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OZET

5G Teknolojisinin Mikroglial Hiicrelerde inflamasyon Uzerindeki EtKisinin
Arastirilmasi

Teknoloji hizla gelistik¢e ve teknolojik aletlerin sayis1 ve cesitliligi giderek
arttikca, insanlarin RF-EMA’lara maruziyeti de artmaktadir. Dolayisiyla RF-
EMA’larin insan saghgi iizerindeki zararh etkileri tartisma konusu haline
gelmistir. Beyin RF-EMA’lara en hassas dokulardan birisidir ve son zamanlarda
RF-EMA maruziyetinin beyin iizerindeki etkileri aktif bir ¢cahsma konusudur. Bu
tez calismasinda 5G teknolojisinde kullanilan 6 GHz RF-EMA’min beyindeki
immiin sistem hiicrelerinden olan mikroglia iizerindeki etkisini arastirmasi
amaclanmistir.

Bu amagla N9 mikroglial hiicreleri 6 GHz RF-EMA’ya cesitli siirelerde
maruz birakildi. Mikroglial hiicrelerin RF-EMA maruziyeti sonrasi hiicre canlhihgi
MTT testi ve AO/EB boyama ile degerlendirildi. Mikroglial hiicrelerinde RF-EMA
maruziyetinin TNF-a, IL-6, TGF-p ve IL-10 protein diizeylerine etkisi ELISA testi
ile belirlendi. Mikroglial hiicrelerinde RF-EMA maruziyetinin 116, Tnf, Tgfb1, I11b
ve Nos2 genlerinin ekspresyonuna etkisi RT-PCR metodu ile degerlendirildi.
Ayrica mikroglial hiicrelerinde RF-EMA maruziyet sonrasinda Nitrik OKksit
konsantrasyonu olciildii.

6 GHz RF-EMA maruziyetinin N9 mikroglial hiicrelerinin canlihiginin 6.
Saatten itibaren azalttigi saptandi. 6 GHz RF-EMA maruziyetinden sonra
hiicrelerin biiyiime ortamindaki NO konsantrasyonunda herhangi bir degisiklik
bulunamadi. Tgfbl ekspresyonunun 20 dakika ve 1 saatlik maruziyetten sonra
azaldigy, 12 saat ve 24 saatlik maruziyetten sonra ise anlamh diizeyde arttig
belirlendi. 20 dk, 12 saat ve 24 saat maruziyetten sonra, hiicre biiyiime
ortamindaki IL-6 ve IL-10 protein diizeylerinin anlamh diizeyde azaldigi, 12 saat
maruziyetten sonra TNF-a protein diizeyi artarken, 24 saat maruziyetten sonra
TNF-a protein diizeyinin azaldig1 belirlendi.

Sonu¢ olarak bu calismasinda 5G teknolojisinde kullanilan 6 GHz RF-
EMA’nin mikroglial hiicrelerde Tnf ve Il1b gibi pro-inflamatuar sitokinlerin
espresyonunu artirirken, IL-6 gibi bir pro-inflamatuar sitokin diizeyini azalttig:
belirlendi. Ayrica yine 6 GHz RF-EMA’mmn Tgfbl gibi bir anti-inflamatuar
sitokinin ekspresyonunu artirdig: ve IL-10 gibi anti-inflamatuar sitokinin diizeyini
azalttigi da belirlendi. Bu sonuclardan yola cikilarak, 6 GHz RF-EMA’nin
mikroglial hiicrelerin sitokin profilini degistirdigi ileri siiriilebilir.

Anahtar Kelimeler: 6 GHz Radyofrekans Elektromanyetik Alan, Mikroglia,
Noroinflamasyon,  Pro-inflamatuar  sitokinler,  Anti-
inflamatuar sitokinler
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ABSTRACT

Investigation of Effect of 5G Technology on Inflammation in Microglial
Cells

As technology rapidly develops and the number and diversity of
technological devices gradually increases, human exposure to RF-EMFs also
increases. Therefore, the harmful effects of RF-EMFs on human health have
become a matter of debate. The brain is one of the most sensitive tissues to RF-
EMFs and recently the effects of RF-EMF exposure on the brain have been an
active subject. In this thesis study, it is aimed to investigate the effect of 6 GHz RF-
EMF used in 5G technology on microglia which is one of the immune system cells
in the brain.

For this purpose, N9 microglial cells were exposed to 6 GHz RF-EMF for
various periods of time. Cell viability of microglial cells after RF-EMF exposure
was evaluated by MTT test and AO/EB staining. The effect of RF-EMF exposure
on TNF-a, IL-6, TGF-p and IL-10 protein levels in microglial cells was determined
by ELISA test. The effect of RF-EMF exposure on the expression of 116, Tnf,
Tgfbl, 111b and Nos2 genes in microglial cells was evaluated by RT-PCR method.
Additionally, Nitric Oxide concentration was also measured after RF-EMF
exposure.

It was determined that 6 GHz RF-EMF exposure decreased the viability of
N9 microglial cells for all other exposure times greater than 6 hours. No change
was found in the NO concentration in the growth medium of the cells after 6 GHz
RF-EMF exposure. It was determined that while Tgfbl expression significantly
decreased after exposure for 20 min and 1 hour, it significantly increased after
exposure for 12 hours and 24 hours. It was also determined that IL-6 and IL-10
protein levels in the growth medium of the cells significantly decreased after 20
min, 12h and 24h of exposure and also TNF-a protein level significantly decreased
after 24h of exposure while TNF-a protein level significantly increased after 12h of
exposure.

In conclusion, this study showed that 6 GHz RF-EMF used in 5G
technology increased the expression of pro-inflammatory cytokines such as Tnf
and 111b in microglial cells, while decreasing the protein level of a pro-
inflammatory cytokine such as IL-6. It was also determined that 6 GHz RF-EMF
increased the expression of anti-inflammatory cytokines such as Tgfbl and
decreased the protein level of an pro-inflammatory cytokine such as I1L-10. Based
on these results, it can be suggested that 6 GHz RF-EMA changes the cytokine
profile of microglial cells.

Keywords: 6 GHz Radiofrequency Electromagnetic Field, Microglia,

Neuroinflammation, Pro-inflammatory Cytokines, Anti-inflammatory
Cytokines
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1. GIRIS

Modern toplumlarin gelismesiyle ve teknolojinin ilerlemesiyle, basta iletisim, tip
ve sanayi olmak tizere giinlilk yasamin bir¢ok alaninda radyofrekans elektromanyetik
alanlarin (RF-EMA) kullanimi artmistir (1). RF-EMA’lar radyo, televizyon ve cep
telefonlar1 da dahil olmak iizere kablosuz iletisim araglarinin sayisinin artisindan bu
yana, giinliik hayatta yaygin olarak kullanilan, frekans1 3 kHz ile 300 GHz arasinda
degisen elektromanyetik dalgalardir. Son zamanlarda 5. Nesil olan 5G ag teknolojisi,
daha hizli veri iletim hizi ve daha yiiksek iletisim kalitesi nedeniyle popiilerite
kazanmistir (2). EMA’lar giinliik hayati olduk¢a kolaylastirmasina ragmen, olumsuz
etkileri ve tehlikeleri ile ilgili tartigmalar1 da beraberinde getirmektedir. Diinya Saglik
Orgiitii (WHO, DSO) EMA ’lar1 4. biiyiik kirletici olarak ve Kanser Arastirmalar1 Ajansi
(IARC, The International Agency for Research on Cancer) ise insanlara olasi
karsinojenik olarak tanimlamistir (1).

Insanlarmn EMA’lara maruziyeti bircok farkli kaynaktan ve giindelik yasamda
bircok durumda meydana gelmektedir (3). Beyinin EMA’lara olduk¢a hassas
organlardan biri oldugu diisiiniilmektedir ve bas bolgesi viicudun diger organlarindan
cok daha fazla RF enerjisini almaktadir. Bdylece RF'ye maruz kalmanin beyin
fonksiyon bozukluguna katkida bulunup bulunmadigi arastirmalarin odak noktasi haline
gelmistir (1). Cep telefonlari {izerindeki epidemiyolojik ¢alismalar, EMA maruziyetinin
basta beyin tlimorleri olmak {izere bag-boyun bdlgesi i¢in diger kanserler agisindan bir
risk artis1 olmadigini gosteren bazi ¢aligmalar olmasina ragmen, ayrica 2. nesil (2G)—4.
nesil (4G) iletisim aglan tarafindan yayilan RF-EMA’larin insanlar iizerinde bas agrisi,
yorgunluk, uyku bozuklugu ve hatta kanser gibi zararli etkilere neden olabilecegi de
bildirilmistir (2,3).

Mikroglia hiicreleri, merkezi sinir sisteminde yerlesik makrofajlar olarak islev
yapan immiin hiicreleri olup, yetiskin beynindeki toplam hiicre populasyonunun
yaklagik %]10’unu olusturmaktadir. Mikroglia yolk kesesindeki eritro-miyeloid
onciillerinden koken almakta olup yetiskin beyninin gelisimi ve islevi i¢in 6nemlidir
(4). Mikroglia, MSS'nin gelisiminin yani sira homeostatik durumun siirdiiriilmesinden
sorumludur ve kiigiik patolojik degisikliklere kars1 son derece duyarlidir. Merkezi sinir

sistemindeki bu hiicreler, Alzehimer hastaligit ve Parkinson hastaligi gibi



norodejeneratif hastaliklarda ve ayrica inme ve tramvatik beyin yaralanmasi gibi akut
durumlarda aktif hale gelir, proliferasyon ile sayisini artirir ve inflamasyon siirecini
baslatacak fenotipik degisimler gegirir (5,6). Ayrica IL-6, IL-1p ve TNF-a gibi pro-
inflamatuar sitokinleri ve norotoksik aktivite ile iligkili Nitrik Oksit, Reaktif Oksijen
Tiirlerini (ROS) salgilamaktadir. Bunun aksine, mikroglia bazi durumlarda da doku
yeniden modellenmesini ve doku tamirini destekleyen IL-10, IL-4 ve TGF-$ gibi anti-
inflamatuar sitokinler salgilamaktadir. Bu durum nérokorumaya katkida bulunmaktadir
(6).

Kompleks elektromanyetik ¢evrelerde yasamaya devam edildikge, insanlar
cesitli frekanslarda g¢oklu elektromanyetik dalgalara siirekli olarak maruz kalmaya
devam edecektir. 5G ag iletisiminin popiileritesiyle birlikte, 5G iletisiminden salinan
RF-EMA'ya maruz kalmanin beyin fonksiyonu iizerindeki etkileri dnemli bir endise
haline gelmistir. Hem bu endiseler hem de yeni bir teknoloji olmasi sebebiyle daha ¢ok
calisma yapilmasina gerek duyulmaktadir (7). Bu nedenle calismamizda, 5G
teknolojisindeki bir sinir kabul edilen 6 GHz RF-EMA’nin N9 mikroglia hiicrelerinde
hiicre canliligina, pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinlerin diizeylerine etkisi

arastirilmasi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Elektrik Yiikii

Maddenin ana niteliklerinden biri olan elektrik yiikii veya bir baska deyisle
elektriksel yiik, bir cismin iizerinde biriken elektrik yiiklerinin cebirsel toplam1 olarak
ifade edilmekte olup, pozitif veya negatif olmak iizere iki temel parcaciktan
olugmaktadir. Negatif ytiklii parcaciklar elektron, pozitif yiiklii olanlar ise proton olarak
adlandirilir (8). Atomlarin dis yoriingelerindeki elektronlar, bir atomdan diger bir atoma
hareketini rastgele ve serbestge siirdiirebilir (9). Elektrik prensibinin temelini, bu
elektronlarin bir yerden bagka bir yere gocii veya bir yerde birikmesi olusturur (10).
Elektrik ytiklerinin temel Ozelliklerinden birisi; ayni yiike sahip cisimler birbirini
cekerken, zit yiike sahip cisimler birbirlerini itmesidir. Coulomb yasasina gore durgun
iki elektrik yiikii birbirlerini yiiklerinin biiyiikliiglinlin ¢arpimi ile orantili ve aradaki
uzakligin karesi ile ters orantili bir kuvvette iter veya ¢eker (11,12). Elektrik alan ve
manyetik alanin temeli elektriksel yiiklere baglidir. Elektrik alan (E), iki elektrik yiikii
arasindaki etkilesimin sonucu meydana gelmekte olup birimi volt/metre (V/m) olarak
ifade edilir. Manyetik alan ise yon ve siddet degerine sahip vektorel bir biiyiikliiktiir
(13).

