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OZET

Yeni Nesil SG Radyofrekans Radyasyonun Sican Sitokin Diizeyleri ve Kemik
Gelisimi Uzerine EtKisinin Arastirilmasi

Giiniimiizde teknolojik sistemler inamilmaz bir hizla ve siirekli gelisim
gostermektedir. Teknolojik ilerlemeler ile birlikte yeni teknolojik cihazlarin
frekanslarimin 5G orta band arahiginda uyarlanmasi diisiiniilldigii icin,
calismamizda 6 GHz Radyofrekans Elektromanyetik Alan (RF-EMA) kullandik.
Tez Calismamiz iki asamadan olusmaktadir. ilk asamada, 6 GHz (0.083 W/kg
SAR) RF-EMA’nin immiin sistem iizerindeki olasi etkileri arastirma amacland.
Bu asamada, agirhklar: 250-300 g arasinda degisen toplam 10 adet Wistar Albino
tiirii eriskin erkek sican kullanildi. RF-EMA uygulama oncesi tiim sicanlardan
kardiyak ponksiyon yontemi ile kan alinarak (2cc) kontrol grubu (0.giin) olarak
secildi. Ayn1 sicanlar 6 hafta boyunca 4 saat/giin 6 GHz RF-EMA’ya maruz
birakildi. RF-EMA uygulama sonrasi aym sicanlardan 2.kez kan alim (2cc)
yapilarak radyofrekans radyasyon (RFR) grubu (42.giin) olarak secildi. Sican kan
hiicrelerinde canl, erken/ge¢ apopitotik ve nekrotik hiicre yiizde oranlariin
belirlenmesi icin anneksin- V Kkiti kullanilarak flow sitometrik yontemle analiz
edildi. Alman kanlarin plazmalar1 ayrildi. ELISA yontemi kullanilarak pro-
inflamatuar (TNF-a, IFN-y,) ve anti-inflamatuar (IL-10, IL-4) sitokin diizeylerine
bakildi.

Caliymamizin ikinci asamasinda kemik gelisimi takibi icin 10 adet Wistar
Albino cinsi erigkin disi sican ve 8 adet eriskin erkek sican kullanildi. Calisma, 2
erkek ile 2/3 disi sicandan olusan kontrol ve iic maruziyet gruba béliindii. Kontrol
RF-EMA’ya maruz kalmadi. Maruziyet gruplarina 6 hafta boyunca 4 saat/giin 6
GHz (0.054 W/kg SAR) RF-EMA uygulandi. 6. hafta sonunda tiim gruplarda
gebelik islemleri gerceklestirildi. Gestasyonel donemin 18. giiniinde her gruptan iki
adet gebe sican anestezi altinda sakrifiye edilerek fetiisler alindi. Tiim fetiislerde
parietal-parietal, occipital-frontal, bas-kuyruk uzunluklar élciilldii. Ayrica,
kemiklesmeyi degerlendirmek icin herbir gruptaki 20 adet fetiislerde 6n ve arka
ekstremiteye ait tiim kemikler Imagej program kullamlarak élciildii.

Canh hiicrelerin % oranlarinda istatistiksel olarak anlamh artis
saptanirken, erken apopitotik ve nekrotik hiicrelerin % oranlarinda istatistiksel
olarak anlamh azalma oldugu ve gec apopitotik siirecteki hiicrelerin %
oranlarinda gruplar arasinda istatistiksel olarak kayda deger herhangi bir
degisiklik olmadig: belirlendi. Bununla birlikte, RF-EMA uygulamasi sonrasinda
TNF-a ve IFN-y’nin plazma diizeylerinde istatistiksel olarak anlamlh artis oldugu
saptanirken, IL-4 plazma diizeyinde istatistiksel olarak anlamh olmayan artis ve
IL-10 plazma diizeyinde istatistiksel olarak anlamh olmayan azalma oldugu tespit
edildi. RF-EMA uygulamasina maruz kalan gruplardaki tiim fetiislerde kemik
gelisimi, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamh él¢iide artis gosterdi.

Sonug olarak, yakin gelecekte hayatimiza girmesi muhtemel olan yeni nesil
5G sistemlerinden yayillan 6 GHz RF-EMA, immiin sistem ve kemik gelisimi
iizerinde olumlu etkilere sahip oldugu tespit edildi.

Anahtar kelimeler: 6 GHz RF- EMA, sican, kan, sitokin, fetiis, kemik.
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ABSTRACT

Investigation of the Effect of Next Generation 5G Radiofrequency Radiation on
Rat Cytokine Levels and Bone Development

At the present time, technological systems show are developing at an
incredible speed and continuously. Since the new technological devices consider the
adaptation in the mid band range 5G, 6 GHz RF-EMF were used in the present
study. Our study consists of two stages. First stage we aimed to investigate the
possible effects of 6 GHz (0.083 W/kg SAR) RF-EMF on the immune system. This
stage 10 Wistar Albino male rats were used weights range between 250-300g.
Before RF-EMF applications, blood samples were collected from all rats by
cardiac puncture method (2cc). These rats were selected as the control groups
(0.day). The same rats, after 4 day adaptation period by placing in the special
application cage were exposed to the 6 GHz RF-EMF application for 4 hour/day
during 6 weeks. After RF-EMF applications, blood samples (2cc) were re-collected
from the same rats. These rats were selected as the radiofrequency radiation
(RFR) groups (42.day). Blood samples both of the groups worked at the same day.
Flow cytometric analysis in which annexin-V Kit used, was performed to determine
the percentage the ratio of viable cell, the early apoptotic cell, the late apoptotic
and necrotic cell. Plasma was separated of the blood samples. Pro-inflammatory
(TNF-0, IFN-y) and anti-inflammatory (IL-10, IL-4) cytokine levels were
measured by using the ELISA method.

In the second stage of our study, 10 Wistar Albino adult female and 8 male
rats were used for bone development. Study rats were divided into control and
three exposure groups that consist of 2 male and 2/3 female. The control was not
RF-EMF exposure. 6 GHz (0.054 W/kg SAR) RF-EMF was applied to the exposure
groups for 4 hours/day during 6 weeks. At the end of 6 weeks, all groups were
performed pregnancy procedures. On the 18 th days of the gestational period, two
pregnant rats from each of groups were sacrificed under anesthesia and taken all
fetus. parietal-parietal, occipital-frontal, head-tail lengths were measured in all
fetus. Morever, all bones of the anterior and posterior extremities were calculated
by using Imagej program in 20 fetus in each of group to evaluate ossification.

The ratio of % viable cells were increased this difference was statistically
significant. The ratio of % cells in the early apoptotic and necrotic decreased
statistically significant and the ratio of % cells in the late apoptotic were no
statistically meaningful differences by compared to between groups. In addition to
after RF-EMF application, there was a statistically significant increase in plasma
levels of TNF-a and IFN-y, while were not detected statistically significant increase
in plasma levels IL.-4 and were no statistically significant decrease on plasma levels
IL-10. Bone development in all fetus was increased statistically significantly in the
groups exposed to RF-EMF application compared to the control group.

Consequently, 6 GHz RF-EMF emitted from new generation 5G systems,
which is likely to enter our lives in the near future, were detected a positive effects
on the immune system and bone development.

Key words: 6 GHz RF- EMF, rat, blood, cytokine, fetus, bone.
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1. GIRIS

Glinliik yagantimizda en énemli ve vazgecilmez unsurlarin basinda hig siiphesiz
kablosuz iletisim sistemlerinin yaygin kullanimi gelmektedir. Ozellikle son yillarda
mobil iletisim teknolojilerinin inanilmaz bir hizla ve siirekli gelisimleri ve gittik¢e artan
kullanic1 sayist bu sistemlerde yiiksek veri hizi, diisiikk gecikme siiresi ve yiiksek
kapasitesine (bant genisligi) olan talebin artmasina neden olmustur. Bu sistemlerin
gelisimine paralel olarak yasamimiza giren teknoloji tirlinleri bir taraftan yasantimiza
kolayliklar saglarken diger taraftan birtakim olumsuzluklari beraberinde getirmislerdir.
Hizla gelisen teknoloji ile birlikte giinlilk hayatin bircok alaninda RF-EMA ‘lara
maruziyet giderek artmaktadir. RF-EMA‘larin etkisini uzun siire sonra gostermesi ve

muhtemel olan zararl etkileri kamuoyu tarafindan yeteri kadar bilinmemektedir (1).

Genel olarak, giinliik yasantida kullanilan RF (3 kHz - 300 GHz) bolgesinde yer
alan elektromanyetik dalgalar; baz istasyonlari, cep telefonlari, yerel alan aglar,
kablosuz iletisim aglari, radyo frekans tanimlama sistemleri, radyo ve televizyon

yayinlari, endiistriyel ve medikal uygulamalar dahil olmak tizere ¢esitli alanlarda yaygin

bir sekilde kullanilmaktadir (2).

5. generasyon (5@G), bir¢ok standart uygulamalari ve kablosuz ag alt yapi
baglantilari ile ¢gok daha hizli ve pratik yollarla yasantimizi kolaylastirmay: amaclayan
yeni bir teknoloji sistemidir. Bu yeni sistem Onceki nesillere kiyasla daha yiiksek
performansh veri iletim hizi, ¢ok diisiik gecikme siireleri, giiclii giivenilirlik 6zellikleri

ve gelismis ag kapasitesi olanaklarina sahiptir (3).

Wilhelm Conrad Rontgen tarafindan 1895 yilinda kesfedilen radyasyon (151n1m),
canltya ve maddeye niifuz edebilen enerji yayilimi ya da aktarimi olarak tanimlanabilen,
elektromanyetik dalgalar veya enerjetik parcaciklardir (4). Radyasyon, yasadigimiz
cevrede tiim canlilart dogrudan ya da dolayli olarak etkileyen onemli bir faktordiir.
Gilintimiize kadar gerek cep telefonu gerekse RF- EMA kaynakli radyasyonun saglik
tizerindeki etkisine iliskin yapilan anketler, insan ve hayvan modellemeleri kullanilarak
cok sayida in vivo, in vitro ve epidemiyolojik caligmalar yapilmistir (5-7). Ancak son

yillarda RF-EMA‘lara maruz kalinmasindan ve olast olumsuz etkileri konusunda



potansiyel saglik riski ve gilivenlikle ile ilgili kamuoyu endiseleri giderek artis

gostermektedir (8, 9).

RF-EMA‘larin biyolojik sistemlerdeki enerji iletisimi; biyolojik dokulardaki
giricik (penetrasyon), sogrulma (absorbsiyon), dagilim, giic depolanmasi ve viicut
tarafindan tretilen elektrik ve manyetik alan tarafindan belirlenebilir. Bu parametreler
bireyden bireye viicut biiyiikligii, cinsiyet, yas ve fiziksel 6zelliklere bagli olarak
farklilik gosterebilmektedir. Canlilar genellikle bulunduklar1 ortama bagli olarak aymi
anda birden fazla RF-EMA ‘lara maruz kalabilmekte ve bu durum dokularda 1s1 artigina

neden olmaktadir (10).

Elektromanyetik alanin yogunlugu, yeni nesil cep telefonlarin kullanimina
paralel olarak artis gostermektedir. Cep telefonlarinin kullanim siiresinin artmasi ile
birlikte artan elektromanyetik radyasyona maruziyet insan viicudunda makromolekiiler
diizeyde biyolojik hasarlara neden olmaktadir (11). Bununla birlikte, insan viicudunda
var olan dogal EMA dengesinin bozulmasi sonucunda hiicrelerde yapisal ve islevsel
farkliliklar olusur. Hiicre diferansiyasyonu (farklilagmasi) ve proliferasyonu (¢cogalma)
temel bir hiicresel siire¢ olup normal kiiltiir kosullarinda hiicre ¢ogalma hizi her hiicre
i¢cin neredeyse aynidir. Ancak, RF-EMA maruziyetine bagli olarak hiicre proliferasyon

hiz1 ve dolayisiyla hiicre dongiisti dagilimi etkilenmektedir (12).

RF-EMA ‘larin, insan ve deney hayvan modelleri kullanilarak lenfosit sayis1 ve
alt tipleri, kan hiicreleri, hiicre kiiltiirii ve immiin sistem iizerine etkisinin
degerlendirildigi birgok ¢aligma vardir (13-15). Bu dogrultudaki caligmalar sonucunda
elde edilen veriler, baska bir ¢alismanin sonucuyla ¢ogu zaman tutarli olmadig hatta
ayni caligmada bile bulgularin tutarli olmadig goriilebilmektedir. Bu durumun ortaya
cikis nedeni, bireysel farkliliklar veya farkli deney kosullari olabilir (1). Bununla
birlikte, insan viicudunda var olan dogal EMA dengesinin bozulmasi sonucunda da

hiicrelerde yapisal ve islevsel farkliliklar ortaya ¢ikabilmektedir (16).

Cesitli cevresel kaynakli uyaranlara hizli yanit verebilen immiin sistemi
radyasyonun oncelikli hedefleri arasinda yer almaktadir. Immiin sistem; canlilarda
hastalik yapici tim zararli etkenlere (enfeksiyon, toksik, tiimor, kanser vb.) karsi

viicudun savunma mekanizmasini olusturan hiicre, doku ve molekiillerin olusturdugu



sistemdir. Cocukluk doneminde tani konulan immiin sistem bozukluklarinin bir¢ogu
kalitimsal nedenlerle ortaya ¢ikarken, eriskinlikte ise ¢evresel faktorlerin (RF-EMA ‘lar,

kimyasal maddeler vb.) etkisi daha belirgindir.

Canli olan hiicrelerde yasam siiresinin sona ermesi durumu fizyolojik ve
patolojik sartlarda iki farkli mekanizma ile gerceklesir. Bunlar, apopitoz ve nekroz
olaylaridir. Apopitoz, dnemli bir programli hiicre 6liim olup ndérodejeneratif hastaliklar,
otoimmiin bozukluklar, iskemik hasar ve bir¢ok kanser tiirii dahil olmak iizere bir¢ok
durumlarda goriiliir (17). Nekroz ise hiicre, doku veya organlarin ¢esitli uyaranlar ile
geri doniisiimii olmayacak sekilde hasar gorerek yasamsal islevlerini ve biitliinliigini
yitirmesi sonucu ger¢eklesen travmatik ya da patolojik olim olayidir (18). RF-
EMA ‘lara maruz kalma siiresi ve sikligi, canlilik oranlarindaki farkliliklar ve apopitoz
ile dogrudan iliskilidir. Apoptozisin morfolojik evrelerinin regiilasyonunda Bcl-2 ailesi
gibi molekiiller, kaspazlar, p53, sitokrom-c, gecici reseptor potansiyel (TRP), voltaj
kapili Ca*? kanallar1 (VGCC), reseptorler ve mitokondriyonlar islev goriir (18, 19). RF-
EMA-‘lara maruz kalan canli hiicrelerinde, apoptotik silire¢ tizerindeki etkilerini
degerlendiren ¢alismalarda, maruz kalma kosullar1 (frekans, sinyal tipi, siklik, siire vb.)

ve biyolojik parametreler ile ilgili veriler etkin rol oynamaktadir (20).

5G RF-EMA ag sistemlerinin gelistirilmesine yonelik uluslararast bir rekabet
s06z konusudur. Bu yeni sistemlerin olusturdugu akut veya kronik maruziyetin immiin
sistem hiicrelerine etkisi {izerine yapilmis calismalar oldukca sinirlidir. Son zamanlarda
yapilan birka¢ ¢aligmada daha ¢ok sitokin aktivitesi lizerinde yogunlasilmistir (21-23).
Sitokinler, immiin yanitlar1 diizenleyerek immiin sisteminde merkezi rol oynayan
protein grubudur. Inflamasyon ve enfeksiyon uyaranlarma karsiik immiin yamtta
sitokinler cesitli biyolojik etkilere sahiptir (24, 25). RF-EMA ile immiin sistem
etkilesimleri sonucunda oOzellikle sitokinlerin hipersensitivite reaksiyonlarmin ve

otoimmiin bozukluklarin indiiklenmesinde aktif rol oynayabilecegi diigiiniilmektedir

(26).

Diger taraftan, Ozellikle yliksek frekansli RF-EMA maruziyetinin kemik
dokusuna etki mekanizmasi iizerine giliniimiize kadar tatmin edici c¢aligsmalar

bulunmamaktadir. Bilindigi gibi kemik, kalsiyum ve fosforun hidroksiapatit kristalleri



biciminde kollajen yap1 iizerine depolanmasiyla yapisal ve metabolik fonksiyonlar1 igin
kendi mimari yapisin1 ve Kkitlesini diizenleyen oldukc¢a karmasik bir dokudur. Kemik
dokunun regiilasyonuna bir¢ok hiicre, protein, enzim, sitokin ve hormon aracilik eder
(27). Kemik dokusunda ortaya ¢ikan herhangi bir defekt, aralarinda osteoporoz (OP),
osteopeni ve osteomalazi gibi ¢esitli iskelet sistemi hastaliklarinda fizyo-patolojik

temeli olusturur.

Kemikte piezoelektrik, pyroelektrik, ferroelektrik ve biyofloresans gibi
biyoelektrik potansiyellerin kesfinden sonra RF-EMA‘larin kemik hiicrelerinin bazi
davraniglarini etkileyebilecegi iddia edilmistir. RF-EMA ‘larin kemik, kemik gelisimi,
kemik hiicreleri ve kemikle ilgili hastaliklarda 6nemli bazi biyolojik etkilere sahip
oldugu bildirilen ¢alismalarda, kemik dokusunun mineralizesinin hizla kaybedilmesi,
kemigin trabekiiler yap1 dagilimi ve kemik dokusunda depolanan minerallerin kristal
Ozelliklerinin degisimi ile karakterize osteoporozda kemik kaybinin onledigi
gozlenmistir (28). Bunlarla birlikte, RF-EMA uygulamasinin kemik trabekiil
maturasyonunu, kemik formasyonunu, kemik hacmini, osteoblastlarda alkalen fosfataz
(ALP) aktivitesini uyararak kikirdak hiicre farklilagsmasini arttirdigi, epifizial biiylimede
ve kemik kiriklarinin onariminda etkili oldugu saptanmistir (28, 29). Ayn1 zamanda,
RF-EMA ‘nin proteoglikan ve kollajen sentezini uyararak fibrokartilaj kalsifikasyonunu
ve enkondral kemiklesmeyi artirdigi, oOte yandan bazi hormonal degisiklikler
gerceklestirerek veya osteoklastik aktiviteyl baskilayarak, osteoblastik aktiviteyi
arttirdig ifade edilmistir (30).

RF-EMA kaynaklarinin dogas1 geregi ve yaygin uygulama alanlar1 goz oOniine
alindiginda, maruziyet durumlarina ve zarar verme potansiyeline iliskin etkilerinin tam
olarak belirlenmesi kamuoyu igin spesifik oneme sahiptir. Ozellikle immiin sistem
hiicreleri, c¢evresel wuyaran kaynakli c¢esitli pertiirbasyonlara uyum sagladigi
bilinmektedir. Ancak, kullanmilan frekans araligi c¢esitlilik gosteren RF-EMA ‘larin
immiin  sistemi tarafindan tolere edilebilecek ya da uyum saglayacak
degerini/degerlerini bildiren tatmin edici ¢aligmalar yok denecek azdir. Bu durum goz
oniinde bulundurularak calismamizda, uzun siireli (42 giin) 5G (6 GHz, 0.083 W/kg
SAR) RF-EMA‘nin immiin sistemi {izerindeki etkilerini arastirmayr amacladik.

Calismamizda, 6 GHz RF-EMA maruziyetinin si¢can kan hiicrelerinde; canli hiicre,



erken/ge¢ apopitotik hiicre ve nekrotik hiicre yiizde oranlar1 incelendi. Ayrica sigan
plazma seviyelerinde; pro-inflamatuar sitokin (TNF-a ile IFN-y) ve anti-iflamatuar

sitokin (IL-4 ile IL-10) diizeylerine etkisi arastirildi.

Diger taraftan, RF-EMA kaynaklarinin kemik dokusunda neden olduklari
belirtilen ¢esitli kronik hastaliklar veya saglik sorunlar1 agisindan tiim aragtirmacilarin
tizerinde anlastigr neden-sonug iligkileri de heniliz tam olarak gosterilememistir. Bu
baglamda ¢alismamizin bu asamasinda da, 5G (6 GHz, 0.054 W/kg SAR) RF-EMA ‘nin

prenatal fetiislerde kemik gelisimi iizerine etkisi incelendi.

Giinlik yasantida kullanilan teknolojik cihazlarin  frekanslart  giderek
artinlmaktadir (31). 5G teknoloji sistemine gegilmesiyle giinlilk yasantimizda
kullandigimiz birgok teknolojik aletlerin frekanslari 5Gnin orta band araligma (3.5 - 6
GHz) uyarlanmasi planlanmaktadir (32). Bu yiizden ¢alismamizda kan hiicreleri,
plazma sitokin diizeyleri ve fetal kemik gelisimi lizerinde meydana gelebilecek etkileri

inceleyebilmek i¢in ¢alismamizda 6 GHz RF-EMA kullandik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mobil iletisim Teknolojisinin Tarihcesi

Mobil iletisim teknolojisi, ilk kez Amerika‘da 1973 yilinda ortaya ¢ikmis ve
kablosuz telefonun bulunmasi ile baglayip, giiniimiize kadar inanilmaz hizla gelismeler
ortaya koymustur. Bu teknolojik sistemlerin gelisim siireci, ticari olarak kullanima
baslamasindan sonraki yaklagik 10 yillik donemler igerisinde yeni bir nesil olarak
gelistirilmistir. Mobil sistemlerdeki gelisim stireci (1G‘den 5G‘ye) Sekil 2.1°de
gosterilmistir. Mobil iletisim sistemlerinin ortaya ¢ikmasinda ve gelistirilmesinde en
onemli etken, kullanic1 sayisindaki artis ile birlikte kullanicilarin daha etkili ve hizli bir
sekilde gereksinimlerinin saglanmasi ve her gecen giin bu sistemlere olan ilginin

artmasidir.

Analogses Dijitalsesli Goriintiili Yiiksek Yiiksek
mesajlasma konusma, Kkalite ses, performansh

internet hizlh veriiletim

akl erisimi internet hiz1, cok

1990 erisimi... diisiik

2000 gecikme
2010 siireleri...

2020

Sekil 2.1. Mobil iletigim sisteminin geligim siireci.

1982 yilinda 1. nesil olarak kullanima sunulan ve 1G olarak adlandirilan mobil
haberlesme sistemi ile iilkemizde ilk kez yurti¢i sesli goriismeler baglatilmig, 90‘h
yillarda 2G ile uluslararast sesli gorlisme ve mesaj iletimi gerceklestirilmistir. Daha
sonra, 2000°li yillarda 3G teknolojisine gecilmesiyle ilk goriintiilii goriismeler
saglanmistir. 2010 yilinda 4G/4.5G teknolojileri ile daha kaliteli ve hizli servisler

saglayan teknolojilere gecisler yapilmistir (33). Giiniimiizde {ilkemizde yeni nesil 5G



teknolojisi alt yap1 g¢alismalart baglatilmistir. 5G teknolojisi sayesinde; veri iletim
hizinin 10 Gbps ve daha yiiksek hizlarda olmasi, veri iletim sistemindeki gecikme
siiresinin en aza indirgenilmesi, yiiksek kapasite sistemi ile veri hacmi etkilesimi bant
genisliginde  yiiksek miktarlarda veri transferi  gerceklestirilmesi  miimkiin
olabilmektedir. Bunlarla birlikte, enerji verimliliginde 1000 kata kadar ulasan
tyilestirmeler, cihazlarin kullanim Omiirlerinin arttirilmasi, kiiciik boyutlarda baz
istasyonlar1 ile kapsama alanlarin genisletilmesi ve daha genis cografi alanda hizmet

verilebilmesi miimkiin olacaktir.

2.2. Yeni Nesil 5G Teknolojisi

Yeni nesil 5G teknolojileri, bit basina daha az giicle daha yiiksek veri aktarim
hizlarina, diisiikk gecikme siireleri, istiin performans ve genis kapsama alanlari
ozellikleri ile yogun kullanict sayisina sahip ¢esitli kablosuz cihaz (cep telefonu, telsiz,
tablet, bilgisayar, akilli robot vs.) uygulamalarinda kullanilmasi hedeflenen gelecegin

teknoloji sistemidir.

Yeni 5G spektrumu radyo standartinda genel olarak frekans band araligi,
1GHz‘nin altindan 100 GHz‘e kadar degisen aralikta ¢alisacak sekilde tasarlanmistir.
Her ne kadar band araligi genis kapsamli olsa bile, mevcut imkanlar ve uygunluk
durumlarina gore 5G frekansi belirlenmektedir. Cesitli haberlesme kuruluslar1 ve bazi
arastirmacilar tarafindan 5G hizmetlerinin sunulabilecegi band aralig1 farkli sekillerde
aciklanmistir. En genel anlamda, 5G spektrumunda band araligi 6 GHz alt1 (sub-6 GHz)
ve 6 GHz iistii (top-6 GHz) seklinde iki kategoride incelenirken, daha spesifik olarak 1
GHz alt1 (sub-1 GHz), 3 GHz alt1 (sub-3 GHz) ve 3 GHz iistii (-3 GHz), mm-dalga alt1
(sub-mmWave) ve mm-dalga (mmWave) frekanslar1 seklinde siniflandirilan ¢alismalar

da mevcuttur (34, 35).

5G‘de kullanilacak antenlerin tasarlanmasinda, zamanla degisen kullanim
yogunlugu ve radyo yayilim kosullar1 uyarlanarak radyasyon modellemelerinden
faydalanilir. Bu modellemeler sayesinde, enerjinin uygun bir sekilde yonlendirilmesi ile
kullanicilara gelismis kapasitede ve daha iyi performanslarda veri hizi saglanir. Yayilan
1sinlart belirli bir agida yonlendirebilmek i¢in birgok elemanla karakterize ve baz

istasyonlar iirtinleri olan ¢oklu giris-¢oklu ¢ikis (MIMO) antenlerinden yararlanilir. 5G



teknolojisinde kullanilacak MIMO, ¢ok yiiksek veri hizlar1 sunmak i¢in gelistirilmig bir
teknoloji Uriintidiir. Kullanicilara daha fazla avantaj saglamak i¢in ¢ok yollu ortamlar
araciligiyla ayni anda daha fazla veri akis1 géndererek, sistem kalitesini ve veri hizlarim
cok ileri diizeyde artirmaktadir. 6 GHz alti 5G bantlarii kapsayan farkli elemanl
MIMO antenleri de tasarlanmistir. Elemanlar, 5G uygulamas: i¢in iki farkli tiirde
yayilan amplifikator entegrasyonlu yapilardan olusur (36). MIMO‘da es zamanli ¢oklu
iletimin saglanmas1 igin, alici ve verici uglarda c¢oklu anten sistemleri gereklidir.
Vericideki ¢oklu antenlerden ayni anda birden fazla veri akist gonderilirken alici
ucundaki antenlerden ayni anda birden fazla veri akisi toplanir. Bununla birlikte, 6
GHz‘e kadar frekans bantlar1 icin spektrum neredeyse dolmus durumdadir. 5G‘nin
altyapis1 diger kablosuz teknolojilerden olduk¢a farkli olmasi nedenle, bu teknoloji
sistemleri i¢in anten tasarlanmasinda frekans araliklarinin daha yiiksek frekanslara

cikarilmasi gerekmektedir.

2.3. Elektrik Alan

Alan kavrami; belirli bir bolgeye dagilmis olarak bulunan ve o bolgedeki
herhangi bir cisimle etkilesen fiziksel bir niceliktir. Elektrik alan, uzayda belli bir
noktada sabit noktasal bir yiike baska bir noktasal yiik tarafindan uygulanan itme/¢ekme
kuvvet etkisi ya da birim ylik bagina uygulanan kuvvet olarak tanimlanir. Elektrik alan,
vektorel bir nicelik olup —El harfi ile temsil edilir ve Uluslararasi birimi (SI) olarak
_‘Newton/Coulomb*‘ veya _‘Volt/metre‘‘ kullanilir. Elektrik yiikii, elektromanyetik
etkilesimlerini belirleyen atom alt1 pargaciklardir. Iki yiik arasindaki elektriksel kuvvet

(Coulomb kuvveti) vektorel bir nicel olup biiytikligi [2.1] ile;

F = 1 _qiqp
4msg 12

e [2.1]
T

Seklinde gosterilir. Denklem [2.1]°de F; Parcacik tarafindan hissedilen elektrik kuvveti,

2 =k (9x10° N.m*>.C? ) Coulomb sabiti, r; noktasal iki yiik arasindaki uzaklik, er;
TISQ

F elektrik kuvvet dogrultusunda birim vektorii, qi ve qz; parg¢acigin yiik bitytikliikleridir.

Noktasal iki yiik arasindaki elektriksel kuvvet biiytikliigi, yiiklerin carpimlariyla

dogru, yikler arasindaki mesafenin karesi ile ters orantilidir. Bu yiiklerin birbirleri



tizerinde olusturduklari elektriksel kuvvetin dogrultusu da her zaman yiikleri birlestiren
dogru boyuncadir. Noktasal iki yiik arasindaki elektriksel kuvvet yiikler zit isaretli ise
cekici, yiikler ayni isaretli ise itici olur ki bu da bize yiikiin elektrik alaninin hangi tarafa
(igeri/digar1) yoneldigini gosterir. Pozitif ve negatif yiikler bir araya getirilirse, elektrik
alan cizgileri, pozitif yiikten ¢ikip negatif yiikte sonlanacak sekilde yonelim gosterir
(Sekil 2.2).

A) (B)

(©) D) (E)

Sekil 2.2. Elektrik alan siddetinin noktasal yiiklerin etrafinda olusturdugu dogrultu, yonleri ve gizgileri.
A) +q noktasal yiik etrafinda, B) —q noktasal yiik etrafinda, C) Zit isaretli yiikler etrafinda, D)
Negatif yiikler etrafinda, E) Pozitif yiikler etrafinda.

Denklem [2.1]°‘de noktasal yiikleri birbirine esit ve q olarak olarak tanimlarsak

(q1=q2=q), E elektrik alan siddeti:

E=(F/q)
1
E-= 4 e [2.2]
4TS r2 T

Seklinde gosterilir. Burada, E; Noktasal yiikler etrafinda olusan elektrik alan siddet
vektoriidiir. Elektrik alan siddet degerini, bir elektrik alanda birim yiizeye dik
dogrultudaki kuvvet cizgileri sayist belirler (37).



2.4. Manyetik Alan

Hareketli ve elektrik ytiklii parcaciklarin kuvvet etkisi ile bir iletken {izerinde yer
degistirmesi sonucu olusturduklar1 alana manyetik alan adi verilir. Manyetik alan
dogrudan gozle goriilebilen veya kolayca hissedilebilen bir olgu olmayip g¢esitli
faktorlere bagh olarak etkileri zamanla ortaya ¢ikmaktadir (38). Manyetik alan, vektorel
bir nicelik olup —BI harfi ile temsil edilir ve birimi _‘Amper/metre‘* (A/m) olarak
Olctliir. SI birimler sisteminde manyetik alanin birimi olarak Nikola Tesla‘nin (Sirp
bilim adami) ismi kullanilmaktadir. Bu birim giinliik olaylarda ¢ok biiyiik bir birim
oldugu igin pratikte Tesla (T) yerine Gauss (G) kullanmimu tercih edilir (1Tesla =10*

Gauss).

Manyetik alan vektoriiniin yonii belirleyebilmek i¢in, sag el kuralindan
faydalanilir. Bag parmak akim yoniinii gdsterirken, diger dort parmaklar ise iletken bir

tele dolandiginda manyetik alan vektoriiniin yoniinii temsil eder (Sekil 2.3).

Sekil 2.3. Manyetik alan ¢izgileri.

Herhangi bir manyetik alanda, v hiziyla hareket eden q yiiklii pargaciga etkiyen
manyetik kuvvet, Lorentz kuvveti olarak adlandirilir ve vektorel bir nicel olup
buytikligi [2.3] ile;

Fe=qvxB [2.3]

F=qvBsin 0 [2.4]
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Seklinde formiilize edilir. Burada Fs manyetik kuvveti olarak tanimlanir. Formiil
[2.4]de, sayet v hiz1, manyetik alan ile ayn1 dogrultuda (6 = 0 veya 180°) ise Fp degeri

sifir, manyetik alana dik dogrultuda (6 = 90°) ise Fp degeri maksimum olacaktir.

Manyetik kuvvetin biiyiikliigli ve yoOniinii, pargacigin yiikiine, hizmna ve
manyetik alanin yonii ve bliyiikliigline baglidir. Manyetik alan ve manyetik kuvvetinin
yoniinii ve etkisini daha iyi anlayabilmek ag¢isindan manyetik alan c¢izgilerinden
faydalanilir. Ornegin, miknatislarda manyetik alan cizgileri, N kutbundan S kutbuna
dogru kapal1 devre olusturur (Sekil 2.4). 1ki miknatisda es kutuplar birbirini iterken, zit
kutuplar birbirini ¢ekmektedir. Manyetik alan ¢izgilerinin sik oldugu u¢ noktalarda
manyetik alan siddeti daha biiyiikk degerlerdedir. Miknatisin  kutuplarindan
uzaklagildik¢a bu alan zayiflar. Manyetik alan ¢izgileri birbirlerine paralel olup daima
manyetik alana tegettir. Yasadigimiz ¢evrede manyetik alanlarla hemen her yerde
karsilaginiz. Akim gegiren her sey, manyetik alan1 meydana getirir. Diinyanin manyetik

alanin1 ise akiskan olan i¢ kesimleri olusturmaktadir (38, 39).

Sekil 2.4. Miknatisin manyetik alan ¢izgileri.

2.5. Elektromanyetik Alan (EMA)

Elektrik yiiklii ve hareketli pargaciklardaki elektronlarin (anyon ve katyon),
kendi eksenleri etraflarinda ve ¢ekirdek donmeleri sonucu olusan alana elektromanyetik
alan ad1 verilir. Diger bir ifadeyle, elektrik alan ile manyetik alan birlesimiyle olusan,
belirli bir frekansta ve birbirleriyle belirli bir mesafe uzakta bir dizi dalga bi¢ciminde
salinan alanlardir. EMA, tasidig1 elektromanyetik enerji ile bir dogru boyunca uzayda

151k hiz1 ile yayilim gosterir (Sekil 2.5).
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Eektiik ilan Elektromanyetik dalga

N

Dalganin
ilerleme
dogrusu

Manyetik alan
Dalga Boyu

Sekil 2.5. Elektromanyetik dalganin yayilimu.

