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OZET

Fetal Donemde Diisiik Frekansh (50 Hz) Elektromanyetik Alan Maruziyetinin
Yetiskin Donemdeki Anksiyete Davranisi ve Anksiyete iliskili Genler Uzerine Olan
EtkKisinin Incelenmesi

Calismada amacimiz gebelik doneminde maruz kaliman pulslu
elektromanyetik alanin, yavrularin adolesan donemlerindeki davramslarina ve
hipokampiis dokusunda anksiyete iliskili genlere olan etkilerini molekiiler acidan
degerlendirmektir.

Deneyimiz gebe sicanlardan ve gebe sicanlardan dogan yavru gruplardan
olusturulmustur. Gebe gruplar; birinci, ikinci ve iiciincii gebelik haftas1 boyunca
pulslu elektromanyetik alana maruz kalan gruplar ve her ii¢ grup icin kontrol
gebe gruplarindan olusturulmustur. Gebe sicanlardan dogan yavrulardan
olusturulan gruplar ise gebelik siiresi boyunca pulslu elektromanyetik alana
maruz kalan gebelerden dogan yavru disi ve erkek gruplar ve aym gruplarin
hi¢bir maruziyeti olmayan kontrol gruplarim icermektedir. Yavrularin anksiyete
benzeri davranilarimin degerlendirilmesi icin yiikseltilmis arti labirent testi
uygulanmistir. Sonrasinda tiim gruplarin hipokampiis dokularindan RNA
izolasyonlar1 gerceklestirilip, gen ekspresyonlar1 degerlendirilmistir. Gen
ifadesinde anlamh bir artis saptanan BDNF geninin ise western blot yontemi ile
protein ifadesi de degerlendirilmistir.

BDNF gen ifadesi icin her iki grupta da gen ekspresyonuna paralel sekilde
protein ifadesinde de artis gozlenmistir.

Pulslu elektromanyetik alana maruz birakilan gebelerden dogan erkek
grupta, yiikseltilmis arti labirent testinde anksiyete benzeri davramslar
gozlemlenmistir. Molekiiler diizeyde ise aym grupta; 5-HT1A, fos, Dopamin D1
reseptorii, Grinl, Grin2a, Grin2d, Adoral ve Adora2a genlerinin ifadelerinde
baskilanma, yalnizca BDNF gen ifadesinde artis gozlenmistir.

Cahismamizin sonuclary; elektromanyetik alan maruziyetinin gebelikte
dikkat edilmesi gereken bir unsur oldugunu, elektromanyetik alana maruz kalan
annelerin cocuklarinin anksiyeteye daha duyarh olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: BDNF, pulslu elektromanyetik alan, western blot, yiikseltilmis
arti labirent

xii



ABSTRACT

Investigation the Effect of Low Frequency (50 Hz) Electromagnetic Field Exposure
in the Fetal Period on Anxiety Behavior and Anxiety Related Genes in the in
Adulthood

The aim of this study is to evaluate the effects of pulsed electromagnetic
field, which is exposed during pregnancy, on behaviors of offspring during
adolescence and on anxiety related genes in hippocampus tissue.

Our experimental group consisted of pregnant rats and their offspring.
Pregnant groups consist of rats exposed to pulsed electromagnetic fields at the
first, second and third weeks of gestation, and controls of these 3 groups. On the
other hand offspring groups consist of male and female rats born from pregnant
rats exposed to pulsed electromagnetic field during pregnancy and as control
group, male and female rats born from pregnant rats not exposed to
electromagnetic field during pregnancy. To evaluate the anxiety-like behaviors of
the offspring, elevated plus maze test was performed. Then, RNA isolation was
performed from hippocampus tissues of all groups and gene expression was
evaluated. The protein expression of the BDNF gene, which has a significant
increase in gene expression, was evaluated by western blot method.

Anxiety-like behaviors were observed in the elevated plus maze test in the
male offspring group, who were born to female rats exposed to pulsed
electromagnetic fields during pregnancy. In the same group; suppression of 5-
HT1A, fos, Dopamine D1 receptor, Grinl, Grin2a, Grin2d, Adoral and Adora2a
genes and induction of BDNF gene expression were observed.

According to our results; electromagnetic field exposure is an element that
should be considered during pregnancy, and it can be suggested that children,
whose mothers exposed to electromagnetic fields may be more sensitive to anxiety.

Keywords: BDNF, pulsed electromagnetic field, western blot, elevated plus maze
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1. GIRiS

Fetus gelisimini sekillendirmede ve sonraki ¢ocuk saglig ile hastalik riski goz
oniinde bulunduruldugunda intrauterin g¢evrenin O6nemli bir rol oynadigini yapilan
calismalarca gosterilmektedir. Fetal beyinde plastisite yiiksektir, bu yiizden utero
kosullarda meydana gelen yap1 ve islevlerdeki ince degisiklikler bile uzun siireli etkilere
sebep olabilir'.

Gebelikte cevreye bagli etkilerden biri de elektromanyetik alan maruziyetidir.
Elektromanyetik alanlar insan goziiniin géremedigi fakat ¢evremizde her yerde bulunan
alanlardir®. Yeryiiziindeki tiim organizmalar yasamlar siiresince dogal elektromanyetik
alanlara maruz kalmaktadirlar. Gilines araciligiyla ulasan elektromanyetik radyasyon
diinyada yagsami destekleyen tek enerji kaynagi olmustur. Organizmalarin evriminde
dahi bulunan elektromanyetik dalgalardan iyonize etkisi olan elektromanyetik dalgalar
mutasyon ihtimalini yiikselterek, genetik farklilagmanin artmasma destek olmustur.
Yapilan bir ¢ok bilimsel calisma, elektromanyetik alanlarin canli hiicrelere, organ
sistemlerine, hiicre membranlarina etkisi oldugu gibi enzimler iizerine de etkilerinin
oldugunu gostermistir’.

Elektrik yiiklii parcacigin boslukta ivmeli hareketi dolayisiyla birbirine dik
manyetik ve elektrik alan bilesenleri meydana gelir. Elektrik alan bileseni ¢evrede
elektrik yiiklerinin varliginda olusurken, manyetik alan ise elektrik yiiklerinin ivmeli
hareketi sonucu meydana gelir. Genis bir spektrumu bulunan sabit olmayan elektrik,
manyetik ve elektromanyetik alanlar, iletisim mekanizmalarindan TV ve radyo
vericilerine, yliksek gerilim hatlarindan radarlara, is yerlerindeki ve evlerdeki elektrikli
cihazlardan trafolara kadar bir ¢ok elektrikli sistemden dagilmaktadir. Elektrik alanlar
gerilim tarafindan olusturulur ve gerilimin yiikselmesiyle artig gosterirler. Elektrik
alanlar elektrigi tagiyan materyaller tarafindan korunabilir veya zayiflatilabilirler, bunun
yanisira manyetik alanlarin zayiflatilmasi oldukca zordur’.

Yapilan calismalar elektromanyetik alanlarin canli hiicreleri, organ sistemlerini,
enzimleri, iyonlar1 etkiledigini gostermektedir’. Bilimsel ¢alismalarda gebelikte
elektromanyetik alana maruziyet, maruziyet diizeyine bagli olarak farkli etkiler

gostermektedir; bazi calismalarda da fetal kayiplara, fetiisiin ve annenin gelisiminde



olumsuzluklara sebep oldugu diisiiniilmektedir. Fakat elektromanyetik alanin tedavi
amach kullanimi da s6z konusudur.

Anksiyete bozuklugu; Amerika Birlesik Devletlerinde en ¢ok goriilen mental
hastaliktir, 18 yas ve tlizeri 40 milyon yetigkini ya da toplumun %18.1’ini
etkilemektedir. Anksiyete bozukluklari; beyin kimyasi, kisilik yapisi, yasamsal kosullar
ve genetik faktorleride iceren karmasik risk faktorlerinden gelisir4.

Anksiyete; gerilme hissiyati, endiseli diisiinceler ve artan kan basinci gibi
fiziksel belirtilerle karakterize bir duygudur. Anksiyete bozuklugu olan Kkisiler;
genellikle tekrar eden, huzurluksuz veren diisiincelere veya endiselere sahiplerdir.
Bireylerde titreme, bas dénmesi, hizli kalp atisi, terleme gibi fiziksel belirtiler olabilir’.

Anksiyete bozukluklarinin tiimii i¢in genetik risk faktorleri belgelendirilmistir.
Klinik genetik ¢aligmalar anksiyete bozukluklar: i¢in kalitsal tahminlerin oranini %30-
67 araliginda gostermektedir®.

Duygusal tepkinin olusmasindan sorumlu olan temel beyin yapilarindan biri olan
hipokampus, cesitli eksojen ve endojen stresorlere karsi duyarlidir ve bu nedenle
yapisinda ve islevindeki degisiklikler duygudurum bozukluklarinin gelisimi i¢in ¢ok
onemlidir’.

Biz de bu baglamda c¢alismamizda sican hipokampiis dokusunu tercih ettik.
Calismamizda deney hayvani olarak wistar albino tiirii 12-14 haftalik disi siganlar
kullandik. Calismamizin amaci; gilinliik hayatta maruz kaldigimiz elektromanyetik
alanlarin gebelikte fetusa etkisinin ileri donemde beyin hipokampiis dokusunda
molekiiler diizeyde ve davranigsal etkilerini incelemektir. Calismamizda once anksiyete
davraniglarint degerlendirip, sonrasinda; fos, Grin2d, Drdla, 5-HT1A, Grinl, BDNF,
Adoral, Grin2a, Adora2a genlerinin mRNA ekspresyonlarin1 ve BDNF’in protein
diizeyinde ifadesini inceledik. Ayrica pulslu elektromanyetik alan maruziyetinin yavru

gruplarda ylikseltilmis art1 labirent testi ile davranis ilizerine etkilerini arastirdik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Elektromanyetik Alan

Elektromanyetik  alanlarin, dalgalar  bi¢ciminde ilerleyen enerjisine
elektromanyetik 1smmim (radyasyon) denir. Elektromanyetik 1smmimin en kiigiik
yapitasi fotondur, fotonlar bir kiitleye sahip degillerdir. Fotonlar halinde, uzayda 1s1k
hizinda yayilirlar. Elektromanyetik dalga, boyu ve dalga sekli, siddeti ve frekansi ile
tanimlanir. Elektromanyetik 1sinimda iki dalga tepesi arasindaki mesafe dalga boyu (1),
bir noktadan bir saniyede ilerleyen dalga sayisi isinimin frekansi ( ), Hertz (Hz) ise 151k

hiz;

c=A1-f

formiilii ile ifade edilir.Burada 151k hiz1, ¢ = 3x10® m/s’dir. Frekans arttik¢a dalga boyu
kisalir ve yayilan enerji yiikselir’.

Elektromanyetik dalgalar, enine dalgalardir ve yiiklerin ivmeli hareketi ile
olusurlar. Elektromanyetik dalgalar manyetik ve elektrik alan bilesenlerinden meydana
gelir, bu bilesenler dalganin yayilma dogrultusuna ve birbirine diktir. Elektromanyetik
dalgalar boslukta 151k hiz1 ile yayilir, enerji iletimi saglar ve yayildiklar1 ortama enerji
aktarirlar ancak farkli bir ortamda ilerlediklerinde enerjileri, hizlar1 ve enerji aktarimlari
bulunduklar1 ortamin 6zelligine gore degisir. Isik ve mekanik dalgalada gozlemlenen
kirilma, kirmim, yansima ve girisimin Ozellikleri elektromanyetik dalgalarda da
gecerlidir, ek olarak elektromanyetik dalgalar hem tanecik, hem dalga 6zelligi tasir.

Genel olarak, EMF terapdtik yontemleri bes grupta kategorize edilebilir:

1-Kalic1 manyetik alan,

2-Diisiik frekansh siniis dalgalari,
3-Pulslu elektromanyetik alanlar (PMA),
4-Darbeli radyofrekans alanlar (PRF),

5-Transkraniyal manyetik / elektrik stimiilasyonu.