2.2. Elektrik Alan

Elektrik alan, yiiklii bir nesnenin etrafinda olusan bolge olarak tanimlanir ve bir
elektrik yiikiiniin bagka bir yiik {izerinde yarattig1 ¢cekme veya itme etkisini ifade eder
(12,14). Elektrik alana baska bir yiikli cisim girdiginde elektrik kuvveti etki eder.
Ornegin, kiigiik bir q0 deneme yiikiine daha biiyiik bir pozitif yiik tastyan ikinci bir
nesne yaklastirildiginda, deneme yiikiiniin konumundaki elektrik alanin siddeti, birim
yiik basina etki eden elektrik kuvveti olarak tanimlanir. Diger bir deyisle, uzaydaki bir
noktadaki E elektrik alani, o noktaya konulan pozitif bir deneme yiikiine etki eden F
elektrik kuvvetinin, deneme yiikii olan q0 biiyiikliigiine boliinmesi ile elde edilir. Bir

noktadaki birim yiikii etkileyen kuvvet olan elektrik alan (E)



seklinde gosterilir (14). E vektoriiniin Uluslararasi Birimler Sistemindeki (SI) birimi
Coulomb basina Newton olup (Newton/Coulomb), yonii alana konulan pozitif deneme
yiikiine etki eden kuvvetin yoniindedir (12). Eger q yiikii pozitif ise elektrik alani
kuvvetle ayn1 yonde, negatif ise zit yonde olurlar. Alanin yonii pozitif yiike etki eden
kuvvetin yoniidiir. Bu denklemde de acik¢a goriildiigii gibi; elektrik alan siddeti, yiik
miktar1 (q) ile artmakta ve uzakligin (r) karesi ile azalmaktadir. Elektrik alaninin siddeti
kaynaktan uzaklastikca hizla azalmakla birlikte, bina, agac¢ gibi yalitkan 6zellikte olan
nesneler elektrik alanin1 engellemektedir (10).

Herhangi bir bolgeye konmus elektrik yiiklii bir cisim {lizerine elektriksel kokenli
bir kuvvet etki ediyorsa, bu noktada bir elektrik alanin varligindan sz edilir. Ayrica bir
noktada deneme yiikiiniin olup olmadigina bakilmaksizin o noktada elektrik alani
bulunmaktadir (12,14). Bu sebeple elektrik sebekesine bagli bir lamba yanmiyor olsa
bile bir elektrik alan olusmaktadir (15).

Elektrik alan vektorel bir biiyliklik olmakla birlikte, elektrik alanin yoni,
elektrik alan1 olusturan yiik dagiliminin +q0 deneme yiikiine uyguladigr kuvvetin
yoniindedir. Noktalardaki yiik dagilimindan kaynakli olarak, elektrik alanlarin siddeti ve
yoniinii gostermek icin elektrik alan ¢izgileri kullanilir. Bu cizgiler pozitif yiikten
negatif yiikke dogrudur. Herhangi bir bélgede bulunan elektrik alan cizgilerinin
yogunlugu, elektrik alaninin o bdlgedeki siddeti ile orantilidir. Pozitif yiikiin alan
cizgileri radyal olarak disar1 dogrudur ve negatif bir ylik yoksa sonsuzda biter.
Kaynaktan uzaklastik¢a da yogunluklar1 azalir (15). Elektrik alan ¢izgileri Sekil 1’de
gosterildigi gibidir.
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Sekil 1. Noktasal elektrik yiiklerin etrafinda olusan elektrik alan ¢izgileri. a) +q noktasal yiik etrafinda,
b) —q noktasal yiik etrafinda, c) Zit isaretli yiikler etrafinda, d) Negatif yiikler etrafinda, e)

Pozitif yiikler etrafinda olusan elektrik alan ¢izgilerini gostermektedir (16).

2.3. Manyetik Alan

Herhangi bir hareketli elektrik yiikiiniin ¢evresinde elektrik alana ek olarak bir
de manyetik alan bulunmaktadir. Tipki elektrik alanda oldugu gibi, herhangi bir
manyetik maddeyi de saran bir manyetik alan vardir (12). Manyetik alan, elektrik
yiikleri yer degistirdiginde ortaya ¢ikabilir veya bir ortamda elektrik akimi1 oldugunda
olusabilir veya temel pargaciklar tarafindan icsel olarak iiretilebilir (10). Ornegin, bir
lamba yandig1r zaman elektrik alanin yani sira, akimin kablodan lambaya gecisinden
kaynakli hareketi sonucu bir manyetik alan da olusmaktadir (15).

Manyetik alan da yine vektorel bir biiyiiklik olup, yoni ve siddeti vardir.
Manyetik alanda iki kavramdan bahsedilir; manyetik akim yogunlugu (B) ve manyetik
alan giddeti (H) (13). Manyetik akim yogunlugunun birimi olarak Tesla (T) veya Gauss
kullanilmaktadir. Akim ne kadar biiyiik olursa, bunun bir sonucu olan manyetik alan da
o kadar biiylir. Manyetik alan siddetinin birimi ise Amper/metre (A/m)’dir (17).
Manyetik alan vektorii ile ytliklerin hareketi birbirine dik konumdadir. Manyetik alan
cizgilerinin sik oldugu yerlerde manyetik alan siddeti daha biiyiiktiir (18). Ornegin;
miknatislarda olusan manyetik alan Sekil. 2B’de gosterildigi gibi N kutbundan, S

kutbuna dogru olup, manyetik alan kuvvet ¢izgileri birbirlerini kesmemektedir (10).



Manyetik alan vektoriiniin yonii sag el kuralindan faydalanarak Sekil 2A’daki
gibi belirlenebilir. Bu kurala gore sag elin bag parmagi akim yoniinii gosterirken, diger
parmaklar ise iletken bir tele dolandiginda manyetik alan vektoriiniin yoOniini

gostermektedir (17).
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Sekil 2. a) Sag El Kural1 (19). b) Miknatislarda manyetik alan ¢izgileri (20).

B

Manyetik Alan

Elektrik alaninda oldugu gibi, manyetik alan ¢izgilerinin siklig1 dolayisiyla
manyetik alan siddeti de uzakligin karesiyle ters orantili olarak azalir. Buna karsin
manyetik alan, elektrik alaninda oldugu gibi engel olusturan nesnelerce neredeyse hic
engellenmez (10).

Giinliik hayatimizda bir¢ok yerde manyetik alan ile karsi karsiya kalmaktayiz.
Icinden akim gegen her seyde manyetik alan olustugundan, diinyanin dis ¢ekirdegindeki
konveksiyon hareketler nedeniyle, yer kabugunun da bir manyetik alan1 bulunmaktadir.

Ayrica dogadaki her canlinin ve maddenin, zayif da olsa bir manyetik alani bulunur
(21).

2.4. Elektromanyetik Alan (EMA)

Bir elektrik yiikiiniin hareket etmesi sonucunda veya bir kuvvetin etkisi altinda
bulunan hareket halindeki elektrik ytikli pargaciklarin, uzayda olusturdugu degisiklikler
“Elektromanyetik Alan (EMA)” olarak adlandirilmaktadir. Durgun haldeki elektrik
yiiklerinin c¢evresinde sadece elektrik alan olusurken, hareket halindeki elektrik
yiiklerinin ¢evresinde ayrica bir manyetik alan da olusur. Elektrik alan ve manyetik alan
bilesenleri birlikte EMA’y1 olusturmaktadir (22).

Herhangi bir bolgede elektrik alan olusmasi i¢in manyetik alana ihtiyag
duyulmamasina ragmen, manyetik alan olusabilmesi i¢in uzayda degisiklik gdsteren

elektrik alan olmasi gereklidir. Elektromanyetik alan ise elektrik alani ile manyetik



alanin karsilikli etkilesimi sonucu olusur. Elektrik alanda bir degisim meydana gelmesi
icin yiiklii cisimleri ivmeli hareket ettirmek gereklidir ve ivmeli hareket eden ytikler
elektromanyetik dalga yayar. Dolayisiyla bir EMA, belirli kosullar altinda,
elektromanyetik enerji tasiyan bir dalga hareketi olarak da tanimlanabilir.
Elektromanyetik dalgalar (EMD) bi¢iminde yayilan enerjiye ise elektromanyetik
radyasyon (1stnim) denir. Elektromanyetik dalgalar, enine dalgalar olarak
tamimlanmakta olup, elektrik ve manyetik alan vektorleri birbirine diktir. Elektrik alan
vektorlerinin degisimi ile manyetik alan vektdrlerinin degisimi siniizoidal egri
bi¢imindedir (15).

EMD boslukta “c” 151tk hiz1 (3x108 metre/saniye) ile hareket etmekte olup,
uzaklhigin karesiyle ters orantili olacak sekilde ¢evreye enerji aktarirlar (23).
Elektromanyetik 1s1malarda iki dalga tepesi arasindaki uzakliga dalga boyu (L) denir ve
EMD’nin bir salinimda aldig1 yolu gosterir (13). Belli bir noktadan bir saniyede gegen
dalga sayisi1 ise o 1simanin frekansidir (f), birimi ise Hertz (Hz)’dir ve formiilii asagidaki
gibidir:

c=AT

Formiilden de anlasilacag: iizere, frekans arttikca dalga boyu kisalir ve alanda
yayilan enerji artar. Birim yiizeyden gecen ortalama giice ise EMD siddeti denir ve
siddeti, | ile gosterilir. Elektromanyetik dalgalarin yayilmalari i¢in madde ortamina
ihtiyag yoktur (23). Ancak EMD ilerlerken ortamda bir engel ile karsilagsalar bile
hareketine devam edebilirler ve yansima, kirmmim, kirilma ve sacilma davranisi
gosterebilirler (13).

Diisiik frekansli EMD “Elektromanyetik Alanlar”, yiiksek frekansli EMD ise
“Elektromanyetik Radyasyon” olarak isimlendirilmektedir (23). EMA gii¢ hatlari,
elektrik telleri ve elektrik techizatlar tarafindan iiretilmekle birlikte, EMA’nin diger
birgok kaynagi da bulunmaktadir (14). Yapay kaynakli EMA’lar her evde ev elektrik
sebekesi tarafindan saglanan 50-60 Hz elektrik frekansindan baslamaktadir. 50-60
HZz'lik temel ev elektrik sebekesinin yani sira, bilgisayarlar (MHz), temel ev aletleri ve
mikrodalga firinlar (2450 MHz) bu elektrik manyetik alan yiikiine katkida bulunur.
Ofiste standart 50-60 Hz elektrik enerjisinin yani sira ¢ok sayida bilgisayardan gelen



yiiksek frekansli EMA’lar da bulunmaktadir. Son olarak, a¢ik ortamda radyo-televizyon
yayinlar1 (300 KHz-500 MHz), cep telefonu istasyonu yayinlari (900 MHz ve 1800 Hz)

ve radar istasyonu yayinlari ile siirekli olarak EMA’lara maruz kalinmaktadir (24).

