakilan dokular tespit islemi tamamlandiktan sonra
artan alkol serilerinden gecirilerek sudan kurtarildi, ksilol ile seffaflandirildiktan sonra
parafine gomiilerek bloklandi. Alinan 50um’luk kesitler polilizin kaplh lamlara yayildi.
37° C'lik etiivde 1 gece bekletildi (Resim 3.7). Hazirlanan lamlar standart histolojik
yontemler kullanilarak ksilol ile parafini uzaklastirildi ve dereceli alkol serilerinden
gecirilip sulandirildi. Genel histolojik yapiyr géormek amaciyla kesitler hematoksilen-
eozin (H+E) ile boyanarak Once artan alkol serilerinden daha sonra ksilolden
gecirilerek incelendi. Dokular kalin kesitli alindigindan diismemesi icin jelatinli su
hazirlandi. 500 ml suya 5 gr jelatin konuldu ve suyun 1s1s1 70 derece olacak sekilde 8-
10 dk karnistirildi. Daha sonra kabin i¢ine konularak islem gergeklestirildi. Yine boyama

Oncesi dokularin diigmemesi icin etiivde 1 gece formaldehitte bekletildiler.



Tablo 3.1: Isik mikroskobu doku hazirlama teknigi.
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Sira Yapilan islem Siire

1 Musluk suyu 1 gece

2 % 50 Alkol 1 saat

3 %70 Alkol 1 saat

4 % 80 Alkol 1 saat

5 %96 Alkol 1 saat

6 Absolii Alkol 1 saat

7 Absolii Alkol 1 saat

8 Absolii Alkol 1 saat

9 % 50 Ksilen- Alkol 10 dakika
10 %70 Ksilen-Alkol 10 dakika
11 Ksilen 20 dakika
12 Ksilen 20 dakika
13 Ksilen 20 dakika
14 Eriyik parafin 1 gece

15 Bloklama




Tablo 3.2: Hematoksilen-Eozin boyama teknigi.
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Sira Yapilan islem Siire

1 Etiiv (60 °C) 1 saat

2 Ksilen I 20 dakika
3 Ksilen II 20 dakika
4 Ksilen ITT 20 dakika
5 Absolu Alkol I 20 dakika
6 Absolu Alkol I1 20 dakika
7 %96 Alkol 20 dakika
8 % 80 Alkol 20 dakika
9 %70 Alkol 20 dakika
10 % 50 Alkol 20 dakika
11 Akarsu 5 dakika
12 Hematoksilen 5-8 dakika
13 Akarsu 5 dakika
14 Eozin 3-5 dakika
15 Akarsu 5 dakika
16 % 50 Alkol 10 dakika
17 %70 Alkol 10 dakika
18 % 80 Alkol 10 dakika
19 % 96 Alkol 10 dakika
20 Absolu Alkol I 10 dakika
21 Absolu Alkol II 10 dakika
22 Ksilen I 20 dakika
23 Ksilen 1T 20 dakika
24 Kapatma
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Resim 3.7: Formaldehitte etiivde bekletilen lamlar ve kesitten sonra konulan lamlar

3.8.Hiicre Sayim Asamalan

Calismamizda cerebellum iceresinde bulunan Purkinje hiicrelerini saymak icin optik
parcalama yontemi kullanilmistir.(8). Bunun i¢in beyincikler sagital planda mikrotomda
kesilmis ve sonrada boyanmistir. Kesit kalinlig1 da 50um olarak belirlenmistir. Buna
gore her bir rat beyinciginden 140-180 arasinda kesit elde edildi. Daha 6nceki yapilan
caligmalar da kullanilarak cerebellumda bulunan Purkinje sinir yap1 Ozellikleri
belirlendi (86). Sistematik olarak yapilan orneklemede (ssf:1/20) her 20 kesitten bir
tanesi alindi ve bu sekilde her bir rattan ortalama 6 ila 10 kesit elde edildi.
Cerebellumdaki Purkinje sayilar1 ve analizleri bilgisayar destekli stereolojik goriintii
analiz cihazinda optik par¢alama metodu kullanilarak hesaplandi. Hiicre sayim
alanlarmin belirlenmesi ve smirlarinin ¢izilmesi Stereoinvestigator stereolojik analiz
yazilim1 (Macrobrightfield, Denmark) kullanilarak yapildi (Resim 3.8). Secilen
cerebellum kesitinde x-y basamaklarinda 200X200 pm adimlarla 6rnekleme yapildi ve
bu secilen alanlar 100x'liik objektifde optik disektor probuda kullanilarak analiz edildi.
Optik disektor sayiminda tarafsiz olarak ayarlanmis olan %?20'lik sayim cergevesi
kullanildi. Boylece, 6rnekleme yapilan alaninin fraksiyonu (asf) 587/40.000um” olarak
hesaplandi. Tiim bu islemler literatiirde kullanilan degerler alinarak hesaplandi (87).
Yapilacak olan sayimda caligilan yapinin kesitlerde ortaya ¢ikan izdiisiim sinirlarinin iyi
belirlenmesi, sayimin dogrulugu acisindan kritik ©neme sahiptir. Belirledigimiz
sistematik tekdiize rastgele ornekleme araligimiza uygun olarak elde edecegimiz kesitler

arasinda bir seri Ornek kesit elde edecegimizi belirtmistik. Bunun icin parcalama
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oranmmiz 1/20. Bu sekilde elde ettigimiz kesitler iizerinde optik disektor kurallarma
gore sayimlar yapildi. Bunun i¢in yazilim bize ¢ok genis imkanlar sundu.