Diisiik frekansli siniis dalgast elektromanyetik alanlar1 ¢ogunlukla enerji
hatlarinda (ABD ve Kanada'da; 60 Hz, Avrupa ve Asya'da; 50 Hz) kullanir. PEMF
genellikle ¢ok 6zel dalga sekilleri ve genligi ile diisiik frekanslh alanlardir. Bu nedenle,
biyolojik sistemler iizerine manyetik alanlarin etkileri degerlendirilirken asagidaki

parametreler goz oniinde bulundurmalidir:

Uygulanan Elektrik Akiminin Cinsi (Dogru Akim (DC), Alternatif Akim (AC)),
Frekans ( Diisiik Frekans, Yiiksek Frekans vb.),

Uygulanan Manyetik Alanin Sekli (Uggen, Dikdértgen, Kare vb.),

Manyetik Alanin Siddeti (Tesla, Gauss, vb.),

Manyetik Alanin Yonii (Dik, Yatay vb.)

Uygulanan Manyetik Alamin Siiresi (Akut, Kronik)**.

2.1.1. Elektromanyetik Alanlarin Frekanslari

Elektromanyetik spektrum siireklidir. Dalgalarin frekansi arttik¢ca enerjileri de
yiikselir, en diisiik enerjili dalga en diisiik frekansa sahiptir. Genis frekans araliklarina
meveut (0-10”* Hz arasinda) elektromanyetik alanlar frekanslarina gore su sekilde
siniflandirilir; alternatif manyetik alanlar, 0-3000 Hz frekans aralifinda degisim
gosteren dalgalardir, gok diisiik frekanshdirlar (ELF); 10°-10'° Hz frekans araligindaki
dalgalar radyo dalgalar1 (RF), 10'°-10'* Hz frekans: araliginda bulunan dalgalar mikro;
10'2-10"° Hz frekans: araliginda bulunan dalgalar kizilStesi, goriinen 151k ve ultraviyole;
10" Hz frekansinin iizerindeki dalgalar da x-1smn1 ve gama 1sinlar1 olarak adlandirilir®
Radyo Frekans (RF; 10 kHz-300 GHz) araliginda bulunan elektromanyetik dalgalar,
baz istasyonlari, cep telefonlari, radyo ve televizyon yayinlarinda kullanilmaktadirlar.
Oldukg¢a Diisiik Frekans (ELF; 0-300 Hz) aralig: ise trafo, yliksek gerilim hatlari, is

yerleri ve evlerde kullanilmaktadir® (Sekil 1).
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Sekil 1. Elektromanyetik spektrum

Sinir ve kaslardaki elektriksel aktiviteler canlida elektrik akimlar1 olusturur. Bu
akimlar deri lizerinde potansiyel farklar meydana getirirler ve elektrotlarla viicut
yiizeyinden Oliilebilirler. Elektrokardiyogram (ECQ), kalp tarafindan iiretilen potansiyel
farklarin zamanla orantili ¢izilmesidir. Elektroensefelogram (EEG), beyin tarafindan
tiretilen potansiyel farklarin zamanla orantili ¢izilmesidir. Normal havada atmosferin
Elektrik alan1  120-150 V/m olurken, simsekli havalarda 10.000 V/m’ye
cikabilmektedir®.

2.1.2. Elektromanyetik Alanlarin Biiyiikliigii ve Birimleri

Elektrik alan; birim metre basina diisen potansiyel farktir(V; gerilim).Manyetik
alan manyetik aki yogunlugu (B) olarak olgiiliir ve birimi “Tesla” dir Yaygin olarak
manyetik alan birimi olarak Gauss kavrami kullanilir. 1 Tesla (T) = 10* Gauss (G’dur).
Manyetik alan; ortamin manyetik siddeti (H; A/m) ve ortamin manyetik gecirgenligi (p)
carpimi ile hesaplanir (B = pH). (Uzayda, canli dokularinda ve havada p = 4m10”
[Henry/m] olarak kabul edilir. Bos alanda akim (amper) tasiyan iletkenin belli bir
uzaklikta (metre) olan manyetik aki yogunluk vektoriintin biiyiikliigii asagidaki formiil

ile hesaplanir.
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Ayrica 1 mT=10" T ve 1 pT=10° T birimleri de kullanilmaktadir.

Uluslararas1 Birim Sisteminde (SI) manyetik alan birimi olarak “Gauss”
kullanilmaktadir 2.Yerkiirenin DC manyetik alani1 ortalama 0,5 Gauss, AC alani ise
3x10” Gauss- 10x10” Gauss arasinda degisirken;

Viicudumuzun DC manyetik alanlari;

- Kalp kas1 3x107 Gauss
- Abdominal bélge 10° Gauss
- Akcigerlerde 3x10” Gauss

AC manyetik alanlar ise;

- Beyin dalgalari dinlenimde 10°® G
—  Uyanlms durumda 10° G
—  Goziin manyetik alam 107 G
— Kalp kas1 manyetik alam 2x10° G
— Iskelet kas1 manyetik alani ise (1-100 Hz) 107 G siddetindedir.

Bu degerlerden viicut manyetik alanmin 10°-10° G arasinda degiskenlik
gosterdigi goriilmektedir. Diinyanin manyetik alan siddeti 0.5 Gauss ile kiyaslandiginda
uyumlu oldugu gozlemlenmektedir. Elektromanyetik alanlarin goriiliir sekilde olmamasi
ve etkilerinin sonradan ortaya ¢ikmasi goz ardi edilmektedir. Fakat gelisen teknolojinin
ve endiistrilesme gelisimi ile birlikte saglikli ve gebe bireylerin elektromanyetik
alanlara maruz kalmalar1 kacinilmazdir. Bu nedenle, genetik ve cevresel faktorlerle
populasyonda oldukca yaygin ve giin gectikge artan anksiyete {izerine maruz kalinan

manyetik alanin etkilerini arastirmak iizere ¢alismamizi yonlendirdik™.

2.1.3. Elektromanyetik Alanlarin Biyolojide Kullanim

Elektromanyetik alanlarin biyolojik etkilerini arastirabilmek i¢in kullanilan
manyetik alan kaynagmin kararli, dogru ve tekrarlanabilen sonuglar elde etmek igin
diizenli (uniform) elektromanyetik alan tretilebilmesi gereklidir. Belirlenmis bir alan

icerisinde diizgiin elektromanyetik alan meydana getiren, gerekli durumlarda olusan



elektromanyetik alanin frekansi ve siddeti ayarlanabilen selenoid ve helmholtz
bobinlerinden olusan sistemler 6rnektir. Helmholtz bobinlerinden olusan manyetik alan

kaynagi biyolojik calismalarda genellikle kullaniimaktadir®.

2.2. Fetal ve Adolesan Donem Beyin Gelisimi

Gelisen beyinde plastisite yiiksektir ve ana beyin yapilariin farklilasmasinin
biiylik cogunlugunun dogum 6ncesi yasam sirasinda gercekletigi i¢in fetal programlama
etkisine duyarlidir. Beynin uzun siiren gelisim siireci (embriyonik yasamdan doguma ve
ergenlik) g6z oniline alindiginda, embriyonik ve fetal yasam boyunca beyin yapisinda ve
islevinde meydana gelebilecek kiigiik degisiklikler giderek artarak, zamanla beyin
anatomisini ve baglanabilirligi, ruhsal ozellikle fizyolojik saghigini etkiler. Dogum
oncesi ortamin bu etkileri, postnatal ortamin erken donemlerinde daha da degisiklik
gosterebilir ve ¢ocugun cinsiyetin bir fonksiyonu olarak farklilik gosterebilir. Artan
kanitlar fetus gelisimini sekillendirmede ve sonraki ¢ocuk sagligi ve hastalik riski goz
oniinde bulunduruldugunda intrauterin ¢evrenin Onemli bir rol oynadigini
gostermektedir. Fetal beyinde plastisite yiiksektir, bu yilizden utero kosullarda tiretilen
yap1 ve islevlerdeki ince degisiklikler bile uzun siireli etkilere sebep olabilir'.

Adolesan donem beyin olgunlagmasi i¢in kritik bir donemdir. Bu sirada gelisen
rahatsizliklarin merkezi sinir sisteminin yapisal, islevsel ve davranis ¢iktilarini nasil
etkiledigini ¢6zmek uzun siiren etkileri daha iyi anlamak i¢in 6nemlidir. Hipokampal
norogenez gelisim sirasinda ortaya ¢ikar ve yasam boyunca devam eder. Yetigkinlikte,
bu yeni hiicrelerin hipokampusa entegrasyonu duygusal davranis, bilissel islev ve
sinirsel plastisite agisindan 6nemlidir. Adolesan donemde, hipokampusun olgunlagmasi
ve yiiksek hipokampal ndrogenez seviyeleri gozlenir ve nérogenezde bu donemdeki
degisiklikler 6nemlidir’.

Hipokampus o6zellikle adolesan donemde degismektedir, artan sayida grantil
hiicre ve adolesan doneminde kemirgenlerde hipokampal tabakalarin genel olarak artan
hacmi gosterilmistir’.

Adolesan donem, hipokampus da dahil olmak {izere bir¢ok beyin yapisinin hatiri
sayilir bir sekilde yeniden orgiitlenmesi ve biiylimesinin oldugu yasamin benzersiz bir
dénemini temsil eder. Bu siirede hipokampal ndrogenez ile strese bagli Hipotalamo

hipofiz adrenokortikal aks (HPA) ve inflamatuar yanitta bir artis vardir. Bu nedenle,



yasamin bu donemindeki stres, hipokampiiste yetiskinlikte de stirebilen farkli ve uzun

stireli zararli degisikliklerin olusumuna neden olabilir’.

2.2.1. Limbik Sistem ve Hipokampus

Limbik sistemin ana etkilesimli yapilar1 arasinda prefrontal korteks, singulat
korteks, amigdaloid niikleer kompleks, limbik talamus, hipokampal olusum, niikleus
akumbens (limbik striatum), 6n hipotalamus, ventral tegmental bdlge, orta beyin raphe
cekirdegi ile 6n beyin i¢in ¢ikinti yapan limbik orta beyin sisteminin serotonerjik
bilesenleri bulunur'®.

Limbik sistem gibi evrimsel olarak daha eski beyin sistemleri, duygusal
islemenin temel yonlerine aracilik etmektedir. Filogenetik olarak daha yeni beyin
sistemlerinde karmasik davranislar1 diizenlemek ic¢in ilgili ve motivasyonel bilgi
saglamaktadir'’. Limbik fonksiyonun bozuklugu ve HPA diizenlenmesindeki sorunlar,
duygudurum bozukluklarinin temel 6zellikleridir''.

Hareketlerin davranislara ¢evirilmesinde kritik gorevi olan limbik sistem,
hipokampus tizerinden pek¢ok sinyal alir. Hipokampus, lateral ventrikiilde asag1 ylizey
boyunca yer alan gri cevher tabakasindan olusur'?. Duygusal tepkinin olusmasindan
sorumlu temel beyin yapilarindan biridir’. Beyindeki pekcok alan ile subkortikal
bélgeler vasitasiyla etkilesim halindedir'?. Epizodik bellek igin, zaman ve mekanda gok
modlu duyusal bilginin birlestiricisi olarak merkezi bir rol oynar. Boylece, epizodik
anilarin baglamsal ortamini ve 6zgiinliigiinii belirler'.

Hipokampus, korku ve kaygi ile ilgili davraniglarin modiilasyonunda da rol
oynar'’. Hipokampus, septum ile biiyilkk 6l¢iide birbirine baghdir ve kaygiya iliskili
bolgeler locus coeruleus, raphe c¢ekirdek, hipotalamus, amigdala ve medial frontal
korteks ile ana baglantilara sahiptir. Dorsal hipokampusun mekansal gorevlerin
O0grenilmesinde ve hafizaya alinmasinda hayati bir rol oynadigi bilinirken, ventral

hipokampiis daha ¢ok korku ve endisenin modiilasyonunda rol oynar'*.

2.3. Anksiyete
Anksiyete; gerilme hissiyati, endiseli diislinceler ve artan kan basinci gibi
fiziksel belirtilerle karakterize bir duygudur. Anksiyete bozuklugu olan bireyler;

genellikle tekrar eden, huzurluksuz veren diisiincelere veya endiselere sahiplerdir; bu



kisilerde titreme, basdonmesi, hizli kalp atisi, terleme gibi fiziksel belirtiler
gdzlemlenebilir’.

Kaygi; belirsizligin, korku ve korku duygusunun yikici etkileriyle karakterizedir.
Diger bir deyisle kaygi, gelecekteki bir tehdidin Ongoriilmesi olarak tanimlanir.
Anksiyete, kisinin uzun siireli olumsuz durumlara veya uzak tehditlere hazirlanmalarina
yardimci olan uyarlamali bir hayat kurtarici yanit olabilir. Bununla birlikte, patolojik
kaygy, asir1 ya da gelisimsel olarak uygun siirelerin Gtesine gegmektedir'™.