Elektrik alan ve manyetik alan vektorleri yayilma dogrultusunda her zaman
birbirleriyle kesisirler. Elektromanyetik dalgalar (EMD), belirli bir enerji ve
momentuma sahip olup tiim dalga hareketlerindeki kirilma, girisim, kirinim ve yansima
ozellikleri gosterirler. EMD‘lerin birim zamanda yaptigi salinim sayisina ya da
kendilerini tekrarlama sikligina frekans (f) adi verilir. Frekans, skaler bir nicelik olup
birim olarak Hertz (Hz) kullanilir. EMD nin bir salinimda kat ettigi yola dalga boyu ()
adi verilirken, birimi metre (m) olarak gosterilir. Birim yiizeye uygulan ortalama gii¢ ise
EMD siddeti olarak tanimlanir. Siddet, I harfi ile temsil edilir. Dalganin ortalama hizi
ise v ile gosterilirken, birim olarak m/s kullanilir (40). EMD*da dalga hizi, dalga boyu

ve frekansi arasindaki iligki;
V=af [2.5]

Bagintis1 ile gosterilir. Denklem [2.5]‘te goriilebilecegi gibi dalga boyu ile frekans
arasinda ters orant1 vardir. EMD, boslukta 1s1k hiz1 ile hareket ettigi icin —VI 151k hiz1
olarak temsil edilen —cl seklinde gosterilir. EMD*lerin yaydig: enerji (foton enerjisi),

frekans ile Planck sabiti (h; 6.62x1073*].s) carpimindan elde edilir.
E= hf [2.6]
Denklem [2.5]‘e gore frekans ve 151k hiz1 diizenlendiginde, EMD‘nin yaydig1 enerji;
E =h.c/A [2.7]

Bagintisi elde edilir.
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2.6. Radyofrekans-Elektromanyetik Alanlarin Biyolojik Etkileri

Canlilar bulunduklar1 ortama bagli olarak ayni anda birden fazla RF-EMA
kaynaklarma maruz kalabilmekte ve bu durum sonucunda dokularda 1s1 artisi ile
fiziksel, kimyasal ve biyolojik degisimler meydana gelmektedir (10, 41). Dokuda 1s1
etkisi; yerel veya tiim viicutta RF-EMA sogurulma veya enerji depolanmasi ile ortaya
cikar. Ortaya cikan termal etkilerin belirlenmesinde elektriksel gii¢ yogunlugu cinsinden
ifade edilebilen Ozgiil Sogurma Oram1 (SAR, Specific Absorbtion Rate) biiyiikliigii
kullanilmaktadir. SAR, EMA ‘ya maruziyeti takiben insan viicudu tarafindan sogurulan
enerji degerinin bir 6l¢iisii olarak tanimlanir ve birim olarak Watt/kg seklinde gosterilir.
En genel anlamda, etkilesim mekanizmalarinin ana belirleyicisi olarak; viicudun

kaynaga olan uzakligi, kaynaktan yayilan gii¢, maruziyet siiresi vb. gosterilebilir.

Dokularda veya tiim viicutta 1s1 etkisi, bazen uygun kabul edilen dozlarda veya
daha yiiksek degerlerde ortaya ¢ikarken bazende tehlike sinirlari altindaki diisiik
dozlarda bile ortaya c¢ikabilmektedir. Genel olarak, diisik doza uzun siireli maruz
kalmak, yiiksek doza kisa siireli maruziyetten daha riskli oldugu kabul edilmektedir
(41). Elektromanyetik enerjinin tiim viicut tarafindan absorbe edilerek 1s1ya doniistimii
ve viicut sicakligini arttirmasi, 1smnin  kan dolasimi yoluyla wuzaklastirilarak
dengelenmesine kadar devam etmektedir. Giinliik hayatimizda kullandigimiz cep
telefonlar1 gibi RF-EMA kaynaklarinin yol agabilecegi sicaklik artisi, gercekte ¢ok
diisiik degerlerde oldugu i¢in viicudun normal mekanizmalari yoluyla kolaylikla
etkisizlestirilebilmektedir. Isil olmayan etkilere bagli birgok fizyolojik ve epigenetik
mekanizmalardaki bozukluk nedeniyle, RF-EMA maruziyetinin etkili oldugu hastaliklar
arasinda bas agrisi, kronik yorgunluk, kalp ritim bozuklugu, infertilite ve beyin
aktivitelerinde degisiklikler (depresyon, uyku bozuklugu, dikkat bozukluklari vb.)
bulunmaktadir (42).

Cep telefonu kullanim1 kaynakli kanser olasiligini artirdigini bildiren insan ve
deney hayvanlar1 ¢alismalarinda, RF-EMA ‘larin kanser hiicrelerinin yasam siirelerini
uzatabilecegi gibi, bu cihazlarin beynin yakin bdlgesinde uzun siire tutulmasi
durumunda beyin kanserlerini ve diger kanser tiirlerini tetikleyebilecegi ifade edilmistir
(43). Bunlarin yam sira, ¢cocuklarda beyin dokusu erigkinlere kiyasla 1.5-3 kat daha
fazla RF-EMA‘lardan etkilenir. Ozellikle, cep telefonlarin beyine yakin bdlgede
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tutulmasi durumunda glukoz kullaniminda artisa neden oldugu goézlenmistir (44).
Gebelik esnasinda sik telefon kullanimi embriyo ve fetiisiin bilissel gelisimini olumsuz
yonde etkilemektedir (45). Infertilitenin énemli nedenleri arasinda son 30 y1l igerisinde
sperm sayisindaki ciddi boyutlarda diisiisiin (%50-60) bir nedeni olarak, RF-EMA
kaynaklarina maruziyet kaynakli oldugu, ayn1 zamanda sperm fonksiyonu, hareketi ve
canlilig1 gibi ¢esitli parametrelerin degisiminde dogrudan cep telefonu kullanimi
iliskilendirilmistir (46). Yiiksek enerjili RF-EMA-‘lar, biyolojik dokularda DNA
hasarina yol acabilen hiicresel ve molekiiler degisimlere yol agabilmektedir. Ancak,
ortaya ¢ikmasi muhtemel bu saglik problemleri yiiksek deneysel dozlar ve siirelerde

daha fazla ortaya ¢ikabilmektedir (47).

RF-EMA‘larin gilinlimiizde en ¢ok lizerinde arastirilmig konularindan baginda
tiim hastaliklarin ortak mekanizmasi olarak kabul edilen hiicresel stres etkisi gelir. Uzun
siireli RF-EMA ‘lara maruz kalinmasi sonucunda serbest radikal konsantrasyonlarinin
artisina ve hiicre membranlarinda lipid peroksidasyona neden olarak temel hiicresel
fonksiyonlarda bozulmalara ve ilerleyici hiicre dliimlerine yol agtig1 saptanmigtir (48).
Ayni zamanda, mitokondriyal membran potansiyelini ve dolayisiyla enerji verimini
degistirerek hiicre canliliklarinin azalmasina ve apopitozun artmasina neden olmaktadir

(49).

RF-EMA ‘larin biyolojik termal etkileri, SAR degerlerinin belirli bir limitte yani
bir dokuda 30 dakika icerisinde 1 °C‘lik 1s1nma artisina yol agmasi halinde kabul edilir.
Dokular i¢in bu degerler 4 W/kg olarak belirlenmistir (50). Cep telefonlar1 gibi RF-
EMA yayan kaynaklar i¢in Avrupa Birligi standartlarinda ortalama SAR sinir1 kafa i¢in
2 W/kg, tiim viicut i¢in 0,4 W/kg olarak belirlemistir (50). Son yillarda RF-EMA ‘larin,
kan hiicreleri ve immiin sistemi lizerinde etkili oldugunu bildiren bazi raporlarda bu

etkiler, baz1 arastirmacilara gore 10 mW/cm?

ve tzerindeki gii¢ yogunlugundaki
radyasyonlarda goriilebilmekte iken bazi arastirmacilara gore de 0,5 mW/cm? ve

civarindaki gii¢c yogunluklarinda goriilebilmektedir (51).

Calismamizda ortalama gii¢ Yogunlugu (PD) ise, yaklasik 11,80 uW/cm? olarak
hesaplandi. Bununla birlikte, RF-EMA kaynaklar1 apoptosis ve nekroz olaylarini
dogrudan etkileyen 6nemli bir faktdr oldugundan, 6GHz RF-EMA‘nin apopitozu
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indiikleyebilecegi calismamizin hipotezi olmustur. Bu bakimdan ¢aligmamizda sigan

kan hiicrelerinde apopitotik evreler (erken, ge¢) incelenmistir.

2.7. Radyasyon

Wilhelm Conrad Rontgen tarafindan 1895 yilinda x-isinlarimin ve Curie
tarafindan 1900 yillarin basinda radyoaktivitenin kesfi ile birlikte radyasyon,
radyasyonun etkileri ve radyasyondan korunma konularia ilgiler artmistir. Noktasal bir
enerji kaynagindan ¢ikan yarigaplar dogrultusunda c¢evreye yiikli, kiitleli ve enerjetik
(enerjinin bir formdan digerine doniisiimii) tanecik ya da dalgasal enerji yayilmasi ya da

aktarilmasi olayima radyasyon (1s1nim) adi verilir.

Doku, hiicre ve organizma gibi biyolojik sistemlere herhangi bir tiir enerji
uygulandiginda, hem biyolojik sistemlerin islevlerinde ve 6zelliklerinde hem de enerji

parametrelerinde degisimler ortaya ¢ikar (Sekil 2.6).

| elkllegim Gnces etklegim sonras|
/
yanslyan, sagilan, /
iy gecenengri ¥ M/
| geleneney p.'f)ramet‘rele.n' - —
paramerelei Ehm vl a
E | mv,fh,. |

Sekil 2.6. Biyolojik bir S sistemine tanecik ya da dalgasal bi¢cimde bir enerji uygulandiginda, etkilesim
sonrast S sistemi S sistemine doniisiirken enerji parametrelerinde (foton veya tanecik enerjisi,

siddet, kiitle, hiz, frekans, dalga boyu vs.) degisimler (4).

Elektromanyetik radyasyon etkilesim sonucunda biyolojik sistemde meydana
gelen degisimler olumlu yonde ise, sistemde varligi bilinen bozukluklar enerji
uygulamas: ile giderilmeye c¢alisilir ki bu yontemler tedaviye yonelik uygulamalar
grubuna girer. Ayrica s6z konusu bu etkilesim sonrasi de§isen enerji parametreleri,
tanisal amagli enerji uygulamalarinda oldugu gibi sistemin yapist ve islevi hakkinda da

bilgi vermektedir. Tanisal amagli calismalarda uygulanan enerjinin, biyolojik
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sistemlerde herhangi bir degisiklik olusturmamasi ya da smirlarin optimal degerlerde
olmas1 istenir. Radyasyonun biyolojik dokularda etkileri, 1stmanin cinsine, dozuna,
siddetine ve en dnemlisi de biyolojik materyalin cinsine baghdir (4). Ayn1 zamanda tip

alaninda da ¢esitli amaglarla 1s1ma enerjileri kullanilmaktadir.

EMD‘ler, frekanslarina ve dalga boylarina bagli olarak 6zel isimlerle anilan
gruplara ayrilirlar. EMD lerin her tiplerinin farkli dalga boyu ve frekansi vardir. Dalga
boyu ve frekanslara gore diizenlenen bu sisteme elektromanyetik spektrum adi verilir
(Sekil 2.7). Elektromanyetik spektrum‘daki gruplar i¢inde frekans sinirlari kesin olarak
belirlenmis degildir. Ayn1 zamanda gruplarin dalga boylar1 da farklilik géstermektedir.

niifuz etmesi?

Kizilotesi

Dalgaboyu (m) 103 10 105 5x10 10° 10'10 1012

o ? ‘ : m I
e “ Mikrodalga Finn TV kumanda
1-100GHz 3-30GHz 5-8GHz 0.1-100eV  0.1-100 keV 0.1-10 MeV
Frekans (Hz)
104 108 1012 10'5 1016 10'8 1020
Viicutta emildiginde
olugan 151 (K)
1K 100K 10,000 K 10 Milyon K
€ > € >
iyonlagtirmayan Radyasyon lyonlagtiran Radyasyon

Sekil 2.7. Elektromanyetik spektrum.

2.8. Radyasyon Kaynaklari

Glinlimiizde radyasyon kaynaklarini, dogal ve yapay olarak iki grupta

smiflandirilir.
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Dogal radyasyon kaynaklari; insan yapimi olmayan doganin bir pargasidir. Bu
radyasyonlar dis ve i¢ kaynakli olabilirler. Dis kaynakli olarak giines, en ¢ok bilinen
dogal radyasyon kaynagidir. Ayrica, yer kabugundaki radyoaktif elementlerden yayilan
isinimlar (terrestrial), uzay bosluklarindan gelen kozmik 1sinimlar, topraklarin yapisinda
bulunan radyoaktif elementler, solunum ve yiyecekler yoluyla alinan radyasyonlar bu
gruba ornek verilebilir. I¢ kaynakli olanlar ise canli viicudunda dogal halde bulunan
Potasyum-40, Radyum-226, Karbon-14 vb. radyoaktif izotoplarin yaydig1 radyasyonlar

ornek gosterilebilir.

Tiim canlilart etkisi altina alan ve g¢evre radyasyonu (background radiation)
olarak da adlandirilan bu dogal kaynaklar, yasadigimiz bdlgelerdeki binalarin yapi
malzemelerine, yiiksekliklerine, iklim sartlarina, toprak bilesimlerine ve hava
kosullarina bagli olarak degisiklik gosterebilmektedir (52). Maruz kaldigimiz

radyasyonun %88 ‘ni dogal radyasyon kaynaklar1 olusturur.

Yapay radyasyon kaynaklari; bilimsel destekli teknolojilerin katkisiyla ve
insan yapimi olarak iiretilebilen radyasyonlardir. Gelismis iilkelerde yapay radyasyon
kaynaklarindan olan radyasyon maruziyetinin yaklasik %50‘sini medikal goriintiileme
olusturmaktadir. Ayn1 zamanda, tiiketici Uriinlerinde kullanilan radyoaktif maddeler,
endiistriyel uygulamalarda kullanim, niikleer bomba denemeleri ve niikleer enerji
alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu smifta yer alan radyasyon, total

radyasyon maruziyetinin %12 ‘sini olusturmaktadir (52).

Elektromanyetik spektrum incelenecek olunursa bu EMD‘ler hiicre ya da
dokularda etki derecesine gore, iyonlastiran ve iyonlastirmayan radyasyonlar olarak iki

kategoride incelenir (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1. Iyonlastiran ve iyonlastirmayan radyasyonlar.

Iyonlastiran Radyasyonlar Iyonlastirmayan Radyasyonlar
Alfa (o) pargaciklari Radyo dalgalari
Beta () pargaciklar Mikro dalgalar
Notronlar Kizil6tesi 1sinlar
X- 1s1nlar1 GOrtintir 151k
Gama (y) 1simlari Moroétesi Dalgalar (UV)

2.8.1. Iyonlastiran Radyasyon ve Biyolojik Etkileri

Yiiksek enerjili fotonlardan olusan 1sinlar, bir atoma carptiklarinda o atomun dis
yoriingesinde bulunan elektronu kopararak, atomun yiiklii veya iyon haline gelmesine
sebep olur. Bu olaya iyonlastiran radyasyon ad1 verilir (53). Iyonlastiran radyasyonlar

baslica parcacik tipi ve dalga tipi radyasyon olmak iizere ikiye gruba ayrilir.

Parcacik tipi radyasyon; cok hizli hareket edebilen, gozle goriilemeyecek
kadar kiiclik, belirli bir kiitleye ve yeterli diizeyde enerjiye sahip kiigiik parcaciklar
olarak tanimlanirlar. Alfa (o) pargaciklari, beta () pargaciklari, ndtronlar, protonlar ve

elektronlar baslica bilinen pargacik tipi radyasyon tipleridir.

Dalga tipi radyasyon; belirli bir enerjiye sahip fakat kiitlesiz olan pargaciklar
olarak tanimlanirlar. Bu grupta baslica x-151n1 ve gama (y) 1smnlart yer alirlar. Bu iki
1sinlarin birbirinden farki, x-151n1 atomu ¢evreleyen elektron bulutunda olusurken, gama

1sinlar1 ise atomun ¢ekirdeginde olugmasidir.

Iyonlastiran radyasyonlar yeterli diizeyde enerji tasidiklarindan ve atomlarin
yapisin1 ve elektrik yiiklerini degistirebildiginden molekiil baglarini kirabilir veya
mekanizmalarini1 bozarak yeni ve farkli molekiiller olusumuna neden olabilirler. Ayn
zamanda, hiicreler radyasyondan tamamen etkilenerek normal olmayan biiyiime hizi
nedeniyle boliinme 6zelligini kaybedebilirler. Bu radyasyonla etkilesim sonrasi agiga

cikan serbest radikaller, hiicrelere sizarak olumsuz kimyasal tepkimelere yol agabilirler.
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Boylece, iyonlastiran radyasyonlar canli organizmalarin hiicre yapilarinda ve

mekanizmalarinda hasarlara sebep olabilmektedirler (52, 53).

2.8.2. iyonlastirmayan Radyasyon ve Biyolojik Etkileri

Canlilarda atomik baglar1 kirmak veya iyon olusturabilmek igin yeterli enerjiye
sahip olmayan 1sinlara iyonlastirmayan radyasyon adi verilir. Elektromanyetik
spektrumundaki kizil6tesi 1sinlar, goriiniir 151k, radyo dalgalari, mikrodalgalar ve

morétesi dalgalar iyonlagtirmayan radyasyon tiirleri igerisinde yer alirlar.

Iyonlastirmayan radyasyonlarin biyolojik doku etkilesimleri, dalganin giiciine,
maruz kalma siiresine ve dalga kaynagina olan uzakliga bagli olarak canlilar {izerinde
11l etkiler olusturmakla birlikte bazi olumsuz etkilere de neden olabilmektedirler (53).
Iyonlastirmayan radyasyon kaynaklarina maruziyetin, iyonlastiran radyasyonlara
kiyasla daha az zararli oldugu bilinmesine ragmen, uzun vadeli durumu olumsuz
etkilere yol agmaktadir. Bu konuda yapilan bazi in vitro ve in vivo ¢alismalarda, RF-
EMA‘larin erkeklerde sperm hiicrelerinin fizyolojisini ve morfolojisini etkileyerek
spermatogenezi, sperm parametrelerini, hareketliligi ve erkek gamet konsantrasyonunu

degistirebilen bir mekanizma oldugu gosterilmektedir (53-54).

Radyasyon maruziyeti sonras1 yapisi degisen ¢cok sayida molekiiliin islevlerinin
baska benzerleri tarafindan saglanmasi sonrasi hiicrede radyasyon etkisine bagli 6nemli
bir hasar olusturmaz iken, DNA gibi anahtar molekiil olarak bilinen makro
molekiillerde meydana gelen degisimler, dogrudan hiicrenin yapisini etkilemektedir.
Iyonlagtirmayan radyasyona maruz kalan canli dokularinda olusan hasar onarilamadig1
takdirde, hasarin derecesine bagli olarak genetik mutasyona ve bunun sonucunda da

kanser gelisimine veya hiicre 6liimiine yol agmaktadir (55).

2.9. Sitokinler

Sitokinler, hastaliklarin fizyopatolojisinde etkili, immiin yanitlar1 diizenleyerek
bagisiklik sisteminde merkezi rol oynayan terapotik potansiyele sahip diizenleyici bir
protein grubudur. Sitokinler, viicutta ¢esitli hiicreler tarafindan sentezlenen, hormonlara

benzeyen, ancak diisiik molekiil agirlikli (20-30 kDa) multi fonksiyonel polipeptidlerdir
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(Sekil 2.8). Aynmi zamanda, hiicreler arasinda sinyal tasiyan solubl (¢Oziiniir)
mediyatorler olarak da tanimlanabilmektedir (22). Giiniimiizde 100‘den fazla sitokin

tanimlanmis olmakla birlikte sayilar gittik¢e artmaktadir.

Makrofaj

]
Lenfosit Graniilosit

0.9
02 "0 00
Sitokinler ©

Endotel hiicreleri

Q Mast hiicresi

Fibroblast

Sekil 2.8. Sitokinlerin sematik gosterimi.

2.9.1. Sitokinlerin Tarihcesi

Biyolojik dokularda biiylik bir 6neme sahip olan sitokinlerin kesfi, ilk kez
1926°da Hans Zinsser ve Takeo Tamiya tarafindan yapilan ¢aligma ile sitokinlerin
l6kositlerden salgilandigi ve damar duvar1 fonksiyonlarini etkiledigi ortaya cikarilmistir
(56). Bir yil sonra, Arnold Rich tarafindan tiiberkiiline duyarli hale getirilen dokunun
stipernatindan gegirgenlik faktorleri ile alerji ve enfeksiyona etki mekanizmasi
incelenerek enfeksiyon hastaliklarinda ve antijene bagimli immiin yanitta sitokinlerin
rolii belirlenmistir. 1950-1970 yillar1 arasinda sitokin adi verilen, spesifik fonksiyonlari
olan bir ¢ok farkl tipte hiicresel proteinler tespit edilmistir. 1980°1i yillardan itibaren
molekiiler klonlama ile sitokinlerin karakterizasyonu yapilarak yeni sitokinler ortaya
cikarilmistir  (57). Son yillarda, sitokinlerin molekiil yapilarma ve biyolojik
aktivitelerine yonelik yeni teknikler gelistirilerek, cesitli hastaliklarin ortaya c¢ikis

nedenlerindeki rolleri kolayca tespit edilebilmektedir.
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2.9.2. Sitokinlerin Genel Ozellikleri

Sitokinler, immiin ya da inflamatuar yanita katilan hiicrelerin etkilesimlerinin
artirllmasi i¢in uyarilmig 16kositler, monositler, lenfositler, makrofajlar ve baz1 somatik
hiicreler tarafindan salgilanirlar (22). Sitokinlerin esas iiretim yeri birincil olarak
lokositlerdir. Fibroblastlar, endotel hiicreleri, schwann hiicreleri ve ¢esitli dokularin
epiteli tarafindan da ayrica iiretilebilirler. Hiicre kiiltiirii ortaminda bazi hiicreler spontan
olarak sitokin salgilayabilse de genel olarak sitokinlerin ¢ogu hiicre aktivasyonundan
hemen sonra salgilanmaktadir (58). Sinyal proteinleri olarak da adlandirilan sitokinler,
cok aktif maddeler oldugundan dolay1 ¢ok diisiik miktarlarda bile etkili olabilmektedir.
Sitokinler etki mekanizmalarinit hedef hiicre yiizeyinde bulunan spesifik reseptorlere
baglanarak gosterirler. Birden fazla sitokin degisik tipteki hiicreler {izerinde ayni etkiyi
gosterebilir ya da iki sitokin birbirlerinin etkisini ortadan kaldirabilir, artirabilir hatta
daha farkll bir etkiye de sebep olabilirler (antagonist veya sinerjik etki). Sitokinler,
degisik tipteki hiicreler tizerinde etkili olabildigi gibi, degisik tip hiicreler tarafindan
salgilanabilir ve ayn1 hedef hiicre lizerinde farkli etkiler gosterebilirler. Bu etkilerin

bazilar1 anlik iken bazilar1 dakikalar, saatler ya da giinler sonra ortaya ¢ikabilmektedir.

Sitokin salinimi ve sekresyonu, kisa siireli ve kendini smirlayict 6zelliktedir.
Cogu sitokinlerde hiicresel yanit, hedef hiicrelerdeki gen ekspresyon degisimler yoluyla
olusur. Bdylece, hedef hiicreler prolifere olabilirler veya yeni fonksiyonlar
gelistirebilirler. Genellikle preform molekiiller olarak hiicrede hazir halde bulunmazlar
ve depolanmazlar. Sentezleri, yeni gen tranksripsiyonu bagslatilarak gergeklesir.
Rekombinant DNA teknolojisi yardimiyla ¢ok sayida sitokin iiretilebilmektedir. Sitokin
yapiminda gerceklestirilen hiicresel yanitlarin bircogu yeni m-RNA ve protein sentezi
ile saglanmaktadir (59). Cok kiiciik konsantrasyonlarda bile 6zgiil reseptorleri hedef
hiicreye baglanarak etkilesim gosterebilirler. Normal hiicrelerin fonksiyonlarini
stirdiiriilebilmesi i¢in gerekli iletisim ve etkilesme, hiicrelerarasi sinyal iletisimi ile
gerceklesmektedir. Sitokin reseptorleri hiicre digt bir sinyali hiicre i¢i bir sinyale
dontistiirmekle islev goriirler. Ancak, belli bir biyolojik etkiyi olusturmak igin gerekli
sitokin miktar1 oldukc¢a diisiiktiir. Bir hiicrede farkli sitokinler ayni sinyal yolaklarim
uyarabilir ya da farkli hiicrelerde bir sitokin farkli sinyal yolaklarini

tetikleyebilmektedir. Hangi siirecin uyarilmasi hiicre i¢inde sitokinin tetikledigi sinyal
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yoluna ve baglandig1 reseptorlere, reseptorlerin etkilesim gosterdigi alt birimlere ve
transkripsiyon faktorlerine baglh olarak degisiklik gosterebilmektedir (60). Bu
transkripsiyonel aktivasyonlar genellikle gecicidir ve sitokin kodlayan mRNA ‘lar stabil
degildir. Bu yiizden sitokin salinimi gegicidir. Dinlenim durumundaki hiicrelerden

sitokin salgilanmas1 durmaktadir.

Sitokinler bagisiklik sisteminde rol alan immiin yanit ve inflamatuar hiicrelerin
cok yonli iletisim ve etkilesiminden sorumlu olduklar1 gibi ayn1 zamanda bag doku,
sinir sistemi, cilt ve diger organlarin somatik hiicreleri arasinda da iletisimi ve etkilesimi
saglamaktadir. Sitokinlerin hiicre igerisini paraziter enfeksiyonlardan koruma, hiicre
biliylimesi, yara iyilesmesi, hematopoez, fibrozis ve ¢esitli biyolojik olaylarda énemli

rolleri tagidiklar1 bilinmektedir (61).

Hem dogal hem de spesifik immiin sisteminin aktif bir sekilde fonksiyon
gosterebilmeleri ve metabolizmalarint devam edebilmeleri i¢in sitokinlere ihtiyag
duyarlar. Sitokinler yabanci ajan ve antijenlere karsi organizmada immiin sisteminin
reaksiyonlariin kontrol ve regiilasyonu, hiicreler arasindaki iliskilerin kontrol edilmesi,
lokal ve sistemik inflamatuar cevabi desteklemesi ve hematopoez olayini diizenlemesi

gibi bir¢ok fizyolojik olaylarda 6nemli role sahiptirler (62).

Giliniimiizde sitokinler biyolojik yanitin énemli bir diizenleyicisi olarak cesitli
hastaliklarin tedavisinde ve klinik calismalarda kullanilmaktadir (63). Sitokin terimi,
biiyiik bir protein grubunu belirtmek i¢in kullanilan genel bir terimi ifade eder. Ancak,
belirli tiirde olanlar1 tanimlamak i¢in kullanilan sitokinler salgiladiklar1 hiicre tipine

gore isimlendirilirler. Bunlar baslica;

e Monokinler; mononiikleer tek cekirdekli olan fagositik hiicreler tarafindan
salgilanan sitokinler,

e Lenfokinler; aktive lenfositler ve Th hiicreleri tarafindan salgilanan sitokinler,

e Interldkinler; 16kositlerden salgilanan ve 16kositler arasinda iletisimi saglayarak
Oonemli islevi bulunan sitokinler,

e Kemokinler; 16kosit gecislerden sorumlu olan kiictik sitokinlerdir.
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Bu sitokinler bazen birlikte bazen de tek baslarina hareket ederek farkli islevleri
meydana getirmektedirler. Sitokinlerin kendilerini salgilayan hiicreler iizerine etkisine
otokrin, yakin ¢evresindeki hiicreler iizerine etkilerine parakrin, kendisine uzak hiicreler
tizerine etkisine endokrin etki adi verilir. Ayni zamanda, sitokinler herhangi bir

enfeksiyon etkenine karsilik gosterilen yanitin tipini de belirleyebilmektedir.

2.10. Sitokinlerin Fonksiyonel Siniflandirilmasi

Sitokinler, fonksiyonel olarak islev ve etkilerine gore baslica ii¢ ana kategoride
incelenirler (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Sitokinlerin genel fonksiyonel simflandirilmasi.

SITOKINLERIN FONKSIY ONEL SINIFLANDIRILMASI

1. Dogal Tmmin Sistemi Diizenleven Sitokinler

Tip 1 Iaterferonlar (INF-o. ve INF-f)
Timér Nekrozis Fakt&r (TINF)
Interldkin-1 (IL-1)

interlokin-12

Kemokinler

opn op

2_Edinsel (Adaptive) immiin Sistemi Diizenleven Sitokinler

a Interdskin-2, 4, 5,13, 16 ve 17
b. Tip 2 Interferon (IFN )

c. TGF-pB

d. Lenfotoksin (LT)

3. Hematopoezisi Diizenleven Sitokinler
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2.10.1. Dogal Immiin Sistemi Diizenleyen Sitokinler

Dogal immiin sistem, dogustan gelen, sonradan Ogrenilmeyen, olduk¢a hizli
yanitli ve non-spesifik yapida olan immiin sistemidir. Dogal immiin sistem baslica;
polimorf niikleer, 16kosit, monosit, makrofaj, mast hiicresi, eozinofil, graniilosit ve
bazofil graniilosit gibi 6zellesmis hiicre ve molekiillerden olugmaktadir. Bu hiicre ve
molekiillerin bazilar1 olas1 mikrobiyal saldirilara karsilik fagositozla inflamatuar yaniti
baglatarak organizmanin ilk koruma hattini olustururlar. Dogal immiin yanitin hiicreleri,
cesitli biyolojik yapilar ve aktiviteler sonucu olusan enfeksiyonu, apopitotik ve nekrotik
hiicreleri Orgii Tanima Reseptorleri (Pattern Recognition Receptors, PRR) araciligiyla
tanirlar. PRR, Immiin sistemi hiicreleri araciligiyla mikrobiyal patojenler veya genel
hiicresel etkilesimler ile ilgili molekiilleri tanimak amaciyla iiretilen proteinlerdir.
PRR‘ler araciligi ile genis 6l¢iide mikrobiyal patojenle iliskili bilesenler, nekrotik hiicre
oliimii, doku hasar1 ve stres faktorleri altinda kalan organizmanin salgiladigr maddelere

immiin yanit olusturulur (64).

Dogal immiin sistemin ana bilesenleri baslica; epitelyal bariyerler (deri, gdzyasi,
mukoza, tiikriik ve sekresyonlar vs.), fagositler (notrofiller, mononiikleer hiicreler vs.),
kopleman sistemi ve dogal oOldiiriicii hiicreler (NK, Natural killer) hiicrelerden
olugmaktadir. Dogal immiin sistemin tim mekanizmalari, mikroorganizmalar1 spesifik
olarak taniyarak reaksiyon gosterirler. Ancak, enfeksiyona yol agmayan yabanci
maddelere kars1 da herhangi bir tepkide bulunmazlar. Dogal immiinitenin elemanlar1
(Makrofaj, notrofil vb.) —Toll-like reseptorlerl (TLR) araciligiyla dolagimdaki
mikroorganizmalar1 tanirlar. TLR‘ler, dogal immiin sistemi regiile eden en Onemli

molekiiller olarak bilinirler (65).

Hiicre i¢i patojenlere karst dogal immiin sistem savunmasi, viriis enfekte
hiicreleri 6ldiiren NK ve sitokinler aracilifi ile konak hiicrelerde viral gogalmayi
durduran tip I interferonlar tarafindan saglanir. Mikroorganizlarin yiizey kisminda
bulunan ve PRR tarafindan tanman hiicrelerin patojenleri; Patojen Iliskili Molekiiler
Orgiiler (PAMPs) ve Hasar Iliskili Molekiiler Orgiiler (DAMPs) ad1 verilen iki farkli
molekiiller araciligiyla gergeklestirilir. Dogal immiin sistemde uyaran mikrobial
molekiiller, ayni1 tip mikroorganizmalar tarafindan paylasilmasi ve enfeksiyon etkenleri

tizerinde yer almalar1 nedeni ile bunlara PAMPs ad1 verilir. PAMPs'ler sadece mikroplar
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tarafindan sentezlenirler. PRR'ler, PAMPs'leri kolayca tantyip doku ve mikroplar
arasinda ayirt edebilmektedir. Her tip PAMPs spesifik bir mikrop grubunun
karakteristigi olup yapilar1 genellikle mikroorganizmanin biitiinliigii, canliliginin

devami ve patojenitesi i¢in gereklidir (66).

Dogal immiin sistem reseptorleri, herhangi bir hasara ugramis ya da nekroz
olmus hiicrelerden aciga ¢ikan molekiilleri de tanmiyabilmektedirler. Bu molekiillere
DAMPs adi verilir. DAMPs‘ler, enfeksiyon ya da doku zedelenmesi sonucu konakg1
hiicrelerden salinan sitozolik protein veya mitokondriyal olarak bilinirler. Bunlar
alarmin olarak da adlandirilirlar. Bu molekiillere, S100 proteinleri, adenosin trifosfat
(ATP) ve 1s1 sok proteinleri (HSP) ornek gosterilebilir. DAMPs‘lere karsit gelisen
yanitlar sayesinde hasara ugramis hiicreler yok edilerek doku onarim mekanizmalari
uyarilir. Bununla birlikte, DAMPs hiicre disina birakildigi zaman, dogal immiin sistem
hiicreleri lizerindeki PRR'ler tarafindan kolayca taninabilmekte ve proinflamatuar
sitokinlerin salinimina neden olabilmektedirler. Dogal immiiniyeteye aracilik eden grup
icerisinde yer alan sitokinler baslica, cesitli viral enfeksiyonlara ve bakterilere karsi

viicutta koruma saglamak i¢in inflamatuar reaksiyonlar1 baslatirlar (59).

2.10.2. Edinsel (Adaptive) Immiin Sistemi Diizenleyen Sitokinler

Kazanilmis bagisiklik olarak da isimlendirilen bu bagisiklik tipini, dokulara
invaze olan (patojenik mikroorganizmalarin epitelyal bariyerleri gegerek lenfoid
dokulara yayilmasi) mikroorganizmalara 6zgii molekiiller ve diger yabanci antijenlere
kars1 daha fazla etkinlik gosteren, etkisi uzun siiren (giinler igerisinde) ancak yavas
baslayan, etkene 6zgiil savunma, hizli ve giiclii bir immiin yanitin olusmasini saglayan
konak savunma mekanizmalar: belirler. Edinsel immiin yanitin ortaya ¢ikmasindaki
temel gorevleri listlenen baglica hiicreler; hiicresel (T hiicre aracili) ve humoral (B hiicre
aracil1) lenfositlerdir. Lenfositler herbir antijene 6zgii ayr1 ayri reseptorler iireten tek
hiicre grubudur. Ayn1 zamanda, edinsel immiinitenin anahtar elemanlari olarak bilinirler

(59).

Efektor T-lenfositler, makrofajlar tarafindan yutulan mikroplarin sindirilip yok
edilmeleri i¢in fagositik hiicreleri harekete gegirerek hiicre ici (intraselliiler) patojenleri

ortadan kaldirirken, B lenfosit ve iirlinleri olan antikorlar ise, hiicre disindaki
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(ekstraselliiler) patojenleri yok etme islevi iistlenirler. Edinsel bagisikligin 6ne ¢ikan
onemli bir islevi bellek fonksiyonlarina sahip olmalaridir. Hafizalar1 sayesinde
tekrarlayan herhangi bir karsilasmalarda antijenleri kolayca tanimlayip daha hizli ve
etkili bir immiin yanit gostermektedirler. Boylece viriis, bakteri, mantar ve bazen de
parazit gibi dogal bagisiklikta imha edilemeyen yabanci partikiillerle etkilesime bagl
olarak ve enfeksiyonlara kars1 daha etkili savunma saglayan edinsel bagisiklik devreye

girerek bireyin canlilik siiresi boyunca devam eder (67).

Bu grupta yer alan sitokinler, birbirinden farkli ¢ok sayida antijenleri ayirt
edebilen ve antijene 0zgii spesifik reseptorleri tasiyan tek hiicre olan lenfositler
tarafindan sentezlenirler. Bunlar, T ve B lenfositlerin aktivasyonunu, farklilagsmasini ve
cogalmasin1 da uyarmasinin yani sira antijene karsi gosterilen immiin yanitin tipini
belirlemekle islev goriirler (68). Antikorlarin burada O6nemli islevi, hiicre dist
mikroorganizmalarin yok edilmesine yardimei olmaktir. T hiicreleri cogu zaman B
hiicrelerinin antikor iiretmesine katki saglayarak hiicre dis1 mikroorganizmalara karsi

edinsel immiin yanita katilmaktadirlar.