2.5. Elektromanyetik Spektrum

Elektromanyetik dalgalarin, dalga boylarina frekanslarina veya enerjilerine gore
smiflandirilmas:  sonucunda elektromanyetik spektrum olusturulmustur (23). Bu
spektrumda EMD, en diisiik frekanstan baglayarak en yiiksege dogru 9 grup altinda
toplanmistir. Bunlar; Cok Diisiik Frekans (ELF), Diisiik Frekans (LF), Radyo Frekans
(RF), Mikrodalga (MW), Kizil Otesi Radyasyon (IR), Goriiniir Isik, Mor Otesi
(Ultraviolet, UV) Isin, X Isimni, Gama (y) 1sim1 ve Kozmik Isinlar seklindedir (10).
Elektromanyetik spektrum Sekil 3’de gosterildigi gibidir.
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Sekil 3. Elektromanyetik Spektrum (25)

Elekromanyetik dalgalar ayrica canlilar lizerindeki etkileri gbz Oniine alinarak
iyonize ve iyonize olmayan radyasyon olmak iizere de iki sinifa ayrilmistir (26). Iyonize
radyasyon, madde i¢inden gegerken onlari olusturan atomlardan elektronlarin
ayrilmalarina neden olarak iyonlarina ayiracak enerjiye sahip yiiksek frekansh
elektromanyetik dalgalardir. Bu radyasyon, hiicresel hasara ve DNA hasarina neden
olabilir. Iyonize radyasyon, Mor 6tesi radyasyonun bir kismi (¢ bandr) ile X 1sinlar1 ve
Gama 1sinlarin1 kapsar. X-1sinlar1 6zelikle tibbi amagh goriintiilemede kullanilmaktadir
(10). Iyonize olmayan radyasyon ise maddeler ile etkilesime girmek ve atomik baglari

kirmak igin yeterli enerjiye sahip olmayan elektromanyetik dalgalardir. Iyonize



olmayan radyasyon, UV igimlarin bir kismi (a ve b bantlar1), Goriiniir Isik, Kizilotesi
Isinlar, Mikrodalgalari, Radyorekans (RF, radyodalgalari), LF ve ELF’leri kapsar (28).
Iyonize olmayan radyasyonlarin, dokular ve hiicreler iizerindeki elektrik akimlarinm
indiiksiyonu, kimyasal reaksiyonlar veya 1sitma gibi bazi biyolojik etkilere sahip oldugu
kanitlanmistir (27).

Spektrumda en diisiik frekansli ELF alanlari, evde ve giinliik hayatta en ¢ok
kullanilan elektronik cihazlardan (50 Hz) yayilir. LF amatér radyoculukta, radyo
dalgalar1 (RF) ise en ¢ok cep telefonu, baz istasyonlar1 ve radar sistemlerinde kullanilir
(10).

2.6. Radyofrekans Elektromanyetik Alan (RF-EMA)

RF-EMA, elektromanyetik spektrumun 3 kHz ile 300 GHz bantlarini kapsar ve
goriiniir 151k ile ELF alanlarinin arasinda bir frekansta yer alir. RF-EMA’larin dalga
boylart 100 m-1 mm arasinda olup, enerjileri 1 eV’tan ¢ok diisiiktiir. RF-EMA’lar
mikrodalga firin, televizyon ve radyo vericileri, uzaktan kumanda, cep telefonu ve baz
istasyonlar1 gibi bir¢ok farkli kaynaktan yayilabilir. Giiniimiizde en yaygin olarak
kullanilan RF-EMA kaynagi hi¢ kuskusuz cep telefonlaridir. 1982 yilinda kullanilmaya
baslanmis olan mobil kablosuz iletisimin birinci nesli (1G) analog teknolojiye
dayanmakta olup, 450-900 MHz RF radyasyonu yaymaktadir ve 2.4 kbps ag hizina
sahiptir. 1990’larda kullanilan ikinci nesil (2G) teknoloji dijital tabanlidir ve kisa mesaj
gondermeyi miimkiin kilmakta olup, 900-1800 MHz RF radyasyonu yaymaktadir.
2000’li yillarda kullanilmaya baslanan Ugiincii Nesil (3G) teknolojisi ile goriintiilii
goriisme olanag1 sunulmus ve 3G’de veri aktarim hiz1 ve kapasitesi artmistir. 3G cep
telefonlar1 2000-2600 MHz RF radyasyonu yaymaktadir (29). 2010 yilinda kullanilan 4.
nesil (4G), kablosuz mobil internet saglamak amaciyla teknolojisine interneti de dahil
etmis, bant genisligi artirilmis ve erisim maliyeti azaltilmistir. Ayrica 4G/4.5G
teknolojileri ile daha kaliteli ve hizli servisler saglayan teknolojilere gegisler yapilmistir
(17). 2G ve 3G teknolojisiyle karsilagtirildiginda, 4G ve 5G LTE (Long Term
Evolution) teknolojisi ile cok daha yiiksek hizli veri aktarimi saglanmaktadir (23).

Ulkemizde de yeni nesil 5G teknolojisi alt yapi ¢alismalari baslatilmistir. 5G
teknolojisi sayesinde; veri iletim hizinin 10 Gbps ve daha yiiksek hizlarda olmasi, veri

iletim sistemindeki gecikme siiresinin en aza indirgenilmesi, yliksek kapasite sistemi ile



veri hacmi etkilesimi bant genisliginde yiiksek miktarlarda veri transferi
gergeklestirilmesi miimkiin olabilmektedir. Bunlarla birlikte, enerji verimliliginde 1000
kata kadar ulasan iyilestirmeler, cihazlarin kullaniom Omiirlerinin arttirilmasi, kiiclik
boyutlarda baz istasyonlar1 ile kapsama alanlarin genigletilmesi ve daha genis cografi
alanda hizmet verilebilmesi miimkiin olacaktir. Yeni 5G spektrumunun frekans band
araligi, 2019'dan bu yana Kuzey Amerika, Avrupa, Okyanusya ve Asya'nin bazi
kisimlar1 gibi ticari alanlarda farkli frekans bantlarinda kullanildigindan dolayi, 1 GHz
ile 100 GHz’e kadar degisen araliklarda tasarlanmistir (30). Bu band araligi oldukca
genis kapsamli olmakla birlikte, cesitli haberlesme kuruluslari ve bazi arastirmacilar
tarafindan farkli band araliklar1 belirlenmistir. Genel olarak 5G spektrumu; 6 GHz altin1
(sub-6GHz) ve iistiinii (top-6 GHz) kapsayacak sekilde iki kategoriye ayrilmistir. Ayrica
daha spesifik olarak 1 GHz’1n alt1 (sub-1 GHz), 3 GHz’1n alt1 (sub-3 GHz) ve 3 GHz’in
istii (-3 GHz), mm-dalgalarin alt1 (sub-mmWave) ve mm-dalgalart (mmWave)

frekanlari olacak seklinde siniflandirmalar da yapilmstir (31,32).

2.7. Ozgiil Sogurma Orani (SAR)

Canlilarin cep telefonlarina maruziyetin sonucunda, dokularda ortaya ¢ikan 1s1
artis1 gibi biyolojik etkileri incelemek igin, 6zgiil sogurma orani olarak tanimlanan SAR
degeri kullanmilmaktadir. SAR, EMA maruziyetinden sonra viicut tarafindan sogurulan
enerji degerinin bir 6l¢iisii olarak tanimlanmakta olup, genellikle birimi Watt/kg olarak
kullanilmaktadir. RF-EMA maruziyetinden sonra, kilogram basina 1 °C sicaklik artisi
icin 4 Watt gii¢ sogurulmasi gerekmektedir. Genel toplumda SAR degeri, tim viicut
icin 0.08 WIkg, iscilerde SAR degeri tiim viicut i¢in 0.4 W/kg olarak kabul
edilmektedir. EMA’larin biyolojik etkilerin belirlenebilmesi i¢in SAR degerinin
belirlenmesi olduk¢a Onem tagimaktadir. SAR degeri dogrudan Odlclilemedigi igin
Elektrik Alan Siddeti, Manyetik alan siddeti ve giic yogumlugu gibi parametreler

kullanilarak hesaplanir. Genel anlamda SAR degerinin formiili;

SAR = %IEF

olarak gosterilmekte olup, burada o; doku iletkenligi (S/m), p; doku kiitle yogunlugunu
(kg/m?) ve E ise dokunun igindeki elektrik alam siddetini (V/m) ifade etmektedir. SAR
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degeri viicudun kaynaga olan uzakligi, kaynaktan yayilan gii¢, maruziyet sekli ve
dokularin dielektrik sabiti gibi birgok parametreden etkilenebildigi i¢in hesaplamasi
olduk¢a zordur. Bu yiizden SAR degeri hesaplanmasi i¢in 6zel olarak tasarlanan

bilgisayar simiilasyonlarindan faydalanmaktadir (27,33).

2.8. RF-EMA’1n Biyolojik Etkileri

RF-EMA’larin biyolojik etkileri; doku iizerindeki maruziyet siiresi, frekansi, gii¢
yogunlugu, aralarindaki uzaklik ve canlinin viicut agirligi gibi faktorlere bagli olarak
degisebilmektedir. Iyonlastirici radyasyon, madde icerisinden gecerken enerjileri
sayesinde maddedeki elektronlarin koparilmasi ile iyonlasmaya neden olduklari igin,
yuksek frekansh ve yiiksek enerjili iyonize radyasyon (X 1sinlari, gama isinlar1 vb.)
canlilarin yap1 taslar1 olan molekiillerin yapisini bozabilmektedir (14). Ayrica hiicrelerin
icindeki DNA molekiillerini de etkileyerek veya serbest radikallerin olusumuna neden
olarak kanser gibi 6liimciil hastaliklara yakalanma riskini artirmaktadir (10).

Gilinlik yasantimizda olduk¢a sik maruz kaldigimiz iyonize olmayan
radyasyonun, canli dokular tlizerindeki etkisi termal etkiler ve termal olmayan etkiler
olmak {tizere iki sekildedir. Termal etkiler, dokularin sogurdugu elektromanyetik enerji
ile molekiillerin hareket ederek 1s1ya donlismesi sonucunda dokudaki 1sinin artis1 olarak
tanimlanir. Bu 1s1 artis1 viicuttaki termoregiilator sistemler tarafindan denge saglanana
kadar devam etmektedir (15). Beyin, gz, kan gibi fazla su bulunan dokulardaki sicaklik
artigi, az su igeren dokulara gore daha fazla oldugu diistiniilmektedir (10). Termal
etkilerin, dokular tizerinde EMA’larin neden oldugu sicakliktaki artisin 1°C veya daha
fazla oldugunda go6zlendigi belirlenmistir. Termal olmayan etkiler ise, dokularda
herhangi bir sicaklik artisina neden olmadan EMA’larin dogrudan ya da dolayli olarak
canli dokular lizerindeki etkiler olarak tanimlanmaktadir (22).

2G-4G iletisim aglarindan yayilan radyofrekansin insanlar iizerinde bas agrisi,
yorgunluk, uygu bozuklugu ve hatta kanser gibi zararl yan etkilere neden olabilecegi
bildirilmistir. 2011 yilinda Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajanst (IARC) RF-
EMA’lar1 “insanlar i¢in olas1 karsinojenik (2B Grubu)” olarak siniflandirmistir. Beyin
RF’ye en hassas olan organlardan biridir ve bas bdlgesi viicudun diger kisimlarindan

daha fazla RF enerjisi almaktadir (2).