Anksiyete bozukluklar: kroniktir, hem bireyler hem de toplum iizerine muazzam
maliyetler getirir'®. Anksiyete bozukluklari; beyin kimyasi, kisilik yapisi, yasamsal
kosullar ve genetik faktorleride iceren karmasik risk faktorlerinden gelisir4.

Agorafobili veya Agorafobisiz panik bozuklugu (PB), yaygin anksiyete
bozuklugu (YAB) ve sosyal anksiyete bozuklugu (SAD) en sik goriilen ruhsal
bozukluklar olup, saglik bakim maliyetleri, istihdam durumu ve sosyal islevsellik ile
iliskilidir". Ozellikle, niifusun yaklasik %40'imin yasamlar1 boyunca bir anksiyete
bozuklugundan etkilendigi ve niifusun %14—18'inin her yil anksiyete bozuklugu
yasadig1 tahmin edilmektedir. Bu nedenle, kaygi yasayan insanlarin ihtiyaglarimi
karsilamak bityiik Gnem tasimaktadir'’.

Kaygi (Anksiyete) Bozukluklar1 Dsm5-Mental Bozukluklarin Tanisal ve
[statistiksel El Kitabinda;

-Secici Konugmazlik (Mutizm),

-Ozgiil Fobi,

-Panik Bozuklugu,

-Bagka Bir Saglik Durumuna Bagli Kaygi1 Bozuklugu,
-Panik Atagi Belirleyicisi,

-Toplumsal Kaygi Bozuklugu,

-Yaygin Kaygi Bozuklugu,

-Ayrilma Kaygis1 Bozuklugu,
-Tanimlanmamis Kaygi Bozuklugu,
-Agorafobi,

-Tanimlanmig Diger Bir Kaygi Bozuklugu ve

-Maddenin/ilacin Yol A¢tig1 Kaygi Bozuklugu olarak smiflandirilmugtir'®.



2.3.1. Anksiyete Sikhig1

National Comorbidity Survey—Replication'in ¢caligmasina gore; her ii¢ kadindan
biri hayatinda bir kere anksiyete bozuklugundan etkilenmektedir'.

Genis populasyon temelli anketlerdeki bilgilere gore; niifusun %33.7'den fazlasi,
hayati boyunca bir anksiyete bozuklugundan etkilenmektedir. Kesisen kiiltiirel
karsilastirmalarda, yayilim oranlar biiyiikk Olclide degiskendir. Bu heterojenitenin
kiiltiirel etkilerden cok metodolojideki farklardan kaynaklanmasi olasidir'®.

Amerika Birlesik Devletlerinde en c¢ok goriilen mental hastalik anksiyete
bozuklugudur; 18 yas ve fiizeri 40 milyon yetigkini yada toplumun %18.1’ini
etkilemektedir®.

Bu bozukluklar bat1 iilkelerinde yaygindir ve Cin gibi Asya iilkelerinde daha az
goriilmektedir. 30 Avrupa iilkesini kapsayan 3 yillik multimetod ¢aligmasina gore,
toplam niifusun %14' anksiyete bozukluklarindan muzdariptir'®.  Anksiyete
bozukluklar1 kronik seyir takip eder, fakat; ileri yasta yayilim oranlarinda dogal azalma
vardir. Anksiyete bozukluklari, diger mental bozukluklarla ve diger anksiyete

bozukluklar ile yiiksek komorbidite gosterir'.

2.3.2. Anksiyete Tarihi

Eski Yunan ve Latin arastirmacilar, patolojik kaygi vakalarimi yayinlayarak
onlar1 tibbi bozukluklar olarak tanimmslardir. 19. yiizy1l ortalarinda  anksiyete
bozukluklar1 vakasi tibbi yazilarda rapor edilmistir'®. Freud, DSM-I ve DSM- II'de
cesitli kaygi bozukluklari i¢in  kullanilan terimler gelistirmistir. DSM-III panik
bozukluk, Genel Anksiyete Bozuklugu (GAD) ve Travma Sonras: Stres Bozuklugu
(TSSB) gibi yeni terimler getirmistir. DSM-5'in ana katkis1 anksiyete bozukluklarinin
ortak Ozelliklerin paylasilmasina dayanan ii¢ spektraya [anksiyete, Obsesif Kompulsif
Bozukluk ve travma ve stresle iliskili bozukluklar] ayirmasi ve gelisimsel olarak

baglantili bozukluklarin ayn1 bsliimde gruplandiriimasidir®.

2.3.3. Anksiyete Norobiyolojisi
Norobiyolojik diizeyde anksiyete bozukluklari, insan beyninin dis diinyadan
algiladig1 potansiyel olarak tehdit edici uyaranlarin akigini islemeye hizmet eden yiiksek

derecede birbirine bagli devreler arasindaki bozulmadan kaynaklanir. Bu devreler
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arasinda herhangi bir yerdeki karisiklik, tim sistemde bir dengesizlige yol acarak,
sinirsel duyu bilgilerinin tehdit edici olarak yanlis yorumlanmasina ve anksiyete
bozukluklarinda gbzlenen uygunsuz duygusal ve davranissal tepkilere yol agabilir'.
Kisaca anksiyete, cesitli beyin bolgeleri arasindaki hasarl etkilesimlere baglidir:
Medial prefrontal korteks (mPFC) ve ventral hipokampus (VHPC), amigdala ve stria
terminalisin (BNST) temel niikleusu ile koordine bir sekilde hareket eder ve hem
kemirgenlerde hem de insanlarda anksiyeteyi kontrol eden birbirine bagl yapilarin

dagilmis agini olusturur'®,

2.3.4. Klinikte Anksiyete

Sik goriilen tibbi sikayetler, carpinti, titreme, hazimsizlik, uyusukluk/
karincalanma, sinirlilik, nefes darligi, diyaforez ve korku gibi bir kaygi bozuklugunun
belirtileri olabilir. Bu belirtilerin anksiyete bozuklugundan kaynaklandigini diistinmek
icin, klinisyenin kardiyovaskiiler, pulmoner ve norolojik hastaliklar dahil olmak iizere
belirli tibbi durumlar1 elimine etmesi énemlidir'>. Belirli bir olaya tipik bir cevapta,
yogunluk ve siire beklenilenin &tesine uzandiginda kaygi bir bozukluk haline gelir.
Anksiyete bozukluklarinin ¢ogu i¢in minimum siire 6 aydir ve siddet, gercek tehdit
diizeyine orantisiz olarak kabul edilir. Anksiyete, depresyon, travma sonrasi stres
bozuklugu ve obsesif kompulsif bozukluk gibi diger psikiyatrik hastaliklarda tanisal bir
belirti olabilir. Kadnlar erkeklerin yaklasik iki kat: oraninda patolojik kayg yasarlar'”.

2.3.5. Anksiyete Aday Genleri
Calismamizda anksiyetede aday oldugu diisiiniilen; fos, Grin2d, Drdla, Htrla,
Grinl, BDNF, Adoral, Grin2a, Adora2a genlerini ¢aligmay1 amagladik.

2.3.5.1. 5-hidroksitriptamin reseptor 1A (5-HT1A)

5-hidroksitriptamin (5-HT, serotonin) bir¢ok hastalik durumunun etiyolojisinde
ve Ozellikle depresyon, anksiyete, sizofreni, yeme bozukluklari, OKB ve PB gibi ruhsal
hastaliklarda rol oynamaktadir®'.

5-HT triptofan aminoasitinden sentezlenmektedir. Sentezdeki ilk asama,
triptofanin, triptofan hidroksilaz enzimi tarafindan 5-hidroksitriptofan (5-HTP) 'ye
doniistiiriilmesidir. Aromatik aminoasit dekarboksilaz (AACD), daha sonra 5-HTP'yi 5-
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HT'ye doniistiiriir. 5-HT salimmi ekzositoz ile Ca™'ya bagimli gerceklesir. 5-HT
salinimindan sonra, sinapsta 5-HT'nin etkileri, serotonerjik néronlarin plazma membrani
tizerinde bulunan 5-HT tasiyicilar1 tarafindan sona erdirilir, bunlar 5-HT'yi serotonerjik
noronlara geri alir. 5-HT katabolizmasi monamin oksidaz A (MAO-A) ile ger(;eklesirzz.
5-HT'yi sentezleyen noronlar, en belirginleri raphe niikleus olan beyin sapinin
orta ¢izgisi boyunca bir¢ok ¢ekirdekte kiimelenir. Bu noronlarin aksonlari, merkezi sinir
sisteminin hemen hemen tiim bolgelerini innerve eder ve bdylece uyku / uyaniklik
dongiisii, besin alimi, cinsel davranis, duygusal durum ve bilissel siirecler, 6zellikle
ogrenme ve hafiza, gibi cok cesitli davramslar etkiler’. 5-HT sistemi ile ilgili
caligmalar, ¢esitli 5-HT reseptorlerinin  (5-HT1 ila 5-HT7) tanimlanmasi,
siniflandirilmasi ve klonlanmasinda yarar saglamistir™. Konum algilanmasinda merkezi
bir role sahip olan hipokampus, ozellikle 1A reseptorii (5S-HT1A) alt tipinin yliksek
konsantrasyonda serotonin reseptor baglanma bolgeleri ile karakterize edilir*.

5-HT1A reseptor alt tipi, farede 13. kromozomunun insanda ise 5. kromozomu
(5q11.2-q13) distal kisminda bulunan intron igermeyen, 422 amino asitlik bir protein
kodlayan genden meydana gelmektedir®'.

Reseptor, proteinin N terminal bolgesinde yer alan N glikozilasyon bolgeleri ile
protein kinaz C (PKC) tarafindan fosforillenme i¢in gereken ikinci ve ii¢lincii hiicre igi
dongiilerinde bulunan konsensiis bolgeleri ile tipik bir G-protein eslenikli bir reseptor
yapisina sahiptir®,

5-HT1A reseptoriinii  kodlayan genin promotdriindeki A C(-1019)G
polimorfizmi, siirekli anksiyete, depresyon ve kronik antidepresan tedaviye yanit dahil

olmak iizere ¢esitli duygudurumla iligkili degiskenlerle iliskilidir**.

2.3.5.2. BDNF( Beyin Kaynakh Biiyiime Faktorii)

BDNF sinir sistemi gelisimi ve plastisitesinde ¢ok sayida goérevi olan norotrofin
ailesiden salgilanan bir proteinidir.

Cesitli cevresel uyaranlara maruz kalindiginda, ilgili  aktiflesmis beyin
bolgelerinde  BDNF mRNA'nin indiiklenmis ekspresyonu, BDNF transkripsiyon
indiiksiyonunun, noral fonksiyonun ¢evresel modiilasyonu i¢in yaygin bir mekanizma
olabilecegini diisiindiirmektedir. BDNF seviyelerini veya BDNF sekresyonunu kismen

azaltan mutasyonlarin beyin gelisimi ve plastisitesi iizerinde dnemli etkileri vardir.
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Memeli Bdnf geni, gelisme sirasinda, beyin bolgeleri ve farkli hiicre tiplerinde

farkli olarak kullanilan en az sekiz alternatif promotora sahip dokuz ekzondan olusur *°.

2.3.5.3. Fos geni

C-fos geni, transkripsiyon faktorii Aktive edici protein 1(AP-1)'i olusturmak igin
Jun ailesinin transkripsiyon faktorleri ile dimerize olan Fos proteinini kodlar®.
Herhangi bir teknikte oldugu gibi, ilgili néro-devre sistemini tanimlamak i¢in Fos'in bir
etkinlik marker1 olarak kullanilmasinin fayda ve kisitlamalarini anlamak gerekir. Bu
sebeple, bu yaklasimin avantaj ve dezavantajlari tartisilmaktadir. Acil erken gen c-fos
ve onun protein iiriinii Fos, yaklasik 30 yildir aktivite belirtecleri olarak kullanilmistir
ve c-fos, ilk tanimlayici acil erken genlerden (IEG) biridir®’.

Fos proteininin baslica islevi, 16sin fermuar motifi araciligiyla, gec¢ genlerin
transdiiksiyonuyla iligskili olan Jun protein ailesinin iiyeleri ile indiiklenebilir bir
transkripsiyon faktorii AP1 olusmasiyla sonuglanir. Fos, merkezi sinir sistemindeki
cogu hiicre tipinde eksprese edilir.