Immiin sistem sitokinleri, viral enfeksiyonlarda konagin spesifik olmayan ilk
antiviral savunma basamagini olusturarak viriislere kargt adaptif immiin yanit
mekanizmasini belirlemektedir. Edinsel immiin savunma mekanizmasi, hiicre igi farkli
bolmelerdeki PRR‘ler ya da viral molekiillerin transmembran reseptorleri tarafindan
taninmasiyla baglatilir. Burada PPR'ler, sitoplazmadaki farkli sitokinlerin salinimini
uyaran yapisal degisiklikleri harekete gegirir. Sentezlenen sitokinlerin tiirii, hiicre tipine
ve viriislere bagli olarak farklilik gosterebilmektedir. Hiicreleri ve viriisleri taniyan bu
orgli reseptorleri baslica; TLR-2, TLR-3, TLR-4, TLR-8, TLR-9, melanom
farklilagsmasi ile iligkili gen 5 (MDAS) ve metillenmemis CpG retinoik aside bagl gen I
(RIG-]) tiirleridir. Edinsel yanitta, viriis enfekte olmus hiicreler tarafindan TNF, IFN ve
IL gibi baz sitokinler ile MIP-1a ve B, monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1)
gibi kemokinlerin sentezi baslatilarak, hem pro-inflamatuar hem de anti-inflamatuar
etkileri ile immiin aktivasyon sonucu virilislere karsilik olarak hiicrelerde korunma
saglanmaktadir. Edinsel immiin yanitlar viriisleri, alerjenleri, toksinleri ve organizmalari
etkili bir sekilde yok edebilmek i¢in dogal immiin yanitlarla entegre bir sekilde ¢aligirlar
(69).
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2.10.3. Hematopoezisi Diizenleyen Sitokinler

Hematopoez, viicuttaki kan hiicrelerinin yapimi olarak adlandirilir (hemato=kan,
poisesis / poietic = iiretim). Kemik iliginde kendi kendini yenileyen hematopoietik kok
hiicreler (HSC) tarafindan canlilik siiresince iretilmeye devam edilen dinamik bir
stirectir. Bu siireg, bir tip kok hiicreden farkli kan hiicrelerinin gelismesidir. HSC'lerin
aktivasyonu, cogunlukla uyku veya hareketsiz durumda azalirken, olgunlagsmis kan
hiicrelerini  yenilemek i¢in hiicre dongiisiine katilimi  olduk¢a hizhidir. Tim
hematopoietik soylari, viicuttaki cesitli yaralanma veya enfeksiyonlara yanit olarak
siklikla farklilagabilir, ¢ogaltilabilir ve uygun kosullar altinda kas, epitelyal ve néronal
hiicre olusumuna neden olabilirler (70). Kan hastaliklar1 genellikle pro-inflamatuar
sitokinlerin agir1 iiretiminden kaynaklandigi i¢in bu faktorlerin HSC firetimi ya da
fonksiyonu {izerindeki etkisinin belirlenmesinde Onemli rol oynamaktadir. Ayni
zamanda HSC'ler, TLR'ler ve PRR'lerin aktivasyonu ile dogrudan aktive
edilebilmektedirler. Immiin sistem aracilifryla inflamasyonu diizenleyen bu gruptaki
sitokinler, antijen ile uyarilmis CD4 * ve CDg * T lenfositler tarafindan indiiklenerek

inflamatuar 16kositlerin aktivasyonunu saglarlar (59).

Bu smif igerisinde bulunan baslica sitokinler; kemik iligi strome hiicreleri,
l6kositler ve diger bazi hiicre tipleri tarafindan sentezlenirler. Bu sitokinler, immatur

l16kositlerin farklilasmasinda ve uyarilmasinda 6nemli rol iistlenirler.

2.11. Pro-inflamatuar Sitokinler

Proinflamatuar sitokinler, cogunlukla aktive makrofajlar tarafindan sentezlenir
ve inflamatuar reaksiyonlarin up-regiilasyonunda islev goriirler. Pro-inflamatuar
sitokinlerin sentezindeki artis, cesitli bakteriyel ve viral enfeksiyonlar sirasinda asir
inflamasyon sonucu konak i¢in yikici etkilere neden olabilmektedir. Ayn1 zamanda, bu
sitokinlerin noropatik ve inflamatuar agriy1 indiikledigi hatta artirdig1 diistiniilmektedir
(71). Bununla birlikte, pro-inflamatuar sitokinlerin aktivasyonu yoluyla SARS-CoV-
2'nin, doku hasari, otoantikor mekanizmalari ve immiin

komplekslerin olusumunu desteklenmektedir (72).
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2.11.1. Tiimor Nekrozis Faktor (TNF)

TNF, sistemik inflamasyonda bir dizi hastaliklarin baglangicinda ve inflamatuar
yanitta &nemli rol oynayan bir hiicre sinyal proteinidir. Immiin sistemin dogal
regiilasyonunda yer alan, 6zellikle monositler, T lenfositler, NK hiicreleri, notrofiller,
eozinofiller, makrofajlar ve mast hiicreleri gibi bircok hiicre tipi basta olmak iizere,
endotel hiicreleri, néronlar, miyositler, adipositler, fibroblastlar ve diiz kas gibi ¢esitli
hiicreler tarafindan salgilanmaktadir (73). Bakteriyel enfeksiyonlara karsi gelisen akut
sendromlarda TNF-a'min ilk gorevi, bagisiklik hiicrelerini regiile etmesidir. Ayni
zamanda apopitotik hiicre 6liimii ve inflamasyon siireclerini tetikleyerek tiimorijenez
ve viral replikasyonun baskilanmasinda rol oynayan 6nemli pro-inflamatuar sitokinden

biridir (63).

TNF-a, 19 protein, 212 aminoasidin dizilimi ile c¢ogunlukla makrofaj ve
monositler tarafindan salgilanan, iic monomerli bir glikoprotein yapisinda olan bir
sitokin tiyesidir (74). TNF-a ilk olarak 1975 yilinda tiimdr nekrozuna neden olabilen
yiiksek konsantrasyonlu bir molekiil olarak ortaya ¢ikarilmistir (75). Gen ekspresyonu,
transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel sekilde diizenlenmektedir. TNF-a geni,
insanda MHC kompleksi igerisinde 6. kromozom (6p21.3) iizerinde ve baslica aktif
makrofajlar, NK hiicreleri, B ve T lenfositlerin hem aktivasyonu ile eksprese edilirler
(76). Bunlarla birlikte, monositler, fibroblastlar, lipopolisakkaritler, keratinositler,
kupffer hiicreleri, bazofiller, diiz kas hiicreleri ve tiimor hiicreleri gibi bircok hiicre
tiplerinden sentezlenebilirler. Ayrica, giinesten yayilan ultraviyole (UV) 15181, bazi
kimyasal maddeler, mitojenler, viriisler ve ozmotik stres gibi bir¢ok faktor de TNF-a
_nin sentez ve salmiminin tetiklenmesinde rol oynamaktadirlar. TNF-o, hiicrelerin
yiizeyinde yer alan TNFR1'e baglanarak etkisini gosterir. Baglandig1 reseptdriin geni,
12. kromozomun kisa olan kolunda yer alir. 10. eksonda meydana gelen mutasyonlar
sonucunda, TNFR iliskili periyodik sendrom (TRAPS) olarak bilinen oto-inflamatuar
bir durum ortaya ¢ikmaktadir (74). Bu durumun, otoimmiin hastaliklardaki

inflamasyonun baglatilmasi ve siirdiiriilebilirliginde 6nemli etkinlikleri bulunmaktadir.

TNF-a, hiicresel proliferasyon, farklilasma, apoptozis ve inflamasyon

stireglerinde, farkli hiicre ve molekiillere karst immiinolojik reaksiyonlarin regiile
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edilmesi, neoplazmalarin lokal veya vaskiiler invazyonu ve tiimor vaskiilatiiriiniin yok
edilmesi dahil olmak iizere bir¢cok patolojik ve fizyolojik anormalliklerde 6nemli rollere

sahiptir (77).

2.11.1.1. TNF’lerin Biyolojik Etkileri

TNF-ler, biyolojik etkiler iki farkli reseptor aracilifiyla gerceklestirilir. Bunlar;
TNFR1 ve TNFR2 olarak gosterilirler. TNFR2 genellikle kendiliginden diizenleyici
dongiiyl temsil ederken, bu reseptor uyarildiginda TNFR1 aktivitesi ile, anti-apopitotik
yolaklarda inhibe ve apoptotik reaksiyonlarda aktivasyon meydana gelir (76).
Hiicrelerdeki TNF reseptorler 3 ana sinyal yolu araciligiyla etkilerini gdsterirler.
Birincisi; sitoplazmik kuyruk ilizerinde —death domainl (DD) igerir. DD igeren bu
reseptorlerin etkinligi ile hiicre igerisindeki Fas-aracilt DD ve TNF-R aracili DD gibi
molekiiller aktif hale gelir. Bu molekiillerin aktivasyonu ile apoptozis uyarilir. ikincisi;
bir ya da daha fazla TNF-R aracili faktor (TRAF) aktivasyonu ile mitojenle aktive olan
protein kinaz (mitogen activated protein kinases, MAPK), niikleer faktér kappa B
inhibitér (NFxB) kinaz ve fosfotidilinositol 3-kinaz (PI3K) gibi hiicre proliferasyonu,
farklilagsmas1 ve apoptozunda rol oynayan sinyal ileti yolaklarinin aktivasyonu ortaya
cikar. Bu sinyal yolaklar1 aktivasyonu TNF-a ile neoplastik hiicrelerin artigina ve ya
tahribatina ve ayni zamanda kanserli hiicrelerin biiyiimesine neden olabilirler.
Ucgiinciisii; bu gruptaki reseptériin sinyal ileti sistemine énemli katkisinin oldugu ancak
bu etkisinin tam olarak belirlenmesi i¢in daha fazla arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir

(78).

2.11.2. interferon (IFN)

IFN'ler, immiin sistem hiicreleri tarafindan salgilanan antiviral aktiviteye sahip
dogal proteinlerdir. ilk olarak 1957 yilinda Isaacs ve Lindenmann tarafindan
kesfedildikten sonra inaktif viriislere cevaben konakgi hiicreler tarafindan spontan
olarak iiretilen ve salgilanan maddelerin tespiti ile ortaya c¢ikarilmustir (79). Interferon
kelimesi, 'interference on' ingilizce teriminden tliretilmistir. IFN'ler yapisal ve
biyokimyasal 6zelliklerine gore incelendiginde, 17-25 kilodalton (kDa) arasinda degisen

molekiil agirliklarina sahip suda ¢oziinebilen endojen maddelerdir. Insan ve diger
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memeli hiicrelerinde farkli ajanlar (l6kositler, fibroblast, T hiicreleri vb.) tarafindan
sentezi gerceklestirilir. Asitlere ve 1siya karst dayanma direncgleri oldukca yiiksektir.
Hiicre i¢i asidite derecesi pH=2 olan ortamlara kadar inaktive olmazlar. Is1 derecesi 56
°C_ye kadar ilk 30 dakikada boyunca higbir etkilenme olmazken, 70 °C'ye kadar 1sida

10 dakika siire i¢erisinde %30-40 oraninda inaktive olabilmektedirler.

IFN-y, temel olarak T lenfositler, NK hiicreleri ve makrofajlar tarafindan
sentezlenirler. Viriis, bakteri ve parazitlere karst immiin yanit gosteren immiin yanitta
onemli etkinligi olan immiinomodiilatér sitokin olarak da tanimlanirlar. IFN-y‘nin
kendine ozgli reseptorii vardir. Olgunlasmis bir IFNy proteini viicutta birbirinin
homologu iki polipeptit zincirinden glikozillenmis olarak bulunup 146 aminoasit icerir
(80). Onemli bir makrofaj indiikleyici olan IFN-y, fagosite olan mikroplarin ortadan
kaldirilmasina yardime1 olur. Hem dogal hem de edinsel immiin yanitta olduk¢a 6nemli
fonksiyonlara sahip bir sitokin {iyesi olan IFN-y etkilerini IFN-y R1, IFN-y R2 reseptorii
olarak adlandirilan Tip II sitokin reseptdrlerine baglanarak gosterir. Bu reseptorler, iki
ayr1 kromozom iizerinde bulunan ve genler tarafindan kodlanan, ligand baglayici o
zinciri ile aksesuar baglayici § zinciri olmak {izere iki zincirden meydana gelir. IFN-
ynin sinyal olusumu ise, hem IFN-y reseptor zincirlerini hem de IFN-y‘yi iceren ¢ok alt
birimli bir kompleksin olusumu ile gerceklestirilir. IFN—y spesifik hedef genlerin
ekspresyonunu indiikleme ya da inbibe etme yetenegi 6zelligi sayesinde hemen hemen
biitiin hiicre tiplerindeki spesifik hiicre reseptorleri ile etkileserek biyolojik etkilerini

gosterir.

Gilinlimiize kadar insan ve hayvanlarda yirmiden fazla farkl tipte IFN geni ve
proteini tamimlanmistir. Genel olarak, dogal immiinitede hiicre, doku, organ ve
organizma diizeyinde bir antiviral durumlarin indiiklenmesi sinyal verdikleri reseptor
tiiriine bagl olarak IFN'ler; Tip I IFN‘ler, Tip II IFN ve Tip III IFN seklinde {i¢ ana
sinifta toplanirlar (81).

Tip I IFN‘ler, viicutta viral enfeksiyonlara karst ilk savunma hattin1 olusturur.
Enfeksiyon sirasinda bakteri, viriis, tiimor hiicreleri, parazit, mantar ve bulasici
maddeler tarafindan uyarildiklarinda kars1 bir tepki olarak dogrudan veya dolayli olarak

dogal immiin sistemin hiicreleri de dahil olmak iizere viicudun hemen her hiicre tipi
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tarafindan salgilanabilirler. Tip I IFN‘ler, yardimc1 Th1 hiicrelerinin (T Hepler Cells1)
gelisimini  stimiile ederek simif 1 MHC molekiillerinin ekspresyonunu ve NK
hiicrelerinin sitolitik etkinliklerinin artirilmasina aracilik ederler. Tip I IFN‘ler antiviral
bagisiklik sistemindeki aktiviteleri ile gok dnemli rol iistlenirler. Antiviral aktivitelerine
ek olarak otoimmiin hastaliklarin patogenezisinde 6nemli etkinlikler gosterirler (82). Bu
grupta yer alan IFN‘lerin, IFN-a ve alt tipleri, IFN- ve alt tipleri ile etkinlikleri daha az
bilinen IFN9, IFNe, IFNk, IFNt, IFNw ve IFNS gibi aile iiyeleri mevcuttur.

Tip II IFN‘ler, dogal immiin sistemde antiviral yanit esnasinda sitotoksik T
hiicreleri, tip-1 T yardimci hiicreleri ve agirlikli olarak NK hiicreleri tarafindan
sentezlenirler. Tip II IFN aktivasyonu IL-12 araciligiyla gerceklestirilirken, IFNGR1 ve
IFNGR2 zincirlerinden olusan IFNGR'ye baglanarak etkisini gosterir. Tip II IFN
reseptorii IFN-y ile baglanmasi ile birlikte, Janus Aktive Kinazlar (JAK1 ve JAK?2)
aktive edilir. Hem tip I hem de tip II IFN‘ler, JAK ve sinyal doniistiiriicii ve
transkripsiyon aktivatorii (STAT) yollarinin aktivasyonunu diizenleyen mekanizmalara
sahip olmas1 nedeniyle sinyallesmede kritik isleve sahiptirler. Ayn1 zamanda bunlar,
aktive edici ve negatif diizenleyici Ozellikleri sayesinde, viicuttaki enfeksiyonla
miicadelede olusabilecek hasarlari en aza indirgemek ve dengeli bir immiin yanit
olusturabilmek i¢in birbirleriyle uyum i¢inde calisirlar (83). Tip II IFN, yalnizca
lenfositler tarafindan {iretilen, kendine 6zgii ve daha spesifik olarak sentezlenmis olan

IFN-y“1 igerir (80).

Tip III IFN'ler, epitelyal bariyer yiizeylerinde viral replikasyonu inhibe ederken
diger taraftan inflamatuar hasari sinirlandirmaktadir. Bununla birlikte, tip III IFN'lerin
hem dogal hem de adaptif immiin sistemindeki islevleri sayesinde sistemik otoimmiin
hastaliklarin patogenezinde etkili olabilecegi goriilmiistiir (82). Tip III IFN'ler (dort
IFNA alt tipi) IFNA1 (IL-29), IFNA2 (IL-28A), IFNA3 (IL-28B) ve IFNA4 alt ailesi

tiyelerinden olusur.

2.11.2.1 IFN'lerin Biyolojik Etkileri

[FN‘ler, viral protein sentezi ve viral niikleik asit sentezi inhibasyonunu

destekleyerek ve dogal ve edinsel immiin yanitin belirlenmesinde 6nemli rol oynarlar.
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Bunlarla birlikte, hiicrelerde apopitozisi destekleyerek viriitik enfeksiyonlari

sinirlandirmaya yardimci olurlar.

Glintimiizde IFN‘ler, in vivo ve in vitro iiretilebildikleri gibi rekombinant DNA
teknolojisi kullanilarak da sentezlenebilen, antiviral bir ajan olarak c¢esitli hastaligin
tedavisinde terapotik olarak kullanilan ve glikoprotein ailesinin iginde yer alan ilk
sitokinlerdir (84). Bunlar, viicuttaki ¢esitli hiicrelerde viral replikasyonu inhibe ederek

immiin yanita destek olurlar.

Dogal protein olan IFN‘ler, infekte hiicrede protein kinaz indiiksiyonu yaparak
protein sentezini azaltip viral RNA sentezini engellerler. Ayrica virlis replikasyonunda
translasyon ve transkripsiyonu inhibasyonu saglarlar. Diger taraftan, hepatosit
yiizeyinde 16kosit antijeni olan major histo-uyumluluk kompleksi (MHC, Major Histo-
compatibility Complex) antijenlerinin ekspresyonunu arttirarak, infekte hepatositin
yiizeyine bulagmig virlis antijenlerinin sitotoksik T hiicreleri tarafindan algilanmasinda
ve infekte hepatositin yok edilmesinde modiilator goérevi iistlenirler. IFN‘ler ayni
zamanda, antijen sunumunu yiikseltmesiyle dogal dldiiriicii hiicreler ile makrofajlar gibi
immiin sistem hiicrelerini indiikleyerek konak savunmasini artirmaya destek olurlar.
Bagisiklik sisteminde IFN‘ler ayrica bazi tiimor hiicreleri tarafindan da iiretilebildigi

belirlenmistir (85).

IFN‘lerin molekiilleri viicutta antiviral, antiproliferatif ve immiinomodiilator etkiler

gostermektedir. Viicuttaki etki mekanizmalari;

e Antiviral etki; virlisiin hiicre igerisinde paketlenmesi, viral partikiillerin
hiicrelere penetrasyonu ve replikasyonu engellenek viral mRNA yikimu ile viral
protein sentezi inhibe edilir. Farkli tipteki viriislerin inhibe edilmesi, antiviral
etkide birden fazla mekanizmanin oldugunu gostermektedir.

e Antiproliferatif etki; bu etki birden fazla mekanizmaya bagl olarak ortaya ¢ikar.
Normal bir hiicrede geri dontisiimlii iken, neoplazik bir hiicrede geri
donilistimsiliz sitostaz yapar. Bununla birlikte, onkogen bir viriis tarafindan
gerceklesen transformasyon etkisini inhibe eder. Ayrica bu etki ile HBV‘ye

bagli hepatoselliiler kanser gelisimi onlebilmektedir.
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e Immiinomodiilatér etki; immiin sisteme olas1 herhangi bir tehdide karsilik
genellikle olumlu yonde immiin fonksiyonlarin1 desteklemeye yardimer olur.
Hiicre yiizeyinde bulunan MHC antijenlerinin ekspresyonunu ve NK hiicre

etkinligini artirir.

Bu o6zellikleri sayesinde, viral enfeksiyonlar ve bazi kanser tiirlerinin tedavisinde

yaygin olarak kullanilmaktadirlar (86).

2.12. Anti-inflamatuar Sitokinler

Temel anti-inflamatuar Ozellik gosteren sitokinler, patojenlere karsi olusan
immiin yanitlarin baskilanmasi veya istenmeyen asir1 tepkilerinin diizenlenmesinde
onemli rol istlenirler. Bunlar, ayn1 zamanda patojenlere karsi olusacak immiin yanit
esnasinda pro-inflamatuar gorevindeki sitokinlerin sentezini inhibe ederek asir1

inflamasyon nedeniyle konagin zarar gérmesini engellemektedir (22).

2.12.1. interlokin (IL)

IL‘ler, hiicre yiizeylerinde bulunan yiiksek afiniteli reseptorlere baglanarak
bir¢ok hiicre ve dokularda reaksiyonlarin baglamasinda dogal kaynaklardan elde edilen
biiylik bir protein grubundan olusur. Kelime anlamiyla; iletisim anlaminda inter ve
16kositlerde bulunmasindan 16kin‘den olusmustur. Immiin sistemden sentezlenen
sitokinlerin O0nemli bir grubunu olusturan interlokinler, ilk kez beyaz kan
hiicreleri lenfositlerince ekspresse edildigi belirlenmistir (87). Immiin sistem

hiicrelerinin uyarilmasinda interlkinler aktif rol oynarlar (88).

IL‘lerin immiin sisteminde ana islevi, inflamasyon ve immiin yanitlar sirasinda
hiicre ve dokularda meydana gelebilecek farklilasma, biiyiime ve aktivasyonu
diizenlemektir. Baslangicta 16kositler tarafindan salgilandigi, fakat daha sonra diger
birgok viicut hiicresi tarafindan da {iretildigi ortaya g¢ikarilmigtir. Immiin sistem
hiicrelerinin farklilagmasi, biiyiimesi ve aktivasyonu yani sira olgunlasma, cogalma, go¢
ve yapismada etkinlik gosterirler. Ayrica viicutta pro- ve anti-inflamatuar 6zellikleri ile
birlikte hem parakrin hem de otokrin 6zelliklere de sahiptirler. IL‘ler, 197011 yillarda

kesfedilmesine karsin giiniimiize kadar halen daha ayrintili bicimde tanimlanamamustir.
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Bunlarin bilinen ¢esitli tiirleri, viicudun immiin sistemini olusturan temel 6geler oldugu

kabul edilmektedir.

2.12.2. interlokin-4 (IL-4),

IL-4, immiinomodiilatér etki gdsteren ve insanda 20 kDa molekiil agirligina
sahip glikoprotein olan anti-inflamatuar bir sitokindir. Cogunlukla antijenle aktive CD4*
T lenfositlerinden 6zellikle Th2 alt grubundan ve aralarinda mast hiicreleri, makrofajlar,
B hiicreleri, eozinofil, bazofil ve dogal tip lenfoid hiicrelerinin de bulundugu bir¢ok
hiicre tarafindan sentezlenip ortama salinirlar. Otoimmiin, alerjik olaylar ve bulasici
hastaliklar basta olmak {izere bircok hastaliga karsi potansiyel terapotik stratejilerin
tasarlanmasinda ve gelistirilmesinde spesifik etki mekanizmasina sahiptir. Immiin
sistemde bu olaylar1 regiile ederek cesitli hiicre tiplerinin biiylime, etkinlik ve
farklilasmasinda 6nemli rol oynar (22, 89). Ayrica, B hiicrelerin immiinoglobulin E
(IgE) iiretimi tzerindeki etkisinden dolay1 fizyolojik olaylarda temel islevi, IgE veya
inflamatuar  yanitlarla  hiicre aracili  fonksiyonlar1 ve allerjik hastaliklar
diizenlenmektedir. IL-4 geni, 10 kb (kilobaz) biiyiikliigiinde 4 ekzondan ve 299 amino
asit (aa) ile insan gen haritasin1 kodlayan genler 5. kromozon (5q23-31) iizerinde yer

alir.

Insan IL-4'i, 800 aa‘lik bir glikoproteinden olusmus ve yiiksek afiniteli bir
reseptor olan IL-4R baglanarak etkisini gosterir. insan IL-4R‘ii baslica B ve T hiicreleri,
mast hiicreleri, makrofajlar, fibroblastlar, bazofiller, endotel hiicreleri, keratinositler,
hepatositler, stromal hiicreleri ve noroblastlarda bulunur. IL-4R biiyiik bir integral
membran glikoproteini olup, 130 kDa molekiil agirliginda ve hematopoietin reseptor
stiper ailesinin bir iiyesi olan 560°1 hiicre i¢inde olmak iizere toplam 815 aa‘ten olusur.
IL-4R ‘0 herhangi bir endojen kinaz aktivite gdstermeyen sitokin reseptorii yc proteini ile
bir kompleks olusturur. Gen ekspresyonu, sinyal iletimi ve proliferatif yanitlar
indiiklemek i¢in hiicre i¢i alanlar1 kullanir (89). Bununla birlikte, hiicre disinda bulunan
sitokin reseptoric WSXWS motifi ile tip I hematopoietin reseptdrlerine benzer

ozelliklere sahiptir.
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2.12.2.1. IL-4’iin Biyolojik Etkileri

IL-4, otoimmiin, alerji ve bulasic1 hastaliklar basta olmak iizere bir¢cok hastaliga
kars1 potansiyel terapotik stratejilerin tasarlanmasinda ve gelistirilmesinde c¢esitli

spesifik islevlere sahiptir. Bu baglamda IL-4;

e Bir¢ok fizyolojik olaylarda goriilen bir pleiotropik sitokin  olup,
immiinomodiilator mekanizmalari indiiklemenin yani sira Th1 ve Th2 hiicrelerin
paradigmasint degistirerek otoimmiin hastaliklarin tedavilerinin
gelistirilmesinde,

e Immiin yanit ve fonksiyon reaksiyonlarinin etkilerinin belirlenmesinde,

e Sitokin sentezi yapan T hiicrelerine prolifere etkisi ile ¢ogu antijene karsilik B
hiicrelerinin 1gE antikor ftretimini tetikleyerek c¢esitli alerjik hastaliklarin
tedavilerinin gelistirilmesinde,

e B lenfositleri ile monositler {lizerindeki IgE‘nin diisiik afiniteli reseptorii

CD,;"“lin belirmesinde,

e T lenfositler, NK ve lenfokinle aktive edilmis killer (LAK) hiicreleri gibi
sitotoksik hiicrelerin fonksiyonel proliferasyonu ve aktivitelerinde,

e Tiimor hiicrelerine karsi makrofajlarin sitotoksisitesini, parazit, C2 proteini ve
doku plazminojen aktivitdr yapimi tizerine indiikleyici etkisinin belirlenmesinde,

e TNF-a ve IL-1 gibi proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunun up-regiilasyonu
ile IL-1 reseptor antagonistleri ve tip II IL-1 reseptorleri gibi anti-inflamatuar
sitokinlerin ekspresyonunun yukar1 dogru diizenlenmesinde,

e Periferik kan nétrofillerinin karisik inflamatuar yanitlarimi indiikleyebilmesi,
TNF-a ve IL-8 ekspresyonunu artirabildigi ve IL-1B ekspresyonunu 6nemli

Olgiide inhibe edilmesinde

Onemli rollere sahiptir (88, 90).

2.12.2. interlokin-10 (IL-10)

IL-10, immiin yanitta en énemli anti-inflamatuvar sitokin olarak bilenen IL-10,
160 aa‘den olusup insan kromozomun uzun kolunda yer alir. insanda 18.5 kDa molekiil

agirhigina sahip bir homodimer yapidadir. Genel olarak IL-10 sentezi, T ve B
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lenfositleri, monositler, noétrofiller, makrofajlar, keratinositler ve ¢esitli tiimor hiicreleri
dahil olmak {izere ¢esitli hiicre tipi tarafindan gergeklestirilir. IL-10, siipressif bir sitokin
olup ilk olarak Th2 (Thelper 2) hiicrelerinden ekspresse edilen ve sitokin sentezi
engelleyen faktor (CSIF, Cytokine Synthesis Inhibitory Factor,) olarak tanimlanmistir.
Insan IL-10R geni, kromozom 11q23.3 iizerinde bulunan tip II sitokin ailesi iiyesidir.

Bu reseptor Jak1 ve Tyk2 Janus kinazlar ile bagli iki zincirden meydana gelir (91).

IL-10, birbirlerinin viral homologu olan IL-19, IL-20, IL-22, IL-24, 1L-26, IL-
28A, IL-28B ve IL-29 siiper sitokin ailesinden olusur. Bu son {i¢ interlokinler (IL-28A,
IL-28B ve IL-29) ayn1 zamanda tip III IFN ailesi i¢inde yeni bir alt aile (IFN-A1, IFN-
A2 ve IFN-A3) olusturur. IL-10 ile IFN aile iiyelerinin, yapisal iliskileri birbirlerine ¢ok
benzer ve hatta 6zdes reseptorleri kullanmalarina ragmen, biyolojik fonksiyonlari
farklilik gostermektedir. Cesitli enfeksiyonlar sirasinda IL-10 ve aile {iyeleri,
inflamasyonu smirlandirmak, doku epitel katmanlariin biitiinliigiinii ve homeostazini
korumak amaciyla gesitli immiin yanit hiicreleri ile konak savunma mekanizmalarini
indiikler. Ayn1 zamanda, bu tiyeler bakteriyel ya da viral enfeksiyonlar sonrasinda

dokuda iyilesme siirecini hizlandirmaktadirlar (92).

2.12.3.1. IL-10’nun Biyolojik Etkileri

Temel anti-inflamatuar 6zellik gosteren IL-10, patojenlere karsi olusan immiin
yanitlarin baskilanmasi veya istenmeyen asir1 tepkilerinin diizenlenmesinde énemli rol
tistlenir. IL-10 gibi anti-inflamatuvar sitokinler, inflamasyonun baslamasindan birkag
saat sonra Uretilir ve inflamatuar yanitlar1 kontrol eden koordineli mekanizmalari
modiile eder. Mikrobiyal antijenlere karsi olarak immiin yanitlar1 negatif yonde regiile
eder. Ayn1 zamanda patojenlere karsi olusacak immiin yanit esnasinda pro-inflamatuar
gorevindeki sitokinlerin sentezini inhibe ederek asir1 inflamasyon nedeniyle konagin
zarar gormesini engellemektedir. Bununla birlikte, ¢esitli viral enfeksiyonlar veya
bakteriyel sonrasinda dokuda iyilesme siirecini hizlandirmasini saglar (92, 93). Bunlarin

yaninda IL-10;

e T lenfosit, makrofajlar, NK hiicreleri, periferik kandaki mononiikleer hiicreleri,
Thl hiicreleri ve dendritik hiicreler lizerinde MHC II molekiiliiniin sentezlerini

engelleyerek aktivasyonlarinin dnlenmesinde,

36



e Anti-viral aktivite ile lenfotoksin ve IFN saliniminin azalmasinda,

e Hiicresel immiin yanitlarin baskilamasinda,

e Monositler lizerindeki interselliler = adezyon  molekiiliiniin  (ICAM-1)
belirginlesmesinin dnlenmesinde

Onemli 6lciide etkinlik gosterir (93, 94).

2.13. Apoptozis

Apoptozis, canlilarda embriyo donemi ile baglayip 6liim esnasina kadar siiren
cesitli genler ile iliskili bir¢ok fizyolojik veya patolojik olayda goriilen aktif bir sistem
olup, Yunanca apo (ayr1) ve ptozis (diisen) kelimelerinden tiiretilen programlanmis
hiicre 6liimiidiir. Bu kavram tanimlanirken ayni1 zamanda sonbahar aylarinda agactan
diisen yaprak dokiimii olayindan esinlenmistir (95). 1920°li yillarda 151k
mikroskopunun kesfi ve yeni boya yontemlerinin gelistirilmesiyle birlikte hiicre 6liimii
hakkinda ilk bilgiler ortaya cikarilarak nekroz olarak tanimlanmistir. 1972 yilinda
Avusturalyali bilim insam1 J.F.K. Kerr tarafindan ilk kez, iskemiye (koagiilasyon
nekrozunun en 6nemli nedeni) maruz kalan dokuda nekrozdan daha farkli hiicre 6limi
gosterilerek —apoptozis® adi verilmistir (95). En genel ifade ile apoptozis,
fonksiyonlar1 bozulmus, iiretimi ve gelisimi diizensiz, yash ya da genetik olarak
hasarli hiicrelerin giivenli bir sekilde ortadan kaldirilmasini saglayan, cesitli genlerle
diizenlenen, protein sentezi ve enerjiye gereksinim duyan, programli bir olaydir.
Apoptozisin temel islevi, hemostatik bir mekanizmanin saglanmasi amaciyla

organizmada doku homeostazinin ve hiicre populasyonunun korunmasidir.

Canlinin en temel birimi olan hiicrede, tim canlilik islevleri tek basina
yiriitiilebilir. Bununla birlikte, bir tek hiicre de tamamen bagimsiz yasayabilir ve
davranigsal olarak farklilik gosterebilir. Her hiicrede goriilen muhtemel olaylar
baslica; dogma, cogalma (proliferasyon), farklilasma (diferansiasyon) ve olim‘diir
(apoptozis). Canli metabolizmasinda yasamin saglikli bir sekilde siirdiiriilmesi s6z
konusu bu olaylarin dengeli bir sekilde devam etmesine baglidir. Canli olan hiicrelerde
yasam siiresinin sona ermesi durumu fizyolojik ve patolojik sartlarda gerceklesen
diger bir mekanizma da nekroz olayidir. Nekroz; bir ya da daha fazla

sayida hiicre, doku veya organin digaridan gelen (hipoksi, asir1 1s1 degisikligi, toksin
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vb.) cesitli fiziksel ve kimyasal uyaranlar ile geri donilisiimii olamayacak sekilde hasar
gorerek yasamsal islevlerini ve biitiinliiglinii yitirmesi sonucu ger¢eklesen travmatik

ya da patolojik oliimdiir (18).

2.13.1. Apoptozisin Morfolojik Evreleri

Apoptoziste esas morfolojik olay, niikleusun kondansesi ve sonrasinda parcalara
ayrilmasidir. Normal bir hiicre apoptoza ugradiginda, aktin ve laminin filamentlerinin
durdurulmasi ile sitoplazmada endoplazmik retikulum genisler, sisterna vezikiiller ve
vakuoller siserek organeller birbirine yakinlasir. Organeller olduk¢a saglam yapida ve
hiicre membrani apoptozisin ge¢ evrelerine kadar biitiinliiglinii korumaya devam eder.
Cekirdekte DNA degredasyonu, endoniikleazlar tarafindan yapisal proteinlerin
parcalanmas1 ve yogunlasan kromatin sonucu kondensasyon baslar. Hiicrede bir
taraftan biiziilme ve kiiclilme devam ederken diger taraftan artik normal hiicrelerden
daha kolay ayirt edilebilen ve makrofajlarin taniyabilecegi hale doniisiir. Plazma
membraninda hiicre kavsaklar1 par¢alanmasi ve niikleus yikiminin gergeklesmesi ile
dis kisimlart membranla cevrili, sikica paketlenmis organeller, i¢ kisimlarinda
sitoplazma ve bazilarinda ise ¢ekirdek parcalari bulunan apoptotik hiicre veya
cisimcikler ortaya c¢ikar. Apoptotik cisimcikler makrofajlar tarafindan kolayca taninip
ve fagosite edilirken, bunlarda inflamasyon goriilmez (96). Fizyolojik kosullar
altinda, fagositik hiicreler tarafindan apoptotik cisimlerin taninmasini saglayan plazma
membraninda bazi degisimler ortaya ¢ikar. Plazma mebraninda goriilen bu
degisikliklerden en O6nemli olani fosfatidil serinin (PS) lokallizasyonudur. Normal
sartlarda PS, plazma membraninin i¢ ylizeyinde bulunurken, apoptozisin erken
evrelerinde membranin dis yiizeyine translokasyonu gergeklesir. Bu degisim
sonucunda makrofajlar ve komsu hiicreler, PS‘nin hiicre dig yiizeyine ¢ikmasiyla
hiicreyi tamimasina ve apoptotik cisimciklerin fagositozununun (sindirilme)
gerceklesmesine olanak saglar (97). Boylece dokularda herhangi bir reaksiyonunun

ortaya ¢ikisi Onlenir.
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2.14. Kemigin Genel Ozellikleri

Kemik, minerallesme adi verilen bir islemle kalsiyum (Ca*?) ve fosfat (PO4?)
hidroksiapatit kristalleri seklinde doygunlastirilmis viicuttaki en sert ve biikiilmez
destek bag dokusundan biridir. Hiicreler ve hiicreler aras1i maddeden olusur. Kemigin
hiicreler aras1 maddesinin igerisinde kollajen lifler ve inorganik elemanlar bulunur. Bu
ozelligiyle kemik iskelet sisteminin en 6nemli yap1 tagin1 olusturur. Destek bag dokusu
olmasinin yani sira kemigin kan hiicrelerinin {iretildigi kemik iligini icermesi, Ca*?
mineralinin deposu olmasi nedeniyle metabolizmada 6nemli islevlere sahip oldugu

bilinmektedir (98).