11



2.9. Mikroglia

Mikroglia beyinde yerlesik olarak bulunan makrofajlar olup, Merkezi Sinir
Sisteminde (MSS) glial populasyonuna ait néronal olmayan hiicreler kategorisindedir.
Bu hiicreler beyin ve omuriligin hem beyaz hem de gri maddesinde bulunan yerlesik
hiicrelerdir. Glial hiicrelerin %35-12'sini, beyindeki hiicrelerin yaklasik %10'unu
olustururlar (4). Mikroglia beynin her bdlgesinde bulunan ve patolojik uyaranlara ilk
cevap verecek olan dogal bagisiklik hiicreleridir. MSS’nin dogal immiin yeteneginin
biiyilk bir kismi mikroglia tarafindan diizenlenir (34). Mikroglial hiicreler, temel
fonksiyonlart immiin survelansi, bagisiklik savunmasi ve fagositoz olan beyinde
yerlesik immiin sistem hiicreleri olmalarma ragmen, doku tamiri ve MSS’de
homeostaziyi saglamak icin destek de saglar. Ayrica mikroglia MSS’nin gelisimi
sirasinda da gereklidir. Fizyolojik kosullar altinda, mikroglial hiicreler néronal gelisim,
yetiskin ndrojenezi sirasinda ve sinaptik iletimi diizenlemede temel roller oynar ve
dolayisiyla yetiskin beyninin gelisimi ve islevi i¢in olduk¢a onemlidir (35). Mikroglia
gerekli olmayan noronlar1 ve sinapslari ortadan kaldirarak ve farklilagmasini ve
sagkalimmi destekleyerek sinaptik budamada yer alir, bdylece normal noronal
baglantinin kurulmasinda onemli bir rol oynar. Mikroglia ayrica dgrenme ile ilgili
sinapslarin olusumunu tesvik ederek Ogrenme ve hafiza gibi daha yiliksek biligsel

islevler ile de iliskilidir (36).

2.9.1. Mikroglianin Kesfi ve Kokeni

Farkli morfolojilere ve immiin fonksiyonlara sahip olmalar1 nedeniyle
mikroglialarin kékenini tanimlamak, aragtirmacilar i¢in uzun zamandir devam eden bir
tartisma konusu olmustur (37). Glial hiicreler ilk olarak 1856'da Virchow tarafindan
noronlart baglayan yapigskan bir malzeme olarak tanimlanmis ve sinir tutkali anlamina
gelen "nevernkitt" olarak adlandirilmig, daha sonra ise "noroglia" olarak cevrilmistir.
Ancak aslinda daha sonra bunlarin astrositler ve oligodendrositlerden olusan makroglial
populasyona karsilik geldigi belirlenmistir. Virchow, noéroglia fikrini ortaya attiginda
noroglialarin astrositler, oligodendrositler ve mikroglialardan olustugu bilinmemekteydi
(38). 19. yiizyilin sonlarinda ilk kez Franz Nissl mikroglia hiicrelerini, gog, fagositoz ve
proliferatif potansiyele sahip reaktif glial elementler olarak tanimlamistir. Yine 19.

ylizyilin sonlarinda W. Ford Robertson, sinir sisteminde néronlardan ve ndroglialardan
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farkli kokenlere sahip mezoderm kaynakli fagositik unsurlari tanimlamak icin
"mezoglia" terimini ortaya atmistir. Ancak yine benzer sekilde mezoglianin aslinda
oligodendrositlere karsilik geldigi ortaya ¢ikmistir. Santiago Ramon y Cajal daha sonra
bu hiicreleri néronlardan ve ndroglialardan daha da ayirmak ic¢in "sinir sisteminin
ticlincii unsuru" olarak yeniden adlandirmis ve bunlarin muhtemel mezodermal kokenli
oldugunu belirtmistir. Bu "ii¢lincii element" kavrami, 1919 yilinda Ramon y Cajal'in
Ogrencisi olan del Rio-Hortega tarafindan daha da gelistirilmis ve oligodendrosit,
astrosit gibi "liglincli element" kapsaminda sayilan c¢esitli hiicre tipleri arasinda
morfolojik ve islevsel farkliliklara dayali bir ayrim yapmustir. Del Rio-Hortega bu
hiicreler i¢in "mikroglial hiicre" adin1 vermis ve bu hiicreleri néronal olmayan, astrositik
olmayan MSS bilesenleri olarak yeniden siniflandirmustir (37).

Kesfinden sonra uzun bir siire, MSS’de yerlesik doku makrofajlart olan
mikroglialarin ~ periferal monositler/makrofajlar ve dendritik hiicrelere (DC)
benzerliklerinden dolayi, dolasimdaki monositlerden gelistigi ve hematopoietik kokene
sahip oldugu diistiniilmekteydi. Ancak daha sonra mikroglialarin kesin hiicresel soyu ve
gelisimsel kokenleri hakkinda yapilan c¢aligmalarda, mikroglialarin erken embriyonik
gelisim sirasinda yolc kesesindeki ilkel eritro-miyeloid progenitor (EMP) hiicrelerden
koken aldigi gosterilmistir (39). Mikroglianin embriyonik yolk kesesinden gelismesi
fikri ilk olarak 1900’lii yillarin basinda Cuadros ve ark. tarafindan 6nerilmis olup, daha
sonralar1 Alliot ve ark tarafindan yaptiklar1 ¢alismalar ile de desteklenmistir. Ancak
mikroglial kokene iliskin tartismalar, bu ¢aligmalardan sonra bir siire daha devam etmis,
10 y1l sonra Ginhoux ve ark. tarafindan gelisim sirasinda mikroglial progenitorlerin
E8.5 giindeki yolk kesesindeki ilkel makrofajlardan tiiredigi, daha sonra bu
progenitorlerin dolagim sistemi araciligiyla beyine dogru gog ettigi ortaya konulmustur.
Ayrica Schulz ve ark. hematopoez i¢in ve hematopoietik kok hiicrelerin {iretilmesi i¢in
gerekli olan Myb transkripsiyon faktoriinlin mikroglianin olusmasi i¢in gerekli
olmadigin1  gostermesiyle mikroglianin yolk kesesinden tiiredigine dair Onceki
calismalar1 dogrulamistir. Ayni calismada, Myb-/- farelerin hematopoietik kokenli
monositler/makrofajlarda eksiklik mevcutken, MSS’de normal sayida mikroglia
bulunmugtur. Daha ayrmtili analizler, mikroglianin CD45-ckit+ EMP’lerden koken
aldigin1 ve bu progenitorlerin CD45+ckit-CX3CR1+ mikroglial hiicrelere doniisiip
MMP-8 ve MMP-9 gibi matriks metalloproteinazlar1 kullanarak beyin dokusuna
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gectigini gostermistir. Sonug olarak tiim bu caligmalar mikroglianin hematopoetik
kokenli olmayip yolk kesesinden koken aldigini desteklemistir (40).

Sekil 4’de gosterildigi gibi mikroglia ve MSS ile iligkili yerlesik makrofajlarin
(smurla iligkili makrofajlar, BAM'ler) koken aldigi ilkel makrofajlar, PU.1 ve Irf8
trankripsiyon faktorlerine bagimli bir sekilde E8.5 embriyonik gilinde yolk kesesindeki
erken EMP'lerden gelisir. Monosit tiirevli makrofajlarin aksine, bu ilkel makrofajlar,
gelisimleri i¢in transkripsiyon faktorii Myb'ye ihtiyag duymamaktadir. Baslangicta
reseptor tirozin kinaz c-Kit'i eksprese ederken, CD45 ekspresyonundan yoksundur ve
daha sonraki olgunlasma donemleri sirasinda CD45 ekspresyonunu arttirirken, yavas
yavas c-Kit ekspresyonunu kaybetmektedirler. Birincil kan dolasim sisteminin
kurulmasiyla ilkel makrofajlar, yaklasitk E9.5 embiyo giiniinde mikrogliay1
olusturacaklar1 gelismekte olan beyni ve omuriligi doldurmak i¢in noral tiipe dogru go¢
etmeye baglar. Bu 6nemli go¢ adimi, EMP'ler ve gelisen mikroglia tarafindan eksprese
edilen Koloni Uyaric1 Faktor-1 Reseptorii (CSFAR) tarafindan taninan Interldkin-34'iin
(IL-34) noronal ekspresyonuna ve salgilanmasina baglidir. CSF1R sinyalizasyonunun
aktivasyonu, yetigkin mikrogliasinin siirdiiriilmesi ve hayatta kalmasi i¢in kritik dneme
sahiptir. MSS’de agirlikli olarak noronlar tarafindan iiretilmekte olan Makrofaj Koloni
Uyarict Faktor (CSF1) ve IL-34 ligandlari, CSFIR reseptorii tarafindan taninir. IL-
34’lin embriyonik gelisim donemde bir rolii olmamasina ragmen, yetiskin beyninde
mikroglianin homeostazisinin siirdiiriilmesi i¢in olduk¢a dnemlidir. Ayrica mikroglial
CSF1R sinyallemesi yetiskin mikrogliasinin hayatta kalmasina aracilik etmek icin de
gereklidir. Burada bahsedilen faktorlere ek olarak sinyale bagl transkripsiyon faktorleri
olan Maf, Mef2c ve Salll de mikroglia’nin saglikli gelisebilmesi igin kritik 6neme
sahiptir (41).
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Sekil 4. Beyin gelisimi ve mikroglial olusum. E8.0 civarinda yolk kesesindeki (YS) kan adalarinda

migrasyon ve
proliferasyon

iiretilen ilkel makrofajlar, E8.5 civarinda kurulan kan dolasiminin baglangicinda embriyolara
yayilir ve E9.0/E9.5'ten noroepitelyumu kolonize ederek embriyonik mikrogliaya yol agar. Kan-
beyin bariyeri (KBB) E13.5'ten olusmaya baslar. Embriyonik mikroglial hiicreler genisler, tiim
MSS'yi kolonize eder ve geg gebelik ve dogum sonrasi gelisim sirasinda ve ayrica inflamasyona
tepki olarak yarali yetiskin beyninde lokal ¢ogalma yoluyla yetiskinlige kadar kendilerini
koruyacaktir (41).

Dogum oncesi kan-beyin bariyerinin (KBB) kurulmasiyla birlikte ve dogumdan
sonra, mikroglia populasyonu dogum sonras1i ilk haftalarda intraparenkimal
proliferasyona bagl olarak artar ve mikroglial proliferasyon ile apoptoz arasindaki sabit
bir denge ile yetiskin MSS'de daha da korunur. Bagirsak mikrobiyomu ve dogum
sonrast 1ilk haftalarda olgunlasan mikroglialarin farkli gelismekte olan MSS
bolgelerindeki ¢esitli hiicre tipleriyle etkilesimi, bolgeye 06zgli bir mikroglia

heterojenitesinin olusturulmasi i¢in kritik 6neme sahiptir (41).
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Beyin parankiminin prenatal mikroglial kolonizasyonundan ve bunu takip eden
dogum oncesi ve sonrast mikroglial cogalmadan sonra, bu hiicrelerin olgunlagma siireci,
onlar1 diger makrofaj populasyonlarindan ayiran mikrogliaya 6zgii bir gen ekspresyon
modelinin olugsmasi ve indiiklenmesiyle daha da karakterize edilmektedir. Mikroglia ile
zenginlestirilmis bu genler, mikroglia homeostatik belirtegleri olarak adlandirilir ve
farkli beyin bolgelerinde fizyolojik kosullar altinda yetiskin mikroglia tarafindan ifade
edilir. Tmem119, OIfmI3, P2yr12, Salll, Hexb, Gpr34, Fcrls veya SiglecH dahil olmak
tizere bu genlerin ekspresyonu farelerde dogum sonrasi ilk iki hafta i¢inde upregiile
halde bulunur ve mikrogliadaki TGF-B (Donistiiriicii  Biiylime Faktorii-Beta)
sinyallemesinin aktivasyonu ile iliskilidir. Immiinohistokimya ve transgenik
yaklasimlar, NG2-glia hiicreleri tarafindan salinan néron tiirevi TGF-1 ve TGF-B2'nin,
postnatal mikroglia olgunlagmasinin tetiklenmesinde kritik bir rol oynadigini 6ne
stirmektedir. Daha ileri ¢alismalarla da TGF-Bl'in mikroglianin gelisimi ve
olgunlasmasi icin gerekli oldugunu agikga gosterilmistir. MSS'de TGF-B1 eksprese
edilememesi, hiicre disi TGF-B1 islenmesindeki ve aktivasyonundaki bozulma veya
hiicre dis1 TGF-B1 isleme ve aktivasyonunun bozulmasi veya TGF-B1’in reseptorii olan
Tgfbr2 (Doniistiiriicti Bitylime Faktorii Beta Reseptorii-2) geninin delesyonu araciligiyla
mikroglial TGF-B1 sinyalinin susturulmasi, homeostatik mikroglia Dbelirteg
ekspresyonunun eksikligi ile karakterize edilen durumlar mikroglia olgunlasmasinda
bozulmalara neden olmaktadir. Her ne kadar TGF-B1 ve mikroglial TGF-f
sinyallemesinin, dogum sonrasi mikroglia olgunlagmasinin 6nemli diizenleyicileri
oldugu belirlenmis olsa da farelerde ve insanlarda nihai mikroglia farklilagsmasi1 ve
olgunlasma siireclerinde bagka molekiiler ve hiicresel mekanizmalarinin da yer aldigi
diistiniilmektedir (41).