Bazal kosullar altinda, cfos mRNA ve proteini, beyin bolgelerinin ¢ogunda, c¢ok
diisiik seviyelerde ifade edilir. Bununla birlikte, c-fos ve Fos, periferik mekanik ve
elektriksel uyarim, agri, iltithaplanma, stres, néroendokrin ve ndropeptid sinyaller,
néronal depolarizasyon, nérotrofik faktorler, nérotransmitterler ve hiicre i¢i Ca™
diizeylerindeki artiglar dahil olmak iizere cesitli uyaranlara yanit olarak hizla uyarilir®’.

C-fos geni, genis bir uyarici yelpazesi tarafindan uyarilir ve yaygin olarak ndral

aktivite i¢in giivenilir bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir®®.

2.3.5.4. Dopamin D1 reseptorii (DRD1A)

Dopamin, monoamin oksidaz araciligi ile sinaps terminalinde ve mitokondride,
3,4-dihidroksifenilasetikasite (DOPAC) metabolize edilir. Dopamin ve metabolitlerinin
seviyesi, DOPAC/ dopamin orani (dopamin dongiisii) ve MAO-A / B aktivitesi de dahil
olmak iizere, anksiyete benzeri davraniglarla iliskilidir'®.

Birgok beyin bolgesi ve farklt norotransmiterler anksiyetenin gelisimiyle
iliskilidir. Dogal anksiyojenik cevresel uyaranlara davranissal tepkilerle iliskili en
Oonemli norotransmiterlerden biri, kaygi ve korku agisindan kritik bir rol oynayan

dopamindir'*.
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Dopaminerjik noronlar, dikkat, yonetici hafiza, arzu, hedonik(hazsal) aktiviteler,
dogal odiiller ve hiicre sinyali gibi biyolojik aktiviteler dahil olmak {izere ¢esitli beyin
faaliyetlerinde yer alan dopamini serbest birakan ndéronlardir. Bu etkilerin ¢oguna diger
hiicre sinyal yollarinda gérevli dopamin D1 ve D2 benzeri reseptorler aracilik eder™.

Drd1 prefrontal korteks ve striatumda sinaptik plastisite modiilasyonunda rol
oynar. Drd1 ayrica, cAMP yanit elementi (CRE'ler) iizerine etki ederek, siklik adenosin
monofosfat (CAMP) ve cAMP yanit eleman1 modiilatérii (CREM) yoluyla birka¢ genin

(6rnegin beyin kaynakli biiyiime faktorii geni, BDNF) ekspresyonunu diizenler®.

2.3.5.5. GRIN1, GRIN2A ve GRIN2D

Glutaminerjik Sistem: N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorleri, bir
iyonotropik NMDA-1 (Grinl) alt birimini ve dort Grin2 alt biriminden birini (A, B, C
veya D) igerir. NMDA reseptorii, dopamin, norepinefrin (noradrenalin), asetilkolin ve
GABA'nin diizenlenmesine katilir. Farmakolojik caligmalar ve sizofreni benzeri
semptomlar1 gosteren hayvan modellerinde yapilan caligmalarda NMDA reseptorleri
Grinl ve Grin2'nin ekspresyonunda yetersizlige sahip olan farelerde sizofreni benzeri

semptomlar (azalan sosyal aktivite ve artmig basmakalip davranislar) gézlenmektedir™ .

2.3.5.6. ADORA1 ve ADORA2A

Bir niikleozid olan adenozinin; hipokampus ve bazal gangliada, sinaptik ve
sinaptik olmayan gegislerde, noral uyarilabilirlikte onemli rolii olmasinin yaninda,
sinaptik plastisitede, hiicre éliimiinde, uyku ve bilissel islevler dahil genis 6lciide etkili
noromodiilator etkisi oldugu diisiiniilmektedir. ATP’nin intraseliiler ve ekstraseliiler
parg¢alanmasi ile Tlretilen adenozin, néronal (glial hiicre) ve noronal olmayan
hiicrelerden salinmasi ile adenozin seviyesi artar, bu artis adenozin reseptorlerinin
indiiklenmelerine sebep olur. Farkli norotransmiterler bu artistan farkli sekillerde
etkilenirler. Adenozin seviyelerinin artis1 ile Adoral aktif hale gelirken, glutamat,
asetilkolin, noradrenalin, 5-HT ve dopaminin de dahil oldugu norotransmiterlerin
cogunun salinimi inhibe edilir. Adora2a reseptorlerinin uyarilmasi, glutamat ve
asetilkolin salimimimi kolaylastirir ve Gama amino biitirik asit (GABA)’in salinimini

engeller™.
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GABA erjik sistem ¢esitli anksiyete bozukluklarinin patogenezinde rol
oynamaktadir'®. Adoral ve Adora2a, presinaptik sinir terminallerinde eksprese edilir ve
bu reseptorlerin aktivasyonu, beyindeki glutamat, GABA, dopamin ve asetilkolin dahil
olmak iizere hemen hemen tiim nérotransmitterlerin salimmni kontrol eder".

Biz de ¢alismamizda giinliik hayatta maruz kaldigimiz elektromanyetik alanlarin
gebelikte fetusa olan etkisinin, ileri ki donemde beyin hipokampiis dokusuna ve
davranisa olan etkilerini incelemeyi amacladik. Calismamizda deney hayvami olarak
wistar albino sicanlar kullanarak, anksiyete davranislarin1 degerlendirip, sonrasinda; c-
fos, Grin2d, Drdla, 5-HT1A, Grinl, BDNF, Adoral, Grin2a, Adora2a genlerinin
ekspresyonlarim1  ve BDNF’nin protein diizeyinde ifadesini inceledik. Pulslu
elektromanyetik alan maruziyetleri sonrasi yavru gruplarda yiikseltilmis art1 labirent

testi uyguladik.
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Etik
Calismamizda kullandigimiz 12-14 haftalik disi ve erkek Wistar albino sigcanlar
i¢in Cukurova Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 24.08.2017 tarihli 7.

toplantis1 ve ikinci karar numarasi ile etik kurul belgesi alind1.

3.2.Deney Hayvanlarinin Bakimlar

Calismada 12-14 haftalik disi ve erkek Wistar albino siganlar Cukurova
Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezinden (DETAUM) alindi.
Siganlar 6nce adaptasyon donemi icin bir hafta laboratuarda birakildi. Siganlar, sicakligi
22-23°C nemi %40-50 ve aydinlatmasi 12 saat gece/giindiiz olan laboratuarda deney
siiresi boyunca yasatildi. Odanin havalandirilmasi ve kafeslerin temizlikleri giinliik
olarak yapildu.

Disi Sicanlarda Gebelik Olgusunun Olusturulmasi: Disi siganlarda gebelik
olgusunun olusturulabilmesi icin harem usiili her kafese {i¢ disi bir erkek sigan
birakildi. Daha sonra disi sicanlarin vajinalarinda vajinal kopulatuvar plak olup
olmadigina bakildi ve vajinal kopulatuvar plak gozlendiginde siganlarin gebe oldugu ve

gebeligin 0. giinii olarak kabul edildi.
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Cizelge 1. Deney Gruplari

Gruplar
PMA Kontrol
PMA PMA Kontrol Kontrol

(gebe) (}"‘.'l'“) (gebe) (yavru)

1 4 4
PMA-G1 PMA-YD PMA-K1 KD

I i { I
PMA-G2 PMA-YE PMA-K2 KE

I .
PMA-G3 PMA-K3

3.2.1. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Cizelge 1°de gosterildigi gibi, deney gruplar1 pulslu elektromanyetik alana
maruz kalan gruplar (PMA) ve PMA’ya maruz kalmayan kontrol gruplar1 olmak {izere
asagida agiklamalar1 verilen 10 gruba ayrildilar.

PMA gruplar kendi igerisinde;

1. Gebeliklerinin ilk haftasi boyunca hergiin PMA’ya maruz kalan grup (PMA-G1)
[n:7],

2. Gebeliklerinin iki haftasi boyunca hergiin PMA’ya maruz kalan grup (PMA-G2)
[n:7],

3. Gebeliklerinin ii¢ haftas1 boyunca hergiin PMA’ya maruz kalan grup (PMA-G3)

[n:7] olmak iizere gebe gruplari,

Yavru gruplari ise;

4. Gebelikteki (prenatal) ii¢ hafta boyunca PMA’ya maruz kalip dogan disi grup
(PMA-YD) [n:10],
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5. Gebelikteki (prenatal) ii¢ hafta boyunca PMA’ya maruz kalip dogan erkek grup
(PMA-YE) [n:10] olarak,

Kontrol Gruplart ise;

6. Gebeliklerinin ilk haftas1 boyunca hi¢bir uygulamaya maruz kalmayan grup
(PMA-K1) [n:5],

7. Gebeliklerinin iki haftast boyunca hicbir uygulamaya maruz kalmayan grup
(PMA-K2) [n:5],

8. Gebeliklerinin 1li¢ haftasi boyunca hi¢bir uygulamaya maruz kalmayan
grup(PMA-K3) [n:5],

9. Gebelikte hicbir maruziyeti olmayan anneden dogan kontrol erkek grubu (KE)
[n:5],

10. Gebelikte higbir maruziyeti olmayan anneden dogan kontrol disi grubu (KD)
[n:5] olarak deney gruplar1 ayrildi.

3.2.2. Elektromanyetik Alan Uygulamasi

Gebe sicanlar gebelik donemi boyunca helthmotz bobininden yapilmis dikey
yonlii, 1.5 mT siddetinde, 50 Hz frekansh pulslu elektromanyetik alana her giin giinde
2 saat pleksiglastan yapilmis kafeslerde (10:00-12:00 veya 13:00-15:00) maruz
birakildilar. Gebelik donemi boyunca ad libitum ve ¢esme suyu ile beslendiler (Sekil 2).

Sekil 2. A.Gebe sicanlar PMA maruziyeti B. Pulslu elektromanyetik alan sistemi C. Faraday Kafesi
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3.2.3. Yavrularin Bakimi

Dogum sonrasi hem manyetik alan uygulamasina maruz kalan, hem de higbir
uygulamaya maruz kalmayan kontrol gruplarindan dogan yavrular laktasyon dénemi
boyunca (21 gilin) anne bakiminda kaldilar, sonrasinda yavrular disi ve erkek olarak
farkli kafeslere yerlestirildiler. Yavrulara higbir deneysel uygulama yapilmadi. Her
kafeste 5-6 yavru hayvan olacak sekilde ayarlandi. Sicanlar sicakligi 22-25°C, nemi %
40-60 ve sirkadian ritme uygun olarak (12saat gece/glindiiz) klimatize edilen laboratuar
sartlarinda ad libitum ve ¢esme suyu ile beslenmeye birakildilar. 8-10 hafta gelisimleri

takip edildi ve hergiin kafeslerin temizlikleri yapildi.

3.2.3.1. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi

Pulslu Elektromanyetik alana gebelik siiresi boyunca maruz kalan gebe gruptan
dogan disi ve erkek gruplar (PMA-YD, PMA-YE) ve kontrol gruplart (KE, KD)
adolesan donemde yiikseltilmis art1 labirent testine tabi tutuldular. Her denek i¢in 5 dk
stire ile kayit alind1.

Agik kolda gecirilen siire, Merkezde gegirilen siire, Kapali kolda gegirilen siire,
Agik kola giris sikligi, Kapali kola giris sikligi, Bas kaldirma sikligi, Ayaga kalkma
siklig1, Total giris-¢ikis sikliklar1 kaydedildi.

3.3. Hipokampiis Dokularinin Alinmasi

PMA-G1 grubundaki gebe siganlarin bir haftalik PMA maruziyetleri sonrasi
ylkseltilmis art1 labirent testleri yapildi sonrasinda hipokampiis dokular1 alindi.

PMA-K1 grubundaki gebeliklerinin ilk haftasi boyunca hi¢bir uygulamaya
maruz kalmayan sicanlarin yiikseltilmig arti labirent testleri yapildi sonrasinda
hipokampiis dokular1 alindi.

PMA-G2 grubundaki gebe sicanlarin iki haftalik PMA maruziyetleri sonrasi
yiikseltilmis art1 labirent testleri yapildi ve hipokampiis dokular1 alindi.