Her kesite 5X’lik biiylitmede bakilip mikrovida ile netlik kazandirildiktan sonra
cerebellum bolgesi arandi. Cerebellum bulundugunda lamin iizerinden 5X’lik okuler
uzaklastirtlip iizerine immersiyon yagir dokiildii. Netligiyle oynanmadan 100X’liik
biiylitmeye gecirilen goriintii lizerindeki tarafsiz sayim cercevesinin iginde kalan
hiicreler mikrovida oynatilarak belirlenip shtereom programinda sayildi (Resim 3.9,
Resim 3.10, Resim 3.11). Aldigimiz kalin kesitler {iizerinde (50 mikrometre)
ilgilendigimiz alanin sinirlar1 belirlendikten sonra hangi adim araliklarla ilerlememiz
gerektigi ve bu adimlardan kacta kagini sayim yapmak iizere ornekleyecegimizi
belirledik. Optik disektor metodunda kalin kesit icerisinde yazilimin derinlik 6zelligi
sayesinde derinlik ayarlarin1 (z ekseni) ayarladik. Yani kesit icerisinde bir sondaj
yaparak derinligine bir {i¢ boyutluluk olusturularak néron sayimi yaptik. Bu islem
yapilirken bir takim kurallara dikkat etmek gerekir. Bu kurallardan en 6nemlisi kesitin
iist ve alt ylizlerinin bir kisminin disar1 ¢ikarilacagi bir giivenlik kusagi olusturmaktir.
Bu aralik yazilim sayesinde gerektigi kadar uzatilabilir. Basitce kesit icerisine optik
olarak belirli bir miktar girene kadar karsilasilan ve kesitin karsi yiizeyine belirli bir
mesafede yakinda olan noronlar sayilmayarak gerceklestirilir. Bu alt ve iist giivenlik
araliklar1 ¢ikarildiginda geriye kesitin ortasinda sayim yapilan bir hacim kalir. Bu

bolgenin kesit kalinligina oranmi bize drneklemenin kalinlik 6rnekleme payini verir (88).

Yapilacak noron sayimlarinda kesit kalinliginca optik olarak ilerleyerek bu seyir
esnasinda karsimiza c¢ikacak olan noronlarin sayimi séz konusu oldugundan bu
noronlarin hangileri sayilacak ve hangileri sayilmayacak sorunu karsimiza c¢ikar.
Dolayisiyla sayimlarimiza dahil edecegimiz néronlarin ¢ekirdekleri odaklama aninda ilk
goriindiikleri andan tarafsiz sayim cercevesi icerisinde diisen hiicreleri belirledik. Sayim
cercevesinin boyutlari, adimlama ve derinlik ile ilgili bilgiler yazilima girilen veriler

tarafindan kolayca adapte edilecektir.

Kesit kalinligint en net yerden bozuk yani bulanik olan bdlge secilerek yazilim
tarafindan olgiildii. Tiim kesitlerin kesit kalinlig1 (t) bu sekilde Olgiiliip ortalama kesit
kalinlig1 (tort) Olgiildii. Kesit alirken olusan artefaktlarm yol agacagi sayim
hatalarmmdan kurtulmak icin kesitin 5 mikron iistiinden ve altindan toplam 5 mikron

mesafeli bir giivenlik araligi birakildi. Tiim kesitin yiiksekliginden 10 mikronluk
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giivenlik kusagi cikartilarak disektor yiiksekligi (h) belirlendi. Bu yolla ortalama
disektor yiiksekligi hesaplandi (hort). Kalinlik 6rnekleme orani (KaOO) hort/tort
seklinde her rat i¢in ayrica hesaplandi. Calismamizda hort =40 mikron, tort =50
mikron’dur.

Optik parcalama metodunun son basamaginda ise ornekleme yapilan yerin kesit
kalinlig1 belirlenmektedir. Kesitin iist kisminda Spum iist giivenlik zonu birakildiktan
sonra 40um'lik disektor yiiksekligi ayarlanan bolgede sayim yapilmaktadir. Biitiin bu tip
Olctimler stereoloji sistemine uyumu saglanmis dijital bir mikrokator ile yapildi. Bundan
dolayi, en son drnekleme basamagi genellikle kalinlik 6rnekleme fraksiyonu olarak (tsf)
olarak adlandirilir ve [Disektor yiiksekligi]/[ortalama kesit kalinligi] ile hesaplanir.
Toplam kesitlerin ortalama kalinlig1 40+3.06pm olarak hesaplandi. Biitiin kesitlerdeki
orneklemeler tamamlandiktan sonra Orneklenen hiicrelerin disektor partikiilleri (Q-)
olarak hesaplandi. Toplam Noron sayist (N) olarak kabul edilerek asagidaki formiil ile
hesaplandi;

1 1 1
Toplam Naron sayisi (N) = X——X E'T Q

F.. & F
ssf asf’ tsf

s

N=1/(1/20)x1/(25x25/150x150)x 1/(35/50)x 156

N=20x36x1.43x156=160.457

Yukarida bir rat cerebellumunda bulunan toplam Purkinje hiicre sayisi 6rnek olarak

hesaplanmustir (Tablo 3.3).



Tablo 3.3: Hiicre sayiminda kullanilan degerler.
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Parametreler Kullanilan degerler
Hiicre sayis1 156
Sayim cercevesi alani1 (XY) (um?) 625.0
Disector yiiksekligi (Z) (um) 35.0
Disector hacmi (XYZ) (um?3) 21875.0
Glivenlik kusag1 (um) 10.0
Sekil degiskeni 19.13
Sayim ¢ercevesi genisligi (X) (um) 25.0
Sayim ¢ercevesi yiiksekligi (Y) (um) 25.0
Ornekleme gridi (X) (um) 150.0
Ornekleme gridi (Y) (um) 150.0
Sampling Grid Area (XY) (um?) 22500.0
Kesit kanlig 20
Kesit drnekleme orani (ssf) 20
Alan ornekleme orani (asf) 0.027
Kalinlik 6rnekleme orani (tsf) 0.7
Toplam hiicre sayis1 160.457

Ayrica lam ve mikroskop temizligi %40 eter, %60 alkol iceren soliisyon hazirlanarak

yapildi.

Hata katsayisi, ornekleme planinin yeterliligini gosteren bir kontrol 6lgegidir ki her bir

rat icin sayilan kesit sayist ve her kesit icin hesaplanan disektor partikiil sayisi

kullanilarak yazilim tarafindan otomatik olarak hesaplanmaktadir.
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Resim 3.8: Stereoinvestigator’iin masa iistiinde tiklanarak calistirilmasi.