Kemigin i¢ ve dis yiizeyleri, kemik hiicreleri ve bag dokusu tabakalardan olusur.
Di1s tabakaya periosteum, i¢ tabakaya ise endosteum adi verilir (Sekil 2.9). Bunlarin
temel islevleri, kemigin beslenebilmesi, biiyliyebilmesi ve onarimi icin gerekli yeni

osteoblastlar1 sentezlemektir.
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Sekil 2.9. Kemik dokusunun mikroskobik yapisi ve hiicreleri.

Kemik, hiicreler aras1 maddesinin mineralize olma 6zelligi ile diger dokulardan
ayrilir. Kemigin mineral ve kollajen igeren bilesik bir materyaldir. Mineral igerik
normal bir kemikte, gilicii ve sertligi saglarken, kollajen igerik ise kemigin
yumusakligini ve enerji absorbe edebilme yetenegini saglar. Kollajen, insan viicudunda

yaklasik %30°luk oranla en fazla miktarda bulunan bir proteindir. Osteogenezis
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imperfekta‘da gozlenen kemik kiriklara egilim, kollajen anomalilerin kemik giiclinii
ne Olgiide etkileyebilecegini gdsteren bir durumdur. Ayrica, kemik sert bir doku
oldugundan, &zel histolojik teknikler ile inceleme yapilmasi gerekmektedir (99). Insan
kemik yapist incelendiginde, kemik dokusundaki kollojen liflerinin doku igerisindeki
dagilimi, organizasyonuna ve histolojik Ozelliklerine gore primer (olgunlagsmamis
trabekiiler kemik) ve sekonder kemik (olgunlasmis kompakt kemik) olmak {izere ikiye
ayrilir. Bu iki kemik tiiriiniin organizasyonu farkli olmasina ragmen ayni histolojik
elemanlara sahiptirler. Agirliklarinin %70ini inorganik madde veya mineraller, % 5-
8‘ini su, geriye kalan kisimlarinida organik madde veya ekstraselluler matriks olusturur.

Kemik dokusu organik ve inorganik kisimlardan olusur.

Kemik organik kisminin, % 98‘ini Tip 1 kollajen ve nonkollajenoz proteinler,
geriye kalan % 2°‘sini ise kemik hiicreleri meydana getirir. Organik matriks kemigin

biyokimyasal ve biyomekanik 6zellikleri belirler (100).

Kemik inorganik kisminin, % 95¢ini Ca*™ hidroksiapatit kristalleri meydana
getirir. Inorganiklerin basinda kalsiyum, sitrat, magnezyum, fosfat gibi maddeler gelir.
Gelismis bir kemikte lifler paralel belirli araliklarla ve aralarinda porlar birakacak
sekilde yerlesmis olup aralarinda hidroksiapatit kristalleri bulunur. Hidroksiapatit
kristallerinin kemik dokusunda islevi, kollajenlerle birlikte kemik sertligini ve giiciinii
saglamasidir.  Kemik  agirhigmin  yaklasik  %50'sini,  inorganik  maddeler

olusturmaktadirlar (101).

Kemigin yapist i¢ ige geemis ve farkli parcalardan olusan karmasik bir ag
goriintiistindedir. Kemik yapisal olarak; Haversian kanallari, Volkmann kanallar1 ve
kemik matrisi olarak {i¢ farkli bolimiin toplami olarak basitlestirilebilir. Haversiyan
kanallar1 kemigin uzunluguna paralel olarak uzanir, ortalama 5 mm uzunlugunda ve
yaklasitk 50 mikron ¢apindadir. Volkmann kanallari Havers kanallarini birbirine
baglayan enine kiiciik kanallar olup ortalama ¢ap1 5 um, uzunlugu ise yaklasik 0,5 mm
kadardir. Kanallarin her ikisi de kemik matriksinden ¢ok daha iletken olan kan

damarlari, sinir dokular1 ve gevsek bag dokusu igerirler.

Kemigin en temel birimi osteon‘dur. Bir kemigin boyuna dogru paralel uzanan

merkezsel kanallara Havers kanallar1 adi verilir. Bu kanallarin ¢evresini konsantrik
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(esmerkezli) dairesel lameller sarar. Lamellerin iizerine osteositlerin yerlesmesi igin
daha genis bir ylizey alani olusturan ve lakuna adi verilen bosluklar bulunur (100).
Havers kanallar1 igerisinde, osteositler i¢cin gerekli olan, kemigin dis yiiziindeki ve
kemik iligindeki kan damarlariyla baglantili, kan damarlar1 (osteonal arter), lenf
damarlar1 ve sinirler yer alir. Bir kemigin boyuna dik olarak uzanan damarlar ise
wolkman kanallar1 adi1 verilen bosluklara yerlesmistir. Kemik igerisinde kanalikuli adi
verilen dallanmis ince kanalciklar bulunur. Osteositler birbirleriyle baglantilarin1 bu
kanalciklar aracilifiyla saglarlar. Osteositlerin hiicreler arasi sivisi, kanalikuli ve
lakunada bulunur. Kan damarlarindan kanalikuliler icerisine hiicreler arasi sivi

yayilarak osteositler i¢in hayati rol {istlenirler.

Anatomik olarak kemigin yapisi incelendiginde, iskelet sistemi yassi kemikler
(kranium, mandibula, ileum) ile uzun kemiklerden (tibia, femur, humerus) olusur. Yassi
kemiklerin olusumu; uzun kemiklerin kalinlagmasi, kisa kemiklerin biiylimesi ve
intramembranoz (bag dokusu kaynakli kemiklesme) ile gergeklesir. Appendikuler
iskelet veya uzun kemikler ise endokondral ossifikasyon (kikirdagin yerini kemik
dokusu almasi) ile olusur (102). Ossifikasyon (kemiklesme), osteoblastlar tarafindan

kemigin sekillendirilmesi islemidir.

Canlmmin  i¢inde bulundugu fizyolojik  siireclerden kemik  gelisimi
etkilenmektedir. Kemigin yasam boyunca, biyomekanik kuvvetlere karst sekil
degistirmesi islemi modellenme (modeling) olarak tanimlanir. Fetal yasamda iskelet
sisteminin olustugu donem itibari baslayan ve tiim yetiskinlik boyunca devam eden
normal kemik yapinin korunmasi, mikro diizeyde hasar gormiis kemiklerin
uzaklastirilarak yerine yenisinin yapimi, kemik dokuda yapim ve yikim olaylarinin
dengeli bir sekilde devam etmesi durumuna ise yeniden sekillenme (remodeling) adi
verilir  (103). Kemigin viicuttaki gerekli tiim islevlerini eksiksiz olarak
gerceklestirebilmesi, doku matriksinin organik ve inorganik elemanlarla uyumlu

birlikteligine baglidir.

2.15. Kemik Hiicreleri

Kemik dokusunda baglica dort farkl tip hiicre islev goriir. Bu hiicreler sirasiyla;

osteoprojenitor hiicre, osteoblastlar, osteositler ve osteoklastlar‘dir (Sekil 2.10).
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kék hticre balumleri. Osteoklast: Kemik matrisksini ¢ézmek icin asitler
ve enzimler salgilayan cok cekirdekli hiicreler.

Sekil 2.10. Kemik hiicreleri.

2.15.1. Osteoprogenitor Hiicreler

Kemik dokusu diger destek dokularda oldugu gibi embriyonik mezensimden
gelisir. Canlilarda genel olarak dogum sonrasi islev ve yapi bakimindan farklilagsmamis
hiicre topluluklarina osteoprojenitor veya osteojenik hiicreler adi verilir. Bu hiicreler
embriyonik bag dokusu hiicreleridir. Osteoprogenitor hiicreler normal kemik biiylimesi
sirasinda aktif iglev goriirler. Kemikte olas1 herhangi bir yaralanmada, kirik iyilesme
bolgesinde veya kemigin i¢ kisminda yeniden diizenlenme esnasinda bu hiicreler aktive
edilerek mitozla boliinlip cogalirlar. Osteoprogenitor hiicreler kemik olusumundan

sorumlu osteoblastlara donilisme 6zelligine sahiptirler (104, 105).

2.15.2. Osteoblastlar

Kemik olusumundan sorumlu hiicreler olarak tanimlanirlar. Osteoblastlar,
ossifikasyon bolgelerinde ve gelisim gosteren kemiklerin periosteumunun kemige
temast olan bolgelerinde yer alirlar. Sitoplazmalar1 graniillii endoplazmik retikulumca
oldukga zengindir. lyi gelismis uzun mitokondrilere ve golgi kompleksine sahiptirler.
Bu hiicreler iyi metabolik aktivite ve yiiksek seviyelerde alkalen fosfataz aktivitesi
gosterebilmektedirler. Bu durum kemik matriksinde Ca*? depolanma islevi osteoblastlar

tarafindan diizenlendigini gosterir (98).
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Osteoblastlar kemik matriksinin ana yapisi olan tip I kollajen ile beraber, kemik
matriksinin kollajen disindaki proteinlerin yaklasik %40-50°sini olusturan osteonektin
ve osteokalsin gibi kemik kalitesinden sorumlu proteinlerin iiretilmesini saglarlar.
Ayrica, osteoindiiksiyon kapasitesine sahip kemik morfojenik proteinleri (BMP)
sentezinde de rol oynarlar. Osteoblastlar, epitel hiicrelere benzer olarak kemik
yiizeylerinde yan yana dizilim gosterirler. Matriks sentezini yapmaya basladiklar1 anda
sekilleri kiibikten prizmatige donlismektedir. Osteoblastlar sitoplazmik uzantilari

sayesinde komsu osteoblastlar ile temaslarini saglarlar (105).

2.15.3. Osteositler

Kemik matriksi iginde ca*® tuzlarinin birikmesiyle kireclesmis olan

osteoblastlara osteosit adi verilir. Osteositler, lakiinler i¢inde bulunan osteoblast
kaynakli olgun kemik hiicreleridir. Saglikli 1mm? kemikte yaklagik 20-30 bin arasinda
osteosit bulunur. Kemik dokusu igerisinde % 95 oranla en fazla miktarda bulunan hiicre
tipidir. Osteoblasttan osteosite geciste hiicrelerin boyutu kiigiilerek yassi elips sekline
dondisiirler. Osteositler zamana bagh olarak veya yaslandikca, hiicre ve organellerinin
boyutlar1 kiiciiliir. Osteositlerin ¢ekirdekleri kiiciik, mitokondrileri az sayida,
sitoplazmalar1 bazofilik ve seyrek, endoplazmik retikulum ve golgileri oldukca
kiictiktlir. Ancak, cekirdek kromatinleri yogunlugu osteoblastlara oranla daha fazladir.
Kemik matriksinin devamliligr ile aktifliginde bu hiicreler cok nemli isleve sahiptirler.

Bu hiicrelerin 6liimii ile birlikte kemik matriksinde rezorbsiyon goriilmeye baglar (106).

2.15.4. Osteoklastlar

Osteoklastlar, ¢ok c¢ekirdekli hiicreler olarak kemigin yeniden sekillenme
siiresince c¢oziinerek etrafindaki dokular tarafindan emilmesinden sorumludurlar.
Monositlerin birlesmesiyle olusurak islev ve koken bakimindan makrofajlara c¢ok
benzerler. Osteoklastlar, viicut sivilarinda ca*™® derisiminin homeostatik diizenlemesinde
ve ca™nin kemik dokusundan kana salinmasinda énemli rol iistlenirler. Osteoklastlar,
bir taraftan kemik matriksine saldiran kollajenaz, asit, diger proteolitik enzimleri

salgilanmasini destekleyerek kalsifiye olmus temel maddeleri serbest hale getirirken,

43



diger taraftan kemik rezorbsiyonu esnasinda olusan artik maddelerin ortadan
kaldirilmasinda etkin olarak rol iistlenirler (105).
2.16. Kemik Yapiminda Rol Alan Diizenleyiciler

Kemik yapimi, onarimi ve sekillenmesi gibi hiicresel islevlerin uyumlu
yiiriitiilebilmesi, c¢esitli diizenleyici faktorler aracilii ile saglanir. Kemigin hiicresel

islevlerinde etkili diizenleyiciler (Cizelge 2.3)‘ de 6zetlendirilmistir.

Cizelge 2.3. Kemik yapimi, yikimi, morfojenezi ve onariminda rol alan lokal ve sistemik diizenleyiciler.

Kemigin Hiicresel islevierinde Etkili Diizenleyiciler
Lokal Diizenleyiciler Sistemik Diizenleyiciler
- Ekstraseliiler : (EGF, - Paratiroidf Hf?rmon (PTH)

: Ta (Kalsiyum, fosfat ve D
w&wlda T(i}F’ PDG{’Y@, vitamini metabolizmasint
olanlar (Hicre - Intraselliiler : ;

: (lenfosit, makrofaj etidleyerek kemik mineral
proliferasyonunu e “"“L dengesinde kilit role oynar)
arttiranlar) 9§t99‘?laSt kokenli - Kalsitonin (Osteoklast

olabilirler) aktivitesini inkibe edecek
kemik ¢ozinmesini azaltr)
- Florid - Kortikosteroidler (Kollajen
Non-polipeptid - Bisfosfonat sentezini inhibe ederek kemik
yaplda olanlar - Adenozinler °h$mnmu enge]ler,
- Fosfat cozinmesini arttirr)
- Pirofosfat - Glukokortikoidler
(Osteoprotenitor hiicrelerin
) osteoblastlara doniigmesini ve
Prostog.hndmler. - siklopenton osteoblastlarm kollajen
(Rezorbsiyonda aktif - siklohekzan iiretmesini engeller, kirik
medivatorler) i iyilesmesini belirgin olgude
— bozar)
BEyEhe Hormons - Osteojenikhicreler | | - Ostrojen (Kemik
(Pozx.tlf.kalswum - Kondrositler cozunmesini engellevici etkisi
dengesini s.ag_l_ayarz.ik - Somatotropin vard:r') N ,
olumlu etki gosterir) = - D vitamini (Kemik mineral
dengesinde kilit role sahip
-TGF P (Transforming olan D vitamini,
Growth Factor) yetersizliginde sekonder
Kemik Morfogenetik -IGF (Insulin-Like hiperparatiroidizm
Proteinler (BMP) Growth Factor) gelismesine, kemik
- FGF (Fibroblast rezorpsiyonuna ve kinklarm
Growth Factor) kaynamamasma neden olur)
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2.17. Kemik Biiyiimesi

Kemiklerin ¢ogu fetal donemde kikirdak olarak sekillenirken daha sonra
ossifikasyonla gdovde kisimdan baslayarak normal kemik olusmaya baslar. Mezenkimal
hiicreler, mandibula ve kafatasindaki bazi kemikler dogrudan kemik olusturdugu icin
bunlardan ayr1 tutulurlar. Farkli sekilde gelisme gosteren kemigin biiylimesi;

endokondral kemiklesme ve intramembrandz olarak iki farkli sekilde ifade edilir (107).

2.17.1. Endokondral Kemiklesme

Bu kemiklesme modelini, kemiklesmenin ilk basladig1 alanlarda kemigin seklini
andiran kiiclik bir hiyalin kikirdak olusturmaktadir. Bu modelde, kemiklerin ¢cogu fetal
gelisim doneminde kikirdak olarak sekillenirken daha sonra ossifikasyonla govde
kisimda kemiklesme olusmaya baslanir. Endokondral kemiklesme baslica, omurga
kemikleri, ekstremite kemikleri, pelvis kemikleri gibi kisa ve uzun kemiklerden
olugmaktadir. Eriskin kemiklerin olgunlasmasi (sekonder kemik) i¢in ilk olusan kemik
dokusunun (primer kemik) yikilarak lamelli kemik dokusuna doéniismesi gereklidir.

(107, 108).

2.17.2. Intramembranéz Kemiklesme

Bu kemiklesme modelinde, mezenkim dokusu yogunlagmasi igerisinde
kemiklesme goriilir. Bu modelde, bag dokusu kikirdaga doniismeden direkt olarak
kemik dokusuna doniislir. Bu kemiklesme modelini ¢ogu yassi kemikler olusturur.
Ayrica, kafatasinin occipital, frontal, parietal ve temporal kemikleri ile maxilla ve
mandibula kemiklerinin baz1 kisimlar1 bu kemiklesme ile olusur. Diger taraftan bu

kemiklesme, kisa kemiklerin biiyiimesine ve kalinlagsmasina katki saglar (108).

RF-EMA maruziyetine bagli olarak kemik dokusunda kemiklesmenin ilerledigi
onceki calismamizda ortaya cikarilmist (109). Bu baglamda uzun siireli 6 GHz RF-
EMA uygulamasi sonucunda kemiklesmenin artacagi calismamizin diger bir hipotezi

olmustur.
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2.18. Kemigin Biyoelektriksel Ozellikleri

Kemiklerin piezoelektrik 6zelligi ilk kez Fukada ve Yasuda® nin 1957 yilinda
yaptiklar1 ¢alismayla ortaya cikarilmistir (110). Bir kemikte biyoelektriksel 6zellik,
kemigin stres olusumuna cevap olarak elektriksel potansiyelin iiretilmesidir. Kemik
uyarimi genel olarak elektriksel kaynakli olup kemik mekanik enerjiyi elektrik
sinyallerine doniistiirerek fonksiyonel aktiviteyi ve mitozisi kontrol eder. Kemigin
mekanik direncinin saglanmasi, kemikte yapim ve yikim olaylarinin dengede olmasina
baglidir. Uyaranlar sonucunda kemikte yapim ve yikim olaylarmin gergeklestirildigi
Wolff'un caligmasinda, dis kuvvetler dogrultusunda ince bir kemik laminalarinin

gelistigini gdzlemlemesine dayandirilmaktadir (111).

Wolff yasasi; kemiklerin iizerine uygulanan fiziksel stres, darbe, yiik veya
kuvvetlere karsilik olarak kemik yeniden sekillenerek yogunluk kazandigi ve daha
direncli hale geldigini ifade eder. Wolff yasasina gore; kemik dokusunun yapimi ve
yikimi fonksiyonel kuvvetlerin yoniine, kiitlelerin azalmasi ya da artmasi ise

fonksiyonel kuvvetlerin miktarina bagli olarak degismektedir (111).

Insan viicudunun ana iskeletini olusturan kemik piezoelektrik dzellik sergiler,
yani kemige stres uygulandiginda, kemigin kendi icinde bir akim olusur. Piezoelektrik,

mekanik gerilmelere yanit olarak dokularda elektriksel degisimler meydana getirir.

Kemigin piezoelektrik 6zelligi kollajen lifler aracilifiyla gerceklesir. Kollajen
matriks miktar1 artinca gerilme azalir ve bu alana daha cok osteoblast gecisi ile
kemiklesme hizlanir. Mezenkimal hiicrelerin kemik hiicrelerine doniisiimii i¢in uygun
biyomekanik ortam gereklidir. Kemik kirigimin konkav kismi, negatif elektrik yiikiiyle
yiikliidiir ve ilk olarak kallus dokusu burada meydana gelir. Konveks kism1 da, negatif
yiiklii olup, bu tarafta ise osteoliz meydana gelmektedir. Elektriksel indiiklenme, kemik
matrikste kalsifikasyonu, proteoglikan sentezini ve osteoblast sentezini hizlandirir

(112).

46



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlarinin Hazirlanmasi

Bu calisma, Cukurova Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul
Baskanligi uyarinca alinan; Karar No:4/11 esasmna uygun olarak yiriitiilmustiir.
Cukurova Universitesi Saglik Bilimleri Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi‘nde
(SABIDAM) yetistirilen, agirliklar1 200-250 g arasinda degisen 10 adet Wistar Albino
cinsi erigkin disi ve agirliklar1 250-300 g arasinda degisen 20 adet Wistar Albino cinsi
eriskin erkek sican kullanildi. Deney siiresi boyunca tiim sicanlar sirkadiyen ritme
uygun olarak (12 saat aydinlk / karanlik), ortamin sicakligi 2442 °C ve nemi % 40-60
olan laboratuvar ortaminda barindirilarak adlibitum pelet yem ve g¢esme suyu ile

beslenmeleri saglandi.

3.2. Radyofrekans Elektromanyetik Alan Uygulama Diizenegi

Bu caligmada, RF-EMA uygulamasi icin Set Elektronik Ltd. Sti. (Sakarya,
Turkey) tarafindan dizaynm yapilan; beslenme kaynag 220~230 V, calisma sicakligi -
40°C ~ +60°C, sabit frekans modiilasyonlu ve frekans1 5.8 — 6 GHz de ¢alisan, giicii 0-2
Watt (ayarlanabilir 6zellikte), Continuous Wave (CW) bigimde siniizoidal dalga yayan,
50 Q cikisli, modeli FR6GX-2W olan RF jeneratorii kullanildi (Sekil 3.1.A). RF
jeneratoriinden ¢ikan, her yone esit bicimde dagilim gosteren, tek bir iletken levhadan

olugmus ve ¢eyrek dalga boyuna (A/4) sahip monopol anten kullanildi.

Deney grubundaki disi ve erkek sicanlarin RF- EMA® ya maruz birakilacag ve
icerisinde rahatlikla barinabilecegi genislikte 4 esit bélmeden olusan 90 cm x 90 cm x
42 cm boyutunda 6zel uygulama kafesi temin edildi (Sekil 3.1.B). Kafes icerisindeki
hayvanlarin saglikli ve uzun siireli yasamalar1 ve uygulanan RF- EMA kaynaginin
yaydig1 elektromanyetik radyasyon etkisinin tam olarak gézlemlenebilmesi amaciyla,
kafes boyutlarina ve hijyen kurallarina 6zen gosterildi. Uygulanan EMA ‘nin etkisinin
bozulmamasi i¢in, kafeslerin temizligi diizenli periyotlarla yapilarak ortamin sicaklik ve

nemi sabit degerlerde tutulmasi saglandi.
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Dis ortamda bulunan RF-EMA kaynaklarinin olast olumsuz etkilerinden deney
hayvanlarinin korunmasi ve deney diizenegi igesinde olusturulan elektromanyetik
radyasyonun etkisinin sinirlandirilarak dis ortama ¢ikisinin engellenmesi agisindan
calismamizda iki adet, boyutlar1 100 cm x 100 cm x 90 cm olan Faraday kafesi temin
edilerek kullanild1 (Sekil 3.1.C). Faraday kafeslerinin iletkenliinin saglanmasi ve
giivenli koruma i¢in aliiminyum profil ve gecirgenligi optimal diizeyde tutabilen
aliiminyum ag sistemi kullanildi. Iki kafesin iletken kisimlarina bakir iletken metal
baglantis1 yapilarak izoleli krokodil kablolarla her iki Faraday kafesinin topraklamasi
saglandi. Caligmamizda Faraday kafesleri, hem kontrol hem de deney gruplari icin

kullanilmastir.

Sekil 3.1. RF-EMA uygulama diizenegi. A) RF jeneratorii, B) Ozel uygulama kafesi, C) Kontrol ve RFR
gruplari i¢in Faraday kafesleri.

Siganlara RF-EMA uygulamasi oncesi Faraday kafesinin iist orta noktasina
yerlestirilen RF jeneratoriinden ¢ikan monopol anten, 6zel uygulama kafesinin ortasina
(yerden yiikseklik: 35 cm), deneklerin viicuduna ayni mesafede esit yayilacak sekilde
sabitlenmesi saglandi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. RF-EMA maruziyet diizenegi. A) 6 GHz RF-EMA uygulanan deneysel diizenek ve RF

jeneratorii, B) Uygulama kafesinin iistten goriiniis simiilasyonu.

Deney oncesi RF jeneratorii giicii kapali durumda ve 1 Watt‘ta calisir durumda
iken monopol antene yakin alan (6zel uygulama kefesinin orta noktasi) ile kafesin dort
kosesinden yansima ve maruz kalma seviyelerini 3-boyutlu olarak Olcebilen
ElectroSmog meter (TES-593, Taiwan) taginabilir cihaz ile elektrik alan (E), manyetik
alan (B) ve giic yogunlugu (PD) olgiildi (Sekil 3.3.A). RF-EMA parametreleri;
ortalama E= 6,29 + 4% V/m, B= 0,016 = 9% A/m ve PD= 11,80 pW/cm? olarak
kaydedildi.

Laboratuvar ortam sicakligmin 24 2 °C‘de RF-EMA uygulamasma bagh
olarak olusabilecek olasi 1s1 degisimleri, deney Oncesinde ve sonrasinda 4 kanalli
Termometre (Type K/J, Pt 100 Ohm, Model: TM- 946) 6l¢lim cihaz1 kullanilarak takip
edildi (Sekil 3.3.B). Termometre cihazinin 4 kanali, uygulama kafesinin 4 ayr1 kdsesine
yerlestirilerek, RFR kaynagi kapali ve agik durumda iken 1s1 degisimleri dlgiildii (Sekil
3.3.0).
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Sekil 3.3. Ortam Slgiimleri. A) ElectroSmog meter cihazi, B) 4 kanalli termometre cihazi, C) Uygulama

kafesinin 4 kosesinden RF-EMA ‘ya maruziyet dncesi-sonrasi 1s1 degisimlerinin dl¢iilmesi.

Deney sistemin gii¢ diizeyleri toplumsal amaglarla kullanilan yeni nesil 5G
teknolojik iirlinlerin gosterdigi etkiye benzer degerde tutuldu. Laboratuvar g¢aligma
ortami giiriiltli maruziyet degeri 100 dB‘e kadar etkin olan RF-EMA korumali odada
gerceklestirilmistir.

3.3. Spesifik Absorpsiyon Oram (SAR)

Calismamizda SAR degerleri, ol¢iilen elektrik alan (V/m), manyetik alan (A/m)
ve giic yogunlugu (uWW/cm?) referans aliarak tiim viicut iizerinde hesaplanmistir. SAR
degerlerinin hesaplanmasi i¢in Zurich MedTech AG‘ye (Zurich, Switzerland) ait Zaman
Domeninde Sonlu Farklar yontemini (FDTD; Finite-Difference Time Domain ) temel
alan Sim4Life 7.0.2 programi kullanildi. Hacimsel bir piksel (voksel) si¢an ii¢ boyutlu
model simiilasyonlari, Zurich MedTech AG‘ye ait ViZoo 1.0 (Virtual Zoo) programi
kullanilarak olusturuldu. Benzetim i¢in IEE/IEC62704-1 ortalama alma yodntemi
kullanild1. Voksel sigan modelinde 1 g ortalama kiitle i¢in uzamsal-ortalama SAR

dagilimi yapildi.

Calismamizda SAR degeri erigkin siganlarda tiim viicut iizerinde ortalama 0.083
W/kg olarak hesaplanirken (Sekil 3.4.A,B), gebe disi sicanlarin prenatal fetiislerinde
ortalama 0.054 W/kg olarak hesaplandi (Sekil 3.4.C). Olgiilen SAR degerleri, literatiirde
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ayni sart, yonelim ve anten giicli i¢in hesaplanmig SAR degerleri referans alinarak

gergeklestirilmistir (113, 114).

.,.'

SAR{xy.zo) ,r‘" SAR[xyzfo) SAR(x,yzo)
[dB(0.083Wikg)] X [0B(0.083Wkg)] [dB(0.054Wikg)]

l IO

Sekil 3.4. 6 GHz‘de SAR simiilasyonlari. A) Eriskin sican voksel modeli, B) 1g ortalama kiitle i¢in
erigkin erkek sican horizontal kesit tiim viicut SAR dagilimi, C) 1g ortalama kiitle i¢in gebe

disi sicanda prenatal fetiis horizontal kesit tiim viicut SAR dagilimi.

3.4. Sitokin Diizeyleri icin Deneysel Gruplarin Olusturulmasi

Calismamizda erkek sicanlarin kan hiicrelerinde Anneksin-V kiti kullanilarak flow
sitometrik yontemi ile canli hiicre, apopitotik siirecteki hiicreler (erken, ge¢) ve nekrotik
hiicre % oranlar1 ve ELISA yontemi ile ortalama plazma seviyelerinde pro-inflamatuar
(TNF-a ile IFN-y) ve anti-inflamatuar (IL-4 ve IL-10) sitokin diizeyleri belirlenmesi
icin kontrol (0.giin) ve Radyofrekans Radyasyon (RFR) grubu (42.giin) olmak iizere
calisma 2 gruba ayrildi (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Sitokin diizeyleri i¢in deney gruplarinin olusturulmast.

RF-EMA N Kontrol (0.giin) RFR (42.giin)

6 GHz 10 - +

- :Maruz kalmamis

+ : Maruz kalmig
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Kontrol Grubu (0.giin): Bu grupta, totalde 10 adet erkek sican kullanilarak RF-
EMA uygulama oncesi olarak adlandirildi. Tiim sicanlara intraperioteneal (i.p.) olarak
xylazin (0.05 mg/kg) ve ketamin (0.1 mg/kg) enjeksiyon uygulamasi yapildi (Sekil
3.5.A). Anestezi altindaki siganlarin her biri tamamen uyutuldugundan emin olduktan
hemen sonra sirt {ist yatilarak kardiyak ponksiyon yontemi ile kan almak i¢in kalp
attiminin en giliclii oldugu yer belirlendi (Sekil 3.5.B). Daha sonra 5cc _lik enjektor
yardimiyla sicanlardan kan Ornekleri (yaklasik 2cc) alinarak EDTA igeren tiiplere
aktarildi (Sekil 3.5.C). Kan Alma islemi tamamlandiktan sonra, bu siganlar kendi

icerisinde tek tek numaralandirilarak normal kafeslerine yerlestirildi.

Sekil 3.5. Erkek siganlardan kan alinmasi. A) Genel anestezi altindaki sigan, B) Anestezi altindaki erkek
siganin sirt Ustli yatirilarak kardiyak ponksiyon yontemi uygulamasi, C) Kalpten Scc _lik

enjektor yardimiyla kan alma iglemi.

Kan ornekleri tamamlandiktan hemen sonra ayni giin icerisinde flow sitometrik
yontemle Anneksin-V kiti (Beckman Coulter, USA) kullanilarak canli hiicre, apopitotik
stiregteki hiicreler (erken, gec) ve nekrotik hiicre % oranlar1 degerlendirilerek analizleri
yapildi. Daha sonra EDTA igeren kan tiipleri santrifiij cihazinda (Marka; Nuve, Model;
NF 1200, Tiirkiye), 3000 RPM‘de 30 dakika boyunca santrifiij edilerek plazmalari
ayrildi. Plazma ornekleri numaralandirilmis ependorf tiiplere aktarilarak enzim bagh
immiinosorbent tayin yontemi (ELISA; Enzyme Linked Immunosorbent Assay) calisma

giiniine kadar -20°C derin dondurucuda bekletildi.
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RFR Grubu (42.giin): Bu grup, RF-EMA uygulama sonrasi olarak adlandirildi.
Bu grubu, 6 GHz RF-EMA uygulamasi oncesi ¢aligmanin ilk giinii sadece kanlar1 alinan
ve sayilar1 10 adet olan ayn1 sicanlar olusturmaktadir. Bu gruptaki tiim sigcanlar deney
oncesi kan alma islemleri tamamlandiktan 1 giin sonra standart sican kafeslerinden
cikartilarak, Faraday kafesinin igerisine konulmus 4 esit bolmeli 6zel uygulama kafesi
igerisine yerlestirildi. 4 giinliik adaptasyon siireyi takiben tiim siganlar her giin saat
10:00-14:00 aras1 RF-EMA uygulanan diizenekte 6 hafta boyunca 4 saat/giin 6 GHz
(0.083 W/kg SAR) RF-EMA ‘ya maruz birakildilar (Sekil 3.2.A,B).

RF-EMA uygulamasi tamamlandiktan sonra (6 hafta), deney dncesinde yapildigi
gibi deney sonunda da bu erkek sicanlara intraperioteneal (i.p.) olarak deney
hayvanlarinin viicut agirligi prosediiriine gore xylazin (0.05 mg/kg) ve ketamin (0.1
mg/kg) enjeksiyon uygulamasi yapildi. Anestezi islemlerini takiben numaralandirilmig
RFR grubundaki tiim erkek sicanlardan kan ornekleri alindi. Kan 6rnekleri tamamen
toplandiktan hemen sonra ayni giin igerisinde flow sitometrik yontemle Anneksin-V kiti
kullanilarak canli hiicre, apopitotik siirecteki hiicreler (erken, gec) ve nekrotik hiicre
yiizde oranlar1 degerlendirildi ve analizleri yapildi. Daha sonra bu kan alinan tiipler de,
calismanin basinda yapildi gibi santrifiij edilerek plazmalar1 ayrildi. Plazma Grnekleri
numaralandirilmis ependorf tiiplere yerlestirilerek ELISA yontemle pro-inflamatuar ve
anti-inflamatuar sitokin diizeyleri ¢aliyma giiniine kadar -20°C derin dondurucuda

saklandu.

3.5. Anneksin-V (FITC/PI) Yontemi

Hiicre membran lipidlerinden biri olan fosfatidilserin (PS), normal hiicrelerde
hiicre zarmin i¢ tarafinda ve sitoplazmik yiizde yerlesim gostermektedir. Hiicre
membran biitiinliigiiniin bozulmadig: erken apoptotik donemde yer degistirme meydana
gelir. Saglikli bir hiicre cesitli nedenlerle apoptotik siirece girmesi ile birlikte PS
molekiilleri hiicre zarmin dis yiiziine gecis yapar. Anneksin-V, hiicre zarmin dis
yiizeyine gecis yapan PS‘ye baglanabilen bir protein olup floresan bir madde olan
Fluorescein isothiocyanate (FITC) ile isaretlenerek apoptotik hiicre orani
belirlenebilmektedir. FITC Annexin-V  Apoptosis Detection Kiti aracilifiyla,

hiicrelerdeki apoptoza bagli olarak hiicre membrani biitiinliigiiniin bozulmasi, her tiirli
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hiicre hatt1 ve primer hiicrelerden flow sitometri sistemiyle analizi edilerek hiicre 6limii
tespit edilebilmektedir. Ayn1 zamanda, nekrotik siirece girmis hiicreleri tespit etmek

amaciyla diger floresan bir madde olarak Propidium iodide (PI) kullanilmaktadir.

Ayni anda FITC Annexin-V (yesil floresan) ve non-vital boya olan PI Annexin-
V (kirmiz1 floresan) ile boyanilmasi ile birlikte, canli hiicrelerin (FITC (-) PI(-)), erken
apoptotik hiicrelerin (FITC(+) PI(-)), nekrotik hiicrelerin (FITC(-) PI(+)) ve gec
apopitotik  hiicrelerin  (FITC(+) PI(+)) birbirinden ayirt edilmesi miimkiin
olabilmektedir. Calismamizda, sigan uyumlu FITC Annexin-V Apoptosis Detection Kiti
(Beckman Coulter, USA) igerigi olarak, 20 testlik olmak iizere sirasiyla conjugate
reagent (1x 0.ImglmL BSA), Binding Buffer (I1x 1.7mL) ve Propidium iodide (1x
0.25mg) kullanildi.

Reaktiflerin hazirlanmasi:

1. Konsantre olan (10 kat) Binding buffer 1.7mL (Immunotech, SAS) distile su ile
dilue edilerek (10 kez) kullanima hazir hale getirildi. Hazirlanan buffer buz
kalib1 iizerine konuldu.

2. 250pg Propidium lodide (Invitrogen, USA) iizerine 1mL hazirlanmis Binding
Buffer eklenerek coziilmesi saglandi. Bu karisim da benzer sekilde buz kalibi
tizerine yerlestirildi.