PMA-K2 grubundaki gebeliklerinin ilk haftasi boyunca hi¢bir uygulamaya
maruz kalmayan sig¢anlarin yiikseltilmis arti labirent testleri yapild1 sonrasinda
hipokampiis dokular1 alindi.

PMA-G3 grubundaki gebe siganlarin ise ii¢ haftalik PMA maruziyetleri sonrasi
yiikseltilmig art1 labirent testleri yapildi ve hipokampiis dokular1 alindi.
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PMA-K3 grubundaki gebeliklerinin ii¢ haftasi boyunca hicbir uygulamaya
maruz kalmayan siganlarin yiikseltilmis art1 labirent testleri yapildi sonrasinda
hipokampiis dokular1 alindu.

PMA-YD grubundaki disi sicanlarin 8-10 haftalik olduklar1 donemde
yiikseltilmis art1 labirent testleri yapildi ve hipokampiis dokular1 alindi.

PMA-YE grubundaki erkek sicanlarin 8-10 haftalik olduklari donemde
yiikseltilmis art1 labirent testleri yapildi ve hipokampiis dokular1 alindi.

KD grubundaki disi siganlarin 8-10 haftalik olduklar1 donemde yiikseltilmis art1
labirent testleri yapildi ve hipokampiis dokular1 alindu.

KE grubundaki erkek sicanlarin 8-10 haftalik olduklar1 donemde ytikseltilmis
art1 labirent testleri yapildi ve hipokampiis dokular1 alindu.

Alinan dokular o©ncelikle sivi azot igerisinde, sonrasinda -80 derecelik

dondurucuda saklanda.

3.3.1. Dokudan Rna izolasyonu
Hipokampiis dokulari (100 mg) buz iizerinde parcalandi ve iizerine Trizol

reaktifi 1000l eklendi.

e 14000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

e Santrifiij sonrasi siipernatant alindi ve siipernatantlarin tizerine 200ul kloroform
eklendi, 10 dakika buz lizerinde bekletildiler ve sonrasinda 15 dakika 14000
rpm’de santrifiij edildiler.

e Ustteki RNA sivis1 alindi ve 1:1 oraninda izopropanol eklendi.

e Vorteks sonras1 10 dakika buz iizerinde bekletilip sonrasinda 15 dakika 14000
rpm’de santrifiij edildiler.

e RNA pelletinin iizerindeki siipernatant atildi.

e RNA pelletinin iizerine %75’lik Etanol-DEPC (Dietil prokarbonatli su) karigimi
1000pl olarak eklendi, 5 dk santrifiij edildi.

e Pelletin lizerine uygun miktarda DEPC’li su eklendi.

e Buz iizerinde 15 dakika sonra pipetajlandi ve ¢alismanin sonraki agamalarinda

kullanilmak tizere -80°C’de saklandi.
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3.3.2. RNA Konsantrasyonlarimin Hesaplanmasi
Dokudan elde edilen RNA’larin konsantrasyonlar1 spektrofotometre cihazinda

png/ml diizeyinde Slgiildii ve 6rnekler 6l¢iim sonuglarina gore hazirlandi.

3.3.3. RNA’dan cDNA Eldesi
cDNA sentezi, High capacity cDNA kiti aracilifiyla gergeklestirildi.

Cizelge 2. cDNA sentez karigim oranlari

Bilesenler Hacimleri
10X RT buffer 2 ul
dNTP 0,8 ul
Random primer 2 ul
Enzim 1 ul
Deiyonize su 4,2 ul
RNA 10 pl
Toplam 20 pl

Reaksiyon termal dongii cihazinda;

Cizelge 3. Pcr’daki 1s1l dongiiler ve siireleri

x1 x2 x1

25°C 37°C 85°C 4° C
10 dk 60 dk 5 dk 0
3.3.4. Real Time PCR

cDNA ornekleri ve kullanilan Sybr green floresan isaretli primerler kullanilarak

96 kuyucuklu plate icerisine her gen ve ornek icin yiikleme yapildi.
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Cizelge 4. Real time PCR reaksiyon bilesenleri ve miktarlari

Bilesenler Hacimler
SyBr Green Mix 12,5 ul
Primer forward 1,25 pul
Primer reverse 1,25 ul
cDNA 2 ul
Deiyonize su 8 ul
Toplam Reaksiyon 25 ul

C-fos, Grin2a ve Grin2d dizileri primer3 programi kullanilarak tasarlandi.

Cizelge S. Real time PCR i¢in kullanilan gen dizileri

SyBr Green Gen Expression assay

Diziler

Aktin primer forward

5’-TATGCCAACACAGTGCTGTCTGG-3’

Aktin primer reverse

5’>-TACTCCTGCTTGCTGATCCACAT-3’

Drdla primer forward

5’-CATTCTGAACCTCTGCGTGATC-3’

. £y)
Drdla primer reverse

5’-GTTGTCATCCTCGGTGTCCTC-3’

BDNF primer forward

5’-GATGAGGACCAGAAGGTTCG-3’

BDNF primer reverse

5’-GATTGGGTAGTTCGGCATTG-3’

5-HT1A primer forward

5’-CTGTTGCTCATGCTGGTTCTC-3’

5-HT1A primer reverse™

5’-CAGAGGAAGGTGCTCTTTGG-3’

Adoral primer forward

5’-GCTCTGCTCGCCATTGCT-3’

Adoral primer reverse™

5’-GCACCCAGACGAAGAAGTTGA-3

Adora2a primer forward

5’-CACGCAGAGTTCCATCTTTAGC-3’

Adora2a primer reverse™

5’-TTCGTGGAGTTCCCGTCTTT-3’

C-fos primer forward

5’-AAAGTAGAGCAGCTATCTCCTG-3’

C-fos primer reverse

5’-CGTACTTGTCAGCTCCCTCC-3’

Grinl primer forward

5’-TTCAAGAGGGTGCTGATGTC-3’

. . 34
Grinl primer reverse

5’-CCATTGTAGATGCCCACTTG-3’

Grin2a primer forward

5’>-TACACACCCTGCACCAATTC-3’

Grin2a primer reverse

5’-CCTTGTTCAGCACGATCACC-3’

Grin2d primer forward

5’-GGGAGAGTCTGCACAGGTAC-3’

Grin2d primer reverse

5’-AGATGACCACCAGTGAAGGG-3’
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3.4. Western Blot Yontemi

3.4.1. Dokudan Protein izolasyonu

PMA-YD, KD, PMA-YE ve KE gruplarindaki sicanlarin hipokampiis
dokularindan protein izolasyonlar1 T-per reaktifi (Thermo Scientific) araciligiyla
gergeklestirildi. Orneklerin iizerine her 0,1 gr drnek i¢in 2 ml T-per reaktifi eklendi ve
doku parcalayici cihazinda diisiik devirde dokularin pargalanmasi saglandi. 10000 g de

5 dk santrifiij edildi ve siipernatant olan protein kisim elde edildi, yeni bir tiipe aktarildi.

3.4.2. Protein Miktar Tayini

PMA-YD, KD, PMA-YE ve KE gruplarindaki si¢anlarin protein miktar tayini
Thermo Scientific, Pierce BCA Protein Assay Kit araciligi ile yapildi. 9 farkh
konsantrasyon araliginda (2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 25, 0 ug/mL)
standartlar hazirlandi. Standartlar ve bilinmeyen 6rnekler 96 kuyucuklu plate igerisine
yiiklendi. Her plate kuyucuguna kitde bulunan (Reagent A ve Reagent B) 50:1 oraninda
karisim hazirlanarak eklendi. 37°C’de 30 dakika inkiibasyon sonrasinda 562 nm’de

okumalar1 yapildi.

3.4.3. Jel Hazirlanmasi, 6rneklerin jele yiiklenmesi ve elektroforez

Biorad jel dokme soliisyonlar1 kullanildi, APS ve TEMED eklendi. Jel iki
katman olarak (sabitleme jeli %4’liik, yiirtitme jeli %10’luk) dokiildi. Dikey jel ilk
olarak ytriitme jeli, sonrasinda ise sabitleme jeli olacak sekilde hazirlandi. Miktar tayini
yapilan proteinler 75 mikrogram olarak ayarlandi ve (4x) laemli buffer-
betamerkaptoetanol karigim ile birlikte 95°C’de 5 dakika inkiibe edildiler. Sonrasinda
jele, marker ve ornekler yiiklendi. Yiiriitme dikey jel elektroforez yontemi ile 80 voltta

yaklasik 1 saatte gergeklesti.

3.4.4. Orneklerin Jelden Membrana Aktarilmasi

Jelde yiirtiyen protein Ornekleri transfer kaseti araciligiyla semi-dry yontem ile
jelden PVDF membrana aktarildi. Islatilmis transfer paketleri arasina membran,
membranin iizerine jel ve lizerine tekrar 1slatilmis tranfer paketleri eklenerek 1,3 A, 25

V, 7 dk olacak sekilde akim geg¢isi trans blot turbo(bio-rad) cihazi ile saglandi.
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3.4.5. Membranin Bloklanmasi
Membranin iizeri Tris-buffer saline ve Tween 20 iceren soliisyonla hazirlanan

%> siit tozu ile 1 saat calkalayicida bloklandi.

3.4.6. Primer Antikor

Bloklama sonrasinda yikama soliisyonu ile birka¢ kez yikama yapildi ve primer
antikor olarak kullanilan BDNF 1:500 ve kontrol olarak kullanilan Aktin 1:1000
oraninda hazirlandi. KD ve PMA-YD disi 6rnekleri ayni jele; KE ve PMA-YE erkek
ornekleri ayni jele olacak sekilde yiiklendiler. Jellere yiiklenen protein miktarlart tiim
ornekler i¢in standardize edildigi sekilde her iki antikor icin de ayni miktarlarda
yiiklenerek gerceklestirildi. Her grup i¢in hem BDNF hem de Aktin antikorlar1 ayr1 ayri
ylrlitmeler yapilarak ¢alisildi. Hazirlanan her primer antikor membranin iizerini
kaplayacak miktarda hazirlandi ve 1 gece calkalayicida (+4°C ) muameleye birakildi.

Bir gecelik inkiibasyon sonrasi primer antikorlar membrandan uzaklagtirildi.

Sonrasinda birkag kez yikama soliisyonu ile yikama gerceklestirildi.

3.4.7.Sekonder Antikor

Bir gece primer antikor ile inkiibasyon sonrasi birka¢ kez yikama yapildi ve
sekonder antikor olarak HRP bagli anti-rabbit 1gG kullanildi. 1:10000 oraninda,
membrani kaplayacak miktarda hazirlandi. 1 saat calkalayicida muamele edildi.

Bir saatlik muamele sonrasinda membrandan sekonder antikor uzaklastirildi.

Sonrasinda birka¢ kez yikama soliisyonu ile yikama gercgeklestirildi.

3.4.8. Goriintiilleme
Sonrasinda goriintiileme soliisyonu olarak Thermo ECL goriintiileme soliisyonu

kullanildi, 10 dakika muamele edildi.

3.4.9. Filme Aktarim
60, 120, 180 ve 240 sn olarak filme 4 farkli membran baskis1 alindi.
Filme aktarim karanlik odada gelistirici ve sabitleyici soliisyonlar ile

gerceklestirildi ve filme goriintii alindi.
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3.5. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizde SPSS 20 bilgisayar programi kullanildi. Istatistiksel
anlamlilik p<0,05 olarak kabul edildi. Davranis testi, ikili karsilastirmalarda Student-t
testi kullanildi. Veriler ORT + SE olarak ifade edildi. PCR ve western blot ¢alisma
sonuglar1 deskriptif olarak ifade edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Gen Ekspresyon Bulgular:

Her ornek i¢in ilk anlamli artisin gozlendigi Ct (cycle threshold) degerleri
hesaplandi. Her 6rnegin hem hedef genler i¢in hem de referans gen olan beta aktin igin
Ct degerleri alindi. Sonrasinda fold change degerleri asagidaki formiil iizerinden

hesaplanda.