Stereoinvestigator ¢alistirildi (Resim 3.8). Mikroskobun 5°lik biiyiitmesiyle dokunun

sinirlari ¢izildi (Resim 3.9).
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Resim 3.9: Kesitlerde Purkinje hiicreleri tabakasinin igaretlenmesi.
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Resim 3.10: Kesit iizerine tarafsiz sayim ¢ercevesinin otomatik olarak sistem tarafindan
atilmasi.
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Resim 3.11: Tarafsiz sayim ¢ercevesi igerisine denk gelen hiicrelerin igsaretlenmesi.

Mikroskobun yiizliik biiylitmesiyle iist ve alt giivenlik kusag belirlendi. Daha sonra

tarafsiz sayim cercevesinin i¢ine gelen hiicreler isaretlendi (Resim 3.11).
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3.9.iSTATISTIKSEL YONTEMLER

Istatistiksel analiz icin **SPSS for windows’’programmin 10.0 versiyonu kullanilmugtir.
Gruplarin ortalama toplam noron sayilar1 arasindaki farklilik >’Mann-Whitney U’ testi

ile degerlendirilmistir.

Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.



4.BULGULAR

Calismamizda 24 adet rat kullanilmistir. Kontrol grubu 6 rat, EMAG grubunda 6 rat,
EMA +20mgr Karnozin grubunda 6 rat ve EMA+2 mg Karnozin grubunda kullanilan 6

rat dokular1 analiz edilmistir.

x20 x100

Resim 4.1: Kontrol grubu Cerebellum mikroskobik genel histolojik goriiniimii.

Kontrol grubundaki ratlarin Cerebellum dokular1 normal morfolojik yapiya sahip olup
graniiler, Purkinje ve molekiiler tabakalar1 kolayca ayirt edilebiliyordu. Daha ayrintili
mikroskobik incelemelerde Purkinje hiicreleri sira halinde diizenli olarak ve hiicre

cekirdekleri normal morfolojilerinde goriilmekteydi (Resim 4.1).
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x3 x20 x100

Resim 4.2: EMAG grubu Cerebellum mikroskobik genel histolojik goriiniimii.

EMAG grubundaki ratlarin cerebellum dokular1 incelendiginde yer yer dokularda
bozulma goriilirken bu durumun doku kesit asamasindan m1 yoksa EMA’m yaptigi
etkiden dolayr mi oldugu kesin olarak belirlenememistir. Yine cerebellum tabakalari
incelendiginde graniiler, Purkinje ve molekiiler tabakalar1 kolayca ayirt edilebiliyordu.
Daha ayrintili mikroskobik incelemelerde Purkinje hiicreleri sira halinde diizenli olarak

ve hiicre ¢ekirdekleri normal morfolojilerinde goriilmekteydi (Resim 4.2).

x100

Resim 4.3: EMA +2 mgr Karnozin grubu Cerebellum mikroskobik genel histolojik gériiniimii.

Cerebellum tabakalar1 incelendiginde graniiler, Purkinje ve molekiiler tabakalar1
kolayca ayirt edilebiliyordu. Daha ayrintili mikroskobik incelemelerde Purkinje
hiicreleri sira halinde diizenli olarak ve hiicre cekirdekleri normal morfolojilerinde

goriilmekteydi (Resim 4.3, Resim 4.4).
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Resim 4.4: EMA +20 mgr Karnozin grubu Cerebellum mikroskobik genel histolojik goriiniimii.

Tablo 4.1. Kontrol Grubu Purkinje Hiicre sayilar1

KONTROL Toplam Purkinje ~
Hiicre X -X (X-X)*
Sayisi
1 199.067 -45237 2046387935
2 292.083 47779 2282834289
3 208.852 -35453 1256885745
4 181.657 -62647 3924701922
5 292.083 47779 2282834289
6 292.083 47779 2282834289
Varyasyon Katsayisi= 0.20
Standart sapma= 48.43635
Standart Hata= 19.77406
Art. Ort:  244.305

Tablo 4.1’de Kontrol grubuna ait rat Cerebellumunda bulunan Purkinje hiicre sayilar1

verilmistir. Buna gore ortalama 244.305+48.436 Purkinje sayis1 hesaplanmuistir.



Tablo 4.2. EMAG Grubu Purkinje Hiicre sayilar
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EMAG Toplam
Purkinje Hiicre — x _x (X-X)?
Sayisi
1 145.379 33622 1130439041
2 187.597 75840 5751749840
3 98.525 -13232 175089705
4 67.414 -44343 1966288847
5 83.134 -28623 819290621
6 88.493 -23264 541215490
Varyasyon Katsayisi== 0,37
Standart sapma= 41.60143
Standart Hata= 16.983.71
Art. Ort: 111.758

Tablo 4.2°de EMAG grubuna ait rat cerebellumunda bulunan Purkinje hiicre sayilari

verilmistir. Buna gore ortalama 111.758+41.601 Purkinje sayis1 hesaplanmistir.

Tablo 4.3. EMA+2 mg Karnozin Grubu Purkinje Hiicre sayilari

EMA + 2mg Toplam
Purkinje - (X-X)?
Hiicre X-X
Sayisi
1 194.794 47352.19 2242229786.74
2 141.628 -5813.69 33799005.67
3 112.984 -34457.94 1187349825.29
4 101.650 -45791.57 2096868102.88
5 164.821 17379 302022110
6 168.774 21332 455064221
Varyasyon Katsayisi= 0.20
Standart sapma= 30.04124
Standart Hata= 11.35452
Art. Ort: 147.442

Tablo 4.3’de EMA+2mg grubuna ait rat Cerebellumunda bulunan Purkinje hiicre

sayilar1 verilmistir. Buna gore ortalama 147.442+30.04 Purkinje sayis1 hesaplanmustir.