3. Lyse (Beckman Coulter, France)x10 seklinde ornek sayisina gére ayarlama
yapild.

4. Reaktifler kullanildiktan sonra 2-8°C de bekletildi.

Anneksin-V Calisma prosediirii:

1. Flow sitometri tlipleri numaralandilarak hazir hale getirildi.

2. Kan 6rnekleri hiicre konsantrasyonlart 5x10° hiicre/ml oraninda Phosphate
Buffered Saline (PBS) ile dilue edildi (5 ul kan, 995 pl dilue).

3. Her 6rnekten 200ul dilue yapilan kan alinip, polstren tiiplere aktarilarak {izerine
200ul soguk PBS eklendi.

4. 500g ayarda, +4°C sicaklikta ve 5 dk siireyle santrifiij edildikten sonra iisteki

slipernatant atildi.
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5. Kalan siispansiyona Binding Buffer 100pl eklendi.

6. Daha sonra her bir tiipe 1l Annexin-V FITC ve 5ul PI boyalar1 konuldu.

7. Hazirlanan tiipler karanlik ortamda buz kalib1 iizerinde 15 dk boyunca inkiibe
edildi.

8. Her bir tiipe daha 6nceden hazirlanmis olan Binding Buffer‘den 400 pl ilave
edildi (Binding Buffer x 10 distile su ile dilue edilir)

9. Hazirlanan ornekler analiz edilmek tizere Flow Sitometri (Marka; Beckman

Coulter, Model; Navois 10C13L, USA) cihazina yerlestirildi.

Flow Sitometrik analiz ve degerlendirme:

Annekin-V  pozitif hiicrelerin belirlenmesinde Flow Sitometrik yontem
kullanilarak FS INT / SSINT ANNEXIN LOG ile canli hiicrelerin (FITC (-) PI(-)),
erken apopitotik siiregteki hiicrelerin (FITC(+) PI(-)), nekrotik hiicrelerin (FITC(-)
PI(+)) ve geg apopitotik siirecteki hiicrelerin (FITC(+) PI(+)) % oranlar1 degerlendirildi.

3.6. ELISA Tayin Yontemi ve Degerlendirme

ELISA, enzim ile isaretli antikorlar (konjugat) ve substrat kullanilarak plazma,
serum ve hiicre kiiltlir sivilarinda bilinen ya da siipheli etken/antijen varliginin veya
antikor tespitinin arastirilmasi amaciyla kullanilan bir yontemdir. Eger bir 6rnekte
bilinen bir antijen tayini yapilacak ise, bu ornek kati faz ylizeye baglanmis ve aranan
antijene Ozgli enzim ile isaretli antikor (konjugat) ile birlikte reaksiyona girmesi
saglanir. BOylece, Ornekte aranan antijene Ozgii antikor varsa antijenle reaksiyona
girerek antijen-antikor kompleksi olusturulur. Reaksiyon sonucunda enzimlerin
kromojenik substratlariyla birlestirilmesiyle kompleks goriiniir hale getirilir. Substratin
yapisindaki kromajen maddelerin yapisina bagl olarak mavi, yesil, sar1, vb. renklerde
uriinler meydana gelir. Her bir agsama arasinda fosfatli tampon solusyonu (PBS, wash
buffer) ile yikama islemi gerceklestirilir. Yikama ile 6zgiil olmayan baglanmalar
gidermektedir. Inkiibasyon siiresi sonunda renk degisimine gore spektrofotometrik

olarak 6l¢iimii ile aranan antikorun miktar1 degerlendirilir.

Pro-inflamatuar (TNF-a ile IFN-y) ve anti-inflamatuar (IL-4, IL-10) sitokinlerin

ortalama plazma seviyeleri ELISA yontemini kullanarak spektrofotometrik analiz ile
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degerlendirildi. ELISA testinin direkt, indirekt ve sandvi¢ gibi farkli ELISA uygulama

yontemleri olmasma karsin uygulamalarda en sik tercih edileni sandvi¢ ELISA

yontemidir. Calismamizda sandvi¢ ELISA yontemi ile 96 testlik sican spesifik ELISA
(TNF-a: SEA133Ra, IFN-y: SEAO049Ra, IL-4: SEAO77Ra, IL-10: SEAO56Ra)
(Wuhan USCN Business Co., Ltd. | USCN life science KIT INC., China) kiti kullanildi.

10.

ELISA Calisma prosediirii:

. -20°C‘de bekletilen plazma &rnekleri ve elisa kitler, ¢alisma yapilmadan once

derin dondurucudan ¢ikartilarak oda 1sisinda ¢oziinmeleri saglandi.

Reaktifler prosediire gore 0,5 ml Standart diliie edildi.

Sirastyla 10 dk oda 1sinda bekletirek, 100ul standart dilue ve 100pl plazma
ornegi alarak mikroplatelerin kuyularina aktarildz.

Plate‘nin iizeri kapatilarak inkiibatore yerlestirilip 37°C“de 60 dk inkiibe edildi.
Plate kuyulardaki baglanmamis antikorlar1 uzaklastirmak amaciyla plateler 5 kez
yikandi.

Tiim plate kuyularindaki soliisyonun igerisine 100 pl reaktif (kromojen) A
cozeltisi eklenerek 37°C*de 60 dk inkiibe edilip 3 kez yikama yapildi.

Daha sonra, Tiim plate kuyularindaki soliisyonun igerisine 100 pl reaktif B
cozeltisi eklenerek 37°C*de 30 dk inkiibe edilip 5 kez yikama yapildi.

Plate kutularina 90 ul Substrat ilave edilerek 37°C*de 15 dk inkiibe edilerek
kompleks mavi renge doniistiiriildii.

Inkiibasyon iglemlerini takiben plate kuyularina 50 ul stop soliisyonu eklenerek
kompleks sar1 doniistiiriiliip reaksiyon sonlandirildi.

Renk degisimi sonrast mikroplateler Spektrofotometre (Marka; Chromate
awareness technology inc, Model; 4300, Nerherlands) analiz ile 450 nm‘de

okutularak sonuglar degerlendirildi.

3.7. Kemik Gelisimi icin Deneysel Gruplarin Olusturulmasi

Calismamizin bu asamasinda 6 GHz (0.054 W/kg SAR) RF-EMA‘nin dogum

Oncesi (prenatal) fetiislerin kemik gelisimi iizerine etkisini belirlemek icin calisma

baslica; kontrol grubu, grup-I, grup-II ve grup-1III olmak {izere 4 gruba ayrildi (Cizelge

3.2).
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Cizelge 3.2. Kemik gelisimi morfolojik bulgulari i¢in deney gruplarimin olusturulmast.

Gruplar N Erkek Disi
Erkek Disi 6 GHz RFR 6 GHz RFR
Kontrol 2 3 - -
Grup-1I 2 2 + -
Grup-1I 2 3 + +
Grup-11I 2 2 - +

: Maruz kalmamis

+ :Maruz kalmis

Kontrol Grubu (n=5): Bu grupta, 2 adet erkek ve 3 adet disi sigan olmak tizere
toplam 5 adet sican kullanildi. Siganlar igerisinde yasadiklari standart kafesleri ile
birlikte topraklanmasi saglanmis Faraday kafeslerinden birine yerlestirildi. Dis
ortamdaki olasi elektromanyetik radyasyonlardan korunmasi saglanarak, bu gruptaki

sicanlar hicbir isleme maruz birakilmadilar (Sekil 3.6.B).

Grup-I (n=4): Bu grupta, 2 adet erkek ve 2 adet disi sican olmak {izere toplam 4
adet sican kullanildi. Disi si¢anlar standart kafeslerinde hi¢bir isleme maruz kalmazken
(Sekil 3.6.B), erkek sicanlar 6 hafta boyunca her giin saat 10:00-14:00 aras1 RF dalgasi
uygulanan diizenekte 4 saat/giin 6 GHz RF-EMA ‘ya maruz birakildilar (Sekil 3.6.A).

Grup-II (n=5): Bu grupta, 2 adet erkek ve 3 adet disi sican olmak iizere toplam 5
adet si¢an kullanildi. Hem erkek hem de disi siganlar diger Faraday kafesinin igerisine
konulmus 4 esit bolmeli 6zel uygulama kafesi icerisine yerlestirilerek, 6 hafta boyunca
her giin saat 10:00-14:00 aras1 RF dalgasi uygulanan diizenekte 4 saat/giin 6 GHz RF-
EMA ‘ya maruz birakildilar (Sekil 3.6.A).

Grup-III (n=4): Bu grupta, 2 adet erkek ve 2 adet disi sican olmak {izere toplam 4
adet sigan kullanildi. Erkek siganlar standart kafesinde higbir isleme maruz kalmazken
(Sekil 3.6.B), disi siganlar 6 hafta boyunca her giin saat 10:00-14:00 aras1 RF dalgasi
uygulanan diizenekte 4 saat/giin 6 GHz RF-EMA ‘ya maruz birakildilar (Sekil 3.6.A).
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Sekil 3.6. Sicanlarin yerlestirildigi deneysel diizenek. A) Deney gruplar1 diizenegi, B) Kontrol grubu

diizenegi.

3.8. Sicanlarda Gebelik Olgusunun Olusturulmasi

Deney hayvanlar1 6 hafta boyunca 4 saat/giin 6 GHz RF-EMA uygulamasina
maruz birakildiktan hemen sonra ¢iftlestirilmek iizere her kafeste bulunan 2° ser adet
disi sican, 1° er adet erkek sicanin kafesine aksamin ge¢ saatlerinde gotiiriilmesi
saglanarak hayvanlarin c¢iftlestirme islemleri gergeklestirildi (Sekil 3.7.A). Tim
gruplardaki gebe sican sayisi; her bir grupta en az 10 adet fetiis {izerinde Ol¢iim
yapilmak istenmesi, bazi si¢anlardan hedeflenen saymin altinda fetiis alinmasi,
diseksiyon ve ikili iskelet boyama yoOntemi asamasinda olusabilecek kayiplar gibi

nedenler goz oniine alinarak belirlendi.

Ertesi gilin sabahin erken saatlerinde disi sicanlar kafesten ayrilarak vaginal
smear metodu ile muayene edildi (Sekil 3.7.B). Yapilan vaginal smear sonrasinda,
Nicon Eclipse E200 model diiz tip endiistriyel mikroskop kullanilarak vajinasinda
spermium/spermatozom tespit edilen sicanlar isaretlenerek 0,5 giinliik gebe kabul edildi
(Sekil 3.7.C,D). Ciftlestirme islemleri tamamlanan erkek ve disi sicanlar ayrilarak tekrar
ayr1 kafeslerde tutuldu.
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Sekil 3.7. Gebe siganlarin tespit edilmesi. A) Ciftlestirilmek {izere erkek ve disi si¢anlarin ayni kafeslere
alimi, B) Vaginal smear testi, C) Nicon Eclipse E200 model diiz tip endiistriyel mikroskop, D)

Gebe siganlarda spermium/spermatozomlarin tespit edilmesi.

3.9. Eriskin Donem Erkek Sicanlardan Doku Alinmasi

Kan alma islemlerin tamamlanmasi ile birlikte, 6 hafta boyunca 6 GHz RF-
EMA ‘ya maruziyet islemleri sona eren erkek sigcanlarin herbirinden anestezi altinda
iken sag-sol testis, sag-sol bobrek, karaciger, akciger ve kalp dokular1 alinarak hassas
terazi yardimiyla agirliklar1 kaydedildi. Daha sonra dokulari alinan tiim gruplardaki bu

erkek sicanlara servikal dislokasyon ile 6tenazi yapildi.
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3.10. Prenatal Donem Kemik Cahsmalar:

Disi sicanlarin gebelik islemleri tamamlandiktan sonra, her gruptan 2 adet gebe
disi sican gestasyonel donemin 18. giinde intraperioteneal (i.p.) olarak si¢anlarin viicut
agirligr prosediirii dikkate alinarak xylazin (0.05 mg/kg) ve ketamin (0.1 mg/kg)
enjeksiyon uygulamasi yapildi (Sekil 3.8.A). Gebe siganlar anestezi altinda iken kesim
tahtasi iizerine yatirilarak abdominal bolgesine transvers kesi atilip karin 6n duvarlari
acildi (Sekil 3.8.B). Sezeryan operasyonu ile uterus igerisinden hasar gormeden
cikartilan tiim fetiisler plasentalar ile ayirilarak anne sigan ile birlikte sakrifiye edildi

(Sekil 3.8.C). Her grup i¢in ayn1 islemlere devam edildi.

Sekil 3.8. Gebe siganlara sezeryan uygulanmasi. A) Anestezi altindaki gebe siganin sezeryana
hazirlanmasi, B) Karin 6n duvari kesilerek uterusun ¢ikartilmasi, C) Fetiislerin anne sigandan

ayrilmasi.

Tiim fetiisler alindiktan hemen sonra her gruptaki fetiislerin total sayisi tespit
edilip intrauterin pozisyonlarinda standartilize edilerek her bir fetiise ait bas-kuyruk
(boy) uzunlugu (mm), occipital-frontal uzunluk (mm), parietal-parietal arasi uzunluk
(mm) dijital kumpas ile ol¢iildii (Sekil 3.9.A,B,C). Daha sonra tiim fetiislerin agirliklar
hassas terazi yardimiyla ol¢iilerek kayit altina alindi. Tiim gruptan alinan tiim fetiisler,
kemik gelisimi takibi i¢in ikili iskelet sistemi boyama yontemine ayrilmak iizere ayri

ayr1 %70°lik etil alkol igerisine alind1.
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Sekil 3.9. Fetiislerde uzunluk 6l¢iimleri. A) Bas-kuyruk, B) Occipital-frontal, C) Parietal-parietal.

3.10.1. Ikili iskelet Boyama Yéntemi

Ikili iskelet boyama yontemi, deneysel ve teratolojik ¢aligmalarda elde edilen
verilerin dogru ve giivenilir olmas1 nedeniyle en sik tercih edilen yontemdir. Iskelet
sistemini olusturan kemik ve kikirdaklarin, ¢esitli boyama ¢ozeltileri kullanilarak farkl
renklerde ya da ayni rengin farkli tonlarinda boyanmasi islemi ikili iskelet boyama
yontemi kullanilarak yapilir. Diger bir ifadeyle, ikili iskelet boyama yontemi ile iskelet
sisteminin ortaya c¢ikarilmasi saglanir. Calismamizda alinan tiim fetiisler ikili iskelet
boyama yontemi kullanilarak boyandi. Boyama iglemi protokoliine gegmeden dnce tiim
fetiisler, %70°lik etil alkol i¢inde 4-7 giin bekletilerek fetiislerin dokularindaki sivinin
tamamen c¢ekilmesi saglandi. Daha sonra %70°‘lik etil alkol igerisinden alinarak saf
asetonda 1-3 giin siireyle bekletilerek fetiisler yaglarindan arindirildi. Bu islemler

sonrasinda tiim fetiislerin derileri soyulup, gozleri ve i¢ organlari ¢ikarildi (Sekil 3.10).

Sekil 3.10. Fetiislerin derileri soyularak gozlerinin ve i¢ organlarinin ¢ikartilmasi.
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Yapilan tiim bu islemler siiresince zarar goren fetiisler calismaya dahil edilmedi.
Tim gruplardaki fetiislerin iskelet sistemi, asagidaki ¢izelgede belirtilen ikili iskelet

sistemi boyama yontemi protokolii ile ortaya ¢ikarildi (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. ikili iskelet sistemi boyama ydntemi protokolii.

Teknik Asamalar  Soliisyonlar Zaman
Tespit % 70°lik Etil Alkol 4-7 giin
bekletilir.
Yagdan Saf Aseton 1-3 giin
Armdirma bekletilir.

Bovama soliisvonlarinin hazirlanmasi

1. soliisyon: 100 ml %70°lik Etil Alkol + 300 mg Alcian 7 giin
Blue stireyle 38-

Boyama 2. soliisyon: 100 ml %95°lik Etil Alkol + 100 mg Alizarin 40°C de
Red S etlivde
3. soliisyon: 1. Soliisyon + 2. Soliisyon + 100 ml Glacial bekletilir.
Asetik Asit
4. soliisyon: 1. Soliisyon + 2. Soliisyon + 3. Soliisyon + 1700
ml %70lik Etil Alkol
ile hazirlanir.

Seffaflastirma 1)%1°lik KOH 1-3 giin
2) %1 ‘lik KOH (80 ml)+%20°lik Gliserin (20 ml) 5-7 giin
3)%]1°lik KOH (50 ml)+%50¢lik Gliserin (50 ml) 5-7 giin
4) %1 ‘lik KOH (20 ml)+%80°lik Gliserin (80 ml) 5-7 giin

bekletilir.

Saklama %100°lik Gliserin

Boyama Soliisyonlarinin Hazirlanmasi:  Ayri  ayr1  hazirlanan  biitiin
soliisyonlarin belirli yontemlerle birlestirilmesi ile boyama soliisyonu elde edildi.

Boyama soliisyonlarin hazirlanmasi:

1. soliisyon: 300 mg Alcian Blue‘nun 100 ml %70°lik Etil Alkol igerisinde
stirekli karistirilip eritilmesi ile olusturuldu.

2. soliisyon: 100 mg Alizarin Red—S‘nin 100 ml %95°lik Etil Alkol igerisinde
stirekli karistirilip eritilmesi ile olusturuldu.

3. soliisyon: Onceden hazirlanmis olan birinci soliisyonun icerisine azar azar
ikinci soliisyonun ilave edildi. Bu iki soliisyonun tamamen karistirilmasindan sonra

hazirlanan bu karigimin igerisine 100 ml Glacial Asetik Asit ilave edilerek elde edildi.
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4. soliisyon: Daha 6nceden hazirlanan 3. soliisyonun igerisine 1700 ml %70°‘lik

Etil Alkol ilave edilerek elde edildi.

Boyama siireci: Boyamaya hazir hale getirilen tiim fetiisler, cam kaplarda
yukarida agiklanmig olan yonteme gore hazirlanan boya soliisyonu igerisine konuldu.
Icerisinde fetiisler ile soliisyonun bulundugu cam kaplarin agizlar1 stre¢ film ile
kapatilarak hava ile temasinin engellenmesi saglandi. Daha sonra bu cam kaplar etiivde
38-40°C*de 7 giin siireyle bekletilerek dokularin ve kemiklerin boyanmasi saglandi. 7.
giin bitiminden hemen sonra, tiim fetlisler akan musluk suyu altinda 2 saat siire ile
yikanarak su ile tepkimeye girmesi saglandi. Bu islemler tamamlandiktan sonra

seffaflastirma islemlerine gecildi.

Seffaflastirma asamasi: Seffaflastirma toplam olarak 4 farkli asamadan
olusmaktadir.

1. asama: Boyalama yapilan tiim fetiisler 1 giin siireyle %1 ‘lik KOH igerisinde
bekletildi.

2. asama: Fetlisler bu asamada 5 giin siireyle 80 ml %]1°‘lik KOH ve 20 ml
%20°lik gliserinden olusan karigim igerisinde bekletildi.

3. asama: Fetiisler bu agamada 5 giin siireyle 50 ml %]1°‘lik KOH ve 50 ml
%350°1ik gliserinden olusan karisim igerisinde bekletildi.

4.asama: Fetiisler bu asamada 20 cc %1 ‘lik KOH ve 80 ml %80°lik gliserinden

olusan soliisyon i¢inde 5-7 giin siireyle bekletildi.

Seffaflastirma asamalar1 sonrasinda, tiim fetiislerin ikili iskelet boyama yontemi
islemleri tamamlanarak fetiislerin iskelet sistemi ortaya c¢ikarildi (Sekil 3.11). Daha
sonra tim On-arka ekstremite kemiklerinin ayrilmasi saglanarak kemiklerin 6l¢iim

islemleri asamalarina gecildi.
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Sekil 3.11. ikili iskelet boyama yontemi. A) Fetiisiin iskelet sistemi, B) On ekstremite kemikleri, C) Arka

ekstremite kemikleri.

3.10.2. Kemik Gelisimi Morfolojik Olciimleri

Iskelet sistemini olusturan kemik ve kikirdak yapilari ikili iskelet boyama
yontemi ile ortaya cikarilan tiim fetiislerin morfometrik Slgtimleri i¢in 6n ve arka
ekstremite kemiklerinin goriintiileri incelendi. Stereo mikroskoba Nikon E5700 marka
fotograf makinas1 montalanarak milimetrik kagit tizerine yerlestirilen fetiisiin 6n ve arka
ekstremite kemikleri fotograflar: ¢ekildi. Kaydedilen tiim goriintiiler bilgisayar ortamina
aktarilarak  fetiislerin  kemik  ve  kikirdak  alanlar1  iizerinde  Imagel

(https://imagej.nih.gov/ij/download.html) yazilim programi araciligiyla dl¢timler alindi.

Sonuglarin dogru ve giivenilir olmasi acgisindan, dlgiim islemlerine baglanilmadan 6nce
orjinal goriintii ile fotograf goriintiisii arasinda kalibrasyon ayar1 yapildi. Kalibrasyon
ayarinin yapilmasi i¢in, oncelikle dl¢lim alinacak fotograf Imagel] programi ile agildi.
ImageJ programinda Straight Line meniisii secilerek fotograf ilizerinde bos alanda
milimetrik kagitta orjinali Imm olan mesafe 6lgiildii. Olgiim yapildiktan sonra Imagel]
programinda sirasiyla, Analyze — Set Scala — Knowndistance meniileri kullanilarak

uygun kalibrasyon ayar1 gerceklestirildi.

Kalibrasyon ayar1 yapildiktan sonra ImageJ programinin Wand Tool 6zelligi ile
fetlislerin 6n ve arka ekstremite kemikleri iizerinde 6l¢iim yapilacak yiizey alan ve
uzunlugu manuel olarak belirlenerek sonuglar mm olarak 6l¢iildii. Kemiklesme ylizde
orani ise kemiklesme ylizey alaninin tiim kemik yiizey alanma oran1 ( Kemiklesme
Gosteren Yiizey Alant / Total Kemik Yiizey Alan1 ) x 100 formiilii kullanilarak
hesaplandi (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. Image] programinda yapilan kemik O6lgiimleri. A) Kemik total boy uzunlugu 6l¢iimi, B)
Kemiklesme sergileyen bolgenin 6lgiimii, C) Total yiizey alani dl¢limii, D) Kemiklesme

sergileyen bdlgenin yiizey alan dl¢iimii.

3.11. Neonatal Donem Calismalar:

Kontrol ve grup-II‘de geriye kalan diger birer adet gebe sicanlar normal gebelik
siirecini tamamlayarak dogum yapmalar1 saglandi. Yeni dogan yavru sicanlarda

neonatal dénem (1-7 giin) sonunda cinsiyet tayini yapild1 (Sekil 3.13).

Sekil 3.13. Neonatal dénemdeki yavru si¢anlarda cinsiyet tayini. A) Yeni dogan yavru, B) Anis ile

iirogenital mesafe uzunlugu.

Total yavru sayisi, erkek ve disi sayisi kaydedildikten sonra sakrifiye edilmeyen
bu yavru siganlar anneleri ile birlikte baska arastirmalarda kullanilmak iizere

SABIDAM‘a teslim edildi.
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3.12. istatistiksel Analiz

Caligmada elde edilen siirekli degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk
testi ile degerlendirildi. Normal dagilim gosteren degiskenlerin iki grup arasindaki
karsilagtirmalart i¢in student-t testi kullanildi. Normal dagilim gostermeyen bagimli iki
sayisal Olglimii karsilagtirmada Wilcoxon Signed Rank testi kullanildi. Calismada
kategorik Olglimler say1 ve yiizde olarak, sayisal ol¢limlerse ortalama ve standart sapma
(gerekli yerlerde ortanca ve minimum - maksimum) olarak 6zetlendi. Normal dagilim
gosteren ikiden fazla grubun karsilastirilmasinda ise Tek Yonlii ANOVA (One-Way
ANOVA) testi kullanilmis olup, ¢oklu karsilastirmalar i¢in Tukey testi kullanildi.
Verilerin istatistiksel analizinde IBM SPSS Statistics Versiyon 20.0 paket programi
kullanildi1 (SPSS referansi: IBM Corp. Released 2011. IBM SPSS Statistics for
Windows, Version 20.0 Armonk, NY: IBM Corp.). Tiim testlerde istatistiksel dnem
diizeyi 0.05 olarak alindi. Grafiklerin ¢iziminde ise GrahPad prism 5.0 yazilimi
kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Eriskin Donem Bulgulari

Deney hayvanlariin viicut agirligi tizerine 6 GHz (0.083 W/kg SAR) RF-

EMA ‘nin etkisini degerlendirmek i¢in her iki gruptaki eriskin erkek ve disi sicanlar

kullanilirken, organ agirlig1 lizerine etkisi degerlendirmek i¢in her iki gruptan sadece

erkek sicanlar kullamldi. Olg¢iim islemleri kontrol ve RFR grubundaki erkek ve disi

sicanlar arasinda gercgeklestirildi.

4.1.1. 6 GHz RF-EMA’nin Viicut Agirhig Uzerine Etkisi

Deney hayvanlarinin viicut agirligi dlgtimleri, 6 GHz (0.083 W/kg SAR) RF-

EMA uygulamasinin ilk giiniinden baglayarak 6 hafta siire boyunca haftalik diizenli
olarak takip edildi (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2).

Cizelge 4.1. Haftalik periyotlarla erigkin erkek siganlarin ortalama viicut agirlik (g) dagilimlari.

Siire

1.Hafta

2.Hafta

3.Hafta

4.Hafta

5.Hafta

6.Hafta

N

10

10

10

10

10

10

Gruplar
Kontrol (g) RFR (g)

Ort+ SS Min-Max Ort+ SS Min-Max
280.74+18.49 245-310 313.93+9.86 302-330
290.56+30.50 246-336 306.35+22.41 272-340
302.04+34.78 252-358 281.54441.52 208-352
315.36+36.70 248-368 283.80+41.10 212-346
324.83+£35.11 266-376 304.33+37.12 236-364
331.98+30.59 278-380 317.73£32.40 254-370

0.000

0.204

0.247

0.087

0.221

0.325

RF-EMA uygulamasimin ilk haftasinda erkek sicanlarin viicut agirlik dl¢timleri

iki grup arasinda karsilastirildiginda sayisal farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli

oldugu belirlendi (p<0.05). Uygulamanin 2. ve 3. haftasinda, RFR grubu erkek
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sicanlarin viicut agirligi ortalama verileri kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli olmayan diisiis tespit edildi (p>0.05). Daha sonraki haftalarda ise normal viicut
agirliklar1 degisimleri olgiimlerinde kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli

olmayan artislar tespit edildi (Sekil 4.1), (p>0.05).

400 -
350 o
300 ;>.<

B 250- Yo

ii 200

< 150
100
50—

0 | 1 | T 1 T T Hafta
0 1 2 3 4 5 6

- Kontrol
—— RFR

Sekil 4.1. Erkek sicanlarin haftalik agirlik degisimleri.

Cizelge 4.2. Haftalik periyotlarla erigkin disi sicanlarin ortalama viicut agirlik (g) dagilimlar.

Siire N Gruplar P’
Kontrol (g) RFR (g)

Ort+ SS Min-Max Ort+ SS Min-Max
1.Hafta 5 206.284+2.21 203-208 212.76+6.37 206-222  0.085
2.Hafta 5 210.38+5.72 204-218 216.52+6.75 208-224  0.159
3.Hafta 5 214.42+8.57 204-224 225.56+9.67 210-236  0.090
4 Hafta 5  210.54+10.17 202-222 221.10£5.27 212-226  0.085
5.Hafta 5  215.72+10.04 206-230 226.84+5.95 218-234  0.066
6.Hafta 5 217.56+9.81 204-228 228.92+8.60 216-240  0.087
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Disi sicanlarin normal geligimleri, ilk 3 haftaya kadar diizenli artig gosterirken 3-
4. hafta araliginda her iki gruptaki tiim deneklerin agirlik ortalamalarinda diisiis
gbzlendi. Daha sonraki haftalarda gelisimler tekrar diizeldi. Disi siganlarin tiim haftalik
ortalama verileri her iki grup arasinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli

herhangi bir farklilik tespit edilemedi (Sekil 4.2), (p>0.05).

- Kontrol
250
I3 -— RFR

T 1

Sekil 4.2. Disi sicanlarin haftalik agirlik degisimleri.

4.1.2. 6 GHz RF-EMA’nin Organ Agirhg Uzerine Etkisi

RF-EMA uygulamasi islemlerinin sonunda (42. giin) anestezi altinda organlari
aliman tiim eriskin erkek sicanlar sakrifiye edildi. Kontrol grubunu olusturan erkek
siganlar herhangi bir isleme maruz birakilmamisken, RFR grubu erkek sicanlar 6 hafta
boyunca 4 saat/giin 6 GHz RF-EMA ‘ya maruz birakildilar. Her iki gruptaki eriskin
erkek siganlardan; sag-sol testis, sag-sol bobrek, karaciger, akciger ve kalp dokulari
almarak agirliklar1 kaydedildi (Cizelge 4.3). Eriskin erkek siganlarin organ agirlik
verileri, RFR grubu ile kontrol grubu arasinda sadece karaciger organ agirlig
bakimindan anlamli bir farklilik saptandi1 (p<0.05). RFR grubundaki karaciger agirlig
kontrol grubuna gore daha diisiiktii. Diger organlar bakimindan kontrol ve RFR grubu
arasinda istatistiksel olarak herhangi bir farklilik saptanamadi (p>0.05).
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Cizelge 4.3. Eriskin erkek siganlarin ortalama organ agirlik (g) dagilimlari.

Gruplar .
Organ N P
Agirhiklar Kontrol RFR
(2 Ortalama+SS Min-Max Ortalama+SS  Min-Max

Testis (Sag) 10 1.39+0.24 0.98-1.73 1.47+0.22 1.12-1.87 0.477
Testis (Sol) 10 1.29+0.26 0.68-1.64 1.49+0.24 1.08-1.87 0.089
Bobrek(Sag) 10 1.32+0.17 1.06-1.60 1.32+0.16 1.11-1.55 0.989
Bobrek (Sol) 10 1.30+0.12 1.08-1.49 1.32+0.17 1.07-1.59 0.816
Karaciger 10 12.09+1.47  9.61-14.03  10.74+1.02 9.49-12.93  0.028
Akciger 10 2.35+0.39 2.00-3.34 2.39+0.30 1.95-2.79 0.795

Kalp 10 1.23£1.15 0.99-1.45 1.35+0.25 1.06-1.93 0.200

4.1.3. Kan Hiicrelerinde Anneksin-V Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Calismamizda, erkek sicanlarin 6 GHz RF-EMA uygulama 6ncesi (kontrol) ve 6
GHz RF-EMA uygulama sonras1 (RFR grubu) kan hiicreleri iki grupta incelendi. Sigan
kan hiicrelerinde canlilik oran1 (VR), erken apopitotik oran (EAR), ge¢ apopitotik oran
(LAR) ve nekrotik oran (NR) yiizdeleri Sekil 4.3 ve Sekil 4.4°de gosterildi. 6 GHz RF-

EMA kan hiicreleri lizerinde 6nemli etkiye sahipti.
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Kontrol RFR
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Sekil 4.3. 6GHz RF-EMA‘nin VR, EAR, LAR ve NR hiicre yiizde etkisinin flow sitometrik analiz

yontemi ile gruplar arasinda degerlendirilmesi.

A) B)
EAR
100+ 1.0
&3 Kontrol Ea Kontrol

80 B3 RFR 0.8 E RFR
X 607 T 0.6+
=3 3
> >
5 40- 5 04-
=} i3
T T

20+ 0.2

0 Zaman (giin) 0.0- Zaman (giin)

C) D)

NR LAR
0.104 0.10
Ea Kontrol Ea Kontrol

0.08- = RFR 0.08- RFR
) D
(] [
N 0.06- T 0.06
b1 3
> >
g 0.04- g 0.04
3 3
I I

0.02+ 0.02+

0.00- Zaman (giin) 0.00- Zaman (giin)

0 42

Sekil 4.4. 6 GHz RF-EMA ‘nin kan hiicre yiizdelerinin gruplar arasinda zamanla degisimleri (n=10). A)
VR, B) EAR, C) NR ve D) LAR hiicre yiizdesi. Veriler, ortalama + standart sapma olarak

gosterilmigtir. *, istatistiksel olarak anlamli (p <0,05).
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Sican kan hiicrelerinde 6 GHz RF-EMA uygulamasinin farkli gilinlerdeki
(Kontrol; 0. Giin, RFR; 42. giin) dagilimlar1 incelendiginde; % VR ortalama verileri,
kontrol grubu (99.53 + 0.19) RFR grubu (99.70 + 0.07) ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli artis belirlenmistir (Cizelge 4.4), (p=0.017).

Diger taraftan % EAR ortalama verileri, kontrol grubu (0.44 + 0.18) RFR grubu
(0.26 = 0.06) ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diisiis belirlenmistir
(Cizelge 4.4), (p=0.014).

Bununla birlikte % NR ortalama verileri, kontrol grubu (0.02 = 0.01) RFR grubu
(0.01 = 0.01) ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diisiis belirlenmistir
(Cizelge 4.4), (p=0.008).

Ote yandan, % LAR ortalama verileri, kontrol grubu (0.02 + 0.01) ve RFR grubu
(0.03 £ 0.01) karsilastirildiginda iki grup arasinda istatistiksel olarak herhangi bir
degisiklik saptanamamistir (Cizelge 4.4), (p=0.748).

Cizelge 4.4. Sican kan hiicrelerinin gruplar arasinda dagilimi.

Kontrol Grubu RFR Grubu
Kan hiicreleri N (0.giin) (42.giin) P
% oranlari Medyan Medyan
Ort+SS Ort+SS .

r (Min-Max) (Min-Max)
Canliik 10 99.53+0.19 947 99.70:£0.07 .69 0.017
FITC (-) PI (-) (99.31-99.78) (99.62-99.79)
Erken 0.50 0.27
FITC (+) PI (-) ’ ’ ’ ’
Nekrotik 10 0.020.01 0.02 0.01£0.01 0.01 0.008
FITC(-)PI(+) (0.01-0.04) (0.00-0.02)
Geg apopitotik 10 0.02+0.01 0.03 0.03+0.01 0.03 0.748
FITC (+) PI (+) (0.01-0.04) (0.01-0.03)
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4.1.4. Plazmada Pro-iflamatuar ve Anti-iflamatuar Sitokin Diizeylerinin

Degerlendirilmesi

6 GHz RF-EMA uygulama o6ncesi (kontrol) ve uygulama sonrast (RFR grubu)
sicanlarin kan plazmalarinda sitokin diizeyleri iki grupta incelendi. Plazmada, pro-
iflamatuar (TNF-a ile IFN-y) ve anti-iflamatuar (IL-4, IL-10) sitokin diizeylerinin
seviyeleri (pg/mL) Sekil 4.5‘de gosterildi. 6 GHz (0.083 W/kg SAR) RF-EMA
maruziyeti, pro-inflamatuar sitokin diizeylerinde onemli etkilere neden olurken, anti-

inflamatuar sitokin diizeylerinde 6nemli etkilere sahip degildi.

A) B)
TNF-a IFN-y

150~ 150~
=5 Ea Kontrol = Ea Kontrol
E 1254 E1 RFR E 1254 RFR
o o
< 1004 < 100+
g g
> 75- AN 2> 75+
> >
3 3
@ 50 o 50+
: :
E 254 5 25—

I Zaman (giin) 0- Zaman (giin)

0 42
C) D)
IL4 IL-10

150 150-
= Ea Kontrol = Ea Kontrol
E 1257 RFR E 1254 @ RFR
o o
< 100- =100

8 g

> 754 > 754
> >
[} @
] ]
© ©
£ £
N N
K K
o o

Zaman (gtin)

Zaman (giin)

Sekil 4.5. Pro-inflamatuar (TNF-o, IFN-y) ve anti- inflamatuar (IL-4, IL-10) sitokinlerin plazma
diizeylerinin zamana bagli degisimleri (n=10). A) TNF-a, B) IFN-y, C) IL-4 ve D) IL-10.
Veriler, ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir. *, istatistiksel olarak anlamli (p

<0,05).
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ELISA yontemi ile ilgili sitokin bulgular1 incelendiginde; ortalama plazma TNF-
o seviyesi, kontrol grubu (4.3 = 3.1 pg/mL) RFR grubu (38.5 + 36.0 pg/mL) ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artis belirlenmistir (Cizelge 4.5),
(p=0.005).