ACt=Ct hedef gen- Ct referans gen
AACt= ACt muamele edilen- ACt kontrol

Ekspresyon orani=2"4"

4.1.1. C-fos geni

Kontrol grubuna kiyasla gebelik boyunca pulslu elektromanyetik alan
maruziyetinden dogan disi grupta yaklasik 1,2 kat; erkek grupta ise yaklasik 4,5 kat fos
geni ifadesinde baskilanma gozlemlendi. Kontrol grubuna kiyasla, pulslu
elektromanyetik alan uygulanan gebe birinci haftalik grupta c-fos geni i¢in yaklasik 1,2
kat baskilanma gozlenirken, iki ve {i¢ haftalik pulslu manyetik alan uygulanan gebe
gruplarinda gen ifadesinde indiiklenme g6zlemlendi; iki haftalik gebe grupta 1,754 kat,
tic haftalik gebe grupta ise 1,85 kat indiiklenme gézlemlendi (Sekil 3).

26



1,8
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

mRNA ekspresyon kath degisimi

C-fos geni

1,85
1,754

1
0,851 0,84
0,23
Kontrol  PMA-YD PMA-YE PMA-G1 PMA-G2 PMA-G3

Sekil 3. C-fos geninin kontrol gruplariyla kiyaslamali sonuglari. Tiim gruplar kendi kontrol gruplari ile
1’e normalize edilmistir. Gebelikteki (prenatal) ii¢ hafta boyunca PMA’ya maruz kalip dogan
disi grup (PMA-YD); Gebelikteki (prenatal) ii¢ hafta boyunca PMA’ya maruz kalip dogan erkek
grup (PMA-YE); Gebeliklerinin ilk haftast boyunca hergiin PMA’ya maruz kalan grup (PMA-
G1), Gebeliklerinin iki haftas1 boyunca hergin PMA’ya maruz kalan grup (PMA-G2),
Gebeliklerinin i¢ haftas1 boyunca hergiin PMA’ya maruz kalan grup (PMA-G3)

4.1.2. GRIN2D Geni

Kontrol grubuna kiyasla gebelik boyunca pulslu elektromanyetik alan

maruziyetinden dogan disi grupta Grin2d gen ifadesinde 1,81 kat indiiklenme

gbzlemlenirken, erkek grupta ise yaklasik 2 kat gen ifadesinde baskilanma gézlemlendi.

Kontrol grubuna kiyasla, pulslu elektromanyetik alan uygulanan gebe bir haftalik grupta

Grin2d gen ifadesi yaklasik 1,7 kat baskilanirken, iki haftalik grupta 3,081 kat

indiiklenme, ti¢ haftalik grupta ise 1,449 kat gen ifadesinde indiiklenme gozlemlenmistir

(Sekil 4).
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Sekil 4. Grin2d geninin kontrol gruplariyla kiyaslamali sonuglari. Tim gruplar kendi kontrol gruplar ile
1’e normalize edilmistir. Gebelikteki (prenatal) ii¢ hafta boyunca PMA’ya maruz kalip dogan
disi grup (PMA-YD); Gebelikteki (prenatal) ii¢ hafta boyunca PMA’ya maruz kalip dogan erkek
grup (PMA-YE); Gebeliklerinin ilk haftasi boyunca hergiin PMA’ya maruz kalan grup (PMA-
G1), Gebeliklerinin iki haftasi boyunca hergin PMA’ya maruz kalan grup (PMA-G2),
Gebeliklerinin {i¢ haftas1 boyunca hergiin PMA’ya maruz kalan grup (PMA-G3)

4.1.3. DRD1A Geni

Kontrol grubuna kiyasla gebelik boyunca pulslu elektromanyetik alan
maruziyetinden dogan disi grupta 4,07 kat Drdla gen ifadesinde indiiklenme
gozlemlenirken, bu artisin aksine erkek grupta yaklasik 2,2 kat gen ifadesinde
baskilanma gozlemlenmistir. Kontrol grubuna kiyasla, pulslu elektromanyetik alan
uygulanan gebe bir haftalik grupta gen ifadesinde 1,5 kat baskilanma gézlemlenirken {i¢
haftalik grupta gen ifadesinde anlamli bir degisiklik gozlemlenmemis; iki haftalik
grupta ise gen ifadesinde 2,431 kat indiiklenme gozlemlenmistir (Sekil 5).
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Sekil 5. Drdla geninin kontrol gruplariyla kiyaslamali sonuglart. Tiim gruplar kendi kontrol gruplar ile
1’e normalize edilmistir. Gebelikteki (prenatal) {i¢ hafta boyunca PMA’ya maruz kalip dogan
disi grup (PMA-YD); Gebelikteki (prenatal) ii¢ hafta boyunca PMA’ya maruz kalip dogan erkek
grup (PMA-YE); Gebeliklerinin ilk haftast boyunca hergiin PMA’ya maruz kalan grup (PMA-
G1), Gebeliklerinin iki haftas1 boyunca hergin PMA’ya maruz kalan grup (PMA-G2),
Gebeliklerinin ti¢ haftas1 boyunca hergiin PMA’ya maruz kalan grup (PMA-G3)

4.1.4. HTR1A Geni

Kontrol grubuna kiyasla gebelik boyunca pulslu elektromanyetik alan
maruziyetinden dogan disi grupta gen ifadesinde 1,671 kat indiiklenme, zit bir sekilde
erkek grupta ise yaklasik 5 kat gen ifadesinde baskilanma gozlemlenmistir. Kontrol
grubuna kiyasla, pulslu elektromanyetik alan uygulanan gebe bir haftalik ve iki haftalik
grubun her ikisinde de ¢ok yakin diizeylerde yaklagik 1,2 kat gen ifadelerinde
baskilanma; ti¢ haftalik grupta ise 1,388 kat indiiklenme gozlemlenmistir (Sekil 6).
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Sekil 6. HTR1A geninin kontrol gruplariyla kiyaslamali sonuglari. Tiim gruplar kendi kontrol gruplari ile
1’e normalize edilmistir. Gebelikteki (prenatal) ii¢ hafta boyunca PMA’ya maruz kalip dogan
disi grup (PMA-YD); Gebelikteki (prenatal) ii¢ hafta boyunca PMA’ya maruz kalip dogan erkek
grup (PMA-YE); Gebeliklerinin ilk haftasi boyunca hergiin PMA’ya maruz kalan grup (PMA-
G1), Gebeliklerinin iki haftas1 boyunca hergiin PMA’ya maruz kalan grup (PMA-G2),
Gebeliklerinin ti¢ haftas1 boyunca hergiin PMA’ya maruz kalan grup (PMA-G3)

4.1.5. GRIN1 Geni

Kontrol grubuna kiyasla gebelik boyunca pulslu elektromanyetik alan
maruziyetinden dogan disi grupta gen ifadesi 1,476 kat indiiklenme; erkek grupta
yaklasik 2,3 kat gen ifadesinde baskilanma gozlemlenmistir. Kontrol grubuna kiyasla,
pulslu elektromanyetik alan uygulanan gebe bir haftalik grupta yaklasik 1,4 kat gen
ifadesi baskilanirken; iki ve {li¢ haftalik gruplarda sirasiyla 2,467 ve 1,895 kat gen

ifadesinde indiiklenme gozlemlenmistir (Sekil 7).
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Sekil 7. GRIN1 geninin kontrol gruplariyla kiyaslamali sonuglar1. Tiim gruplar kendi kontrol gruplari ile
1’e normalize edilmistir. Gebelikteki (prenatal) ii¢ hafta boyunca PMA’ya maruz kalip dogan
disi grup (PMA-YD); Gebelikteki (prenatal) {i¢ hafta boyunca PMA’ya maruz kalip dogan erkek
grup (PMA-YE); Gebeliklerinin ilk haftasi boyunca hergiin PMA’ya maruz kalan grup (PMA-
G1), Gebeliklerinin iki haftasi boyunca hergiin PMA’ya maruz kalan grup (PMA-G2),
Gebeliklerinin {i¢ haftas1 boyunca hergiin PMA’ya maruz kalan grup (PMA-G3)

4.1.6. BDNF Geni

Kontrol grubuna kiyasla gebelik boyunca pulslu elektromanyetik alan
maruziyetinden dogan disi grupta gen ifadesi 45,443 kat indiiklenmis; erkek grupta ise
gen ifadesi 4,46 kat indiiklenmistir. Kontrol grubuna kiyasla, pulslu elektromanyetik
alan uygulanan gebe bir ve ii¢ haftalik gruplarda sirasiyla 2,8 ve 1,271 kat gen
ifadelerinde indiiklenme; iki haftalik grupta ise yaklasik 2 kat gen ifadesinde

baskilanma gozlemlenmistir (Sekil 8).
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Sekil 8. BDNF geninin kontrol gruplariyla kiyaslamali sonuglari. Gebelikteki (prenatal) ii¢ hafta boyunca
PMA’ya maruz kalip dogan disi grup (PMA-YD); Gebelikteki (prenatal) li¢ hafta boyunca
PMA’ya maruz kalip dogan erkek grup (PMA-YE); Gebeliklerinin ilk haftasi boyunca hergiin
PMA’ya maruz kalan grup (PMA-G1), Gebeliklerinin iki haftas1 boyunca hergiin PMA’ya maruz
kalan grup (PMA-G2), Gebeliklerinin ii¢ haftasi boyunca hergiin PMA’ya maruz kalan grup
(PMA-G3)

4.1.7. ADORA1 Geni

Kontrol grubuna kiyasla gebelik boyunca pulslu elektromanyetik alan
maruziyetinden dogan disi grupta gen ifadesi 1,47 kat indiiklenmis, aksi bir sekilde
erkek grupta ise yaklasik 10 kat gen ifadesinde baskilanma gozlemlenmistir. Kontrol
grubuna kiyasla, pulslu elektromanyetik alan uygulanan gebe bir haftalik grupta
neredeyse gen ifadesinde hicbir fark gézlemlenmezken, iki haftalik grupta yaklasik 1,2
kat gen ifadesinde baskilanma, {i¢ haftalik grupta ise 1,289 kat gen ifadesinde

indiiklenme gozlemlenmistir (Sekil 9).
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Sekil 9. ADORA1 geninin kontrol gruplariyla kiyaslamali sonuglart. Tiim gruplar kendi kontrol gruplari
ile 1’e normalize edilmistir. Gebelikteki (prenatal) {i¢ hafta boyunca PMA’ya maruz kalip dogan
disi grup (PMA-YD); Gebelikteki (prenatal) ii¢ hafta boyunca PMA’ya maruz kalip dogan erkek
grup (PMA-YE); Gebeliklerinin ilk haftast boyunca hergiin PMA’ya maruz kalan grup (PMA-
G1), Gebeliklerinin iki haftasi boyunca hergiin PMA’ya maruz kalan grup (PMA-G2),
Gebeliklerinin {i¢ haftas1 boyunca hergiin PMA’ya maruz kalan grup (PMA-G3)

4.1.8. GRIN2A Geni

Kontrol grubuna kiyasla gebelik boyunca pulslu elektromanyetik alan
maruziyetinden dogan disi grupta gen ifadesinde 1,93 kat indiiklenme gdzlemlenirken,
erkek grup ise yaklasik 2 kat gen ifadesinde baskilanma gozlemlenmistir. Kontrol
grubuna kiyasla, pulslu elektromanyetik alan uygulanan gebe bir haftalik ve {i¢ haftalik
gruplarda sirasiyla yaklasik 1,5 ve 2,5 kat gen ifadesinde baskilanma gdzlemlenirken,

iki haftalik grupta 2,136 kat gen ifadesinde indiiklenme gozlemlenmistir (Sekil 10).
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Sekil 10. GRIN2A geninin kontrol gruplartyla kiyaslamali sonuglari. Tiim gruplar kendi kontrol gruplar1
ile 1’e normalize edilmistir. Gebelikteki (prenatal) {i¢ hafta boyunca PMA’ya maruz kalip dogan
disi grup (PMA-YD); Gebelikteki (prenatal) {i¢ hafta boyunca PMA’ya maruz kalip dogan erkek
grup (PMA-YE); Gebeliklerinin ilk haftasi boyunca hergiin PMA’ya maruz kalan grup (PMA-
G1), Gebeliklerinin iki haftas1 boyunca hergin PMA’ya maruz kalan grup (PMA-G2),
Gebeliklerinin ti¢ haftas1 boyunca hergiin PMA’ya maruz kalan grup (PMA-G3)

4.1.9. ADORA2A Geni

Kontrol grubuna kiyasla gebelik boyunca pulslu elektromanyetik alan
maruziyetinden dogan disi grupta gen ifadesinde 1,98 kat indiiklenme gozlemlenirken,
erkek grupta ise gen ifadesinde yaklasik 4 kat baskilanma goézlemlenmistir. Kontrol
grubuna kiyasla, pulslu elektromanyetik alan uygulanan gebe bir haftalik grupta gen
ifadesinde yaklasik 1,8 kat baskilanma gozlemlenirken; iki ve {i¢ haftalik guplarda
strastyla 2,927 ve 1,594 kat gen ifadelerinde indiiklenme gozlemlenmistir (Sekil 11).
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Sekil 11. ADORA2A geninin kontrol gruplartyla kiyaslamali sonuglari. Tiim gruplar kendi kontrol
gruplart ile 1’e normalize edilmistir. Gebelikteki (prenatal) ii¢ hafta boyunca PMA’ya maruz
kalip dogan disi grup (PMA-YD); Gebelikteki (prenatal) {i¢ hafta boyunca PMA’ya maruz kalip
dogan erkek grup (PMA-YE); Gebeliklerinin ilk haftasi boyunca hergiin PMA’ya maruz kalan
grup (PMA-G1), Gebeliklerinin iki haftas: boyunca hergiin PMA’ya maruz kalan grup (PMA-
G2), Gebeliklerinin ii¢ haftas: boyunca hergiin PMA’ya maruz kalan grup (PMA-G3)

4.2. Western Blot bulgular:
BDNF western blot sonuglar1 (Sekil 11) ; Konrol gruplarina kiyasla PMA-YE ve
PMA-YE gruplarinda protein ifade diizeylerinde artis gézlemlenmistir.