Tablo 4.4. EMA+20 mg Karnozin Grubu Purkinje Hiicre sayilari
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EMA+ 20mg Toplam
Purkinje Hiicre  y _ x (X-X)*
Sayisi
1 261.544 72097.51 5198050228.74
2 121.230 -68216.89 4653543899.75
3 199.386 9939.57 98795074.22
4 199.741 10294.11 105968708.03
5 143.812 -45635 2082535261
6 210.967 21521 463132150
Varyasyon Katsayisi=  0.24
Standart sapma= 45.82944
Standart Hata= 18.70979
Art. Ort: 189.447

Tablo 4.4’de EMA+20 mg grubuna ait rat Cerebellumunda bulunan Purkinje hiicre
sayilar1 verilmistir. Buna gore ortalama 189.447+45.82 Purkinje sayis1 hesaplanmustir.

Tablo 4.5: Toplam Purkinje hiicre sayilari.

denek no kontrol EMAG EMA +2Kar EMA +20Kar
1 199.067 145.379 194.794 261.544
2 292.083 187.597 141.628 121.230
3 208.852 98.525 112.984 199.386
4 181.657 67.414 101.650 199.741
5 292.083 83.134 164.821 143.812
6 292.083 88.493 168.774 210.967
Ortalama 244.305 111.758 147.442 189.447

Tablo 4,5’de Tiim gruplara ait rat cerebellumunda bulunan Purkinje hiicre sayilar1

verilmistir.
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Grafik 4.1. Gruplar arasi karsilastirma,

300.000
250.000
200,000
150.000
100.000
50.000 I
0.000 ! - -
Kontrol EMAG EMA+2Zmg EMA+20mg |

Calismamiz sonucu gruplara arasi istatistiksel karsilastirma yapilmis ve kontrol grubuna
gore EMAG grubunda istatistiksel olarak azalma tespit edilmistir (p<0.05). Yine kontrol
grubu ile EMA+2 mg Karnozin arasinda kontrol grubuna gore hiicre sayilarinda azalma
oldugu tespit edilmis ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05) (Grafik 4.1).
EMAG grubu ile EMA+20 mg Karnozin grubu arasinda da istatistiksel olarak anlamli
fark tespit edilmistir (p<0.05).

EMAG grubu purkinje hiicre sayilar1 kontrol ve EMA+2mgr ve EMA+20mg Karnozin
grubuna gore daha diisiik sayida bulunurken (p<0.05), EMA+2 mg Karnozin grubu ile
EMF grubu Purkinje hiicre sayilar1 arasinda istatistiksel fark tespit edilmedi (p>0.05).

Gruplar arast p degerleri Tablo 4.6 ’de verilmistir. Kontrol gurubuna gére EMAG
gurubu Purkinje hiicre sayisinda %50’den fazla azalma oldugu tespit edilmistir (Tablo

4.5).
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Tablo 4.6: ikili karsilastirmada kullanilan gruplarin istatistiksel p degerleri (Mann Whitney-U

testi)

Ikili karsilastirilan gruplar P degeri
Kontrol-EMAG 0.040*
Kontrol-EMA+2 mg 0.040*
Kontrol-EMA +20 mg 0.240
EMAG-EMA+2 mg 0.132
EMAG-EMA+20 mg 0.026*
EMA+2 mg-EMA+20 mg 0.093

*:p<0.05 istatistiksel olarak anlamli, EMAG:Elektromanyetik alan, EMA+2 mg Kar:EMA+2mg
Kar, EMA+20 mg Kar:EMA+20mg Karnozin

Her bir rata ait Purkinje hiicre sayilar1 Tablo 4,5 ’de goriilmektedir. Bunun yanisira
gruplar arasi ortalama, minimum, maksimum ve standart sapma degerleri Tablo 4,1-
4,4’te verilmistir. Kontrol grubunda bulunan Cerebellum Purkinje hiicre sayilari
244.305, EMAG grubunda 11.758, EMA+2 mg Karnozin 147.442 ve EMA+20 mg
Karnozin ise 189.447 olarak bulunmustur (Tablo 4,1).

Her bir rata ait varyasyon katsayilar1 ise 0.20 ila 0.37 arasinda tespit edilmistir (Tablo

4,1-4.4).

Her bir rata ait hata katsayis1 degerleri yazilim tarafindan otomatik olarak
hesaplanmistir. Buna gore Gundersen (m=0 ve 1 degerlerine gore) ve Schmitz-Hof ve
Cruz-Orive/Geiser’a gore hesaplamalar yapilmistir. Asagida her bir rata ait ve her bir

grupra hata katsayilar1 tablo seklinde verilmistir (Tablo 4,5).

Hata katsayis1 hesaplama stereolojik olarak yapilan ¢alismalarda onem arz etmektedir.
Hata katsayis1 degerlerine bakilarak caligmanin dizayni ya da oOrneklem secimi ve
orneklem sayis1 gibi parametreler degistirilerek calismadan daha dogru sonuglar elde
edilebilir. Calisma sonucu elde edilen hata katsayilar1 incelendiginde bu degerlerin bir
miktar yiiksek oldugu goriilmektedir. Ancak Cruz-Orive/Geiser’e gore daha diisiik
deger aldig1 goriilmektedir. Dolayisiyla arastirmada elde ettigimiz hata katsay1 degerleri

calismamizin uygun hata ile tamamlandigini géstermektedir.



Tablo 4.7: Hata katsay1 degerleri

Kontrol Hata Hata 1, tahmini | 2, tahmini | Tahmini Hata
Katsayis1 | Katsayisi Hata Hata Katsayisi
(Gunders | (Gundersen), | Katsayis1 | Katsayis1 | (Cruz-
en), m=0 | m=1 (Schmitz- | (Schmitz- | Orive/Geiser)
Hof) Hof)
1 0.17 0.10 0.116 0.100 0.003
2 0.32 0.12 0.141 0.104 0.204
3 0.16 0.12 0.145 0.121 0.000
4 0.15 0.13 0.137 0.134 0.048
Ortalama 0.20 0.12 0.13 0.11 0.06
EMAG
1 0.15 0.12 0.171 0.122 0.005
2 0.38 0.18 0.199 0.162 0.228
3 0.33 0.18 0.209 0.167 0.167
4 0.16 0.10 0.114 0.095 0.139
5 0.18 0.10 0.115 0.094 0.115
6 0.19 0.17 0.194 0.164 0.063
Ortalama 0.23 0.14 0.167 0.134 0.120
EMA+2 mg | 0.17 0.16 0.225 0.156 0.089
kar 1
2 0.15 0.14 0.161 0.140 0.020
3 0.19 0.15 0.201 0.149 0.007
4 0.15 0.15 0.182 0.151 0.000
5 0.16 0.12 0.154 0.120 0.111
6 0.18 0.11 0.145 0.110 0.165
7 0.16 0.12 0.159 0.115 0.044
Ortalama 0.17 0.14 0.175 0.134 0.062
EMA+20 mg | 0.33 0.16 0.203 0.149 0.230
karl
2 0.28 0.16 0.181 0.146 0.021
3 0.15 0.14 0.182 0.139 0.064
4 0.13 0.04 0.049 0.031 0.047
5 0.13 0.07 0.085 0.061 0.081
6 0.25 0.12 0.137 0.107 0.083
Ortalama 0.21 0.12 0.140 0.106 0.088
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S.TARTISMA VE SONUC