Ortalama plazma IFN-y seviyesi, kontrol grubu (26.1 £+ 20.1 pg/mL) RFR grubu
(744 £+ 59.0 pg/mL) ile karsilastirlldiginda istatistiksel
belirlenmistir (Cizelge 4.5), (p=0.039).

olarak anlamli artis

Diger taraftan, ortalama plazma IL-4 seviyesi, kontrol grubunda 11.8 + 22,7
pg/mL iken RFR grubunda 15.6 + 15.5 pg/mL olarak ol¢iildi (Cizelge 4.5). Benzer
sekilde, ortalama plazma IL-10 seviyesi, kontrol grubunda 18.2 + 20.9 pg/mL iken RFR
gubunda 16.2 = 19.3 pg/mL olarak tespit edildi (Cizelge 4.5). Ortalama plazma IL-4 ile
ortalama plazma IL-10 konsantrasyonlari her iki grup arasinda karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli herhangi bir degisiklik tespit edilemedi (p>0.05).

Cizelge 4.5. Sigan ortalama plazma seviyelerinde pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar sitokin diizeylerinin

gruplar arasinda dagilimi.

Plazma Kontrol Grubu RFR Grubu
Z v v
. . N (0.giin) (42.giin) p*
Jevivest Medyan Medyan
(pg/mL) ¢ +
pe/ Ort£SS (Min-Max) O3S Min-Max)
TNF-o 10  43+3.1 3.8 38.5436.0 26.9 0.005
(2.0-12.8) (4.5-86.5)
IFN-y 10 26.1420.1 221 74.4+59.0 643 0,039
(5.0-68.9) (11.3-169.0)
IL-4 10 118227 3.6 15.6+15.5 9.5 0.445
(0.9-75.3) (0.9-39.2)
IL-10 10 18.2+20.9 13.9 16.2419.3 1.8 0.721
(0.1-67.9) (0.3-67.4)
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4.2. Is1 Ol¢iim Bulgular:

RF-EMA ‘ya maruziyeti takiben (4 saat) RFR cihaz1 acik iken ve kapali iken
Olciilen 1s1 degisim verilerinde istatistiksel olarak anlamli herhangi bir farklilik

saptanamadi (Cizelge 4.6. ), (p>0.05).

Cizelge 4.6. Uygulama kafesinin tiim koselerinden RFR kaynagi acik ve kapali durumda iken 1s1

degisimlerinin dagilima.

Is1 (°C) Cihaz Acik Cihaz Kapal P
Orttss Min-Max  Orttss Min-Max

T1 24.80+0.27 24.3-25.1  25.23+0.60 24.5-26.0 0.152

T2 25.07+£0.25 24.8-254  25.25+0.56 24.4-25.8 0.484

T3 24.88+0.77 24.0-25.77  25.10+0.58 24.2-25.6 0.592

T4 2498+0.90 23.8-26.0 24.82+0.69 23.7-25.5 0.726

4.3. Gestasyonel Donem Bulgular:

Gebelik islemi tamamlandiktan sonra her gruptan iki adet gebe disi sigan
gestasyonel donemin 18.giintinde i.p. olarak xylazin (0.05 mg/kg) ve ketamin (0.1
mg/kg) enjeksiyon uygulamasi ile anestezi islemleri sonrasi fetiisler alinarak sakrifiye

edildi.

4.3.1. Prenatal Fetiis Bulgular:

Her gruptaki 2 adet gebe sicandan tiim fetiisler alindiktan sonra total fetiis sayisi
tespit edilerek (Cizelge 4.7) her bir fetiise ait bas-kuyruk (boy) uzunlugu (mm),
occipital-frontal uzunluk (mm), parietal-parietal arast1 uzunluk (mm) ve agirlik (g)
olgiimleri yapildi ( Cizelge 4.8). Olgiim alinan tiim fetiislerin bas-kuyruk uzunlugu,
occipital-frontal uzunlugu, parietal-parietal aras1 uzunluk ve agirliklart i¢in, kontrol
grubu ile diger tiim gruplar karsilastirildiginda ortaya ¢ikan sayisal farkliliklarin
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p < 0.05).
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Cizelge 4.7.

18 giinliik prenatal donem total fetiis sayilar1.

Gruplar 1.disi sican 2.disi sican Total
Kontrol 11 22
Grup-I 10 17
Grup-1I 11 23
Grup-III 9 19

Cizelge 4.8. Prenatal donem fetiislere ait ortalama bag-kuyruk uzunlugu, occipital-frontal uzunluk,

parietal- parietal uzunluk ve agirlik verilerinin dagilimu.

Olciimler

Bas-Kuyruk
Uzunlugu
(mm)

Occipital-
Frontal
uzunluk
(mm)

Parietal-
Parietal

uzunluk
(mm)

Fetiis
agirhklan

(2

N

10

*One-Way ANOVA; p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
a: Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda anlamhidir.

b: Grup-I ile karsilastirildiginda anlamhidr.
c: Grup-1l ile karsilastirildiginda anlamhdur.
d: Grup-Ill ile karsilastirldiginda anlamlidir.
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Gruplar
Kontrol Grup-I Grup-II Grup-11T
Ort+£SS Ort£SS Ort=SS Ort£SS

(Min-Max) (Min-Max) (Min-Max) (Min-Max)
23.91+0.72>¢4  2528+0.93* 25.08+0.90* 25.62+0.48"
(23.1-25.5) (23.2-26.3) (24.0-26.7)  (24.9-26.6)
7.80+0.18%4 7.73£0.17°¢  8.16£0.25*> 8.28+0.36*P
(7.56-8.14) (7.45-7.96) (7.75-8.42)  (7.43-8.72)
6.23+0.18¢ 6.53+0.24 6.56+0.33 6.78+0.33%
(6.03-6.61) (6.05-6.81) (6.17-7.05)  (6.25-7.13)
1.30+0.08"4 1.50+0.09*  1.43+0.07*  1.49+0.08*
(1.18-1.42) (1.32-1.63) (1.30-1.54)  (1.33-1.57)

0.000

0.000

0.001

0.000



4.3.2. Kemik Gelisimi Bulgular:

Her bir gruptaki 2 adet gebe disi sicandan gestasyonel donemin 18. giinlinde
alman fetlislerin 6n ve arka ekstremite kemikleri ilizerinde Olglimler yapildi. Bu
Olctimlerde; kemik total uzunlugu, kemiklesme sergileyen bolgenin uzunlugu, kemik
total alan1 ve kemiklesme sergileyen bolgenin alani Olgiildii. Alan 6l¢iim verileri
kullanilarak kemiklerin kemiklesme yilizdesi hesaplandi. Her bir fetiise ait sag ve sol

tarafli olmak {izere toplamda 20 adet kemik incelendi.

Fetlislerin 6n ve arka ekstremite kemikleri ikili iskelet boyama ydntemi
siirecinden sonra ortaya ¢ikarildi. Tim gruplardaki fetiislerin 6n (5 adet) ve arka (3
adet) ekstremite kemiklerinin baglantilarinin ayrilmasi1 saglanarak stereomikroskop
aracihfiyla goriintiileri alindi. Incelemeye alinan tiim ekstremite kemiklerin
morfometrik Ol¢limlerinde dogru ve gilivenilir sonu¢ saglamasi agisindan goriintii
almimi sirasinda milimetrik kagit klavuz olarak kullanildi. Morfometrik Slglimler

sonucunda elde edilen veriler tiim gruplar arasinda karsilastirildi.

4.3.3. On Ekstremite Kemiklerin Morfolojik Bulgulari

On ekstremitede; clavicula, scapula, humerus, radius ve ulna kemikleri iizerinde

Ol¢timler yapildi.

4.3.3.1. Clavicula’larin Morfolojik Bulgular:

Kontrol Grubu Bulgulari: Bu gruba ait 10 adet fetiis lizerinde 20 adet clavicula
incelendi. Olgiim alan clavicula‘larin total kemik uzunlugu ortalama 2.28+0.14 mm,
kemiklesme sergileyen bolgenin ortalama uzunlugu 1.34+0.13 mm ve ortalama
kemiklesme yiizdesinin ise 57.17+4.27 olarak olgiildii (Cizelge 4.9). Kontrol grubuna
ait total kemik uzunlugu verileri, grup-Il ve grup-III verileri ile karsilastirildiginda
sonuclar istatistiksel olarak anlamli iken (p<0.05), grup-I ile karsilastirildiginda anlaml
olmadig tespit edildi (p>0.05). Bununla birlikte, bu gruptaki kemiklesme sergileyen
bolge uzunlugu ve kemiklesme ylizdesi verileri, tiim gruplarla karsilagtirildiginda

sonuglarin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (Sekil 4.6), (p<0.05).
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Grup-1 Bulgulari: Bu gruba ait 10 adet fetiis {izerinde 20 adet clavicula
incelendi. Olgiim alman clavicula‘larmn total kemik uzunlugu ortalama 2.32+0.17 mm
oldugu tespit edildi. Ayn1 zamanda, bu gruba dahil edilen clavicula‘larin kemiklesme
sergileyen bolgenin ortalama uzunlugu 1.54+0.12 mm ve kemiklesme yilizdesi ortalama
64.94+10.73 olarak hesapland1 (Cizelge 4.9). Grup-I‘deki clavicula‘lara ait total kemik
uzunlugu verileri grup-1I ve grup-III verileri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlaml iken (p<0.05), kontrol ile anlamli olmadig: tespit edildi (p>0.05). Bununla
birlikte, bu gruptaki kemiklesme sergileyen bolge uzunlugu verileri, tiim gruplarla
karsilastirildiginda sonuglarin istatistiksel olarak anlamli iken (p<0.05), kemiklesme
yiizde verileri grup-III disinda diger iki grupla istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit
edildi (Sekil 4.6), (p<0.05).

Grup-II Bulgulari: Bu gruba ait 10 adet fetiis lizerinde 20 adet clavicula
incelendi. Bu grupta Ol¢lim alinan clavicula‘larin total kemik uzunlugu ortalama
2.67+0.20 mm, kemiklesme sergileyen bolgelerin ortalama uzunlugu 2.34+0.12 mm ve
kemiklesme yiizdesi ortalama 87.3146.45 olarak ol¢iildii (Cizelge 4.9). Grup-II° ye ait
clavicula total kemik uzunlugu verileri, kontrol ve grup-I verileriyle karsilastirildiginda
sonuclarin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.05) ancak, grup-IIl ile
karsilagtirildiginda sonuglarin anlamli olmadigr tespit edildi (p>0.05). Bununla birlikte,
bu gruptaki kemiklesme sergileyen bolge uzunlugu ve kemiklesme ylizdeleri verileri,
tim gruplarla karsilagtirildiginda sonuglarin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit

edildi (Sekil 4.6), (p<0.05).

Grup-IIT Bulgulari: Bu gruba da 10 adet fetiis lizerinde 20 adet clavicula
incelendi. Olgiim alman clavicula‘larm total kemik uzunlugu ortalama 2.63+0.16 mm
oldugu belirlendi. Bununla birlikte, bu grupta incelemeye dahil edilen clavicula‘larda
kemiklesme sergileyen bolgelerin ortalama uzunlugu 1.85+0.16 mm ve kemiklesme
yiizdesi ortalama 69.30+6.65 olarak 6l¢iildii (Cizelge 4.9). Grup-IlI‘e ait clavicula total
kemik uzunlugu verileri, grup-II disinda diger iki grupla istatistiksel olarak anlamli
oldugu tespit edildi (p<0.05). Ayrica, bu gruptaki kemiklesme sergileyen bdolge
uzunlugu verileri, tim gruplarla karsilastirildiginda sonuclarin istatistiksel olarak
anlamli iken (p<0.05). Kemiklesme yiizdeleri verileri ise grup-1 disinda diger iki grupla
istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (Sekil 4.6), (p<0.05).
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Sekil 4.6. Clavicula‘lara ait verilerin gruplar arasinda degisimleri (n=20). A) Total kemik uzunlugu, B)
Kemiklesme sergileyen bolge ortalama uzunlugu, C) Kemiklesme yilizde orani. Veriler,
ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir (One-Way ANOVA). **; istatistiksel olarak
anlamli (p<0.01), ****; istatistiksel olarak anlamli (p<<0.0001).

Tiim gruplarda incelemeye alinan clavicula‘larin tiimiinde kemiklesmenin
oldugu, ozellikle corpus claviculae bolgesinde genis bir alanda kemiklesmenin
yogunlastig1 ve bu kisimlarinin kirmiziya boyandigi gozlendi. Clavicula‘larin diger dar

u¢ alanlarinin ise kikirdak yapida olup mavi renk ile boyandig1 gézlendi (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. Clavicula‘lara ait goriintiiler. A) Kontrol grubu, B) Grup-I, C) Grup-II, D) Grup-IIL
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6 GHz RF-EMA ‘ya maruziyet sonucu tim clavicula‘larin kemik total uzunlugu,
kemiklesme sergileyen bolgenin uzunlugu ve kemiklesme ylizde orani kontrol grubuna
kiyasla tiim gruplarda artis oldugu tespit edildi. Viicutta ilk olarak kemiklesmeye
baslayan clavicula‘da, kikirdak yikiminin erken baslamasi 6 GHz RF-EMA‘nin fetiis

iskelet sisteminin gelisiminde olumlu etkisinin oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.9. Clavicula‘lara ait verilerin gruplar arasinda dagilimlar.

Total Kemik Selfeillr:lzlf;;el e Kemiklesme Yiizde
Uzunlugu (mm) g y, g Oram (%)
Gruol N Uzunlugu (mm)
=uplat Ortalama+SS Ortalama+SS Ortalama+SS
(Min-Max) (Min-Max) (Min-Max)
Kontrol 20 2.2840.14%¢ 1.34+0.135¢4d 57.17+4.275¢4
(2.04-2.54) (1.09-1.53) (48.10-65.38)
Grup-I 20 2.3240.17°¢ 1.5440.122¢4 64.94+10.73*¢
(2.05-2.73) (1.25-1.81) (48.84-86.15)
Grup-1I 20 2.67+0.20*P 2.3440.12%b4d 87.31+6.45b4
(2.24-2.94) (2.18-2.64) (75.23-97.06)
Grup-1II 20 2.63+0.16*° 1.85+0.16*>¢ 69.30+6.65*¢
(2.32-2.88) (1.65-2.15) (60.87-86.36)
P’ 0.000 0.000 0.000

*One-Way ANOVA; p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
a: Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda anlamhidir.

b: Grup-I ile karsilastirildiginda anlamhidr.
c: Grup-1l ile karsilastirildiginda anlamhdir.
d: Grup-Ill ile karsilastirldiginda anlamlidr.

4.3.3.2. Scapula’larin Morfolojik Bulgular:

Kontrol Grubu Bulgulari: Bu gruba ait 10 adet fetiis iizerinde 20 adet scapula
incelendi. Olgiim alinan scapula‘larm total kemik uzunlugu ortalama 3.78+0.18 mm

oldugu hesaplandi. Ayrica, bu gruba dahil edilen scapula‘larin kemiklesme sergileyen
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bolgeye ait uzunluk ortalamasi 1.14+0.09 mm ve ortalama kemiklesme ylizdesi ise
23.02+2.92 olarak olgiildii (Cizelge 4.10). Kontrol grubundaki scapula‘larin total kemik
uzunluk verileri, grup-III disinda diger iki grupla istatistiksel olarak anlamli oldugu
tespit edildi (p<0.05). Bu gruptaki kemiklesme sergileyen bolge uzunlugu ve
kemiklesme yiizdeleri verileri tiim gruplarla karsilagtirildiginda sonuglarin istatistiksel

olarak anlamli oldugu tespit edildi (Sekil 4.8), (p<0.05).

Grup-1 Bulgulari: Bu gruba ait 10 adet fetiis {lizerinde 20 adet scapula
incelendi. Ol¢iim alman scapula‘larin total kemik uzunlugu ortalama 4.04+0.17 mm
oldugu hesaplandi. Ayni1 zamanda, bu gruptaki scapula‘larin kemiklesme sergileyen
bolgenin ortalama uzunlugu 1.35£0.10 mm ve kemiklesme ylizdesi ortalama
26.48+1.82 olarak olciildi (Cizelge 4.10). Grup-I‘deki scapula‘lara ait total kemik
uzunlugu verileri, grup-II disinda diger iki grupla istatistiksel olarak anlamli oldugu
tespit edildi (p<0.05). Bu gruptaki kemiklesme sergileyen bolge uzunlugu ve
kemiklesme ylizdeleri verileri, diger gruplar ile karsilastirildiginda sonuglarin

istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (Sekil 4.8), (p<0.05).

Grup-II Bulgulari: Bu gruba ait 10 adet fetlis lizerinde 20 adet scapula
incelendi. Olgiim alinan scapula‘larm total kemik uzunlugu ortalama 4.15+0.21 mm
oldugu hesaplandi. Bu grupta incelemeye alinan scapula‘larda kemiklesme sergileyen
bolgelerin ortalama uzunlugu 1.484+0.10 mm ve kemiklesme yiizdesi ortalama
32.70£1.92 olarak belirlendi (Cizelge 4.10). Grup-11° ye ait scapula‘larin total kemik
uzunlugu verileri, grup-I disinda diger iki grupla istatistiksel olarak anlamli oldugu
tespit edildi (p<0.05). Bu grupta, kemiklesme sergileyen bolge uzunlugu ve kemiklesme
yiizdeleri verileri, diger tiim gruplarla karsilastirildiginda sonuglarin istatistiksel olarak

anlamli oldugu tespit edildi (Sekil 4.8), (p<0.05).

Grup-IITI Bulgulari: Bu grupta da 10 adet fetiis {izerinde 20 adet scapula
incelendi. Ol¢iim alinan scapula‘larin total kemik uzunlugu ortalama 3.89+0.19 mm
oldugu hesaplandi. Bu grupta incelemeye alinan scapula‘larda kemiklesme sergileyen
bolgelerin ortalama uzunlugu 1.27+0.10 mm ve kemiklesme yiizdesi ortalama
28.87+2.61 olarak belirlendi (Cizelge 4.10). Grup-IlI‘e ait scapula‘larin total kemik
uzunlugu verileri, kontrol haricinde diger gruplarin verileri ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli iken (p<0.05), kemiklesme sergileyen bolge uzunlugu ve
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kemiklesme ylizdeleri verileri, tim gruplarla karsilastirildiginda sonuglarin istatistiksel

olarak anlamli oldugu tespit edildi (Sekil 4.8), (p<0.05).
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Sekil 4.8. Scapula‘lara ait verilerin gruplar arasinda degisimleri (n=20). A) Total kemik uzunlugu, B)
Kemiklesme sergileyen bolge ortalama uzunlugu, C) Kemiklesme yiizde orani. Veriler,
ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir (One-Way ANOVA). ***; jstatistiksel olarak
anlamli (p<0.001), ****; istatistiksel olarak anlamli (p<0.0001).

Genel olarak scapula‘larda kemiklesme basladigi, kemiklesmenin tiim gruplarda
spina scapulae‘nin gévdeye tutundugu yer ve bu bolgenin medial-lateral hatt1 boyunca
yogunlastigr gozlendi. Scapula kemiginin On tarafindaki fossa subscapularis‘in orta
kismi, arka tarafindaki supraspinatus ve fossa infraspinatus arasinda kalan bolge ise
yogun bir sekilde kirmizi renk ile boyandig1 gézlendi. Benzer sekilde scapula kemiginin
ozellikle cavitas glenoidalis, processus coracoideus ve acromion kisimlart mavi renk ile

boyanmis oldugu ortaya ¢ikarildi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Scapula‘lara ait goriintiiler. A) Kontrol grubu, B) Grup-I, C) Grup-I1, D) Grup-IIL

6 GHz RF-EMA‘ya maruziyet sonucu fetiis scapula‘larinin total kemik
uzunlugu, kemiklesme sergileyen bolgenin uzunlugu ve kemiklesme yiizde oranlarinda
farkliliklar meydana geldigi tespit edildi. Oyle ki, kontrol grubuna kiyasla fetiislerin
scapula‘larindaki total kemik uzunlugu tiim gruplarda arttig1, kemiklesme sergileyen
bolge uzunluklarinin da benzer olarak tiim gruplarda arttig1 ve kemiklesme yiizde orani
da ayn1 sekilde diger tiim gruplarda arttig1 ortaya ¢ikarildi. Bu durum, yiiksek frekansl
RF-EMA ‘nin scapula gelisimine olumlu yonde katki sagladigin1 gostermektedir.
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Cizelge 4.10

. Scapula‘lara ait verilerin gruplar arasinda dagilimlari.

Kemiklesme

Total Kemik Sergileyen Bolge Kemiklesme Yiizde
S (1)
Uzunlugu (mm) Uzunlugu (mm) Oram (%)
Gruplar N Ortalama+SS Ortalama+SS Ortalama+SS
(Min-Max) (Min-Max) (Min-Max)
Kontrol 20 3.79+0.18%¢ 1.140.09%<d 23.02:+2.92b<d
(3.35-4.04) (0.93-1.31) (17.85-27.37)
Grup-I 20 4.04+0.17%4 1.34+0.10%¢4 26.48+1.828¢4
(3.74-4.35) (1.17-1.54) (22.72-29.96)
Grup-1I 20 4.15+0.2124 1.48+0.10%54 32.70+1.922b4
(3.76-4.44) (1.31-1.66) (28.40-35.71)
Grup-III 20 3.88+0.195¢ 1.27+0.10*>¢ 28.8742.61%0¢
(3.52-4.23) (1.12-1.53) (23.87-32.12)
P’ 0.000 0.000 0.000

*One-Way ANOVA; p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
a: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamlidir.

b: Grup-I ile karsiastirildiginda anlamhidr.

c: Grup-Il ile karsilastirildiginda anlamhidzr.

d: Grup-Ill ile karsilastirldiginda anlamlidir.

4.3.3.3. Humerus’larin Morfolojik Bulgular

Kontrol Grubu Bulgulari: Bu gruba ait 10 adet fetiis lizerinde 20 adet humerus
incelendi. Ol¢iim alinan humerus‘larin total kemik uzunlugu ortalama 4.05+0.25 mm
oldugu hesaplandi. Ayrica bu gruba ait humerus‘larin kemiklesme sergileyen bolgeye
ait uzunluk ortalamasi 1.17+0.08 mm ve ortalama kemiklesme yiizdesi ise 20.544+2.65
olarak olciildii (Cizelge 4.11). Kontrol grubundaki humerus‘larin total kemik uzunluk
verileri, grup-III disinda diger iki grupla istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi

(p<0.05). Bu gruptaki kemiklesme sergileyen bolge uzunlugu ve kemiklesme yiizdeleri
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verileri tiim gruplarla karsilastirildiginda sonuglarin istatistiksel olarak anlamli oldugu

tespit edildi (Sekil 4.10), (p<0.05).

Grup-1 Bulgulari: Bu gruba ait 10 adet fetiis lizerinde 20 adet humerus
incelendi. Bu grupta Ol¢iim alinan humerus‘larin total kemik uzunlugu ortalama
4.224+0.18 mm oldugu belirlendi. Ayn1 zamanda bu gruptaki humerus‘larin kemiklesme
sergileyen bolgenin ortalama uzunlugu 1.41+£0.14 mm ve kemiklesme ylizdesi ise
ortalama 29.60+2.61 olarak tespit edildi (Cizelge 4.11). Grup-I‘deki humerus‘lara ait
total kemik uzunlugu verileri, kontrol hari¢ diger gruplardaki veriler ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). Diger taraftan,
kemiklesme sergileyen bolge uzunlugu verileri, grup-IIl disinda diger iki grupla
istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05). Kemiklesme yiizdeleri verileri
ise tliim gruplar arasinda karsilastirildiginda sonuglarin istatistiksel olarak anlamli

oldugu tespit edildi (Sekil 4.10), (p<0.05).

Grup-II Bulgulari: Bu gruba ait 10 adet fetiis ilizerinde 20 adet humerus
incelendi. Ol¢iim alman humerus‘larin total kemik uzunlugu ortalama 4.36+0.15 mm
oldugu hesaplandi. Bu grupta incelemeye alinan humerus‘larda kemiklesme sergileyen
bolgelerin ortalama uzunlugu 1.64+0.10 mm ve kemiklesme ylizdesi ise ortalama
37.12+1.89 olarak olciildii (Cizelge 4.11). Grup-II* ye ait humerus‘larin total kemik
uzunlugu verileri, grup-I hari¢ diger gruplardaki veriler ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli iken (p<0.05), kemiklesme sergileyen bolge uzunlugu ve
kemiklesme yiizdeleri verileri tiim gruplarla karsilagtirildiginda sonuglarin istatistiksel

olarak anlamli oldugu tespit edildi (Sekil 4.10), (p<0.05).

Grup-1II Bulgulari: Bu grupta da 10 adet fetiis lizerinde 20 adet humerus
incelendi. Olgiim alinan humerus‘larm total kemik uzunlugu ortalama 4.08+0.16 mm
oldugu hesaplandi. Bununla birlikte bu grupta incelemeye dahil edilen humerus‘larda
kemiklesme sergileyen bolgelerin ortalama uzunlugu 1.33+0.12 mm ve kemiklesme
yiizdesi ortalama 32.69+3.50 olarak 6l¢tldii (Cizelge 4.11). Grup-III‘e ait humerus‘larin
total kemik wuzunlugu wverileri, grup-II hari¢ diger gruplardaki veriler ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). Bununla birlikte,
kemiklesme sergileyen bdlge uzunlugu grup-1 hari¢ diger gruplardaki veriler ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli iken (p<0.05), kemiklesme yiizdeleri
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verileri, tim gruplar arasinda karsilastirildiginda sonuglarin istatistiksel olarak anlaml

oldugu tespit edildi (Sekil 4.10), (p<0.05).
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Sekil 4.10. Humerus‘lara ait verilerin degisimleri (n=20). A) Total kemik uzunlugu, B) Kemiklesme
sergileyen bolge ortalama uzunlugu, C) Kemiklesme yiizde orani. Veriler, ortalama +
standart sapma olarak gosterilmistir (One-Way ANOVA). *; istatistiksel olarak anlamli
(p<0.05), ***; istatistiksel olarak anlamli (p<0.001), ****; istatistiksel olarak anlamli

(p<0.0001).

Incelenen tiim gruplarda humerus kemiginin corpus humerus bdlgesinden
baslayan kemiklesme sentralinin proksimal ve distal uglara dogru yayildigi ve
proksimalde tuberositas deltaidea‘ya kadar uzandigi gozlendi. Kemiklesmenin basladig:
alanlarda kirmiz1 rengin hakim oldugu goézlemlendi. Bununla birlikte proksimal ve
distal ugtaki bolgelerin kikirdak yapida oldugu ve bu alanlarin mavi renk ile boyandig
tespit edildi. Diger taraftan, kikirdak yikimina ve kemiklesmenin baslandig1 bolgelere
yakin kisimlarda ise kirmizi ile mavi karisimi koyu siyah bir renk olustugu goézlemlendi
(Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Humerus‘lara ait goriintiiler. A) Kontrol grubu, B) Grup-I, C) Grup-II, D) Grup-IIL

Makroskopik olarak incelenen kontrol grubundaki humerus‘lar diger gruplarla
karsilastirildiginda total kemik uzunlugunun daha kisa, kemiklesme sergileyen bolge
uzunlugunun daha dar bir alanlarda ve kemiklesme yiizde oraninin daha kiigiik
degerlerde oldugu belirlendi. Elde ettigimiz veriler sonucunda yiiksek frekansli RF-
EMA‘nin humerus kemiginin gelisimi lizerinde olumlu etkiler gosterdigi ortaya

cikarildi.
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Cizelge 4.11. Humerus‘lara ait verilerin gruplar arasinda dagilimlar1.

Kemiklesme

Total Kemik Sergileyen Bolge Kemiklesme Yiizde
S (1)
Uzunlugu (mm) Uzunlugu (mm) Oram (%)
Gruplar N Ortalama+SS Ortalama+SS Ortalama+SS
(Min-Max) (Min-Max) (Min-Max)
Kontrol 20 4.05+0.25°¢ 1.16£0.08<d 20.54+2.64<4
(3.54-4.42) (1.02-1.30) (12.73-23.60)
Grup-I 20 4.21+0.18* 1.41+0.14*¢ 29.60+2.61%¢4
(3.85-4.49) (1.09-1.66) (22.56-33.06)
Grup-1I 20 4.35+0.15% 1.64+0.10%>4 37.12+1.8804
(4.10-4.56) (1.49-1.87) (33.70-39.90)
Grup-1II 20 4.08+0.16¢ 1.32+0.123¢ 32.69+3.50%5¢
(3.85-4.43) (1.05-1.57) (24.01-36.97)
P’ 0.000 0.000 0.000

*One-Way ANOVA; p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
a: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamlidir.

b: Grup-I ile karsiastirildiginda anlamhidr.

c: Grup-Il ile karsilastirildiginda anlamhidzr.

d: Grup-Ill ile karsilastirildiginda anlamlidir.

4.3.3.4. Radius’larin Morfolojik Bulgulan

Kontrol Grubu Bulgulari: Bu gruba ait 10 adet fetiis {izerinde 20 adet radius
incelendi. Ol¢iim alinan radius‘larin total kemik uzunlugu ortalama 2.82+0.20 mm
oldugu hesaplandi. Ayrica bu gruba ait radius‘larin kemiklesme sergileyen bolgeye ait
uzunluk ortalamasi 0.86+£0.08 mm ve ortalama kemiklesme yiizdesi ise 29.37+2.88
olarak hesaplandi (Cizelge 4.12). Kontrol grubundaki radius‘larin total kemik uzunlugu,
kemiklesme sergileyen bolge uzunlugu ve kemiklesme yiizdeleri diger gruplar arasinda

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (Sekil 4.12), (p<0.05).
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Grup-I Bulgulari: Bu gruba ait 10 adet fetiis lizerinde 20 adet radius incelendi.
Bu grupta 6l¢iim alinan radius‘larin uzunlugu total kemik uzunlugu ortalama 3.04+0.14
mm oldugu olgiildii. Ayn1 zamanda bu gruptaki radius‘larin kemiklesme sergileyen
bolgenin ortalama uzunlugu 1.05£0.09 mm ve kemiklesme yiizdesi ortalama
32.57£3.54 olarak hesaplandi (Cizelge 4.12). Grup-I‘deki radius‘lara ait total kemik
uzunlugu ve kemiklesme sergileyen bolge uzunlugu verileri, grup-III hari¢ diger
gruplardaki veriler ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli iken (p<0.05),
kemiklesme yiizdeleri verileri tiim gruplarla karsilastirildiginda sonuglarin istatistiksel

olarak anlamli oldugu tespit edildi (Sekil 4.12), (p<0.05).

Grup-II Bulgulari: Bu gruba ait 10 adet fetiis iizerinde 20 adet radius incelendi.
Olgiim alinan radius‘larm bu grupta total kemik uzunlugu ortalama 3.20+0.18 mm
oldugu hesaplandi. Bu grupta incelemeye alinan radius‘larda kemiklesme sergileyen
bolgelerin ortalama uzunlugu 1.25+0.09 mm ve kemiklesme yiizdesi ortalama
37.38+2.84 olarak tespit edildi (Cizelge 4.12). Grup-II* ye ait radius‘larin total kemik
uzunlugu ve kemiklesme sergileyen bolge wuzunlugu verileri, tiim gruplarla
karsilastirildiginda sayisal farkliliklar istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi
(p<0.05). Kemiklesme ytizdeleri verileri, grup-III haricindeki diger gruplardaki veriler
ile karsilastirildiginda sonuglarin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (Sekil

4.12), (p<0.05).

Grup-III Bulgulari: Bu grupta da 10 adet fetlis iizerinde 20 adet radius
incelendi. Olgiim alnan radius‘larin total kemik uzunlugu ortalama 3.05+0.16 mm
oldugu hesaplandi. Diger taraftan yine bu grupta incelemeye dahil edilen radius‘larda
kemiklesme sergileyen bolgelerin ortalama uzunlugu 1.11+0.11 mm ve kemiklesme
yiizdesi ortalama 36.59+4.84 olarak ol¢iildi (Cizelge 4.12). Grup-IlI‘e ait radius‘larin
total kemik uzunlugu ve kemiklesme sergileyen bolge uzunlugu verileri, grup-I hari¢
diger gruplardaki veriler ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu
saptand1 (p<0.05). Kemiklesme yiizdesi verileri ise grup-II hari¢ diger gruplarla
karsilastirildiginda sonuglarin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (Sekil

4.12), (p<0.05).
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Sekil 4.12. Radius‘lara ait verilerin degigsimleri (n=20). A) Total kemik uzunlugu, B) Kemiklesme
sergileyen bolge ortalama uzunlugu, C) Kemiklesme yiizde orani. Veriler, ortalama +
standart sapma olarak gosterilmistir (One-Way ANOVA). *; istatistiksel olarak anlamli
(p<0.05), ***; istatistiksel olarak anlamli (p<0.001), ****; istatistiksel olarak anlamli

(p<0.0001).

Incelenen tiim radius‘larda kemiklesme gozlendi. Radius‘larin kemiklesme
bolgeleri incelendiginde corpus radi‘nin central kisminda yogun kirmizi rengin olustugu
belirlendi. Bununla birlikte distal ve proksimal uglarda bulunan yapilarin tamaminin

kikirdak yapida ve bu alanlarin mavi renge boyandigi gozlendi (Sekil 4.13).

Sekil 4.13. Radius ve ulna‘lara ait gériintiiler. A) Kontrol grubu, B) Grup-I, C) Grup-II, D) Grup-III.
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Tiim radius‘larda kemiklesme alanlar1 makroskopik olarak incelendiginde,
kontrol grubundaki radius‘lar diger gruplardaki radius‘larla karsilastirildiginda total
kemik uzunlugunun en kisa, kemiklesme sergileyen bolge uzunlugu en dar ve
kemiklesme yiizdeleri verileri en diisiik oldugu tespit edildi. Bu sonuglar, yiiksek
frekansli RF-EMA ‘nin radius kemiginin gelisimine olumlu bir sekilde katki sagladigini

gostermektedir.

Cizelge 4.12.Radius‘lara ait verilerin gruplar arasinda dagilimlari.

Total Kemik Sersileven Bilee Kemiklesme Yiizde
Uzunlugu (mm) g yv g Oram (%)
Grupl N Uzunlugu (mm)
rupiar Ortalama+SS Ortalama+SS Ortalama+SS
(Min-Max) (Min-Max) (Min-Max)
Kontrol 20 2.82+0.20>¢4 0.86+0.08>¢4 29.37+2.88bcd
(2.46-3.12) (0.65-0.98) (22.79-32.67)
Grup-I 20 3.04+0.14%¢ 1.05+0.09%¢ 32.57+3.54%¢4d
(2.74-3.24) (0.89-1.21) (27.69-42.42)
Grup-1I 20 3.20+0.18P4 1.25+0.09%P4 37.38+2.84%P
(2.87-3.45) (1.09-1.41) (31.54-43.87)
Grup-III 20 3.05+0.16*¢ 1.11+0.11%¢ 36.59+4.84%b
(2.75-3.35) (0.84-1.31) (30.40-47.73)
P’ 0.000 0.000 0.000

Kemiklesme

*One-Way ANOVA; p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
a: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamlidir.

b: Grup-I ile karsiastirildiginda anlamhidur.

c: Grup-II ile karsilastirildiginda anlamhdtr.

d: Grup-Ill ile karsilastirildiginda anlamlidr.