Tek hiicreli transkriptomik analizler ile mikroglialarin heterojen bir hiicre
populasyonu oldugu tespit edilmistir. Transkriptomik ve epigenetik analizler, mikroglial
gelisimin {i¢ asamasiin varligini1 ortaya koymustur. Erken mikroglia, yolk kesesindeki
progenitdr hiicrelerin olusmasindan E14’e kadar gegen siireyi, Pre-mikroglia E14.
giinden erken postnatal doneme kadar olan siireyi ve son olarak yetiskin mikroglia ise
postnatal siireci kapsamaktadir. Ayrica, mikroglianin her bir gelisimsel siireci, belirli

sinyallesme basamaklar1 ve islevleriyle karakterize edilmektedir (42).
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2.9.2. Mikroglia’nin Fonksiyonlar:

Mikroglia, MSS gelisiminin tiim asamalarinda c¢esitli fizyolojik islevleri
gerceklestirmektedir. Mikroglianin ilk temel fonksiyonu cevrelerindeki degisiklikleri
belirlemektir. Mikroglia, beyindeki hemen hemen tiim hiicre tiirleri ile etkilesime
girerek, MSS homeostazisinin gelistirilmesi ve siirdiiriilmesine iliskin ¢esitli siireclere
aracilik eden dinamik hiicrelerdir. Ayrica hasar géren bolgeye gitme, sinapslar1 yeniden
modelleme ve miyelin homeostazisini siirdiirme gibi fizyolojik fonksiyonlar1 yerine
getirmektedir. MSS'nin erken gelisimi sirasinda ve yetiskin beyninde mikroglia,
fagositoz ve oOlen noronlarin ortadan kaldirilmasit yoluyla norojenezi kontrol
edebilmektedir (39). Hasarli ajanlarin, apoptotik hiicrelerin ve yanlis katlanmis
proteinin ortadan kaldirilmasindan da sorumludurlar (43).

Mikroglia patojen ile iliskili molekiiler paternler (PAMP’lar) ve Hasar ile iligkili
Molekiiler Paternler (DAMP’lar) gibi uyaranlara karsi koruma saglamaktadir (34).
PAMP ve DAMP’larin taninmasi ve yine mikroglial hiicreler tarafindan gergeklestirilen
fagositoz siireci, iki farkli tiirde reseptore baglidir. Bunlar, birincil enflamasyonu uyaran
patojenlerin tespit edilmesine izin veren Toll benzeri reseptorler (TLR) ve anti-
inflamatuar yanit igin kritik olan Miyeloid Hiicrelerde Eksprese Edilen Tetikleyici
Reseptor-2 (TREM2) reseptorleridir (43). TLR’ler birincil enflamasyonu uyaran
patojenlerin taninmasindan sorumludur. TLR'ler uyarildiginda ve patojenler fagosite
edildiginde proinflamatuar bir yamit {retilir, ancak apoptotik materyal ortadan
kaldirildiginda ve fosfatidilserin kalintilar1 tanimlandiginda anti-inflamatuar bir yanit
iretilmektedir (44). Mikroglia sadece fagositozu diizenlemekle kalmaz, ayn1 zamanda
NGF (sinir biliylime faktorii) ve TNF (Tiimor Nekroz Faktoril) gibi ¢oziiniir faktorlerin
salgilanmasi ve reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi yoluyla ndronlarin ve sinir dnciillerinin
programlanmis hiicre 6liimiinii de diizenleyebilmektedir (39).

Mikroglial hiicreler ayrica gelisim, yetiskinlik ve yaslanma asamalar1 boyunca
diger islevleri de korur. Tremblay ve ark. tarafindan yiiriitiilen arastirma, mikroglianin
gelismekte olan beyindeki sinaptik yeniden sekillenme ve plastisitedeki roliiniin yani
sira sinapslarin gelisiminde onemli rol oynadigini ortaya koymustur. Homeostazinin
stirdiiriilmesi, doku iyilesmesinin desteklenmesi, néronlar ve dokular i¢in survelans
faaliyetlerinin yiiriitiilmesi gibi islevlerin yerine getirilmesinden sorumludurlar.

Mikroglia normal beyin fonksiyonu i¢in gerekli olmakla birlikte, diizenlenmemis veya
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asirt aktif mikroglia ndrotoksisiteye neden olabilir. Takeuchi ve ark. gore, aktive olmus
mikroglia tarafindan glutamat salinimi, hiicre dis1 otonom ndronal hasarin olugmasinda
bir faktordiir. Tremblay ve ark. gore, aktive olmus mikroglia, Nikotin Adenin
Diniikleotid Hidrofosfat (NADPH) oksidaz enzimi araciligiyla reaktif oksijen tiirleri
(ROS) iiretebilir ve zayif KBB islevini indiikleyebilir. Aktive olmus mikroglial hiicreler
tarafindan {tretilen ¢esitli norotrofik faktorlerin noronlarin hayatta kalmasi iizerinde
etkisi vardir. Bu nérotrofik faktorler arasinda, interlokin-3 (IL-3) ve IL-10, ndrotrofin-
4/5, Sinir Biiylime Faktorii (NGF), TGF-B, Glia Kaynakli Norotrofik Faktor (GDNF) ve
Fibroblast Biiyiime Faktorii-2 (FGF-2) yer almaktadir. Mikroglial hiicreler hem sinaptik
islevi hem de sinaptik gelisimi kontrol etmekten sorumludur. Noral onciil hiicre
havuzlarinin aktivitesi mikroglial hiicreler tarafindan kontrol edilir (38).

Mikroglial hiicreler, noral onciil hiicreler ndéronlara doniistiigiinde olusan ve
gerekenden daha fazla sinaps lireten ekstra sinapslardan kurtulmaktan sorumludur.
Sinaptik budama olarak bilinen bu siireg, sinirsel iletimlerin verimliligini artirmak i¢in
gerekli olan sinaptik yapilarin ortadan kaldirilmasiyla karakterizedir. Sinaptik budama,
komplemana bagimli bir yol aracilifiyla, yani mikroglia yiizeyindeki CD11b'nin (CR3)
sinaps bolgesindeki C3 proteini ile etkilesimi araciligiyla gergeklestirilir (39).

Mikroglia, 6grenme ve hafizanin hiicresel temeli olan sinaptik plastisitede de rol
oynamaktadir. Ayni zamanda mikroglia, ¢esitli norotrofik faktorleri, 6zellikle de
sinaptik yeniden yapilanmanin 6nemli bir diizenleyicisi olan Beyin Tiirevli Norotrofik
Faktorinii (BDNF) salgilayabilmektedir. Bu nedenle, CX3CRI1+ mikrogliadaki
BDNF'nin tamoksifen ile indiiklenebilir silinmesi, 6grenme siireci sirasinda sinaps
olusumunda azalmanin yani sira, sinaps olusumundan sorumlu genlerin ekspresyonunun
azalmasina yol agmaktadir (39).

Dogal immiin hiicreleri olan mikroglia immiin survelance da aktif rol oynar.
Mikroglia mikrogevrelerini aktif sekilde aramak i¢in kendi siireglerini kullanir. Diger
immiinite ile ilgili aktiviteler, periferde baslatilan inflamatuar siireglerin yayilmasini
icerir. Bu yanitlar beyin ve immiin sistem arasindaki koordinasyon icin oldukg¢a
onemlidir. Enfeksiyon ve hastaliklarda mikroglia aktif hale gelir ve inflamatuar hiicresel
diizenleyiciler olarak islev yapar. Aktif mikroglia hizli bir sekilde transkripsiyonel
profillerini degistirir ve inflamatuar sitokin ve kemokin iiretimi ile MSS’nin makrofaj

benzeri aktivitelerini gerceklestirir. Aktif mikroglia, hiicre yiizeyinde reseptor
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ekspresyonunu degistiren hiicre iskeletinde yeniden diizenlemeler gegirir. Bu
degisiklikler mikroglianin hasarli veya enfeksiyon bdlgesine gd¢cmesine ve fagositik

etkinliklerini artirmasina izin verir (45).

Mikreglia'nin Homeostazideki Rolil
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Sekil 5.  Mikroglia’nin Homeostazideki Rolii. a) Mikroglia erken embriyogenez sirasinda yolk
kesesindeki EMP hiicrelerinden koken almaktadir. EMP hiicreleri PU.1 ve IRF-8 bagimli
yolaklar araciligiyla mikroglial progenitorlere farklilasip MSS’ye kolonize olmaktadir. b)
Yetiskin organizmalarda MSS homeostazisinin siirdiiriilmesinde, mikroglia sinaptik yapilar
elimine edebilmektedir. Ayrica mikroglia 6len ndronlarin fagositozu ve programlanmis hiicre
Oliimiiniin aktivasyonuyla noérogenezisi diizenlemektedir. ¢) Noroinflamasyon, mikroglial
aktivasyonunu baglatabilen B-amyloid plaklar ve miyelin atiklan ile iligkilidir. Aktiflesmis
mikroglia fenotipi TREM2-bagimli fagositik aktivite ile karakterizedir. Hastalikla iligkili
mikroglia (DAM) gesitli sitokinleri tiretebilmektedir (39).

19



Sonug olarak mikroglia, MSS homeostazisinin korunmasinda, nérogenezde, sinapslarin
olusumunda ve ortadan kaldirilmasinin yani sira bilissel islevlerin olusumunda aktif

olarak rol oynamaktadir (39).

2.9.3. Mikroglia ve Noroinflamasyon

Noroinflamasyon, merkezi sinir sistemindeki viral/bakteriyel enfeksiyonlari
onlemek, bu patojenleri ortadan kaldirmak ve hiicre artiklarin1 veya yanlis katlanmig
peptitleri/proteinleri ortadan kaldirmak i¢in gelisen dogal bir bagisiklik tepkisidir (46).
Noroinflamasyon, sitokinlerin, kemokinlerin, reaktif oksijen/azot {irlinlerinin ve
hiicrelerden mikrogevreye ikincil habercilerin salgilanmasi yoluyla meydana gelir. Sinir
sisteminin sagliginin korunmasinda énemli bir rol oynayan noroinflamasyonun ortadan
kaldirilamamas1 ve kroniklesmesi, basta néronlar olmak tizere MSS’deki tiim hiicreler
icin tehdit olusturmaktadir (47). Ustelik bu kronik noroinflamasyon, MSS’de bircok
hastaligin  olusmasina ya da ilerlemesine neden olmaktadir. Mikroglia
noroinflamasyonda birincil rol oynamaktadir. Aktive olmus mikroglia, inflamazom ad1
verilen ¢oklu protein komplekslerini aktive eder. Aktivasyon sirasinda, mikroglialarin
transkripsiyonel profili degisir ve inflamatuar sitokinler ve kemokinler salgilanir (38).