EMA’nm biyolojik etkileri 19. yiizy1l basindan beri calisma konusu olmustur. 1950’den
bu yana yogun bir sekilde calisilmaktadir. Bir¢ok caligmada elektromanyetik alanlarin
bas donmesi, yorgunluk, uykusuzluk ve bulanti gibi viicutta olumsuz etkilere neden
oldugu bildirilmistir (89). EMA’1n baz1 ¢aligmalarda Parkinson hastali§1 ve depresyon
gibi noropsikiyatrik patolojilerde terapotik etkileri oldugu diisiiniilmiistiir (66). Diisiik
frekansli EMA sonrasinda immun sistem hiicrelerinin isleyisinin degistigini ve timor
olusumunu hizlandirdig1 rapor edilmistir (90). 900 MHz EMA’a maruz birakilan
ratlarda kortizol seviyeleri incelenmis ve kortizol seviyelerinde artis oldugu tespit
edilmistir. Bunun yanisira testesteron seviyelerinde de azalma oldugu bildirilmistir (68).
Ayrica 1800 MHz’lik EMA maruziyeti sonrasinda ratlarin serum T3 ve T4
seviyelerinde artis oldugu rapor edilmistir (91). Elektromanyetik alanlarin hiicre ve
doku {izerine etkisinin yami swra sinir, kardiyovaskiiler ve okiiler sistemleri de
etkileyebilecegi bildirilmistir (92. Yapilan diger bir ¢caligmada farelerin biligsel islevleri
tizerine cep telefonu radyasyonunun etkisi incelenmistir. 4 giin boyunca mevcut olan
cep telefonun 900 MHz EMA yayacak sekilde farelere giinde 2,5 saat uygulanmis.
Istatiksel analize gore ogrenme sirasinda EMA’a maruz kalan hayvanlarin sham
grubundaki hayvanlara kiyasla sonradan kazanilan uzaysal (mekansal) bilginin
aktariminda eksiklik oldugu bulunmustur (93). Cep telefonunun ¢ok kullanilmasinin sa¢
ve yiiz derisinde yapisal degisikliklere neden olarak, sa¢ dokiilmesine ya da zit olarak
asirt killanmaya neden olabilecegi bildirilmistir (71) Yapilan caligmalarda bir kisi eger
cep telefonunu gomlegin kalbe yakin kisminda tasimasi sonucu kalp ritim bozukluguna
neden olabilecegi bildirilmistir. Ayrica cep telefonu tasimanin kalp pili kullanicilarinda
kalp pillerinin etkilendigi, kalp kaslar1 iizerinde hiicresel degisiklikler meydana

getirecegi de ifade edilmistir.(72). Cep telefonlarinin konusma esnasinda kulaga yakin
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olarak kullanilmas1 sonucu viicut denge fonksiyonlarmi etkiledigi, kulagin isitme
fonksiyonlar1 ile ilgili yapilarinda degisiklik oldugu bildirilmistir (73). Erkeklerin
ozellikle telefonlarn yan ceplerinde tasimalarindan dolayr {lireme ve cinsel
fonksiyonlarinin ve sperm kalitesinin olumsuz etkilendigi rapor edilmistir (74). Ayrica
kadinlarin erkeklere gore daha fazla cep telefonu kullandigi diisiiniilmektedir. EMA
maruziyeti sonrasinda kadinlarda erkeklere gore bircok patolojinin daha fazla siklikla

goriilebilecegi bildirilmistir (4, 64).

Yine yapilan bir calismada fibromiyaljili hastalarin diisiik frekans ve yogunlugundaki
elektromanyetik alana maruziyet sonucu agr1 ve yorgunlugu azalttigi, ayn1 zamanda
hiicre metabolizmasini iyilestirerek, kan oksijenizasyonunu artirdigr bildirilmistir.
Boylece diisiik yogunluktaki EMA’in direngli depresyon ve multiple skleroz
semptomlarii da azaltabilecegi de diisiiniilmektedir (94). 1997°de Lai ve arkadaslar1
(95) radyofrekans dalgalarina maruz kalmanin rat beyin hiicrelerinde DNA kiriklar1
olusturdugunu bildirmistir. Yine yapilan ¢alismalarda EMA maruziyetinden sonra in
vitro modellerdeki en sik goriilen bulgulardan biri oksidatif strese bagh hiicrelerde hasar
olugmasi oldugu bildirilmistir (96). Genellikle radyo frekansa maruz kaldiktan sonra
memeli beyin morfolojisi, biyolojisi, noronal ag fonksiyonlarini arastirmak icin
cogunlukla kemirgenler kullanilmistir (96). Yine yapilan calismalarda RF’nin
norotransmitterler {izerine etkisi degerlendirilmistir. Erigskin ratlarda giinliik 1 saat
boyunca 1800 MHz EMA sonrasinda seratonin diizeyleri artmig, dopamin seviyeleri
azalmigtir (97). Maskey ve arkadaslarimin (98) yaptiklar1 bir caligmada fareler 1 ay
boyunca giin de 5 saat 835 MHz’lik RF’ye maruz birakilmiglardir. Bunun sonucunda
EMA’a kars1 koruyucu olarak kullanilan red ginseng extract (RG)’nin radyoprotektif
etkisinin oldugu bildirilmistir. Beynin fizyolojik siirecleri icin gerekli olan serbest
radikallerin, EMA odakli oksidatif stresin olas1 etkisine bagl olusabilecegine, 6zellikle
EMF’ nin norodejeneratif hastaliklarin etyolojisinde katkisinin bulunabilecegine yonelik

caligmalar bulunmaktadir (99).