4.3.3.5. Ulna’larin Morfolojik Bulgulari

Kontrol Grubu Bulgulari: Bu gruba ait 10 adet fetiis lizerinde 20 adet ulna

incelendi. Olgiim alinan ulna‘larin total kemik uzunlugu ortalama 3.83+0.23 mm oldugu
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hesaplandi. Ayrica bu gruba ait ulna‘larin kemiklesme sergileyen bdlgeye ait uzunluk
ortalamasi 1.07£0.11 mm ve ortalama kemiklesme yiizdesinin ise 22.904+3.59 olarak
Olctildii (Cizelge 4.13). Kontrol grubundaki ulna‘larin total kemik uzunluk verileri,
grup-1I ve grup-III verileri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak herhangi bir farklilik
yoktu (p>0.05).Ancak, grup-Il verileri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamliydr (p<0.05). Kemiklesme sergileyen bolge uzunlugu ve kemiklesme yiizdeleri
diger gruplar arasinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi

(Sekil 4.14), (p<0.05).

Grup-I Bulgulari: Bu gruba ait 10 adet fetiis lizerinde 20 adet ulna incelendi.
Olgiim alman ulna‘larm total kemik uzunlugu verileri ortalama 3.98+0.20 mm oldugu
belirlendi. Ayn1 zamanda bu gruptaki ulna‘larin kemiklesme sergileyen bdlgenin
ortalama uzunlugu 1.27£0.11 mm ve kemiklesme yiizdesi ortalama 30.45+4.58 olarak
Olciildi (Cizelge 4.13). Grup-I‘deki ulna‘lara ait total kemik uzunlugu verileri, grup-
ITI‘deki veriler ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli iken (p<0.05), diger
gruplardaki veriler ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).
Bununla birlikte, kemiklesme sergileyen bolge uzunlugu verileri grup-III hari¢ diger
gruplardaki veriler ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli iken (p<0.05),
kemiklesme yiizdeleri verileri sadece kontrol ile istatistiksel olarak anlamli oldugu

tespit edildi (Sekil 4.14), (p<0.05).

Grup-1I Bulgulari: Bu gruba ait 10 adet fetiis iizerinde 20 adet ulna incelendi.
Olgiim alman ulna‘larin total kemik uzunlugu ortalama 4.27+0.20 mm oldugu
hesaplandi. Bu grupta incelemeye alinan ulna‘larda kemiklesme sergileyen bolgelerin
ortalama uzunlugu 1.54+0.11 mm ve kemiklesme yiizdesi ortalama 31.54+3.86 olarak
olctldii (Cizelge 4.13). Grup-II° ye ait ulna‘larin total kemik uzunlugu ve kemiklesme
sergileyen bdlge uzunlugu verileri, tim gruplarla karsilagtirildiginda sayisal farkliliklar
istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p<0.05). Kemiklesme yiizdeleri verileri ise
kontrol haricindeki diger gruplardaki veriler ile karsilastirildiginda sonuglarin

istatistiksel olarak herhangi bir farklilik tespit edilemedi (Sekil 4.14), (p>0.05).

Grup-11I Bulgular:: Bu grupta da 10 adet fetiis {izerinde 20 adet ulna incelendi.
Olgiim alman ulna‘larn total kemik uzunlugu bu grupta ortalama 3.99+0.22 mm oldugu

belirlendi. Bununla birlikte yine bu grupta incelemeye alinan ulna‘larda kemiklesme
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sergileyen bolgelerin ortalama uzunlugu 1.27+0.14 mm ve kemiklesme yiizdesi
ortalama 30.104+4.65 olarak hesaplandi (Cizelge 4.13). Grup-IlI‘e ait ulna‘larin total
kemik uzunlugu, kontrol ve grup-I verileri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
herhangi bir farklilik yoktu (p>0.05). Ancak, grup-II verileri ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05). Bununla birlikte, kemiklesme sergileyen bolge
uzunlugu verileri grup-I hari¢ diger gruplardaki veriler ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli iken (p<0.05), kemiklesme ylizdeleri verileri sadece kontrol

ile istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (Sekil 4.14), (p<0.05).
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Sekil 4.14. Ulna‘lara ait verilerin degisimleri (n=20). A) Total kemik uzunlugu, B) Kemiklesme
sergileyen bolge ortalama uzunlugu, C) Kemiklesme yilizde orani. Veriler, ortalama +
standart sapma olarak gosterilmistir (One-Way ANOVA). ****; istatistiksel olarak anlamli
(p<0.0001).

Ulna kemiklerinde kemiklesmenin central alaninda yogun olarak meydana
geldigi ve bu alanlarin kirmizi renk ile boyandigi gozlendi. Ulna kemiklerinin ug
kisimlari incelendiginde kirmizi rengin azaldig1 ve geriye kalan bu kemik alanlarinin
kikirdak yapida ve mavi renk ile boyandigir gozlendi (Sekil 4.13). Ulna kemiklerinin
distal ve proksimal uclarina dogru kemiklesmelerin kayboldugu ve bu bdlgelerde
kikirdak yikiminin tamamlanmasina bagli olarak siyaha yakin (kirmizi ve mavi
karigimi) bir rengin olustugu goézlendi. Bu alanlar yapilan dlgiimlerde kemiklesmeye
dahil edildi.
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Fetiislerin ulna kemiklerinde kemiklesme alanlar1 makroskopik incelendiginde,
kontrol grubundaki ulna‘lar diger gruplardaki ulna‘larla karsilastirildiginda total kemik
uzunlugu en kisa, kemiklesme sergileyen bdlge uzunlugu en dar alanda ve kemiklesme
yiizde oranlarinin en diisiik degerlerde oldugu tespit edildi. Bu verilerden, yiiksek

frekansli RF-EMA‘nin ulna kemiginin gelisimine olumlu ydnde katki sagladigi

sonucuna varildi.

Cizelge 4.13. Ulna‘lara ait verilerin gruplar arasinda dagilimlar.

Total Kemik Sergileyen Bolge Kemiklesme Yiizde
p 0
Uzunlugu (mm) Uzunlugu (mm) Oram (%)
Gruplar N Ortalama+SS Ortalama+SS Ortalama+SS
(Min-Max) (Min-Max) (Min-Max)
Kontrol 20 3.83+0.23¢ 1.07+0.11b<4d 22.90+3.59b¢4d
(3.38-4.18) (0.88-1.26) (17.62-31.21)
Grup-I 20 3.98+0.20° 1.27+0.11%¢ 30.45+4.58%
(3.59-4.30) (1.08-1.55) (22.99-38.76)
Grup-1I 20 4.27+0.20%4d 1.54+0.112P4d 31.54+3.86%
(3.86-4.54) (1.31-1.71) (21.34-36.41)
Grup-III 20 3.99+0.22¢ 1.2740.142¢ 30.10+4.65%
(3.58-4.39) (0.88-1.48) (25.37-42.94)
P’ 0.000 0.000 0.000

Kemiklesme

*One-Way ANOVA; p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
a: Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda anlamhidir.

b: Grup-I ile karsilastirildiginda anlamhdr.

c: Grup-1l ile karsilastirildiginda anlamhdur.

d: Grup-Ill ile karsilastirldiginda anlamlidir.

4.3.4. Arka Ekstremite Kemiklerin Morfolojik Bulgular:

Arka ekstremite; femur, tibia ve fibula kemikleri tizerinde dl¢iimler yapildi.
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4.3.4.1. Femur’larin Morfolojik Bulgular:

Kontrol Grubu Bulgulari: Bu gruba ait 10 adet fetiis iizerinde 20 adet femur
incelendi. Ol¢iim alman femur‘larin total kemik uzunlugu ortalama 3.26+0.17 mm
oldugu hesaplandi. Bununla birlikte bu gruptaki femur‘larin kemiklesme sergileyen
bolge ortalama uzunlugu 0.75+0.06 mm ve ortalama kemiklesme ylizdesinin ise
16.97£1.98 olarak 6l¢iildi (Cizelge 4.14). Kontrol grubuna ait tim femur verileri diger
gruplarin verileri ile karsilastirildiginda sonuglarin istatistiksel olarak anlamli oldugu

belirlendi (Sekil 4.15), (p<0.05).

Grup-I Bulgulari: Bu gruba ait 10 adet fetiis tizerinde 20 adet femur incelendi.
Olgiim alman femur‘larm total kemik uzunlugu bu grupta ortalama 3.67+0.19 mm
oldugu hesaplandi. Ayn1 zamanda bu gruptaki femur‘larin kemiklesme sergileyen
bolgenin ortalama uzunlugu 0.96£0.09 mm ve kemiklesme ylizdesi ortalama
22.93+£2.49 olarak olgiildii (Cizelge 4.14). Grup-I‘deki femur‘lara ait total kemik
uzunlugu ve kemiklesme yiizdeleri verileri, kontrol verileri ile karsilastirildiginda
istatistiksel ~olarak anlamli iken (p<0.05), diger gruplardaki veriler ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). Bununla birlikte,
kemiklesme sergileyen bolge uzunlugu verileri grup-11I hari¢ diger gruplardaki veriler
ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (Sekil 4.15),
(p<0.05).

Grup-1I Bulgulari: Bu gruba ait 10 adet fetiis iizerinde 20 adet femur incelendi.
Bu grupta 6l¢tim alinan femur‘larin uzunlugu total kemik uzunlugu ortalama 3.80+0.23
mm oldugu belirlendi. Bu grupta incelemeye alinan femur‘larda kemiklesme sergileyen
bolgelerin ortalama uzunlugu 1.15+40.10 mm ve kemiklesme yiizdesi ortalama
24.55+1.56 olarak hesapland: (Cizelge 4.14). Grup-II‘ye ait femur total kemik uzunlugu
ve kemiklesme ylizdesi verileri grup-I haric diger gruplardaki veriler ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05). Bununla
birlikte, kemiklesme sergileyen bdlge uzunlugu verileri diger tiim gruplardaki veriler ile

karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (Sekil 4.15), (p<0.05).

Grup-III Bulgulari: Bu gruba da 10 adet fetiis iizerinde 20 adet femur

incelendi. Ol¢iim alinan femur‘larin total kemik uzunlugu bu grupta ortalama 3.53+0.15
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mm oldugu hesaplandi. Diger taraftan yine bu grupta incelemeye alinan femur‘larda
kemiklesme sergileyen bolgelerin ortalama uzunlugu 0.91+0.06 mm ve kemiklesme
yiizdesi ortalama 21.83+2.37 olarak olgiildii (Cizelge 4.14). Grup-Ill‘e ait tim femur
verileri grup-I hari¢ diger gruplardaki veriler ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak

anlamli oldugu tespit edildi (Sekil 4.15), (p<0.05).
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Sekil 4.15. Femur‘lara ait verilerin degigimleri (n=20). A) Total kemik uzunlugu, B) Kemiklesme
sergileyen bolge ortalama uzunlugu, C) Kemiklesme yiizde orani. Veriler, ortalama +
standart sapma olarak gosterilmistir (One-Way ANOVA). ***; istatistiksel olarak anlamli
(p<0.001), ****; istatistiksel olarak anlamli (p<<0.0001).

Incelenen tiim femur kemiklerde kemiklesmenin basladigi  gdzlendi.
Kemiklesme corpus femoris‘in centralinde daha yogun oldugu ve bu alanin kirmizi
renge boyandigi gozlendi. Distal ve proksimal uglara dogru ilerleyen kemiklesmede,
distal u¢ kisimda kemiklesme daha fazla oranda iken proksimal u¢ kisimda trochanter
minor, trochanter major, collum femoris ve caput femoris‘in kikirdak yapida ve mavi
renk ile boyandigi goézlendi. Benzer sekilde, extremitas distalis kisimda femur

kondilleri‘de mavi renge boyandig1 gézlendi (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Femur*lara ait goriintiiler. A) Kontrol grubu, B) Grup-I, C) Grup-II, D) Grup-III.

Makroskopik olarak incelenen tiim fetlis femur kemiklerinde kemiklesme,
kontrol grubundaki femur‘lar diger li¢ grupdaki femur‘larla karsilastirildiginda, total
kemik uzunlugunun en kisa, kemiklesme sergileyen bolge uzunlugu en dar ve
kemiklesme yiizdeleri verileri en diisiik degerlerde oldugu tespit edildi. Bu sonuglar,
femur kemiginin gelisiminde yliksek frekansli RF-EMA‘nmn  olumlu rol

oynayabilecegini gosterir.
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Cizelge 4.14

. Femur*lara ait verilerin gruplar arasinda dagilimlari.

Gruplar

Kontrol

Grup-1I

Grup-1I

Grup-11T

20

20

20

20

Kemiklesme

Total Kemik Sergileyen Bolge Kemiklesme Yiizde
. 0
Uzunlugu (mm) Uzunlugu (mm) Oram (%)
Ortalama+SS Ortalama+SS Ortalama+SS
(Min-Max) (Min-Max) (Min-Max)
3.26+0.17><4 0.75+0.06<4 16.97+1.98P¢4
(3.03-3.38) (0.66-0.90) (13.33-20.79)
3.67+0.192 0.96+0.092¢ 22.934+2 492
(3.32-3.92) (0.83-1.18) (17.80-27.61)
3.80+0.2224 1.1540.10P4d 24.55+1.56>4
(3.24-4.13) (1.01-1.46) (22.06-27.51)
3.53+0.15%¢ 0.91+0.06*¢ 21.834+2.393¢
(3.29-3.84) (0.82-1.04) (15.85-28.04)
0.000 0.000 0.000

*One-Way ANOVA; p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

a: Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda anlamhidir.

b: Grup-I ile karsilastirildiginda anlamhdr.

c: Grup-Il ile karsilastirildiginda anlamhidr.
d: Grup-Ill ile karsilastirildiginda anlamlidir.

4.3.4.2. Tibia’larin Morfolojik Bulgular:

Kontrol Grubu Bulgulari: Bu gruba ait 10 adet fetiis lizerinde 20 adet tibia
incelendi. Ol¢iim alinan tibia‘larmn total kemik uzunlugu ortalama 2.98+0.16 mm oldugu
hesaplandi. Bununla birlikte bu gruptaki tibia‘larin kemiklesme sergileyen bolge
ortalama uzunlugu 0.73+0.07 mm ve ortalama kemiklesme ylizdesinin ise 20.97+2.55
oldugu belirlendi (Cizelge 4.15). Kontrol grubuna ait tiim tibia verileri diger gruplarin

verileri ile karsilastirildiginda sonuglarin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi

(Sekil 4.17), (p<0.05).
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Grup-I Bulgulari: Bu gruba ait 10 adet fetiis lizerinde 20 adet tibia incelendi.
Olgiim alman tibia‘larin bu grupta total kemik uzunlugu ortalama 3.26+0.29 mm oldugu
hesaplandi. Aynm1 zamanda bu gruptaki tibia‘larin kemiklesme sergileyen bdlgenin
ortalama uzunlugu 1.01£0.10 mm ve kemiklesme yiizdesi ortalama 28.62+4.31 olarak
Olciildi (Cizelge 4.15). Grup-1‘deki tibia‘lara ait total kemik uzunlugu ve kemiklesme
yiizdeleri verileri, grup III verileri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
degildi (p>0.05). Ancak, diger gruplardaki veriler ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamliyd:r (p<0.05). Bununla birlikte, kemiklesme sergileyen bolge uzunlugu
verileri diger tiim gruplardaki veriler ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli

oldugu tespit edildi (Sekil 4.17), (p<0.05).

Grup-II Bulgulari: Bu gruba ait 10 adet fetiis iizerinde 20 adet tibia incelendi.
Olgiim alinan tibia‘larin bu grupta total kemik uzunlugu ortalama 3.45+0.17 mm oldugu
hesaplandi. Bu grupta incelemeye alinan tibia‘larda kemiklesme sergileyen bolgelerin
ortalama uzunlugu 1.15+£0.08 mm ve kemiklesme yiizdesi ortalama 33.38+3.19 olarak
Olciildiic  (Cizelge 4.15). Grup-lI‘ye ait tim tibia verileri diger gruplarla
karsilastirildiginda sonuglarin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (Sekil

4.17), (p<0.05).

Grup-1II Bulgulari: Bu gruba da 10 adet fetiis iizerinde 20 adet tibia incelendi.
Olgiim alman tibia‘larin bu grupta total kemik uzunlugu ortalama 3.27+0.23 mm oldugu
belirlendi. Bununla birlikte yine bu grupta incelemeye alinan tibia‘larda kemiklesme
sergileyen bolgelerin ortalama uzunlugu 0.93+0.09 mm ve kemiklesme yiizdesi ise
ortalama 28.34+2.89 olarak Ol¢iildii (Cizelge 4.15). Grup-III‘e ait tibia total kemik
uzunlugu ve kemiklesme ylizdesi verileri, grup-1 hari¢ diger gruplardaki veriler ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05). Bununla
birlikte, kemiklesme sergileyen bdlge uzunlugu verileri diger tiim gruplardaki veriler ile

karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (Sekil 4.17), (p<0.05).
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Sekil 4.17. Tibia‘lara ait verilerin degisimleri (n=20). A) Total kemik uzunlugu, B) Kemiklesme
sergileyen bolge ortalama uzunlugu, C) Kemiklesme yilizde orani. Veriler, ortalama +
standart sapma olarak gosterilmistir (One-Way ANOVA). ***; istatistiksel olarak anlamli
(p<0.001), ****; istatistiksel olarak anlamli (p<<0.0001).

Tibia kemiginde yapilan incelemede kemiklesmenin oldugu, kemiklesmenin
cogunlukla corpus tibia kisminin centralinde yogunlastigi ve bu alanin kirmizi renge
boyandig1 gozlendi. Kemiklesme distal ve proksimal u¢ kisimlara dogru ilerledigi
belirlendi. Distal u¢ kismin tamami kikirdak yapida iken, proksimal ug¢ kisimda tibia
kondilleri kikirdak yapida ve mavi renge boyandig1 gozlendi. Benzer sekilde, malleolus
medialis ve facies articularis inferior‘unda mavi renk ile boyandig belirlendi (Sekil

4.18).
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Sekil 4.18. Tibia ve Fibula ‘lara ait goriintiiler. A) Kontrol grubu, B) Grup-I, C) Grup-II, D) Grup-III.

Makroskopik olarak incelenen tiim fetiis tibia kemiklerinde kemiklesme, kontrol
grubundaki tibia‘lar diger tiim gruplardaki tibia‘larla karsilastirildiginda, total kemik
uzunlugunun en kisa, kemiklesme sergileyen bdlge uzunlugu en dar ve kemiklesme
yiizdeleri verileri en diisiik degerlerde oldugu tespit edildi. Bu veriler, fetiis tibia
kemiginin gelisiminde yiiksek frekansli RF-EMA‘nin olumlu yonde etki sagladigini

gostermektedir.
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Cizelge 4.15

. Tibia‘lara ait verilerin gruplar arasinda dagilimlar1.

Gruplar

Kontrol

Grup-1I

Grup-1I

Grup-11T

20

20

20

20

Kemiklesme

Total }(emik Sergileyen Bolge Kemiklesme Yiizde
Uzunlugu (mm) Uzunlugu (mm) Oram (%)
Ortalama=SS Ortalama+SS Ortalama+SS
(Min-Max) (Min-Max) (Min-Max)
2.98+0.16>4 0.73+0.07>4 20.97+2.55"<4
(2.52-3.15) (0.62-0.85) (14.97-25.60)
3.26+0.29%¢ 1.0120.10%¢4 28.62+4.31%¢
(2.58-3.65) (0.85-1.15) (20.28-34.41)

3.45+0.17%4
(3.11-3.70)

3.27+0.23*¢
(2.78-3.61)

0.000

1.15+0.082b4d
(0.99-1.32)

0.93+0.09* ¢
(0.68-1.09)
0.000

33.38+3.19%04
(28.01-39.01)

28.34+2.89%¢
(22.08-33.15)

0.000

*One-Way ANOVA; p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

a: Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda anlamhidir.

b: Grup-I ile karsilastirildiginda anlamhdr.

c: Grup-Il ile karsilastirildiginda anlamhidr.
d: Grup-Ill ile karsilastirildiginda anlamlidir.

4.3.4.3. Fibula’larin Morfolojik Bulgulari

Kontrol Grubu Bulgulari: Bu gruba ait 10 adet fetiis lizerinde 20 adet fibula

incelendi. Ol¢iim alman fibula‘larin total kemik uzunlugu ortalama 2.74+0.18 mm

oldugu belirlendi. Bununla birlikte bu gruptaki fibula‘larin kemiklesme sergileyen bolge
ortalama uzunlugu 0.76+0.11 mm ve ortalama kemiklesme ylizdesinin ise 24.29+3.99
olarak hesaplandi (Cizelge 4.16). Kontrol grubuna ait tiim fibula verileri diger gruplarin

verileri ile karsilastirildiginda sonuglarin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi

(Sekil 4.19), (p < 0.05).
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Grup-I Bulgulari: Bu gruba ait 10 adet fetiis tizerinde 20 adet fibula incelendi.
Olgiim alinan fibula‘larm bu grupta total kemik uzunlugu ortalama 3.03+0.21 mm
oldugu belirlendi. Ayn1 zamanda bu gruptaki fibula‘larin kemiklesme sergileyen
bolgenin ortalama uzunlugu 1.11£0.09 mm ve kemiklesme yiizdesi ortalama
34.51+£6.44 olarak olciildii (Cizelge 4.16). Grup-I‘deki fibula‘lara ait total kemik
uzunlugu ve kemiklesme sergileyen bodlge uzunlugu verileri, grup-1II hari¢ diger
gruplardaki veriler ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi
(p<0.05). Bununla birlikte, kemiklesme yiizdesi verileri grup-II hari¢ diger gruplardaki
veriler ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (Sekil
4.19), (p<0.05).

Grup-II Bulgulari: Bu gruba ait 10 adet fetiis {izerinde 20 adet fibula incelendi.
Bu grupta ol¢iim alinan fibula‘larin total kemik uzunlugu ortalama 3.28+0.17 mm
olarak hesaplandi. Bu grupta incelemeye alinan fibula‘larda kemiklesme sergileyen
bolgelerin ortalama uzunlugu 1.11+£0.10 mm ve kemiklesme yiizdesi ortalama
34.81+£3.54 olarak olgiildi (Cizelge 4.16). Grup-II‘ye ait fibula‘larin total kemik
uzunlugu verileri diger tiim gruplarin verileriyle karsilastirildiginda sonuglarin
istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05). Diger taraftan, kemiklesme
sergileyen bolgelerin uzunlugu ve kemiklesme ylizdesi verileri, grup-I hari¢ diger
gruplardaki veriler ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi

(Sekil 4.19), (p<0.05).

Grup-III Bulgulari: Bu gruba da 10 adet fetiis {lizerinde 20 adet fibula
incelendi. Olgiim alman fibula‘larin total kemik uzunlugu ortalama 3.01+0.23 mm
olarak Olgiildii. Bununla birlikte yine bu grupta incelemeye alinan fibula‘larda
kemiklesme sergileyen bolgelerin ortalama uzunlugu 0.98+0.10 mm ve kemiklesme
yiizdesi ortalama 29.73+£1.93 olarak hesapland1 (Cizelge 4.16). Grup-Ill‘e ait
fibula‘larin total kemik uzunlugu verileri, grup-I hari¢ diger gruplardaki veriler ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05). Diger
taraftan, kemiklesme sergileyen bolgelerin uzunlugu ve kemiklesme yilizdesi verileri,
diger tiim gruplarin verileriyle karsilastirildiginda sonuglarin istatistiksel olarak anlaml

oldugu tespit edildi (Sekil 4.19), (p<0.05).
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Sekil 4.19. Fibula‘lara ait verilerin degisimleri (n=20). A) Total kemik uzunlugu, B) Kemiklesme
sergileyen bolge ortalama uzunlugu, C) Kemiklesme yiizde orani. Veriler, ortalama +
standart sapma olarak gosterilmistir (One-Way ANOVA). ***; istatistiksel olarak anlamli
(p<0.001), ****; istatistiksel olarak anlamli (p<<0.0001).

Incelenen tiim fibula kemiklerinde kemiklesmenin oldugu, kemiklesmenin
govde kisminda yogunlastigi ve bu alanin kirmizi renk ile boyandigi belirlendi.
Kemiklesme distal ve proksimal u¢ kisimlara dogru ilerledigi gozlendi. Distal ve
proksimal u¢ kisimlarda fibula kondilleri kikirdak yapida olup mavi renge boyandigi
gozlendi. Benzer sekilde, extremitas distalis‘de malleolus lateralis ile extremitas
proximalis‘de caput fibulae heniiz daha kikirdak yapida olduklari i¢in mavi renk ile

boyandig1 belirlendi (Sekil 4.18).

Makroskopik olarak incelenen tiim fibula kemiklerinde kemiklesmenin 6 GHz
RF-EMA ‘ya maruziyet sonucu total kemik uzunlugu, kemiklesme sergileyen bolgenin
uzunlugu ve kemiklesme yiizde oranlarinda onemli degisimler meydana geldigi
belirlendi. Oyle ki, kontrol grubuna kiyasla RF-EMA‘ya maruz kalan gruplarda
fibula‘larin total kemik uzunlugunu daha uzun, kemiklesme sergileyen bdlge uzunlugu
daha genis ve kemiklesme yiizdeleri verileri daha yiiksek degerlerde oldugu tespit
edildi. Bu sonuglar, fibula kemiginin gelisiminde 6 GHz RF-EMA ‘nin olumlu yénde
katk1 sagladigin1 gostermektedir.
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Cizelge 4.16. Fibula“‘lara ait verilerin gruplar arasinda dagilimlari.

Total Kemik Selr{geillz;l:::s]l;;ge Kemiklesme Yiizde
l S o
Uzunlugu (mm) Uzunlugu (mm) Orani (%)
Gruplar N Ortalama+SS Ortalama+SS Ortalama+SS
(Min-Max) (Min-Max) (Min-Max)
Kontrol 20 2.74+0.18><d 0.76+0.11%c¢ 24.29+3.970cd
(2.25-3.03) (0.54-0.98) (14.81-32.65)
Grup-I 20 3.02+0.21*¢ 1.11+0.09*¢ 34.51+6.44¢
(2.57-3.39) (0.96-1.26) (24.66-49.41)
Grup-II 20 3.27+0.17%b4 1.11£0.10%b¢ 34.81+3.54%4
(2.94-3.62) (0.92-1.41) (29.55-40.96)
Grup-1II 20 3.01+0.23%¢ 0.98+0.10%¢ 29.73+1.9335¢
(2.28-3.26) (0.73-1.14) (26.37-33.33)
P’ 0.000 0.000 0.000

*One-Way ANOVA; p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
a: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamlidir.

b: Grup-I ile karsiastirildiginda anlamhidur.

c: Grup-1l ile karsilastirildiginda anlamhdir.

d: Grup-Ill ile karsilastirldiginda anlamlidr.

4.4. Neonatal Donem Bulgular

Kontrol ve Grup-II‘de geriye kalan diger 1 adet gebe disi sicanlarin normal
gebelik siirecini tamamlamak iizere normal dogum yapmast saglandi. Yavru siganlar
neonatal donem sonunda (7.giin) cinsiyet tayini yapilarak erkek ve disi sayilar ile total

yavru sayis1 tespit edildi (Cizelge 4.17).

Cizelge 4.17. Yavru siganlarda cinsiyet tayini.

Gruplar Erkek Disi Total
Kontrol 4 3 7
Grup-II 5 5 10
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5. TARTISMA

Diinya genelinde gerek cep telefonu gerekse insan yapimi RF-EMA kaynaklarin
kullanim yogunlugu, ¢esitliligi ve cografi bolge dagilimi1 giderek artig gostermektedir.
Bu cihazlarin kullanimi ile birlikte, RF-EMA maruziyetine bagli olarak immiin sistem
tizerindeki etkileri heniiz daha tam olarak bilinmemesi nedeni ile bu alanlarin saglik ve
giivenlik konusundaki risklerin degerlendirilmesinde tolare edilebilir ortak bir karar
almamamistir. Insan ve deney hayvanlari modelleri ile yapilan calismalarda bazi
kisitlamalar s6z konusudur. Bu durumun nedeni olarak, insanlarin normal yasamlarinda
EMA yayan kaynaklara maruziyet durumu ile birebir ayni ortamin tam olarak
olusturulamamasi, insan ile deney hayvanlar1 boyutlarindaki kayda deger farkliliklar,
anatomik ve postiir farklilig1, beyin yapist farklilig1 gibi ¢esitli etkenler ileri stirlilmiistiir

(115).

Caligmamizda, 6 hafta boyunca 4 saat/giin 0.083 W/kg SAR 6 GHz RF-EMA
maruziyetinin sigan kan hiicrelerinde canlilik, apopitotik (erken, gec) ve nekrotik yiizde
oranlarina etkisi RF-EMA uygulama Oncesi (kontrol) ve sonrasinda (RFR grup)
anneksin-V kiti kullanilarak flow sitometrik analiz ile degerlendirildi. Ayrica, ortalama
plazma seviyelerinde pro-inflamatuar (TNF-a ile IFN-y) ve anti-inflamatuar (IL-4 ile
IL-10) sitokin diizeylerine etkisi RF-EMA uygulama oncesi (kontrol) ve sonrasinda

(RFR grup) ELISA yontemi kullanilarak spektrofotometrik analiz ile degerlendirildi.

Caligmamizda, canli, erken apopitotik ve nekrotik hiicre yiizde oranlar1 kontrol
grubu ile RFR grubu karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit
edildi (p<0.05). Gec¢ apopitotik hiicre ylizde oraninda gruplar arasinda istatistiksel
olarak herhangi bir degisiklik saptanmadi (p>0.05).

Literatiirdeki baz1 ¢alismalarda, RF-EMA maruziyeti sonrasinda calismamiza
benzer olarak canli, apopitotik ve nekrotik hiicre oranlarinda 6nemli etkilere neden
olabilecegi belirtilmistir (116, 117). RF- EMA ‘larin hiicre canlilik, apoptozis ve nekroz
mekanizmalari lizerine etkilerinin belirlenmesinde genellikle diisiik frekansli RF-EMA
kaynaklar1 kullanilmistir. Bu dogrultuda yapilan bir ¢alismada, GSM modiilasyonlu 900
MHz RF-EMA sinyalinin Wistar siganlarin C6 beyin tiimorleri lizerindeki etkisi in vivo

olarak arastirilmistir. SAR degerlerinin 0 W/kg (kontrol), 0,25 W/kg ve 0.5 W/kg
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oldugu durumlarda, 45 dakika/giin kisitlama olmak iizere haftada 5 glin boyunca maruz
kalan siganlarda canlilik, nekrotik ve hiicre boliinmesi tizerinde higbir degisim
gostermezken, apopitotik hiicre oranlarinda SAR ‘a bagl bir azalma oldugu bildirilmistir
(118). Benzer sekilde, Skovierova H ve ark. tarafindan kablosuz gii¢ sarj sistemleri
tarafindan iiretilen EMA‘nin (87 kHz, 0,3-1,2 uT,) 30 dakika boyunca normal insan
astrositlerinde (HA) ve kanser hiicre hatlar1 (T98G ve SH-SYS5Y) iizerindeki etkisi
morfolojik ve hiicresel diizeyde arastirilmigtir. Flow sitometrik analiz yapilarak,
kontrollere kiyasla maruz kalan gruplarda HA, T98G ve SH-SY5Y‘de canli hiicre
oraninda artig gdzlenmistir. Bununla birlikte, HA, T98G ve SH-SY5Y‘de erken ve ge¢
apoptotik hiicre oranlarinda azalma saptanmistir, Ancak nekrotik hiicre oraninda

T98G*de diisiis tespit edilirken, HA ve SH-SY5Y “de artis oldugu rapor edilmistir (119).

Calismamizin aksine, bazi arastirmacilar tarafindan da farkli frekansli RF-EMA
maruziyetinin canli hiicre, apopitotik ve nekrotik oranlarinda olumsuz etkilere neden
olabilecegi ifade edilmistir (120, 121). Bu dogrultuda yapilan bir ¢alismada, 8 giin
boyunca 6 saat/giin 900 MHz RF-EMR‘ye (0.033 W/kg SAR, 26 V/m £ 9%, 0.067
A/m) maruz kalan insan fetal hiicrelerine etkisi arastirilmistir. 900 MHz RF-EMR grubu
ile maruz kalmayan kontrol grubu karsilastirildiginda, canli hiicre oranlarinda azalma,
apopitotik (erken, ge¢) ve nekrotik hiicre oranlarinda artis oldugunu tespit etmislerdir
(14). Bir baska caligmada, 935 MHz (4 W/kg + 0.16 SD SAR) RF-EMF'nin N9
mikroglial ve SH-SYS5Y no6roblastom hiicrelerinde apoptoz degisimi {izerine etkileri
incelenmigstir. Calisma sonuglarina gore, 2 saat siireyle maruz birakilan kontrol ile 24
saat silireyle maruz birakilan deney gruplar karsilastirildiginda SH-SYSY hiicrelerinde
deney grubunda canli hiicrelerin fraksiyonunda onemli bir azalma saptanirken, geg
apoptotik ve nekrotik hiicrelerin yiizdesinde 6nemli bir artis tespit edilmistir. Ancak,
erken apoptotik hiicre yiizde oraninda gruplar arasinda anlamli herhangi bir farklilik
olmadig1 rapor edilmistir (122). Benzer sekilde bir calismada da, 28 giin boyunca 1
saat/glin (0,042 W/kg SAR) 900, 1800 ve 2450 MHz elektromanyetik radyasyonlara
(EMR) maruz kalan erkek sicanlarin amigdala hiicrelerinde canli, apoptoz (erken/ge¢)
ve nekroz hiicreleri lizerine etkisi flow stometrik yontemle degerlendirilmistir. EMR
uygulamasi sonucunda, canli hiicre % oraninda maruz kalmayan kontrole kiyasla tim
EMR gruplarinda azalma gozlenirken, erken apoptoz hiicre % oran1 tim EMR

uygulamalarinda indiiklendigi ancak 2450 MHz‘ye kiyasla 900 ve 1800 MHz‘de bu

107



oranin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Diger taraftan, ge¢ apoptoz ve nekroz hiicre
% oranlarinda 900 ve 1800 MHz‘de herhangi bir degisim saptanmazken, 2450 MHz
EMR‘da kontrole kiyasla artig oldugu tespit edilmistir. Bu c¢alismanin sonucu olarak
2450MHz EMR'ye uzun siireli maruz kalma, deney hayvanlarinda stres kaynakli kaygi

benzeri davraniglarin gelismesine neden olabilecegini ifade edilmistir (123).

Calismamizda, 6 GHz RF-EMA maruziyeti erken apopitotik evrede Onemli
etkilere neden olurken, ge¢ apoptotik evrede anlamli herhangi bir degisiklik tespit
edilemedi. Ancak, 6 GHz iizerindeki frekanslarda RF-EMA‘ya akut (< 1 saat) olarak
maruz kalma, apoptozun her iki evresinde de istatistiksel olarak 6nemli etkilere neden
olabilecegi rapor edilmistir (20). Giiniimiize kadar RF-EMA maruziyeti ile ilgili yapilan
calismalarda, hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, apoptozis ve nekrozis tizerindeki
etkisine dair kesin bir kanit gdsterilememistir. Ancak, RF-EMA ile hiicre etkilesiminde
hiicrede protein, niikleik asit ve lipit yapilarinin bozulabilecegi bildirilmistir (124).
Calismamizda, yiikksek frekansli (6 GHz) RF-EMA ‘nin uzun siireli maruziyeti, si¢can
kan hiicrelerinde olumsuz herhangi bir etkiye neden olmadi. Bu durum, 6 GHz RF-
EMA‘nin immiin sistem hiicrelerinin normal fonksiyonlarini yerine getirmesinde,
hiicresel stresi regiile eden proteinlerin ekspresyonunda ve molekiillerin artisinda

onemli rol iistlenebilecegini diislindliirmektedir.