Uyaranlara yanit olarak mikroglia, TNFo, Interlokin-1-Beta (IL-1p), Interlokin-6
(IL-6) gibi pro-inflamatuar sitokinleri ve C-C Motif Kemokin Ligand-2 (CCL2) ve
Interlokin-18 (IL-18) gibi kemokinleri iireterek baska hiicrelerin bu bdlgeye gelmesini
saglar ve patojen ajanlart ortadan kaldirir. Noroinflamasyon ndérokoruyucu bir
mekanizma olmasmma ragmen, uzun siiren noroinflamasyon ndrotoksisiteyi
indiikleyebilir ve norodejenerasyona neden olabilir. Yaslanma ve kronik stresle basa
cikmaya c¢alisan mikroglia distrofik bir morfoloji ve asir1 bir inflamatuvar yanit sergiler
(34).

Mikroglia, morfolojilerine, yiizey belirteg ekspresyonuna ve fiziksel
ozelliklerine dayali olarak M1 ve M2 olmak iizere 2 farkli fenotipe siniflandirilabilirler.
MSS’de mikroglia, onlarin aktif durumlarina bagli olarak pro-inflamatuar veya
norokoruyucu olabilir. Patojenlerden veya hasarli hiicrelerden kaynaklanan atiklar,
dinlenme halindeki mikrogliay1 aktif hale getirerek, nérodejeneratif hastaliklarda zararh
etkileri olan IL-1B, TNF-a, IL-6, Nitrik Oksit (NO) ve proteazlar gibi pro-inflamatuar
faktorleri eksprese ederler. M1 fenotipi olarak adlandirilan bu mikroglia sinifi, pro-
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inflamatuar ve norotoksik aktiviteler gosterir ve CD16, CD32, CD86, iINOS ve Major
Doku Uygunluk Komplesi (MHC) smuf II gibi hiicresel belirtegleri yiiksek diizeyde
eksprese etmektedir. Bunun aksine, Interlokin-4 (IL4), Interlokin-10 (IL-10), Interldkin-
13 (IL-13) ve TGF-B ise norokoruyucu mikrogliay1r aktive eder ve CD163, FIZZ1,
Kitinaz-3-Benzeri-3 (Chi313), Ym1, CD206, insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-1 (IGF-1)
ve Arjinaz 1 gibi farkli faktorlerin salgilanmasina neden olur. Mikrogliadan salgilanan
bu faktorler norokoruma ve doku iyilesmesi ile iliskili olabilir. M2 mikroglia,
inflamatuar soniimleme, atik temizleme ve doku yeniden sekillenmesinde rol oynar.
Ayrica farklt molekiiler imzalarina ve fonksiyonel profillerine dayali olarak, M2
mikroglia M2a, M2b ve M2c¢ olmak flizere daha alt siniflara ayrilabilir. M2a-benzeri
fenotip anti-inflamatuar sitokinler ve biiyiime faktorleri salgilamakta ve fagositik
aktiviteyi artirmaktadir. M2b benzeri fenotip, immiinosupresyon ve doku homeostazisi
ile iliskilidir ve edinilmis bir deaktivasyon olan M2c benzeri fenotip ise, bagisiklik
diizenlemesi, doku onarimi ve yeniden yapilanmada rol oynar (48). M1 ve M2

mikroglia ve ilgili sitokinler Sekil.6’da gosterildigi gibidir.
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Sekil 6. M1 ve M2 mikroglia tipleri. Hastalik veya hasar gibi beyin homeostazisinin bozulmasina yanit
olarak, mikroglia nérodejenerasyon ve doku tamirinde fakli rolleri olan M1-benzeri ve M2-
benzeri aktivasyon durumuna dogru polarize olmaktadir. IFN-y (interferon-y) ve
Lipopolisakkarit (LPS) gibi klasik pro-inflamatuar uyarilar1 bakimindan zengin bir g¢evre
dinlenme durumundaki mikroglianin M1 fenotipine polarizasyonuna tesvik etmektedir. M1-
benzeri mikroglia IL-1B, TNF-a, IL-6 ve iNOS gibi fenotipik protein belirteglerinin
ekspresyonlarinin artmasi ile karakterizedir ve beyin onarimini1 bozan ve kronik inflamasyona,
oksidatif strese ve uzun-donem nérolojik bozukluklara katki saglayan pro-inflamatuar sitokin,
kemokin ve serbest radikal salgilarlar. Buna karsin, IL-4 veya IL-13 bakinimdan zengin
noroinflamatuar bir gevre M2 fenotipinin gelisimine katki saglar. M2 benzeri fenotip CD206,
CD163, FCyR, Arjinaz 1, Ym-1 ve TGF-B gibi protein belirteglerini yiikseltirler. M2-benzeri
mikroglia anti-inflamatuar sitokinler, norotrofik faktorler ve proteazlar salgilar ve artmig
fagositik aktiviteye sahiptir.  M2-benzeri mikroglia immiin baskilamayr ve MIl-aracili
noroinflamasyonun ¢6ziilmesini tesvik eder noérogenez, anjiyogenez, oligodendrogenez ve
remiyelinasyon gibi siiregleri modiile ederek MSS'nin yeniden sekillenmesine ve onarimina

katilirlar (48).
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2.10. Sitokinler

Sitokinler hem dogustan hem de kazanilmis bagigiklik sistemi hiicreleri dahil
bir¢cok hiicre tarafindan salgilananan kiiciik molekiiller olup, bagisiklik tepkisindeki
cesitli fonksiyonlari spesifik reseptorler araciligiyla diizenleyebilirler (49). Sitokin genel
bir isim olarak kullanilsa da monokin (monositler tarafindan iiretilen sitokinler),
lemfokin (lenfositler tarafindan {iiretilen sitokinler), kemokin (kemotaktik aktiviteye
sahip sitokinler) ve interlokin (l6kositler tarafindan iiretilen sitokinler) gibi isimleri de
bulunmaktadir (50). Sitokinler, ¢ok yiiksek etkilere sahip olan bir grup kiiciik
polipeptitten (8-30 kDa) olusur (51). lgili hedef hiicrelerin tipine ve gelisim durumuna
bagli olarak ¢ogalma veya farklilasma islevlerini gosterebilirler (52). Cogu sitokin, ¢ok
diisiik konsantrasyonlarda (pikomolardan nanomolara kadar) olsalar bile, etkilerini
gosterebilmeleri igin yeterlidir (51). Sitokinler hayatta kalma, biiyiime ve farklilagsma
dahil olmak iizere hiicresel aktiviteleri diizenlemek i¢in kendilerini salgilayan hiicrelere
(otokrin etki), yakindaki hiicrelere (parakrin etki) veya bazi durumlarda uzak hiicrelere
(endokrin etki) etki edebilir (50,51).

Farkli hiicre tiplerinin ayni sitokini salgilamasi veya tek bir sitokinin birkag
farkli hiicre tipine etki etmesi (pleiotropi) yaygindir. Benzer fonksiyonlar da farkli
sitokinler tarafindan uyarilabilmektedir. Bir sitokin, hedef hiicrelerini ek sitokinler
tiretmek igin uyardiklarindan dolayi, genellikle bir kaskatta iretilirler (50). Hedef
hiicrelerin yiizeylerinde builunan spesifik resptorlere baglandiginda etki gosterirler.
Esas olarak Iokositlerde iiretilmekte olup, monositler, lenfositler, makrofajlar ve bazi
somatik hiicreler tarafindan salgilanirlar (17). Periferal sinir harabiyetinden sonra, hasar
bolgesinin etrafinda toplanan mikroglia ve Schwan hiicreleri de sitokin salgilar (50).

Sitokinler ayrica hastalik, yaralanma ve enfeksiyona yanit olarak hizla up-regiile
olmakta ve bu akut patolojik durumlarda doku onariminda 6nemli bir rol oynar. Bu
peptitler tipik olarak periferik dokulardaki etkilerine gore pro-inflamatuar veya anti-

inflamatuar olarak siiflandirilmistir (51).

2.10.1. Pro-inflamatuar Sitokinler

Proinflamatuar sitokinler, ¢ogunlukla aktive edilmis makrofajlar tarafindan
tiretilir ve inflamatuar reaksiyonlarin up-regiilasyonunda rol oynar. Cesitli bakteriyel ve
viral enfeksiyonlar sirasinda asir1 inflamasyon sonucunda, pro-inflamatuar sitokinlerin

sentezindeki artig, konak i¢in zararl olabilmektedir (50).
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2.10.1.1. interlokin-1 Beta (I1L-1p)

IL-1 ailesi, IL-1a, IL-1P ve endojen bir IL-1 reseptor antagonisti (IL-1RA) dahil
olmak tizere bir¢ok farkli proteinden olusur. IL-la esas olarak parakrin ve otokrin
sinyallesmeye katildig1 diisiiniilen membrana bagli bir protein olarak bulunurken, IL-1§
tipik olarak c¢oziiniir, salgilanmigs bir formda bulunur (51). IL-1p hiicre hasari,
enfeksiyon, invazyon ve inflamasyon sirasinda makrofajlar, mikroglia, B hiicreleri,
monositler ve DC'lerin yan1 sira fibroblast ve endoteliyal hiicreler gibi immiin olmayan
hiicreler tarafindan da tiretilmektedir (49,50).

Bu sitokin, viicutta inflamatuar reaksiyonlarin ana diizenleyicisidir ve B hiicresi
olgunlagsmasi, T hiicrelerinin uyarilmasi, dogal dldiiriicti (NK) hiicrelerin aktivasyonu ve
inflamatuar cevaplara neden olan mikroglia ve makrofaj aktivasyonu i¢in kritik 6neme
sahiptir. Ayrica IL-1B, ¢ok sayida inflamatuar sitokin ve kemokinin ekspresyonunu
indiiklemek, inflamatuar bolgelere 16kosit infiltrasyonunu saglamak, immiin hiicrelerin
fagositik aktivitesini artirmak, kompleman sistemin aktivitesini artirmak ve adaptif
immiin cevaplarin aktivitesini artirmak gibi islevleri gerceklestirerek dogal bagisikligi
aktive etme yetenegindedir (53). IL-1, hiicre i¢inde pro-1L-1p olarak adlandirilan ve 31
kDa biiyiikliigiinde bir inaktif form olarak iiretilmektedir. Makrofajlar iizerindeki Patern
Tanima Reseptorlerinin (PRR), patojenlerde bulunan PAMP‘lara (patojenle iliskili
molekiiler motif) baglanmasina cevap olarak kaspaz-1 tarafindan proteolitik kesim ile
aktiflesmekte ve gen ekspresyonunu kontrol eden yolaklarin diizenlenmesine neden
olmaktadir (54). IL-1B sinyal iletimi, birgok farkli hiicrede eksprese edilen tip 1
Interlokin-1 Reseptdr (IL-1R) araciligiyla gerceklestirilir. Bu baglanma ile hiicre ici
adaptor proteinleri harekete gecmekte ve sonugta Niikleer Faktor Kappa B (NF-Kb)
yolag1 aktivasyonuna ve bir¢ok pro-inflamatuar sitokin ve kemokinin indiiklenmesine
neden olmaktadir. Deneysel beyin hasarina iliskin hayvan modellerinde, 16kositlerin IL-
1B aracili toplanmasimi ve diger inflamatuar olaylarin noéronal hiicre Sliimiine yol
actigini, dolayisiyla IL-1B’nin noroinflamasyon ve ndéron O6liimii arasinda baglanti
oldugunu gostermektedir (49). IL-1p ekspresyonu, MSS’deki mikroglia ve astrositlerde

periferik sinirdeki yaralanmayi takiben ve travma sonrasinda artar (50).
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2.10.1.2. interlokin-6 (1L-6)

B  hiicresi  farklilasma  faktorii, T  hiicresi farklilasma  faktori,
hibridoma/plazmasitoma biiylime faktorii ve hepatosit uyarict faktor gibi c¢esitli
isimlerle de bilinen IL-6, 26 kDa'lik bir glikoproteindir (51). IL-6 hem makrofajlar,
DC’ler, T hiicreleri, B hiicreleri, astrositler ve mikroglia gibi immiin hiicreler hem de
adipoz, fibroblast, endotelyal hiicreler ve noronlar gibi immiin olmayan hiicrelerden
salgilanir (55). Bu sitokinler ¢ok sayida biyolojik fonksiyona sahiptir, ancak 6zellikle T
hiicresi farklilagsmasi, B hiicresi farklilasmasi1 ve hepatositlerde akut faz tepkisi i¢in
onemlidir (49). IL-6 reseptorii (IL-6R) ise, hepatositler, bazi 16kositler ve mikroglia gibi
sadece sinirlt hiicrelerde bulunur, oligodendrodit ve astrositlerde bulunmamaktadir (55).