Konu ile ilgili yapilan ¢alismalar1 inceledigimizde bazi ¢aligmalarda EMa uygulamasi
sonucu beyincik Purkinje hiicre sayilar: stereolojik olarak incelenirken bazilarinda ise

hipokampus igerisinde bulunan piramidal hiicreler sayilmistir (8).

Sonmez ve arkadaslarinin (8) yapmis olduklari calismada 16 haftalik disi siganlarda 900

MHz EMA maruziyeti olusturmuslar ve maruziyet sonrasinda beyincikteki Purkinje
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hiicre sayilarinda azalma oldugunu tespit etmislerdir. Calismada kontrol grubu, sham
grubu ve elektromanyetik alana maruz kalan grup olarak sicanlar 3 gruba ayrilmis ve
EMA grubundaki si¢anlar, 28 giin boyunca giinde 1 saat EMA’a maruz birakilmiglardir.
Kruskal Wallis testine gore istatiksel analiz yapilmis ve karsilastirma i¢in Mann-
Whitney U testi uygulanmistir. Disektor partikiil sayis1 kontrol grubu (n=5) 209, sham
grubunda (n=6) 180 ve elektromanyetik alana maruz kalan grup (n=6) 209 olarak
bulunmustur. Sayillan adim sayist1 kontrol grubunda 152, sham grubunda 145,
elektromanyetik alana maruz kalan grupta 148 olarak tespit edilmistir. EMA’a maruz
kalan grupta beyincikteki Purkinje hiicre sayisinda diger gruplara gore onemli 6lgiide

azalma oldugu bildirilmistir.

Konu ile ilgili yapilan bir ¢alismada 835 MHz EMA maruz kalan farelerde piramidal
hiicre sayisinda azalma oldugu bildirilmistir (98). Yine yapilan baska bir ¢alismada
korteks, hipokampus ve bazal ganglionlada EMA sonrasinda hiicre hasar1 oldugu rapor

edilmistir (3).

Odaci ve arkadaslar1 (100) disi sicanlarda dogum oncesi diklofenik sodyumun Purkinje
hiicre sayis1 lizerine etkisini arastirmiglardir. Calismalarinda 16 haftalik disi sicanlar
kullanilmistir. Diklofenik sodyum uygulanan grupta kontrol grubuna gore Purkinje

hiicre sayisinda anlamli bir artig oldugu tespit edilmistir.

Odaci ve arkadaglarinin (4) yaptiklar1 bagka bir ¢calismada 900 MHz’lik EMF’nin gyrus
dentatus graniiler hiicre sayis1 lizerine etkisiyle ilgili ¢calismada sicanlar gebeligin ilk
giinli ve son giinii boyunca giinde 1 saat EMA’a maruz brrakilmislardr. EMA
maruziyeti her giin ayni saatte yapilmistir. Kontrol grubundan da 5, EMA’a maruz
birakilan grupta da 6 hayvan kullamilmistir. Sonug¢ olarak toplam graniiler hiicre
sayisinda kontrol grubuna gore anlamli bir azalma oldugu bildirilmistir. Toplam
graniiler hiicre sayis1 kontrol grubu (n=5) 1.235.000 bulunurken elektromanyetik alana

maruz birakilan grupta (n=6) 994.000 olarak bulunmustur.

Bas ve arkadaglarimin (7) yaptiklar: diger bir ¢calismada 900 MHZ'lik EMA in yetiskin
disi sicanlarda hipokampusteki piramidal hiicre sayist iizerine etkisi incelenmistir. Bu
calismada da 16 haftalik disi sicanlar kullanilmig ve 28 giin boyunca giinde 1 saat
EMA’a maruz birakilmistir. Piramidal hiicre sayilarinda onemli sayida azalma oldugu

tespit edilmistir. Toplam piramidal hiicre sayist kontrol grubunda (n=6) 595.000, sham
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grubunda (n=6) 600.000 ve elektromanyetik alana maruz birakilan grupta (n=6)
504.000 olarak hesaplanmuistir

Yapilan baska bir calismada gelismekte olan rat beyinciginde alkole bagli hiicre kaybi
iizerine melatoninin etkisi incelenmistir. Ratlar dogumdan sonra 4-9 giinler arasinda
alkol ve alkol+melatonine maruz birakilmistir. Bu calismada cerebellar vermisteki
hiicreler stereolojik olarak sayimustir. Sonug¢ olarak beynin gelisimi sirasinda alkole
maruz kalan grupta Purkinje hiicre sayilarinda belirgin azalma tespit edilmigtir.
Calisma sonucu melatoninin alkoliin yan etkisini azaltmada etkili olmadiklart

bildirilmistir. (101)

Yine baska bir caligmada yenidogan civcivlerde pineal bezin cikarilmasi sonucunda
Purkinje hiicre sayilarinda azalma oldugu bildirilmistir. Calismada 5 kontrol
(pinealektomi yapilmayan), 5 sham ve 5 pinealektomi yapilan hayvan kullanilmustir.
Her bir hayvanin graniiler, molekiiler ve beyaz cevher hacmi hesaplanmis ve hacimler
arasinda belirgin fark bulunmamustir. Pinealektomi yapilan grupta Purkinje hiicre
sayilarinda belirgin azalma oldugu tespit edilmistir. Purkinje hiicre sayis1 kontrol
grubunda 314484+14597, Sham grubunda 353709+3715 ve pinealektomi yapilan grupta
193746+ 4533 olarak hesaplanmistir (102).

Literatiirde cerebellar yaralanmalar sonucu Purkinje hiicre sayisinda azalma oldugu

bildirilmektedir (103).