Hemostatik bir mekanizmanin saglanmasi amaciyla organizmada hiicre
populasyonunun ve doku homeostazinin korunmasi apoptozun en temel islevlerinden
birisidir (18). Hiicre icerisinde Ca** konsantrasyonundaki kontrolsiiz artis apopitotik
stirec ile iligkili iyon kanallarinda meydana gelen bozuklugu gosterir (125). Bu kanallar
icerisinde yer alan Ca”** kanallari, Ca®* akimm diizenleyerek hiicre i¢i metabolik
olaylar1 diizenlemekle islev goriirler (126). Iyon kanallarindaki islev bozuklugu
sonucunda, RF-EMA‘ya maruz kalan hiicrelerin elektrokimyasal dengesinde ve
homeostazin1 belirleyen hiicre i¢i iyonik konsantrasyonlarinda degisimler meydana
gelmektedir. Bu konuda ¢ok diisiik frekanshi (50 Hz) RF-EMA maruziyeti apoptozu
indiikleyerek hiicre i¢i Ca®* seviyelerini ve hiicre homeostazin1 degistirebilecegi dne

stiriilmiistiir (127).

Diger taraftan, hiicre membraninda yer alan katyon kanallar1 araciligi ile hiicre

igerine Ca*? girisi, potansiyel olarak gegici reseptor potansiyeli (TRP) kanallar1 ve/veya
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voltaj kapili kalsiyum kanallar1 (VGCC) tarafindan gergeklesir (128). Bu kanallar
dogrudan plazma zarinda Ca*? kanallar1 gibi davranmakta ve hiicre icerisine Ca*?
girisini modiile etmektedir. Aktive olan TRPV1 kanalindan hiicre icerisine Ca*? artis1 ile
apoptoz, inflamasyon ve kanser gibi olaylarin patolojik siireclerinin gelisimine yol acar
(129). Yukaridaki bilgiler goz oniine alindiginda ¢aligmamizdaki apoptotik ve nekrotik
hiicre oranlarindaki diisiisiin bir nedeni olarak, 6 GHz RF-EMA ‘nin TRP kanallarin1 ve

VGCC aktivasyonunu indiikleyebilecegine isaret etmektedir.

Caligmamizda, pro-inflamatuar sitokin diizeylerine 6 GHz (0.083 W/kg SAR)
RF-EMA uygulamasinin etkisi incelendiginde, RFR grubundaki TNF-a verileri ile IFN-
v verileri, kontrol grubuna kiyasla plazma konsantrasyonlarinda artis oldugu gozlendi.

Her iki grup arasinda ortaya ¢ikan farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit

edildi (p<0.05).

Gilintimiizde 5G sistemlerin yayginlasan kullanimi ile bu sistemlerden yayilan
RF-EMA‘larin sitokin diizeylerine iizerindeki etkileri konusunda yapilan caligsmalar
simirli sayidadir. Bununla birlikte RF-EMA kaynakli inflamatuar yanitlarin immiin
sistem fonksiyonlar1 tizerindeki olumlu/olumsuz etkilerine iligskin tartisma heniliz daha
¢oziilebilmis degildir. Ciinkii immiin sistem hiicreleri dogal olarak g¢evresel kaynakli
cesitli pertiirbasyonlara uyum saglayabilmesi nedeniyle insan kaynakli RF- EMA ‘larin

hangi degerlerini tolere edebilecegini bildiren caligmalar yeterli degildir (1).

Bu konuda farkli degerlerdeki (900-1800-2450 MHz) RF- EMA maruziyetinin
pro-inflamatuar sitokinler tizerindeki yanitlar1 arastirilmistir. Siganlar (n=24) 900 MHz
(0,59 mW/kg SAR), 1800 MHz (0,58 mW/kg SAR) ve 2450 MHz (0,66 mW/ kg SAR)
frekanslarinda mikrodalga (MD) radyasyona, gigahertz enine elektromanyetik (GTEM)
odasinda 60 giin boyunca 2 saat/giin ve 5 giin/hafta maruz birakilmistir. Hipokampal
siipernatanlarda MD‘ye maruz birakilan hayvanda TNF-o ve IFN-y seviyelerinde, 900
ve 1800 MHz gruplarindaki degerlerine kiyasla 2450 MHz grubunda Onemli
Olclide artis oldugu bildirilmistir (130). Baska bir calismada 2.45 GHz (0.4060 W/kg
SAR) RF-EMA'nin ince ve kaba siyah karbon (BC) parcaciklar ile birlesik etkisi
incelenmistir. RAW 264.7 hiicre hatti makrofajlarinda hiicre hasarma ve inflamatuar
tepkiye neden olup olmadigini analiz edilmistir. Calismanin 24. saatinde EMA ve

BC'nin birlesik etkisi yoluyla TNF-a'nin artisina neden oldugunu ve apopitozu aktive
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ederek hizlandirdig1 rapor edilmistir (26). Diger bir ¢alismada siganlarda inflamatuar
yanit iizerine 1966.1 MHz (2 ve 0.36 W/kg SAR) RF-EMA maruziyeti 16 hafta
boyunca 2 saat/giin arastirtlmistir. RF-EMA‘nin  dolasimdaki TNF-o seviyesini
istatistiksel olarak kayda deger arttirdig1 bildirilmistir (131).

Benzer sekilde ¢alismamizda da 6 GHz (0.083 W/kg SAR) RF-EMA pro-
inflamatuar TNF-a ve IFN-y sitokinlerin sentezini 6nemli Ol¢lide artirdigi gozlendi.
Bulgularimiza gore, 6 GHz RF-EMA etkisi ile immiin sistemin etkilenebilecegi ve pro-
inflamatuar sitokinlerin ekspresyonunun desteklenebilecegi sdylenelebilir. Ote yandan,
RF-EMA‘larin pro-inflamatuar sitokinlerin indiiklenmesinde 6nemli bir aktivasyona

sahip olmadigini bildiren ¢alismalarda mevcuttur (25, 132).

Bu konuda, RF- EMA ‘larin insan immiin hicreleri tizerindeki in vitro etkileri
kapsaminda yapilan bir ¢alismada (1950 MHz, 1 mW/g SAR), insan kan hiicreleri
tizerinde, aralikli modda ve 8 saat siire boyunca maruziyet gergeklestirilmistir. Hiicre igi
TNF-a ve IFN-y diizeylerinde olumlu/olumsuz etkilere neden olmadigi bildirilmistir
(132). Diger taraftan, RF-EMA maruziyetinin edinsel immiin yanitin modiilasyona
etkisi arastirilmistir. Bu ¢alismada, fare modeli (n=10) kullanilarak denekler 2450 MHz
(0,478 W/kg SAR) RF-EMA'ya maruz birakilmistir. Deney grubunun TNF-a ve IFN-

v diizeyleri kontrol grubuna kiyasla 6nemli dl¢iide azaldig: bildirilmistir (25).

Calismamizda TNF-a ve IFN-y diizeylerindeki artislarin nedeni olarak,
uygulanan RF-EMA‘nin  frekans ve  maruziyet siiresine  bagimliliktan
kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir. Ote yandan, TNF-o ve IFN-y diizeylerindeki
artisin direkt ve sadece RF-EMA ‘nin etkisi ile olmayabilecegi, bu kaynaklarin yarattigi
emosyonel stresin de katkisinin olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica elde ettigimiz
bu sonuglar, frekans ve siire ile iligkili olarak immiin sistemin diger stresor faktorler
varhiginda RF-EMA‘ya adapte olmasina bagh olarak gelismis olabilecegini
diisiindiirmektedir. Ciinkii RF-EMA etkilesiminde cesitli cevresel faktorler (giirtilti,
aydinlik/karanlik, 1s1 vb.) deneklerde stres kaynakli davranmiglarin gelisiminde etkili
olabilmektedir. Bu dogrultuda cep telefonu kaynakli RF-EMA ‘larin neden olabilecegi
potansiyel zararlar lizerine yogunlasilan bir ¢calismada basta kanser olmak iizere yiiksek

tansiyon, stress, hafiza kaybi gibi saglik sorunlarina yol agtig1 bildirilmistir (133). Bu
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sonuglardan, RF-EMA ile pro-inflamatuar sitokinlerin etkilesimlerinin, immiin sistemi

modiile edici etkisi tartismalidir.

Calismamizda, ELISA yontemi kullanarak kontrol ve 6 GHz (0.083 W/kg SAR)
RF-EMA‘ya maruz kalan siganlarinda anti-inflamatuar sitokinlerin (IL-4 ve IL-10)
plazma diizeyleri karsilastirildi. IL-4 ve IL-10‘nun ortalama plazma konsantrasyonlari
gruplar arasinda karsilastirildiginda, istatistiksel olarak kayda deger herhangi bir
degisiklik saptanamadi (p>0.05). Verilerimiz, 6 GHz RF-EMA maruziyetini takiben,
anti-inflamatuar yanitlar iizerinde 6nemli etkilere neden olmadigini gostermektedir.
Calismamiza benzer olarak bazi ¢alismalarda RF-EMA'nin IL-4 ile IL-10 diizeylerinde
herhangi bir degisime neden olmadig1 gosterilmistir (134, 135).

Bu dogrultuda yapilan bir ¢aligmada, T hiicresine 2.14 GHz (0,2 W/kg SAR)
RF-EMA‘nin etkisini belirlemek amaciyla yapilan calismada serum IL-4 protein
konsantrasyonlarinda herhangi bir degisim olmadigini bildirilmistir (136). Baska bir
calismada, 900 MHz (0,13 W/kg SAR) RF-EMA ‘nin sican lenfosit alt grup yiizdelerine
ve lenfositler lizerindeki aktivasyonuna etkisi arastirilmistir. Calismada, siganlar
sirastyla 1 ve 4 hafta boyunca haftada 5 giin siireyle 30 dakika/giin RF-EMA ‘ya maruz
birakilmistir. Hem serum IL-4, IL-10‘nun diizeylerinde ve hem de serum TNF-a ve
IFN-y‘nun diizeylerinde, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli herhangi bir
degisiklik olmadig1 gozlenmistir (137). Son zamanlarda deneklerin bagisiklik sistemi
tizerine RF-EMA ‘lerin arastirildigi bir ¢alismada, 900 MHz (1.194 W/kg SAR) RF-
EMA‘ye farkl siirelerde (15, 30, 45 ve 60 dakika) ve iki farkli mesafede (0 ile 5 cm)
olast etkileri aragtirilmigtir. Maruz kalan IL-10 baslangicta artis gosterdigi, ancak maruz
kalma siiresine bagli olarak azalarak kontrol grubuna yakin degerlere ulastig
gozlenmistir. Bu sonuglardan RF-EMA‘nin IL-10 yiizdesi iizerine etkisinin gecici

oldugu sonucuna varilmistir (138).

Bu sonuglar, RF-EMA‘larin anti-inflamatuar sitokinlerin ekspresyonunda ve
inflamatuar reaksiyonlarin fizyolojik fonksiyonunun diizenlenmesinde 6nemli rollere
sahip olmadigimmi gostermektedir. Bununla birlikte, RF-EMA ile anti-inflamatuar
sitokinlerin etkilesimlerinin immiin sistemi modiile edici etkisi tartismalidir. Cilinkii baz1
aragtirmacilar tarafindan RF-EMA maruziyeti kaynakli anti-inflamatuar sitokin

diizeylerinde olumsuz etkilere neden olabilecegi bildirilmistir (139, 140).
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Bu dogrultuda yapilan bir ¢alismada, asir1 diisiik frekansli EMA‘nin (50 Hz)
giinliik farkli manyetik aki yogunluklarinin (1, 100, 500 ve 2000 uT) insan serum
albiimini (HSA) enjekte edilen siganlarda pro ve anti-inflamatuar sitokin {izerine etkisi
arastirillmistir. Calismada HSA enjekte edilen ve 60 giin boyunca maruz birakilan
denekler, On stimiilasyon ve stimiilasyon sonrasi olmak iizere iki asamada
degerlendirilmistir. IFN-y ve IL-4 serum seviyeleri de sadece 100 uT'ye maruz kalan
sicanlarda On stimiilasyon asamasina gore Onemli dl¢iide azaldigi bildirilmistir (141).
Baska bir ¢alismada, diisiik frekansli EMA'nin (50 Hz) anti-inflamatuar sitokin tiretimi
tizerindeki modiilator etkileri arastirilmistir. Hem THP-1 monositleri hem de THP-1
makrofajlar1 kullanilarak 2, 3 ve 6 saat siireyle maruziyetin IL-10 sitokin protein

konsantrasyonda zamana bagli olarak azalma meydana geldigi ifade edilmistir (142).

Gilniimiize kadar yapilan ¢aligmalarda farkli prosediir ve yontemler kullanilarak
uygulanan RF-EMA kaynaklarina maruziyetin, immiin sistemi {iizerine etkilerinin
belirlenmesinde heniiz tam olarak kesin sonuglar elde edilememistir. Calismamizda pro-
inflamatuar sitokinlerin diizeylerindeki degisikliklerin muhtemelen deney hayvanlarin
viicutlarinda yerel bazi1 reaksiyonlarin etkisi sonucu gelismigs olabilecegini
diisiindiirmektedir. Ciinkii ¢alismamizda maruziyet gruplardaki sicanlarin ¢ogunda
zaman igerisinde cilt yara olusumu gozlendi. Bu konuda RF-EMA maruziyetinin hem
akut ve kronik yaralardaki inflamatuar faktorlerin modiilasyonunda 6nemli etkiye sahip
olabilecegi rapor edilmistir (143). Calismamizda, anti- inflamatuar sitokinlerin
diizeylerinde herhangi bir degisim olmamasinin bir nedeni olarak da uyguladigimiz 6
GHz RF-EMA‘nin diisiik SAR degerinin (0.083 W/kg) 5G i¢in International
Commission on Non-ionizing Radiation Protection (ICNIRP)‘nin miisaade edilen deger

araligina (113) uyumlu olmus olmasindan kaynaklanabilecegini diistinmekteyiz.

Calismamizda RF-EMA uygulamasi siiresince takip edilen erkek si¢anlarin
viicut agirliklarinda zaman icerisinde kayda deger diisiis saptanirken (ilk {i¢ hafta) daha
sonraki haftalardaki normal viicut agirliklart degisimlerinin diizeldigi belirlendi.
Yapilan ol¢iimlerde ilk hafta disinda her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml
herhangi bir degisiklik saptanamadi (Cizelge 4.1). Disi si¢anlarin viicut agirliklar ise ilk
3 haftaya kadar diizenli artis gosterirken, 3-4. hafta araliginda her iki gruptaki tim

deneklerin agirlik ortalamalarinda diislis gozlendi. Daha sonraki haftalarda normal
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gelisimlerin diizeldigi gozlendi. Disi sicanlarin tiim haftalik ortalama verileri her iki
grup arasinda karsilagtirildiginda istatistiksel olarak Onemli herhangi bir degisiklik
saptanamadir  (Cizelge 4.2). Deney hayvanlarimin viicut agirliklarindaki  bu
degisikliklerin muhtemelen RF-EMA uygulamasinin ortamda yaratttigi bazi stres
faktorlerinin etkisi ile kilo kaybina ugradiklarini son haftalarda ise toparlanarak ortama
adapte olduklarmi diisiindiirmektedir. Kontrol ve diger gruplarda gozlenen agirlik
degisimleri dogal siire¢ olarak degerlendirildiginde, 6 GHz RF-EMA ‘nin si¢anlardaki
agirlik artislarina herhangi bir etkisinin olmadigl sonucuna varildi. Bununla birlikte, 6
GHz RF-EMA uygulamasi deney hayvanlarinin organ agirliklart tizerinde de (karaciger
dokusu disinda) Onemli degisiklere neden olmadi (Cizelge 4.3). Calismamizi

destekleyen bir ¢ok calismalar mevcuttur (144, 145).

Calismamizin son asamasinda, 6 GHz (0.054 W/kg SAR) RF-EMA ‘nin sigan
fetal gelisim silirecinde kemik gelisimi iizerine etkisi arastirildi. Glinlimiizde gebelik
doneminde anneler hemen her ortamda cesitli RF-EMA kaynaklarima maruz
kalmaktadirlar. RF-EMA‘larin canlilara etkisi bariz olmakla birlikte bu etki
mekanizmalarinin her frekans i¢in aynm1 olmadigi, farkli etkilesimlerinin de bulundugu
bilinmektedir (146). Diinya genelinde 5G teknolojik iiriinlerden faydalanma s6z konusu
oldugu i¢in bu sistemlerden yayillan radyasyonlara maruz kalmamis bireylerin

bulunmasi neredeyse miimkiin degildir.

RF-EMA‘larin kemik olusumu ve yapisi iizerine etkilesimine iliskin yapilan
bir¢ok caligmada farkli mekanizmalar gosterilmistir. Yapilan bu calismalarda etkilesim
mekanizmalari, fiziksel-fizyolojik siire¢, hiicresel-molekiiler siiregler ve kemik
metabolizmasina etki sekli ile osteogenezisi uyarma mekanizmalar1 agiklanmistir (146,
147). Eriskin donem 6ncesi kemik gelisiminin metabolik aktivitesinde, yapim olaylari
yikimdan daha baskin durumda iken, gelisme ¢aginda normal kemik yapinin
modellenmesi ve erigkin donemde baslayip yasam boyu devam eden denge durumu so6z
konudur. Bu denge kemikte osteoblast ile osteoklast aktivitelerinin esgiidiimlii olmasi
ile miimkiin olabilmektedir (148). Aksi durumda kemik biiyiime faktorlerinde ve
hormonlarda bazi degisimler ortaya c¢ikar. Bu durum sonucunda osteoblast ve

osteoklastlarin aktivitelerinde dengesizlikler, iskelet sisteminde kemik kiitlesinin
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azalmas1 (osteoporoz) ya da artmasi (osteopetroz) ile karakterize bazi anomallik

durumlarin ortaya ¢ikisina neden olabilmektedir.

Fetal gelisim, elektromanyetik radyasyonlara karsi gelisimin en hassas oldugu
asamalarindan birisidir. Clinkii prenatal donemde doku gelisimi ve organogenez zararl
ajanlara kars1 yetiskinlerden daha fazla etkilenmektedir. RF-EMA uygulamalarinda
bir¢ok farkli parametre (SAR, modiilasyon tipi, frekans vb.) fetal gelisimde dogrudan
etkili olmaktadir. RF-EMA maruziyet periyotlarina bagli olarak bu donemde farkli
sonuglar ortaya cikmaktadir (149, 150). Maruziyeti takiben insan hamileliginin en
yaygin komplikasyonlar1 olarak, embriyonik gelisimin durmasi, embriyo/fetal dliimler,
bliylimede azalma, diisiikk/erken dogumlar, malformasyonlar veya neonatal Olim

olaylart meydana gelmektedir (149, 150).

Bu bilgiler 1s181inda ¢alismamizda 6 GHz RF-EMA ‘nin fetal gelisim siirecinde
kemik gelisimi iizerine etkilerini incelenmeye deger bulduk. Calismamizin bu
asamasinda 6 GHz (0.054 W/kg SAR) RF-EMA ‘nin, gestasyonel donemin 18. giiniinde
alan prenatal fetiislerde; toplam sayi, agirlik (g), bas-kuyruk (mm), parietal-parietal
(mm), oksipital-frontal uzunluklar1 (mm) ve ekstremite kemiklerde kemiklesme {izerine

etkisi morfolojik olarak degerlendirildi.

Gebe siganlara yapilan sezeryan isleminden sonra alinan her bir fetiisiin normal
gelisimini (organogenez) tamamladig1 gozlendi. Gestasyonel donemde tiim gruplardaki
2 adet gebe disi sicandan alinan tiim fetiislerde; total agirlik, bas-kuyruk, oksipital-
frontal ve parietal-parietal uzunluk ortalama veriler, gruplar arasinda karsilastirildiginda
sonuglarin istatistiksel olarak pozitif yonde anlamli bir artis oldugu tespit edildi
(p<0.05). Verilerimize gore, 6 GHz RF-EMA uygulamasinin fetal gelisime énemli katki

sagladigi sdylenebilir.

Calismamiza benzer olarak literatiirde RF-EMA ‘larin prenatal donem {iizerinde
cesitli etkilerinin arastirildigi bazi calismalarda, RF-EMA ‘nin fetal gelisimi kayda deger
destekleyebilecegi rapor edilmistir (109, 151-153).

Bu dogrultuda yapilan bir ¢alismada, farelerde dogum 6ncesi gelisim iizerindeki
88.5 ve 950 MHz frekans araligindaki RFR‘nin olas1 etkileri arastirilmustir. iki gruba
ayrilan on iki ¢ift fare, farkli giic yogunluklarma (168 nW/cm? ile 1053 nW/cm?) sahip

114



bdlmelere yerlestirilerek RFR uygulamasina maruz birakilmigtir. Bu farelerden toplanan
on sekiz adet yeni dogan yavrular makro ve mikroskobik olarak incelenmistir. Maruz
kalan gruptaki farelerde bir taraftan yenidogan sayisinda ilerleyici bir diisiis
gozlenirken, diger taraftan bazilarinda geri doniisii olmayan kisirlik tespit
edilmistir. Ancak, yeni doganlarin dogum Oncesi viicut agirhigi, bas-ki¢ uzunlugu,
sakral, lomber ve koksigeal omur sayisinda herhangi bir anormal gelisimin olmadigini

bildirmislerdir (154).

Gergeklestirilen bir baska c¢alismada da erigkin disi si¢anlar 915 MHz
frekansinda mikrodalga (MD) radyasyona (3.57 W/kg SAR) maruz birakilmistir.
Sicanlar gebeliginin 1. gilinlinden 21. gilinline kadar 6 saat/glin maruziyeti
takiben malformasyon hizi, rezorpsiyon hizi, ortalama yavru boyutu, fetal agirlik ve
canli/6lu fetiis sayilarinda 6dnemli teratojenik belirtilerin olmadig1 Jensh ve ark. (1982)

tarafindan rapor edilmistir (155).

Bagka bir ¢alismada da, gebe fareler gebeligin 6. giiniinden 17. giiniine kadar
100 dakika/giin 2450 MHz (CW, 28 mW/cm?) EMA‘ya maruz birakilmistir. Gebe
farelerde gebelik insidansi ve canli, 6lii, rezorbe ve total fetiis sayilarinda kontrole
kiyasla herhangi bir degisim olamadigi ancak, alinan fetiislerin (18. giinliik)
agirliklarinda diistis oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica uygulanan EMA maruziyetinde
sadece minor iskelet degisimlerinde artis oldugu Berman ve ark. (1982) tarafindan

gbzlemlenmistir (153).

Konuyla ilgili yapilan bagka bir calismada da Berman ve ark. (1992) gebe
sicanlart gebeligin 1. giliniinden 19. giliniine kadar 22 saat/giin farkli SAR
prosediiriindeki (0,07- 2,4- 4,8 W/kg) 970 MHz MD‘ya maruz birakmistir. Calismada
embriyo mortalitesi, fetal agirlifi, annenin dogurganligi ve iskelet kemiklesmesi
degerlendirilmistir. 4,8 W/kg SAR ile maruz kalma durumunda, kontrole kiyasla fetal
agirliginda ortalama %12°lik bir azalma oldugu fakat incelenen diger tiim parametreler

tizerinde 6nemli 6l¢iide farklilik olmadig: bildirilmistir (156).

Cesitli seviyelerde RF-EMA‘lara maruziyetin embriyonik veya fetal gelisim
izerine her ne kadar olumsuz etkisi olmadigini bildiren ¢alismalar ¢ogunlukta olsa da

ikna edici bir kanit heniiz daha yoktur. Calismamizda prenatal fetiislerin total viicut
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agirliklar ile boy uzunluklarinda kontrol grubundan diger maruz kalan gruplara dogru
artis oldugu, tiim gruplar arasinda olusan bu farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli
oldugu saptanmistir (Cizelge 4.8). Bulgularimiz, 2.45 GHz RF-EMA‘ya maruz kalan
gebe siganlarda prenatal fetiis iizerindeki etkilerine iliskin yakin zamanda yaptigimiz
diger calismamizin  verilerini  desteklemekteyken (109) Sangun O ve
arkadaslarinin 2.45 GHz'lik bir EMA‘nin prenatal biiyiime ve gelismesi {izerindeki
etkilerini arastirdiklar1 ¢alismasii desteklememektedir (157). Bu tiir calismalar
arasindaki bu belirgin farkliliklarin nedeni olarak; uygulanan RF-EMA ‘larin frekans ve
SAR degeri, maruziyet siiresi, deney hayvanlarda bireysel farkliliklar ve ¢evresel stres
faktorlerinin katkisinin olabilecegi gosterilebilir. Bu konu iizerine yogunlasilan birkag
calismada da RF-EMA maruziyetinin baz1 karakteristik baglantilarla saglik riskini
artirdigina dair bulgular rapor edilmesine ragmen, yapilan bazi epidemiyolojik
calismalarda gebelik ile iliskili dogrudan bir baglanti kurulamadigr da acgik¢a ifade
edilmistir (155, 158). Genel bir bakisla sdylenecek olunursa, RF-EMA ‘larin gebelikte
embriyo veya fetal gelisim tlizerine giiclil bir yan etkisi olmadigi, bununla birlikte, zay1f
RF-EMA etkisinin zor anlasilan yanlari ve organizmanin duyarliligi {izerine ek

caligsmalara gereksinim duyulmaktadir.

Calismamizda 6 GHz (0.054 W/kg SAR) RF-EMA‘nin kemik gelisimi iizerine
ile fetiislerde iskelet sisteminin ortaya c¢ikarilmasi ve gelisim diizeyleri
belirlenebilmektedir (159). Bu baglamda c¢alismamizda Inouye‘un (1976) metodunu
kullanarak, fetiislerde iskelet sisteminin kikirdak kisimlar1 Alcian blue, kemik kisimlari

ise Alizarin red ile boyalanmasi saglanarak ortaya ¢ikarildi (160).

Prenatal donemde alman tiim fetiisler i¢in ikili iskelet boyama yontemi
kullanilarak 6n ve arka ekstremite kemikleri ortaya ¢ikarildiktan sonra tiim kemiklerde;
total kemik uzunlugu (mm), kemiklesme sergileyen bolge (mm) ve kemiklesme yilizde
orant (%) hesaplandi. Bulgularimiz, bu konuda daha once ikili iskelet boyama yontemi
kullanilarak yaptigimiz RFR‘nin kemik gelisimi lizerine etkilerini degerlendirdigimiz

onceki ¢alisma sonuglariyla uyumluydu (109).

Calismamizda, 6 GHz RF-EMA ‘nin sigan fetiislerinin 6n (Clavicula, Scapula,

Humerus, Radius ve Ulna) ve arka (Femur, Tibia ve Fibula) ekstremitelerindeki biitiin
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kemiklerin; total kemik uzunluklari, kemiklesme sergileyen bolgelerin uzunluklart ve
kemiklesme yiizde oranlar1 verileri kontrol grubu ve diger tiim gruplar arasinda
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artis saptanmistir (Cizelge 4.9 - Cizelge
4.16), (p=0.000).

Yaptigimiz detayl literatiir arastirmasinda iskelet boyama yontemi kullanilarak
RF-EMA ‘larin iskelet sistemi iizerinde olas1 etkilere neden oldugu ve kemik kikirdak
oranlarinin Olgililerek degerlendirildigi ¢ok sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir (144,
161). Calismamiza benzer olarak gergeklestirilen bir ¢alismada, RF-EMA ‘nin fare fetiis
tizerindeki teratojenik etkileri arastirilmistir. Disi fareler gebelik siiresince giinliik 15 dk
araliklarla 45 dakika boyunca RF sinyallerine (2.0 W/kg SAR) aym anda maruz
birakilmistir. Maruziyet gruplarindaki 18 giinliik prenatal fetiislerde iskelet kusurlari,
bliylime geriligi, kafa bliytkliigiindeki degisiklikler ve diger morfolojik anormallikler
(i¢/d1s organ) agisindan herhangi bir olumsuz etkiye yol agmadig1 Lee ve ark. (2009),
tarafindan rapor edilmistir (162).

Bir bagka calismada gebe fareler embriyonik gelisimin gerceklestigi prenatal
donemde 5 giin boyunca 6 dk/giin siireyle yayilan 900 MHz (0,6-0,94 W/kg SAR)
RFR‘ye maruz birakilmistir. Maruz kalan gruplardaki gebe farelerin fetiislerinin fetal
gelisiminde ve kemik olusumu (kraniyal kemikleri ossifikasyonu, gogiis kafesi
kaburgalar1 ossifikasyonu ve Meckel kikirdagl) {iizerinde ilgili kontrollere gore
varyasyonlarin oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Ancak 900 MHz RFR‘nin fetiislerin kemik
gelisiminde meydana getirdigi bu bozukluklarin gecici oldugu ve postnatal donemde

diizeldigi bildirilmistir (163).

Konuyla ilgili Akdag ve ark. (2010) tarafindan yapilan bir calismada da 30 adet
erkek sican ilizerinde maruz kalmayan sham ve maruz kalan deney gruplarinda uzun
stireli (10 ay, 2 saat/gilin) asir1 diislik frekanslt manyetik alan (100 pT ve 500 uT) etkisi
arastirllmistir. Elde ettikleri verilerden, sican kemiklerinin ozellikle kortikal kemik
kalitesi ve kemik giiciliniin biyokimyasal 6zelliklerini etkileyebilecegi bildirilmistir. Ek
olarak, asir1 diisitk MA ‘nin kemik mineralizasyonu {izerinde etkisinin olabilecegi, fakat

MA'ni kemik yapisinin igsel 6zelliklerini etkilemedigi rapor edilmistir (164).
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Bagka bir calismada, deney hayvanlar iizerine mikrodalgalarin (CW) teratojenik
potansiyeli iizerine etkileri Berman ve ark. (1982) tarafindan arastirilmistir. Calismada,
Suriye hamsterleri gebeliklerinin 6-14. giinleri arasinda 100 dakika/gilin siireyle 20
mW/cm? PD, 2450 MHz frekansli (6 mW/g SAR) CW ile 30 mW/cm? PD, 2450 MHz
frekansli (9 mW/g SAR) CW ‘ye maruz birakilmistir. Diisitk PD ve SAR degerlerindeki
CW*nin fetal hayatta kalma, iskelet sisteminin olusumunda ve fetiis viicut agirliginda
onemli bir degisiklige yol a¢gmadigr gozlemlenmistir. Ancak, yiiksek PD ve SAR
degerlerindeki CW‘ye maruziyetin fetal rezorpsiyonlarinda artisa, iskelet sistemi

olusumunda ve fetiis agirliginda azalmaya neden oldugu bildirilmistir (165).

Bunlara ek olarak, farkli frekansli RF-EMA‘larin prenatal maruziyetine bagl
kemik gelisimi {izerine etkilerinin incelendigi birka¢ c¢alismada ossifikasyonda gerilik,
kemik mineral dokusunda minimal degisimler, iskelet bozukluklar1 ve femur

uzunlugunda artis meydana geldigi bildirilmistir (158, 166, 167).

Kemik dokusunda sistemik diizenlenme, molekiiler kontrol mekanizmalar1 ve
yeniden sekillenme tizerine bazi ¢aligmalarda g¢esitli hormon, yerel faktor ve sitokinlerin

etkili oldugu gosterilmistir (148, 168-170).

Kemiklerin gelisiminde, onariminda ve yeniden sekillenmesinde ¢esitli hiicresel
aktivitelere aracilik eden elektrik potansiyeller, kemige uygulanan yiiklere veya
deformasyona ve gerilimlere bagl olusan temel sinyallerdir. Genellikle 1 mV/cm'den
100 mV/cm'ye kadar biiyiikliikte RF-EMA kaynaklar viicutta dogal olarak bulunan ve
bircok metabolik aktiviteyi kontrol altinda tutan elektriksel yiikleri ve bunlarin
olusturdugu diisiik elektrik akimlarini indiiklemektedir. Bu kaynaklar kemik hiicrelerini
mekanik stresle ayn1 dogrultuda indiiklemekte ve kemikte yeniden sekillenme, gelisim

ve bliylime lizerine pozitif katki sagladigi bildirilmektedir (171).

Bu konuda diisiik frekansli (10 ve 90 Hz) RF-EMA‘nin kemik iyilestirici
Ozellikleri lizerine Luben ve ark. (1982) tarafindan in vitro calisma gergeklestirilmistir.
RF-EMA ‘nin hormonal sinyallesme, paratiroid hormonunun ve osteoklast aktive edici
faktoriin inhibisyonu gibi etkilerinin yani sira endotelyal hiicre proliferasyonu ve kapiler
olusumu {iizerinde uyarici etkileri olabilecegi gosterilmistir (172). Ayn1 zamanda bazi

caligmalarda EMA kaynaklar1 kemik dokusunda bir taraftan osteoblast aktivitesini
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arttirirken diger taraftan osteoklast olusumu 6nemli 6l¢iide azalttigr ve mezenkimal kok

hiicrelerin farklilasmasini destekledigi vurgulanmistir (173, 174).

Calismamizda da, immiin sistemi lizerinde 6 GHz RF-EMA etkisi ile pro-
inflamatuar sitokin diizeylerinde 6nemli artis gosterdigi tespit edildi. Buna bagl olarak,
pro-inflamatuar sitokinlerin up-regiilasyonu ile ayni zamanda kemik formasyonunda
osteoblastlarin indiiksiyonuna ve diferansiyasyonuna onemli katki saglayabilecegini

disiindiirmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Gilinlimiize kadar yapilan ¢alismalarda farkli prosediir ve yontemler kullanilarak
uygulanan RF-EMA kaynaklarina maruziyetin, immiin sistem ve kemik gelisimi {izerine
etkilerinin belirlenmesinde heniiz daha kesin sonuclar elde edilememistir. Calismamizda
6 GHz RF-EMA maruziyeti sigan kan hiicrelerinde gruplar arasinda her ne kadar 6nemli
degisiklikler saptanmig olsa da, 6 GHz RF-EMA uygulamalarinin immiin sistem
tizerinde pozitif etkilerinin oldugunu soylemek icin heniiz daha cok erken. Bu
dogrultuda daha cok sayida arastirmalara ihtiyac¢ vardir. Diger taraftan, calismamizda 6
GHz RF-EMA maruziyeti pro-inflamatuar sitokin diizeylerinde gruplar arasinda énemli
degisiklikler meydana getirse de, anti-inflamatuar sitokinler diizeylerinde herhangi bir
etkiye neden olmadi. Oysa immiin sistemin belirli bir diizen igerisinde islevlerini
gerceklestirebilmesi, pro-inflamatuar ile anti-inflamatuar sitokinlerin kendi igerisindeki
dengeli dagilimina baghdir. Yani, pro-inflamatuar sitokinlerin ekspresyonu arttiginda
buna bagli olarak anti-inflamatuar sitokinlerin inhibisyonunun artmasi gerekir. Ancak,
elde ettigimiz veriler, IL-4 ve IL-10 gibi anti-inflamatuar sitokinlerin, TNF-a ve IFN-y

gibi pro-inflamatuar sitokinlerle gii¢lii bir etkilesime sahip olmadigini goéstermektedir.

Calismamizin son asamasinda, sigan prenatal fetiislerinde kemik gelisimi iizerine
6 GHz RF-EMA uygulamasina maruz kalan gruplardaki tiim fetiislerde kemik verileri,
kontrol grubuna kiyasla 6nemli dl¢iide artis gdsterdi. Ancak, bu artiglara direk ve sadece
6 GHz RF-EMA uygulamasinin etkili olamayacagini, pro-inflamatuar sitokin
diizeylerindeki artislarinda dolayli yoldan kemik gelisimine katki saglayabilecegini

diistinmekteyiz.

Bununla birlikte, cinsiyet ve ¢esitli yas gruplarinda artan farkl frekanslarda RF-
EMA ‘lara maruziyet yogunlugu ve siiresinin insanlarda neden olabilegi olas1 saglik ve
giivenlik etkilerinin daha net ve kesin olarak belirlenebilmesi acisindan daha ileri
deneysel ve epidemiyolojik caligmalara ihtiyag duyuldugunun kanaatindeyiz.
Calismamizin, immiin sistem ve kemik gelisimi {izerine yapilacak arastirmalar igin

onemli bir yol gosterici olarak bilim diinyasina katki saglayacagini diistinmekteyiz.
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