IL-6R, ig¢sel sinyal iletim kapasitesinden yoksundur. Bu nedenle sinyalleme, IL-
6/IL-6R kompleksinin B-reseptor gpl30'a baglanmasi yoluyla indiiklenir, bu da
istenmeyen, spesifik olmayan hiicresel aktivasyonu oOnler. Bu kompleksin
baglanmasinin, JAK/STAT, ERK ve PI3 kinaz gibi asagi yondeki hedeflerin
fosforilasyonu yoluyla hiicresel tepki verilmesi i¢in, gp130'un hiicre yiizeyinde mevcut
olmasi gerekir (55).

IL-6, Diizenleyici T (Treg) hiicreleri ile inflamasyonu tesvik eden efektor
Yardimer T Hiicresi-17 (Th17) hiicreleri arasindaki dengenin kontrol edilmesinde kritik
oneme sahiptir. IL-6 ile STAT3 transkripsiyon faktoriiniin aktivasyonu, interlokin-17A
(IL-17A) ve Interlokin-23 Reseptorii  (IL-23R) gibi genlerin ekspresyonunu
indiikleyerek Th17 farklilasmasinda rol oynar. IL-6, yine STAT3"i igeren bir yolak
araciligiyla Treg hiicrelerinin farklilagmasini1 inhibe eder. Bu nedenle IL-6, Treg
yanitlarinin bastirildigi ve Th17 efektor yanitlarinin siirdiiriildiigii inflamatuar bir yanit
indiiklemektedir (49).

Fizyolojik kosullar altinda beyinde IL-6 diisiik konsantrasyonda bulunmaktadir.
Alzheimer Hastaligi (AH) ve Parkinson hastaligi (PH), beyin kanseri, multipl skleroz
(MS) gibi ¢esitli norolojik bozukluklar sirasinda IL-6'min ekspresyonunda ve
salgilanmasinda dramatik bir artig gozlemlenir. IL-6 sinyallemesinin eksikligi,
noroinflamasyon ve noronlarin korunmasinda onemli rol oynamaktadir. Bununla
birlikte, IL-6 ayn1 zamanda oligodendrositlerin farklilasmasini da tesvik eder, norotrofik
bir faktor olarak gorev yapar ve periferal sinir rejenerasyonunda onemlidir. Tiim bu

islevler IL-6’nin MSS patolojisinde hayatta kalma yanlisi etkisini vurgulamaktadir (55).
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IL-6'nin sinir hasarina karsi noronal cevapta merkezi bir rol oynamasimin yani
sira mikroglial ve astrositik aktivasyonda da rol oynamaktadir (50). Beyindeki
mikroglial hiicreler, pro-inflamatuar sitokinler iireterek ¢evreden gelen sinyallere yanit
verir; bu sitokinler daha sonra dogas1 geregi adaptif bir hastalik davranis1 tepkisi ortaya
cikarmak i¢in noronlar1 hedef alir. Mikroglia, beyinde IL-6 reseptoriinii eksprese eden
ve periferik immiin uyarim sirasinda giiclii bir sekilde IL-6 salgilayan temel hiicredir.
IL-6'nin  MSS inflamasyonunun diizenlenmesinde bir rol oynar. Merkezi sinir
sistemindeki IL-6 aym1 zamanda norodejenerasyon, astrositoz ve c-fos
ekspresyonundaki degisiklikler dahil ancak bunlarla sinirli olmamak {izere ¢ok sayida

davranigsal yolda da rol oynamaktadir (56).

2.10.1.3. Tiimor nekroz faktorii-a (TNF-a)

TNF-o hem fizyolojik hem de patolojik kosullar altinda MSS’nin c¢esitli
stireglerini giiglii bir sekilde etkileyen pleiotropik bir sitokindir (57). TNF-o apoptotik
yolaklari, inflamasyonun NF-KkB aktivasyonunu ve Aktif-Stres Iliskili Protein
Kinazlarin (SAPK’lar) diizenlenmesi i¢in TNFR1 ve TNFR2 olarak adlandirilan 2 farkl
hiicre ylizey reseptor aracilifiyla farkli sinyal yolaklari {izerinde etki gostermektedir.
TNF-o Reseptorleri, hem néronlarda hem de glialarda bulunmaktadir (50).

TNF sitokini, immiin ve inflamatuar yanitlarin kritik bir aracisidir. TNF geni,
cok cesitli patojenlere ve iltihaplanma ve stres sinyallerine maruz kalmanin ardindan
cesitli hiicre tiplerinde hizla kopyalanan, acil erken bir gendir. TNF, dogal ve adaptif
bagisiklik tepkisinde ve lenfositlerin, monositlerin, makrofajlarin, nétrofillerin ve
dendritik hiicrelerin normal fonksiyonunda kritik bir rol oynar. Her ne kadar TNF
baslangi¢cta makrofajlarin bir tirlinli olarak tanimlansa da, daha sonraki ¢alismalar TNF
geninin T hiicreleri, B hiicreleri, NK hiicreleri, mast hiicreleri, dendritik hiicreler ve
fibroblastlar gibi ¢ok cesitli hiicre tiplerinde eksprese edildigini gostermistir. TNF nin
olgun bir protein olarak salgilanmasi transkripsiyonel, post-transkripsiyonel ve post-
translasyonel diizeylerde diizenlenebilmektedir. Transkripsiyon seviyesinde, TNF geni,
hiicresel aktivasyon, inflamasyon, enfeksiyon ve stresin 6zelligi olan gesitli spesifik
uyaranlara yanit olarak aktive edilir. Bu uyaranlar arasinda iyonoforlar tarafindan
tetiklenen kalsiyum akis1 gibi kalsiyum sinyalleri; bakteriler ve viriisler gibi patojenler;

forbol esterler gibi mitojenler; ozmotik stres gibi kimyasal stres ve UV 15181 gibi
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radyasyon bulunmaktadir. TNF gen transkripsiyonunun indiikleyicileri arasinda ayrica
T hiicre reseptorii gibi antijen reseptorleri; Toll benzeri reseptorler gibi PRR’leri ve
sitokin reseptorlerinin ligandlarini igermektedir (58).

TNF-a ya 26 kDa’likk membrana bagli bir protein olarak veya TNF-a
Dontistiirticti Enzim (TACE, ADAM17) olarak bilinen bir metalloproteazin aktivitesiyle
uretilen 17 kDa’lik protein olarak bulunur. Mikroglialar ndrodejeneratif hastaliklarda ve
MSS hasarlarinda TNF-a'nin baglica tireticileri olarak gosterilse de, ¢ok sayida ¢alisma
astrositlerin ve nodronlarin da bu pro-inflamatuar sitokinin kaynagi olabilecegini
gostermistir. TNF-a sinyalizasyonu 2 farkli reseptor araciligiyla meydana gelir. TNF-a
sinyalizasyonu, hiicre tipleri arasinda neredeyse tiim hiicre tiplerinde eksprese edilen
TNFR1 ve beyindeki belirli ndéronal alt tiplerde ve glial hiicrelerde daha diisiik
seviyelerde bulunan TNFR2 olarak adlandirilan iki farkli reseptor araciligiyla meydana
gelmektedir. TNFR1'in pro-apoptotik proteinlerin aktivasyonu yoluyla ndronal 6liimii
tesvik etmede veya Niikleer Faktor-kB (NF-kB) aktivitesini artirarak hayatta kalmada
onemli rolleri oldugu goriilmektedir. TNFR2 araciligiyla sinyal iletimi, TNFR1 ile
baslatilan kaskat ile bircok benzerlik tasimaktadir. Ozellikle TNFR2 anti-apoptotik ve
pro-apoptotik gen hedeflerinin NF-kB-aracili transkripsiyonunu artirmak i¢in birgok
farkli sinyal yolagi araciligiyla etki gostermektedir. TNFR2 tercihen membrana bagli
TNF-a tarafindan baglanmaya yanit verir (51).

2.10.2. Anti- Inflamatuar Sitokinler

Anti-inflamatuar sitokinler, pro-inflamatuar sitokin tepkisini kontrol eden
immiin diizenleyici molekiil sinifidir (50). Temel anti-inflamatuar 6zellik goésteren
sitokinler, patojenlere karsi olusan immiin yanitlarin baskilanmasi veya istenmeyen asir1
tepkilerinin diizenlenmesinde 6nemli rol iistlenirler. Bunlar, ayn1 zamanda patojenlere
kars1 olugacak immiin yanit esnasinda pro-inflamatuar gorevindeki sitokinlerin sentezini
inhibe ederek, asir1 inflamasyon nedeniyle konagin zarar gérmesini engellemektedir
(59). Baslica anti-inflamatuar sitokinler arasinda IL-1 reseptor antagonisti, IL-4, IL-10,
IL-11 ve IL-13 yer alir. Lésemi inhibitér faktor (LIF), Interferon-Alfa (IFN-a), IL-6 ve
TGF-pB ¢esitli kosullar altinda anti-inflamatuar veya pro-inflamatuar sitokinler olarak
kategorize ediilebilirler. IL-1, TNF-a ve Interlokin-18’¢ (IL-18) yonelik spesifik sitokin
reseptorleri, ayni zamanda pro-inflamatuar sitokinler i¢in inhibitér gorevi de

gormektedir (50).
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2.10.2.1. interlokin-10 (1L-10)

Tim anti-inflamatuar  sitokinler arasinda IL-10, gii¢li anti-inflamatuar
Ozelliklere sahip bir sitokindir ve aktive edilmis makrofajlar tarafindan TNF-a, IL-6 ve
IL-1 gibi inflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu baskilamaktadir. Ayrica IL-10,
endojen anti-sitokinleri up-regiile edebilmekte ve pro-inflamatuar sitokin reseptorlerini
down-regiile edebilmektedir. Boylece 1L-10, pro-inflamatuar sitokinlerin iiretimini ve
fonksiyonunu birden fazla seviyede diizenleyebilmektedir (50). IL-10 gerekli olmayan
immiin cevaplarin baskilanmasinda en onemli sitokinlerden birisidir. 1L-10, NK
hiicreleri, B hiicreleri, monositler, makrofajlar ve DC’lerin yani sira Yardimct T
hiicreleri (Th2), Treg’ler gibi bir ¢ok immiin hiicre tipinde iiretilen pleitropik bir
sitokindir. IL-100/IL-10Rp reseptér kompleksine baglandiginda, bir¢ok farkli immiin
baskilayici yolagi baglatmaktadir. 1L-10 ilk olarak Thl (Yardimci T hiicresi-1)
hiicrelerinin sitokin tiretimini baskilayan bir sitokin inhibitor faktorii olarak kesfedilmis,
ancak daha sonraki c¢alismalarda IL-10’un Makrofaj ve DC gibi antijen-sunucu
hiicrelerin de sitokin tiretimini ve CD80 ve CD86 gibi molekiillerin ko-stimulasyonunu
inhibe ettigi gosterilmistir. IL-10’un bir¢ok farkli immiin hiicresi ve doku epitel hiicresi
tarafindan {iretilen 6nemli bir anti-inflamatuar sitokin oldugu diigtiniilmiistiir. IL-10
reseptoriic ise CD4+ T, CD8+ T hiicreleri, B hiicreleri, DC’ler, makrofajlar, NK
hiicreleri, mast hiicreleri, eozinofiller ve notrofillerde ekpsrese olmaktadir. 1L-10,
kaspaz-1 aktivasyonunu ve kaspaz-1 bagimli pro-IL-1f’dan IL-1B’ya olgunlagmasini
baskilamaktadir. Boylece IL-10, pro-inflamatuar Th17 hiicrelerini dogrudan inhibe
etmektedir. IL-10 aymi zamanda CD4+Foxp3+ Treg hiicrelerinin baskilanma
fonksiyonlarin1  desteklemektedir. Insan IL-10 geni 1g32 kromozom bdlgesinde
bulunmakta olup 2 kb uzunlugundadir ve 5 ekzonu bulunmaktadir. IL-10 ayrica Thl,
Th2 ve Th17 hiicrelerinde de iiretilebilmektedir (60).