Wei-Jung Chen ve arkadaglarinin (104) ratlar iizerinde yaptiklari ¢alismada nikotinin
dogum oOncesi cerebellar vermis gelisiminde etkisini incelenmiglerdir. Dogum Oncesi
ozellikle ilk iki trimesterde nikotine maruz kalmanin cerebellar vermis gelisimi
sirasinda  Purkinje hiicrelerini azaltip azaltmadiklarimi belirlemek i¢in calismayi
planlamiglaridir. Dogum Oncesi ratlara 0 mg, 15 mg ve 25 mg nikotin subkutan olarak
enjekte edilmis, 21 giin sonra ratlar sakrifiye edilmislerdir. Calisma sonucunda dogum
oncesi donemde nikotin maruziyeti ile ratlarin dnbeyin ve beyincik agirliklarinda fark
olmadigi tespit edilmistir. Tiim gruplarda Purkinje hiicre tabaka hacimlerinde belirgin
fark bulunamadigi ancak Purkinje hiicre sayisinda azalmaya neden oldugu tespit

edilmistir.

Yine Wei-Jung A Chen ve arkadaslarinin (105) yaptiklar: baska bir ¢alismada gebelik

oncesi ve gebelik siiresince nikotine maruz birakilan ratlarin  hipokampus ve
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beyinciklerinde hiicre sayilarini incelemislerdir. Sonug¢ olarak piramidal, graniiler,

Purkinje hiicre sayilarinda azalma oldugu bildirilmistir.

Calismamizda 3 grup rat kullanilmis olup birinci gruptaki ratlar kontrol grup olup
herhangi bir isleme maruz birakilmamistir. Kontrol grubunda toplam Purkinje sayisi
244.305, EMAG grubunda 111.758, EMA+2 mg karnozin uygulanan grupta 147.442 ve
EMA+20 mg karnozin uygulanan grupta 189.447 olarak bulunmustur.

Lycopersicon esculentum gibi bir antioksidan maddenin dogum oncesi ve dofum
sonras1 donemlerde cerebellumun graniil ve Purkinje hiicrelerini EMA kaynakli apoptoz

ve norodejenerasyona karsi koruyucu etkisinin oldugu bildirilmistir. (106)

Stvolinsky ve arkadaslar1 (14) karnozinin ratlarda beyinde hipoksi olusturularak iskemi
tizerine etkisi incelenmislerdir. Caligmada ratlarda ¢ift tarafli karotid arter tikanikligi
olusturulmus, karnozinin intraperitonel enjeksiyondan sonra 30-45 dk zirve seviyede
etkisinin azaldig1 bulunmustur. Karnozinin mortaliteyi azalttigi ve norolojik
fonksiyonlar1 iyilestirdigi bildirilmektedir. Sonug olarak karnozinin anti-iskemik bir ila¢

olarak ilerde kullanilacagi sonucuna varilmistir.

Akut bobrek yetmezligi olan sicanlarda karnozinin koruyucu etkisi ile ilgili ¢alisma
yapilmis, iskemik perfiizyon modeliyle akut bobrek yetmezligi olusturulmus, akut
bobrek yetmezligi sol bobrek arter ve ven tikanikligi ile reperfiizyonu takiben 45 dk
sonra gerceklestirilmistir. 2 hafta sonra nefrektomi yapilarak reperfiizyondan 24 saat
sonra karnozin intracerebroventrikiiler olarak enjekte edilmistir. Sonucta karnozinin

iskemi sonrasinda bobrek hasarini azalttig1 bildirilmistir (107).

Rajanikant ve arkadaslarmin (15) yaptiklar1 calismada farelerde beyin iskemisi
sonucunda karnozinin noroprotektor etkisi oldugu belirtilmistir. Bu ¢alismada fokal
iskemi modeli olusturularak serebral arterlerde tikaniklik olusturulmus, iskemiden 30 dk
oncesinde karnozin intraperitonel olarak farelere enjekte edilmistir. Calismada 40 fare
kullanilmis olup 4 grup olusturulmustur. Kontrol grubuna sadece saline verilmis, diger 3
gruba 100 mg/kg, 500 mg/kg ve 1000 mg/kg karnozin enjekte edilmistir. iskemiden 24
saat sonra fareeler sakrifiye edilmistir. Calisma sonucunda karnozinin noroprotektif

etkisinin olmasi i¢in 500 mg/kg ve 1000 mg/kg a ihtiya¢ oldugu tespit edilmistir.

Min ve arkadaslariin (108) yaptiklar1 ¢calismada karnozinin ndronlar1 koruyucu etkisi

oldugu gosterilmistir. Yine karotid arter tikanmasi sonucu beyin iskemisi olusturulan
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sicanlarda karnozinin koruyucu etkisi incelenmis, iskemiden 45 dk oncesi 150 mg/kg
karnozin ip olarak ratlara verilmistir. Sonuc¢ olarak karnozinin anti-iskemik etkisi
oldugu bildirilmistir (109). Karnozin ve siklosporinin travmatik beyin hasarinda etkisi
incelenmis, sicanlara hasar oncesi 7 giin boyunca ip olarak 200 mg/kg karnozin enjekte
edilmistir. Sonu¢ olarak karnozinin travmatik beyin hasarma karsi koruyucu etkisi
oldugu gosterilmistir (17).  Hipkiss ve arkadaslarinin (45) yaptiklar1 caliymada
karnozinin sinir hiicrelerini oksidatif stres hasarina karst1 koruyucu etkisini
gostermislerdir. Yaslanmaya bagli olarak ortaya cikan gorme bozukluklarini
geciktirmekte ve katarakti da etkili sekilde oOnledigi bildirilmistir. Stvolinsky ve
arkadaslarinin (14) c¢alismalarinda deneysel beyin iskemisinde karnozin mortaliteyi

azalttig1 ve hayvanlarin norolojik fonksiyonlarina yararh etki gosterdigi kanitlanmastir.