BDNF erkek (28kDa)
BDNF disi (28kDa)

ACTB (45kDa)

1 l : l ) l !
K-1 K-2 K-3 PMA-1 PMA-2 PMA-3 PMA-4

Sekil 12. BDNF Western blot sonuglari. K-1, K-2 ve K-3 6rnekleri [Gebelikte higbir maruziyeti olmayan
anneden dogan kontrol erkek grubu (KE) ve Gebelikte hicbir maruziyeti olmayan anneden
dogan kontrol disi grubu (KD)]; PMA-1, PMA-2, PMA-3 ve PMA-4 [Gebelikteki ii¢ hafta
boyunca PMA’ya maruz kalip dogan disi grup (PMA-YD) ve Gebelikteki (prenatal) ii¢ hafta
boyunca PMA’ya maruz kalip dogan erkek grup (PMA-YE) olarak kullanildi.
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4.3. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi Bulgular:

Yiikseltilmis art1 labirent davranis testi;

T-testi degerlendirme sonuglari,

Cizelge 6. Yiikseltimis art1 labirent t testi sonuglari

ERKEK p Degerleri
Acik kolda gegirilen siire 0,013
Merkezde gecirilen siire 0,241
Kapali kolda gegirilen siire 0,04
Acik kola giris siklig1 0,424
Kapali kola giris siklig1 0,002
Bas kaldirma siklig1 0,669
Ayaga kalkma siklig1 0,40
Total giris-¢ikis siklig1 0,003

Cizelge 7. Yiikseltilmis art1 labirent p degerleri

DISI p Degerleri
Acik kolda gecirilen siire 0,675
Merkezde gecirilen siire 0,000
Kapali kolda gegirilen stire 0,410
Acik kola girig siklig1 0,120
Kapali kola giris siklig1 0,438
Bas kaldirma siklig1 0,418
Ayaga kalkma siklig1 0,000
Total giris-¢ikis siklig1 0,137
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T testi sonucu elde edilen p degerlerinden 0,05’ten kiiciik degerler anlamli kabul
edildi. Veriler ORT = SE olarak ifade edildi.

Erkek gruplar i¢in elde edilen sonuglar; agik kolda gecirilen siire, merkezde
gecirilen siire, kapali kolda gegirilen siire, kapali kola giris siklig1 ve ayaga kalkma
sikligt ile ilgili grafikler su sekildedir;

Acik kolda gecirile siire; KE grubunda ORT + SE degeri 77 iken, PMA-YE
grubunda ORT = SE degeri 30,3 olarak azalma gostermistir (Sekil 13).

Acik kolda gegirilen siire
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Sekil 13. Acik kolda gegirilen siireler icin yiikseltilmis arti labirent testi degerleri; Gebelikte higbir
uygulamaya maruz kalmayan kontrol erkek grup (KE) ve Gebelikteki (prenatal) ii¢ hafta
boyunca PMA’ya maruz kalip dogan erkek grup (PMA-YE) ORT =+ SE degerleridir. * p<0,05
KE grubuna gore veriler ORT + SE. Student t testi (n=5-10).

Merkezde gecirilen siire; KE grubunda ORT =+ SE degeri 61,33 iken, PMA-YE
grubunda ORT = SE degeri 34 olarak azalma gostermistir (Sekil 14).
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Sekil 14. Merkezde gecirilen siireler icin yiikseltilmig arti labirent testi degerleri; Gebelikte higbir
uygulamaya maruz kalmayan kontrol erkek grup (KE) ve Gebelikteki (prenatal) ii¢ hafta
boyunca PMA’ya maruz kalip dogan erkek grup (PMA-YE) * p<0,05 KE grubuna gore veriler
ORT =+ SE. Student t testi (n=5-10).

Kapali1 kolda gegirilen siire; KE grubunda ORT + SE degeri 159,66 iken, PMA-
YE grubunda ORT =+ SE degeri 275,22 olarak artig gostermistir (Sekil 15).
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Sekil 15. Kapali kolda gecirilen siireler i¢in yiikseltilmis art1 labirent testi degerleri; Gebelikte hicbir
uygulamaya maruz kalmayan kontrol erkek grup (KE) ve Gebelikteki (prenatal) ii¢ hafta
boyunca PMA’ya maruz kalip dogan erkek grup (PMA-YE) * p<0,05 KE grubuna gore veriler
ORT =+ SE. Student t testi (n=5-10).
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Kapal1 kola giris sikligi; KE grubunda ORT + SE degeri 3,16 iken, PMA-YE
grubunda ORT =+ SE degeri 7,11 olarak artis gostermistir (Sekil 16).
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Sekil 16. Kapali kola giris siklig1 i¢in igin yiikseltilmis art1 labirent testi degerleri; Gebelikte higbir
uygulamaya maruz kalmayan kontrol erkek grup (KE) ve Gebelikteki (prenatal) ii¢ hafta
boyunca PMA’ya maruz kalip dogan erkek grup (PMA-YE) * p<0,05 KE grubuna gore veriler
ORT =+ SE. Student t testi (n=5-10).

Ayaga kalkma sikligi; KE grubunda ORT + SE degeri 6,16 iken, PMA-YE
grubunda ORT = SE degeri 10,22 olarak artig gdstermistir (Sekil 17).
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Sekil 17. Ayaga kalkma sikligi i¢in yiikseltilmis art1 labirent testi degerleri; Gebelikte higbir uygulamaya
maruz kalmayan kontrol erkek grup (KE) ve Gebelikteki (prenatal) ti¢ hafta boyunca PMA’ya
maruz kalip dogan erkek grup (PMA-YE) * p<0,05 KE grubuna gore veriler ORT + SE. Student
t testi (n=5-10).
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Disi gruplar icin elde edilen sonuglar; merkezde gecirilen siire ve ayaga kalkma
siklig ile ilgili grafikler su sekildedir;

Merkezde gegirilen siire; KD grubunda ORT =+ SE degeri 61,83 iken, PMA-YD
grubunda ORT =+ SE degeri 17 olarak azalma gostermistir (Sekil 18).
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Sekil 18. Merkezde gecirilen siireler icin yiikseltilmis art1 labirent testi degerleri; Gebelikte higbir
uygulamaya maruz kalmayan kontrol disi grup (KD) ve Gebelikteki (prenatal) {i¢ hafta boyunca
PMA’ya maruz kalip dogan disi grup (PMA-YD) * p<0,05 KD grubuna gore veriler ORT + SE.
Student t testi (n=5-10).

Ayaga kalkma sikligi; KD grubunda ORT + SE degeri 6,66 iken, PMA-YD
grubunda ORT =+ SE degeri 15,83 olarak artis gostermistir (Sekil 19).
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Sekil 19. Ayaga kalkma sikligi i¢in yiikseltilmis art1 labirent testi degerleri; Gebelikte hi¢bir uygulamaya
maruz kalmayan kontrol disi grup (KD) ve Gebelikteki (prenatal) ii¢ hafta boyunca PMA’ya
maruz kalip dogan disi grup (PMA-YD) * p<0,05 KD grubuna gore veriler ORT =+ SE. Student t
testi (n=5-10).
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5. TARTISMA

Fetus gelisimi esnasinda ve sonraki donemde ¢ocugun sagligi, hastalik riskleri
g6z Oniinde bulunduruldugunda intrauterin ¢evrenin O6nemli rol oynadigini yapilan
calismalarda gosterilmektedir'. Gebelikte siirekli maruz kalman gevresel faktorlerden
biri elektromanyetik alanlardir.

Elektromanyetik alanin etkinligini; tiirii, frekans1 ve maruziyet siiresi belirler.
Elektromanyetik alanlarin organizmaya cok farkli etkileri s6z konusudur, siiphesiz
etkisi en ¢cok merak uyandiran alanlardan biri beyindir. Bu konuda gerek davranig
testleriyle gerek molekiiler diizeyde pek ¢ok ¢alisma yapilmaktadir.

Erdal ve ark. yaptiklar1 calismada manyetik alan ve sham grubu olusturmuslar,
sicanlar; geng¢ disi, ergin disi, gen¢ erkek ve ergin erkek olmak {lizere gruplara
ayirmislardir. Her grubun manyetik alan ve sham grubu olusturulmus ve manyetik alana
maruz birakilan gruplara 60 giin boyunca, giinde 4 saat siireyle siniisoidal manyetik alan
uygulamasi yapilmistir. Calismalarinda tim miRNA ekspresyon seviyeleri geng disi
sicanlarda Onemli derecede azalma gostermistir fakat; beyin Orneklerine goére kan
6rneklerindeki miRNA ekspresyon seviyelerindeki azalma daha fazla gozlenmistir®”,

Dong ve ark. yaptiklar1 ¢alismada; diisiik frekansli elektromanyetik alanlarin in
vitro erkek Sprague-Dawley sigan hipokampal dilimlerinde uzun vadeli gliclenme
(LTP) yapip yapamayacagini arastirmislar; ilging bir sekilde, aldiklar1 sonuglar 100 Hz
darbeli siniizoidal diisiik frekansli manyetik alanlarin bir LTP indiikleyici yerine sadece
modiilator rolii oldugunu vurgulamaktadir®®.

He ve ark. yaptiklar1 ¢alismada; 21 giin/4 saat diisiik frekansh (50 Hz/2mT)
elektromanyetik alan maruziyetinin, yiikseltilmis art1 labirent testi sonuglarina gore
anksiyojenik etkiye sebep oldugunu 6ne siirmiislerdir’’.

Cao ve ark. gebe farelerle yaptiklari calismalarinda gebelik siiresi boyunca,
giinde 8 saat olmak tlizere 50 Hz/1,2 mT manyetik alan uygulamiglar ve manyetik alan
uygulamas1 yapilan grupta diisiikler, fetal kayiplar ve kusurlu fetiisler
gozlemlemislerdir®®,

Fetal beyinde plastisite yiiksektir, dolayisiyla utero kosullardaki yap1 ve
islevlerdeki kiigiik degisiklikler dahi uzun siireli etkilere sebep olabilir'. Gebelikte
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oldukca diistik frekansli elektromanyetik alana maruz kalmanin annenin gebeligini ve
yavrunun gelisimini olumsuz etkileyebilecegi diisiiniilmektedir™.

Insan fetal beyin gelisimi sirasindaki kronik veya tekrarlayan stres, ilerleyen
yasamda depresyonda dahil olmak {iizere cesitli 6grenme, davranig ve ruh hali
bozukluklari ile iliskilendirilmektedir®.

Hove ve ark. yaptiklar1 ¢calismada; dogum Oncesi stresin her iki cinsiyet i¢in de
dogumdan hemen sonra beyin hiicresi proliferasyonunda yaklasik % 50'lik bir diisiisle
sonuc¢landigini, hipokampus i¢inde dogum sonrasi 1. giinde (% 36.1) ve dogum sonrasi
5. glinde (yalnizca disilerde; %20.1) kaspaz-3 benzeri aktivitede eszamanli bir artig
ortaya ¢iktigin1 gozlemlemislerdir. Calisma sonuglarina gore, dogum Oncesi stres
altindaki erkek yavrularda postnatal 1 ve 5. giinlerde, beyin kaynakli norotrofik faktor
protein icerigi, hem olfaktdr bulblarda (%24.6) hem de hipokampiis’te (%28.2)
azalmistir. Gozlenen bu zararli merkezi degisiklikler, dogum oncesi stres altindaki
bireylerin ileriki yasamlarinda depresyon da dahil olmak {iizere duygudurum
bozukluklarna karsi artan duyarliligin1 kismen agiklayabilir®®.,

Yapilan ¢alismalar; korku ve kaygi ile ilgili davraniglarin modiilasyonunda rolii
olan hipokampusiin, olduk¢a diisikk frekansli manyetik alandan etkilenebildigini
diisiindiirmektedir. (Hipokampal sinaptisitenin artmasi gibi)

Hipokampus, amigdala ve frontal korteks dahil olmak iizere farkli beyin
bolgeleri anksiyetede ve modiilasyonda rol oynamaktadir'®. Patolojik anksiyete ve
kronik stres, hipokampus ve prefrontal korteksin yapisal dejenerasyonuna ve
fonksiyonunun bozulmasina neden olur ve bu durum da depresyon ve demans dahil
olmak iizere noropsikiyatrik bozukluklarin gelisme riskinin artmasina neden olabilir®.

Hipokampus o6zellikle adolesan donemde degigmektedir, artan sayida graniil
hiicre ve adolesan doneminde kemirgenlerde hipokampal tabakalarin genel olarak artan
hacmi  gbzlenmisti’. Bizde bu baglamda calismamuzi; gebelik siiresince
elektromanyetik alan maruziyetinden dogan yavrularin adolesan ddnemlerinde ve
hipokampus dokulari iizerinden gercgeklestirdik.

Anksiyete gibi birgok duygudurum bozukluklarina; ndrotransmiterler ve onlarin
reseptorlerinin - fonksiyon bozukluklar1 yol agabilir. Dopaminin beynin farkli
bolgelerindeki anksiyete modiilasyonunda 6nemli bir rol oynadigina dair kanitlar vardir.

Baz1 kanitlar mezolimbik, mezokortikal ve nigrostriatal dopaminerjik sistemin
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anksiyeteyle iliskili oldugunu gdstermektedir'®. Hipokampus ise, (ventral tegmental
areca) VTA ve substantia nigra pars compacta(SNc) gibi mezolimbik yapilardan
dopamin projeksiyonlar1 alir. Bu fenomen, hipokampus plastisitesinde 6nemli bir role
sahiptir. Dorsal hipokampus (CAl) ve ventral hipokampusun Dopamin D1 ve D2
reseptorlerinin anksiyete ile ilgili davranislarda rol oynadigi; dopamin tilkenmesinin,
anksiyete ve depresyon gibi davranislarin tetikleyicisi olabilecegi bildirilmistir'®.
Calismamizda; PMA-YE grubunda Dopamin D1 reseptor geni ifadesinde yaklasik 2 kat
baskilanma gozlemledik.

GABA erjik sistem ¢esitli anksiyete bozukluklarinin patogenezinde rol
oynamaktadir'®. Panik anksiyete ve posttravmatik stres bozuklugu olan hastalarda
GABA (A) reseptorlerinin sayisinda azalma gozlenmistir'®. Adoral ve Adora2a,
presinaptik sinir terminallerinde eksprese edilir ve bu reseptorlerin aktivasyonu,
beyindeki glutamat, GABA, dopamin ve asetilkolin dahil olmak iizere hemen hemen
tiim norotransmitterlerin salimin1 kontrol eder’'.

Calismamizda PMA-YE grubunda; Adoral gen ifadesinde yaklasik 10 kat ve
Adora2a gen ifadesinde yaklasik 4 kat baskilanma gézlemledik.

Son donemdeki calismalar 5-HT1A ve 5-HT4 reseptorlerinin de anksiyete ve
depresyon tedavisinde 6nemli rolleri oldugunu desteklemektedir®. Farkli beyin
bolgelerindeki elektrofizyoloji, davranis ve baglanma calismalari, 5-HT1A ve 5- HT4
reseptorlerinin duygudurum bozukluklarmin patofizyolojisinde ve tedavi yanitinda rol
oynadigini diisiindiirmektedir**.

Postnatal gelisimde, postsinaptik Oonbeyin 5-HT1A reseptorlerinin artmasi
anksiyeteyi azaltirken, yetigkin farelerde presinaptik 5-HT1A otoreseptorlerinde artig
depresyon benzeri fenotip ve antidepresanlara direnci tesvik etmektedir®'.

Depresif intihar hastalarindan alinan beyin sapt Orneklerinin postmortem
analizleri, 6zellikle dorsal raphe ¢ekirdeklerinde, depresif olmayan kontrol bireyleri ile
karsilagtirildiginda 5-HT1A otoreseptdr diizeylerinde anlamli bir artis oldugunu
gostermektedir”. Pozitron emisyon tomografisi (PET) calismalari bu verileri
dogrulamaya calisirken bazi geligkili sonuglar ortaya koymustur, ancak bu c¢alisilan
popiilasyonlarin 6zelliklerinin farkli olmasindan kaynaklanabilir®*.

5-HT1A reseptorii knock out fareler kontrol grubuna kiyasla, artan anksiyete

iligkili davraniglar sergilemislerdir42.
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Gen ekspresyonu ¢alisma sonucglarimiz PMA-YE grubunda 5-HT1A reseptor
geni ifadesinin yaklasik 5 kat baskilandigin1 gostermektedir.

BDNF ve 5-HT nin yetiskin beyninde sinaptik plastisite, néronal hayatta kalma
ve norogenezi diizenledigi bilinmektedir. Bozulmus 5-HT ve BDNF sinyalleri
depresyon ve anksiyete bozukluklarmin hedefindedir®.

Murakami ve ark. 1-3 haftalik kronik stresli hayvanlarda, BDNF mRNA
seviyelerini, plazma GC seviyeleri ile birlikte, hipokampus/hipotalamus ve 5-HT
sentezleyen enzimdeki GC reseptdrleri, raphe ¢ekirdeklerinde triptofan hidroksilazi; in
situ hibridizasyon ve immiinohistokimya kullanarak aragtirmiglar. Calisma sonuglarina
gore, BDNF mRNA seviyeleri, 6 saatlik kisitlama stresinden sonra hipokampusta
onemli Olclide azalmis, fakat bu kisitlamanin BDNF sentezini azaltmasi, akut stres
modellerinde goriilenlerden daha az gozlenmistir**.

Hayvanlarda depresyon modelleriyle yapilan ¢alismalar, anne yoksunlugunun
azalmig BDNF ekspresyonu ile iligkili oldugunu gostermistir. Bu bulgu, duygu durum
bozukluklari, sizofreni ve anksiyete bozukluklarinin biyolojisinde BDNF'nin roliinii
diisiindiirmektedir. Hayvan modeli ¢alismalarinda BDNF'nin antidepresan aktivitesi de
gosterilmistir. Antidepresan ilaglarin ¢ogu, sinaptik yarikta artan monoaminlerle ve
BDNF proteininin iiretimi aracihig1 ile hareket eder®.

Gebelikte strese maruz kalmanin yavrularin duygudurum bozukluklar: gelistirme
riskini arttirdigina dair kanitlar mevcuttur. BDNF’in, ndronal gelisim sirasinda kritik bir
rol oynadig1 ve bu nedenle, hamilelik sirasinda stres altindaki disi siganlarin yetiskin
yavrularinda noronal sinyallemeyi modiile etmeye yarayan baslica aday oldugu
diisiiniilmektedir. Boersma ve ark. dogum 6ncesi stres altindaki si¢anlarin amigdala ve
hipokampiislerinde hem ablaktasyon (siitten kesme) asamasinda hem de erigkinlikte
azalmig BDNF ekspresyonu gozlemlemislerdir”. Biz ¢alismamuzda hem disi hem de
erkek yavru gruplarinda, gen ve protein ifadesinde BDNF’in indiiklendigini
gozlemledik™.

Gebe birinci, ikinci ve liglincli hafta pulslu elektromanyetik alan maruziyeti,
hipokampus dokularinda, gen ekspresyon diizeylerinde haftalara gore degiskenlik
gostermektedir.

Gen ekspresyon profillerinde oldugu gibi davranis testinde de sonuglar disi ve

erkek yavrulardan olusan gruplar arasinda farklilik gostermektedir. Disi grupta (PMA-
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YD) yiikseltilmis art1 labirent testinde; merkezde gecirilen siirenin azalmasi ve ayaga
kalkma sikliginin artmasi disinda anlamli sonuglara ulasilamamistir. Disilerde Ostrus
siklusu takibi yapilmamis olmasi anlamli bir sonuca ulasmamizi engellemis olabilir.
Erkek grupta (PMA-YE) ise ylikseltilmis art1 labirent testinde acik kolda gecirilen
stirenin azalmasi, kapali kola giris sikliginin artmasi, merkezde gegirilen siirenin
azalmasi, kapali kolda gegirilen silirenin artmasi ve ayaga kalkma siklifinda artisi
degerlendirdigimizde anlamli sonucglar gozlemledik. Ayaga kalkma sikligi disindaki
diger siireler anksiyete benzeri davranislari destekler niteliktedir.

PMA-YE gruptaki anksiyete benzeri davraniglarin arttigi, molekiiler diizeyde
ise; c-fos geninin ifadesinin yaklasik 4,5 kat, Grin2d gen ifadesinin yaklasik 2 kat, 5-
HT1A gen ifadesinin yaklasik 5 kat, Grinl gen ifadesinin yaklasik 2,5 kat, Adoral gen
ifadesinin yaklagik 10 kat, Grin2a gen ifadesinin yaklagik 2 kat ve Adora2a gen
ifadesinin ise yaklagsik 4 kat ifadelerinin baskilandigini, yalnizca BDNF gen ifadesinin
4,5 kat indiiklendigini goézlemledik. BDNF geninin bu artisin1 western blot sonuglarimiz
da destekledi.

PMA-YE grubunda gozlemledigimiz anksiyete benzeri davranislarin, (He ve
ark.) 21 giin glinde 4 saat diisiik frekansh elektromanyetik alan uygulamasi yapilan
calismanin yiikseltilmis art1 labirent testi sonuclariyla benzerlik goéstermis olmasi,
elektromanyetik alanin gebelikte dikkat edilmesi gereken bir unsur oldugunu,
elektromanyetik alana maruz kalan annelerin ¢ocuklarinin anksiyeteye daha duyarl

olabilecegini diisiindiirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

. Calismamizin sonuglarina gore; pulslu elektromanyetik alana maruz kalan
gebelerden dogan yavrularin ileriki donemde beyin gelisimi, duygu
durumlarinda etkisi olan genlerin ifade diizeylerinde anlamli 6l¢iide ifade
degisikligi gozlemledik. Gozlemledigimiz ifade degisiklikleri disi ve erkek
gruplarda farklilik gostermektedir, fakat BDNF geni hem disi hem de erkek
gruplarda ifade artisina sebep olmustur.

. Gen ifade diizeyinde BDNF geninde gozlemledigimiz bu anlamli artis1 western
blot yonteminde de degerlendirdigimizde benzer sonuglar gozlemledik.
Calismamiz sicanlar iizerinde gergeklestirilmis ve elektromanyetik alanin
yavrularin ileriki yasam donemlerinde etkilerine hipokampiis dokularindan
bakilmistir. Bu calismaya hipokampiisiin etkilesimde oldugu diger bolgeler

eklenebilir ve gen ekspresyon ve protein diizeylerinde calisilabilir.

. Davranis testi sonuglarina gore; disi gruptaki sonuglara kiyasla, erkek gruplarda

daha anlaml 6l¢iide anksiyete benzeri davranislarda artig gbzlemledik.
. lleriki ¢aligmalarda disi gruplarda &strus siklusu takibi yapilarak daha anlamli

sonuglar alinabilecegini diisiinmekteyiz.

. Davranis testinde her iki grup i¢in de denek sayis1 arttirilabilir.

. Calismamizin sonuglari; elektromanyetik alanin gebelikte dikkat edilmesi
gereken bir unsur oldugunu, elektromanyetik alana maruz kalan annelerin

cocuklarinin anksiyeteye daha duyarli olabilecegini diisiindiirmektedir.
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