Faddah ve arkadaslarinin (17) yapmis oldugu calismada, karnozin in vitro inme
modelinde oksijen-glikoz yoklugu durumunda mortalitenin azaltilmasinda islevsel
yetenegi gelistirmek ve hassas biyokimyasal belirteclerin seviyesini azaltmak i¢in sican
ve gerbillerde global iskemi sonrasinda noronal kiiltiirleri korudugu gosterilmistir.
Stvolinsky ve arkadaslar1 (13) beyin iskemisi olusturulan deneklerde karnozinin
noroprotektor etkisi oldugunu gostermiglerdir. Kozan ve arkadaslarmin (18) yaptigi
caligmada penisilin enjeksiyonundan sonraki anaflaktik sokta karnozin uygulanmis ve
sokun olumsuz etkilerini azalttig1 bildirilmistir. Ayrica karnozinin ileride epilepsi ve
sinir sistemini koruyucu, noérotoksik etkilerin koruyucu etkisi olabilecegi ifade
edilmistir. Farelerde yapilan ¢alismalarda karnozinin 6zellikle D karnozinin omurilik
yaralanmalarinda hasar1 azalttig1 bildirilmistir. Spinal iskemi olustururken hayvanlarda
T5-T8 seviyesinde laminektomi yapilmis, T6-T7 seviyesinde anevrizma klembi
kullanilmistir. Karnozin omurilik hasarindan 1 ve 6 saat sonrasinda 150 mg/kg
intraperitonel olarak uygulanmis, farelerde L ve D karnozin enjekte edilmistir. D
karnozinin hasar1 azaltmada daha etkili oldugu ortaya c¢ikarilmistir (110). Yapilan
caligmalarda abdominal aorta iskemi reperfiizyonuna bagl gelisen akciger hasarina
karnozinin etkisi incelenmis, sonucta karnozinin iskemi sonrasi olusan akciger hasarini
Onlemede yararli etkileri oldugu diisiiniilmiistiir. Calismada 24 hayvan kullanilmas,
iskemide aort 30 dk boyunca klemplenmistir. Reperfiizyondan 60 dk sonra klemp
kaldirdmis, klemp kaldiridmadan 10 dk o©ncesinde karnozin 250 mg/kg olarak
intraperitonel enjekte edilmistir. Karnozinin abdominal aorta iskemisinde gelisen

akciger hasarmi azalttig1 ortaya ¢ikarilmistir (111). Boldyrev ve arkadaslarmin (112)
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yaptiklar1 caligmada serbest radikallere karsi karnozin ve taurinin koruyuculugu
incelenmistir. Karnozinin serbest radikal diizeyini azalttig1, hiicre canliligini arttirdigi
saptanmustir. Ayrica yapilan baska bir calismada karnozinin retina hasarit sonrasinda

retinadol gangliyon hiicreleri koruyucu etkisi oldugu a¢iklanmistir (113).

Purkinje hiicre sayisinin bazi hastaliklarda azaldig: bilinmektedir. Farelerde otoimmun
ensefalit olusturulmus ve sonucta cerebellum Purkinje sayis1 belirlenmistir. Sonucta
otoimmun ensefalit sonucu cerebellum Purkinje sayisinda azalmaya neden oldugu tespit

edilmistir (114).

Purkinje hiicre sayisinin hesaplandigi literatiir incelendiginde normal olgularda 200 ila

400 bin civarinda hesaplandigi bildirilmektedir.

Calismalar incelendiginde karnozinin cerebellum Purkinje sayis1 iizerine etkisini
inceleyen bir arastirma bulunmamaktadir (Tablo 5.1). Bunun yanisira melatonin gibi
noroprotektif ajanlarin kullanildig1 cok sayida arastirma bulunmaktadir. Bunun disinda
EMA’m Purkinje hiicre sayisinda azalmaya neden oldugu rapor edilmistir. Ayni
zamanda X 1ginlarinin ve alkoliin Purkinje hiicre sayilarinda azalmaya neden oldugu da

bildirilmistir (115, 116).
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Tablo 5.1. Literatiir taramasi sonucu yapilan ¢alismalarda Purkinje hiicre sayilar1

Rat Cinsiy  Sakrifiy Maruz kaldigit Toksik ajan Hiicre Metot Kaynak
ozellikleri/bolge et e yasi siire Sayisi
veya grup
Wistar Erkek  Adolesa  Adolesan 10 Demir 200.201  Optik
serebellum " Etn Flunarizin 298.658 Fraksiyn Kozan ve
. . ark. 2009
Demir+Flunarizin ~ 282.658
Kontrol 310.441
Sprague-dawley  Erkek Postnatal ~ Prenatal Nikotin 15 mg 217.444  Optik
Serebellar vedisi 16 giin Nikotin 25 mg 221348 DISKOT e ve
vermis Edwards,
Placebo 216.077 2003
Kontrol 202.315
Wistar Erkek 4 Embriyonik Kontrol 383.873
Serebellum haftalik 5 15 giin Diklofenik 296218 Optik  Ragbetli
sodyum . ve
Kontrol 416.111  Fraksiyn ark.2007
Embriyonik
20 " Diklofenik
haftalik 5-15 giin sodyum 262.363
Sprague-dawley  Erkek Postnatal ~ Prenatal Alkol 2,5/kg 426.000  Optik
Serebellar vedisi 16 giin Alkol 4,5/kg 355000 Disektor  Maier ve
vermis West,
Alkol 6,5/kg 345.000 2001
Kontrol 453.000
Wistar Erkek Postnatal Embriyonik 14 X 1sinlama 117.500
serebellum 7 hafta Embriyonik 15 X isinlama 196.300  Optik Li ve ark.
Embriyonik 16 X ismlama 285,100 L raksiyn 2002
Kontrol 304.800

Calismamiz sonucunda EMA’A maruz kalan ratlarin cerebellum Purkinje hiicre
sayilarinin kontrol grubuna gore diisiik bulundugu tespit edildi. 2 mg karnozinin EMA
ile beraber uygulandiginda EMAG grubuna kiyasla hiicre sayisinda artisa neden oldugu
ancak aralarindaki farkin istatistiksel oneme sahip olmadigi tespit edildi. Ancak 20 mg
karnozin uygulandiginda hiicre sayisinin kontrol grubuna yaklastigi tespit edildi.
Sonucta karnozinin 20 mg gibi bir ortalama dozda noroprotektif etkisinin oldugu ortaya

cikarilmistir.
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