IL-10, Th1’in tirettigi sitokinleri inhibe eder ve B hiicreleri, mast hiicreleri ve T
hiicrelerinin farklilagmasi ve ¢ogalmasi tizerindeki ko-simiile etkiye sahiptir. IL-10, B
hiicreleri iizerindeki MHC-simmif II antijeni, makrofajlar tizerindeki Fcy reseptor
ekspresyonunu artirir  ve monositler iizerindeki MHC-sinif II  antijenlerinin
ekspresyonunu down-regiile eder (61). Boylece IL-10, doku hasarina neden olabilecek
inflamatuar yaniti sinirlayan bagisiklik sisteminin énemli bir negative diizenleyicisidir.

Ayrica IL-10, bagisiklik sisteminin homeostazisi i¢in gereklidir. Akut enfeksiyonlar
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sirasinda IL-10 sinyalinin bloke edilmesi, oldukg¢a ciddi patolojilere ve hatta konak¢inin
Olimiine neden olabilir. Bununla birlikte, IL-10'un asir1 dretimi, siirekli kronik
enfeksiyonlarla iliskilidir ve blokaji, patojen temizligine tesvik eder. IL-10, IL-10
sinyallemesine 6zgili olan ve hematopoietik hiicrelerde eksprese edilen IL-10Ra'dan ve
yine IL-22 tarafindan paylasilan ve neredeyse her hiicrede eksprese edilen IL-10Rp'dan
olusan heterodimerik reseptoriine baglanir. IL-10’nun bu reseptére baglanmasi, Stat3
fosforilasyonuna neden olan Jakl ve Tyk2'yi aktive eder. Stat3 IL-10'un inhibitor
fonksiyonlart i¢in gereklidir (62).

TGF-B ve IL-10 ‘un cevaplart benzer sekilde hedef hiicreye bagli olarak
degismektedir. 1L-10, makrofajlarda interlokin-12 (IL-12) iiretimini ve ko-stimiilator

molekiillerin ekspresyonunu azaltir, béylece Thl yanitinin olusumunu azaltir (62).

2.10.2.2. Doniistiiriicii Bityiime Faktorii-p (TGF-p)

TGF-B giicli diizenleyici ve inflamatuar aktiviteye sahip bir pleiotropik
sitokindir. TGF-f'nin ¢ok sayida bagisiklik fonksiyonu iizerindeki ¢ok yonlii etkileri
hiicresel ve gevresel etkilere baglidir (62). TGF-B, hem dogal hem de adaptif immiin
fonksiyon i¢in 6nemli bir sitokindir. TGF-PB nérogenez, mikroglia gelisimi, gliogenez ve
miyelinizasyonu diizenledigi i¢in beyin gelisimi ic¢in olduk¢a Onemlidir. TGF-$
sinyalizasyonu, anti-inflamatuar etki gostermekte olup, biiyiik 6l¢iide nérokoruyucudur
(63). TGF-B makrofaj ve Thl hiicre aktivitesini inhibe ederek sitokin {iretimini
baskilamakla kalmayip, ayrica IL-1, Interlokin-2 (IL-2), IL-6 ve TNF'yi etkisiz hale
getirmektedir (50). TGF-B ayrica dogal bagisiklik hiicrelerinin baskilanmasinda da
onemli bir rol oynar (62).

TGF-B’nin diizenleyici aktivitesi ve periferal tolerans1 indiiksiyonu iyi
bilinmektedir. Periferde TGF-B, naif T hiicrelerinin hayatta kalmasi i¢in gereklidir ve
kendisine reaktif olan CD4+ and CD8+ T hiicrelerinin ¢ogalmasi ve farklilagsmasini
inhibe ederek periferal toleransi siirdiirebilirler. TGF-f ayrica dogal olarak olusan Treg
hiicrelerinin hayatta kalmasimmi saglarak da periferal toleransin siirdiiriilmesini
saglayabilmektedir. TGF-P ayrica indiiklenmis Treg (iTreg) hiicrelerinin farklilagmasini
indiiklemektedir. TGF-f inflamatuar kosullar altinda islev gosterir. IL-6 varlifinda
TGF-B, inflamasyonu ve oto-immiin kosullarin1 artiran Th17’nin farklilagmasini saglar.
TGF-B, hem Treg hem de Th17 hiicrelerinin farklilasmasini konsantrasyona bagli bir
sekilde diizenler (62).
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2.10.3. Nitrik Oksit (NO)

Nitrik oksit (NO), basta kardiyovaskiiler sistem ve sinir sistemi olmak tizere cok
cesitli homeostatik fonksiyonlar1 diizenleyen, iki atomlu, kisa dmiirlii bir gazdir. Hiicre
zarlarindan serbestce gecebilmekte ve belirli bir zar reseptoriine ihtiya¢ duymadan
cesitli biyolojik etkilere katilan hiicresel bir sinyal molekiilii olarak goérev yapmaktadir.
Yagda c¢oOziinebilmektedir. Eslenmemis elektronunun bir sonucu olarak farkli
maddelerle hizli reaksiyona girmesi nedeniyle (yalnizca birka¢ saniyelik) son derece
kisa bir yar1 Omre sahiptir. Artan 10kosit adezyonunda, vaskiiler gecirgenlikte,
vazodilatasyonda ve inflamasyonda onemli islevlere sahiptir (64). Immiin hiicrelerin
cogunda ve endotel hiicreleri, fibroblastlar, hepatositler ve keratinositler gibi ¢esitli
immiin olmayan hiicrelerde iiretilmektedir. NO beyindeki glial hiicreler inflamasyona
yanit olarak iiretilmekte olup, 6zellikle korteks ve hipokampusta, sinaptik iletimde ve
beyin plastisitesinde Onemli bir rol oynamaktadir. Ancak asir1 diizeyde NO ve
nitrerjik/oksidatif stresin aracilik ettigi hiicresel stres, néroinflamasyonu siddetlendirir,
noron Oliimiine ve doku hasarina neden olarak sinaptik plastisitenin bozulmasina ve
erken norodejenerasyona yol agabilir (64,65). MSS igindeki noronlar, NO kaynakli
hiicre hasarmna kars1t olduk¢a duyarlidir ve bu, cesitli hastaliklarin patofizyolojisine
katkida bulunur (64).

NO, L-argininin L-sitruline doniisiimii sirasinda nitrik oksit sentaz (NOS)
tarafindan iretilmektedir. Bu enzimlerin {i¢ izotipi tanimlanmistir: endotelyal NOS
(eNOS), néronal NOS (nNOS) ve indiiklenebilir NOS (iNOS). eNOS ve nNOS sirasiyla
endotel hiicrelerinde ve noéronlarda yapisal olarak eksprese edilir. Beyindeki NO
iretiminin ana kaynagi, esas olarak N-metil-d-aspartat (NMDA) resept6rii post-sinaptik
norondaki glutamata baglandiginda aktive olan nNOS’dur. INOS, Lipopolisakkarit
(LPS) ve sitokinler gibi inflamatuar aracilara yamt olarak IL-1, interferon-y (IFN- y) ve
NK-kB gibi inflamatuar ajanlarin etkisiyle makrofajlar, mikroglia ve astrositlerde
eksprese edilir. Hatta mikroglialarda rapor edilen tek NOS formudur. iNOS, Nos2 geni
tarafindan kodlanmaktadir (66).

NO'nun sitotoksik etkilerinin ¢oguna NO'mun kendisinin yani sira oksidasyon
tirtinleri de aracilik etmektedir. Boylece, pro-inflamatuar kosullar altinda aktive edilmis
mikroglia tarafindan eszamanli NO ve siiperoksit {iretimi, ndron 6liimiine neden olan

giiclii bir oksidan olan peroksinitrit olusumuna yol agabilmektedir (66).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu tez ¢alismasinda fare N9 mikroglia hiicre hatti 5G teknolojisinin orta band
araliginda bulunan 6 GHz RF-EMA’ya maruz birakildi. Bunun ig¢in, Cukurova
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali Ogretim Elemanlar1 Prof.Dr.
Mustafa EMRE ve Dr. Yasin KARAMAZI tarafindan 6zel olarak tasarlanan 6 GHz
stirekli elektromanyetik dalgalar iireten jenerator kullanildi (17). Elektromanyetik alani
yaymak i¢in Hern anteni kullanildi. Hern anteni ile petri kutusu arasindaki mesafe,
literatiir taranarak 6 cm olarak belirlendi (67). Maruz birakma siireleri de yine literatiir
taranarak 20 dk, 1 saat, 3 saat, 6 saat, 12 saat ve 24 saat olacak sekilde ayarlandi (68).

Calismamiz, Sekil 7°de 6zetlendigi gibi kisaca su agsamalardan olusmaktadir;

e N9 mikroglial hiicrelerin ¢ogaltilmasi ve kiiltiirii yapildi.

e Sistemin tasarimi yapildi, mikroglial hiicreleri ¢esitli siirelerde 6 GHz RF-
EMA’ya maruz birakildi.

e 6 GHz RF-EMA’nin mikroglial hiicrelerin canliligina olan etkisini arastirmak
icin MTT ve AO/EB boyamasi teknikleri kullanildi.

e 6 GHz RF-EMA’nin N9 mikroglia hiicrelerinde néroinflamasyon etkisini
arastirmak i¢in maruziyetten sonra hiicre bilylime ortamina salgilanan nitrik
oksit (NO) diizeyi NO 6l¢iim cihazi ile degerlendirildi.

e N9 mikroglia hiicreleri 6 GHz RF-EMA’ya maruz birakildiktan sonra
hiicrelerden RNA izolasyonu yapildi ve ardindan ¢cDNA elde edildi. 6 GHz
RF-EMA’nin = N9 mikroglia hiicrelerinde noéroinflamasyona  etkisini
arastirmak i¢in Tnf, Tgfbl, 1l11b ve Nos2 genlerinin ekspresyon diizeyleri
Gergek Zamanli-PCR yontemi kullanilarak belirlendi.

e 6 GHz RF-EMA’nin N9 mikroglia hiicrelerde ndroinflamasyon etkisini
aragtirmak i¢in maruziyetten sonra hiicre biliylime ortamina salgilanan IL6,
IL-10, TNF-a ve TGF-B sitokin diizeyleri ELISA yontemi kullanilarak
olgiildii.
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Sekil 7. Calismanin Grafiksel Ozeti.

3.1. Arac ve Gerecler

MTT testi ve
AO/EB
Boyama ile
Hiicre Canlihd:

Nitrik
Oksit
Olgimi

W6, Tnf, H1D,
Nos2ve Tgfb1
genlerinin
mRNA
duzeylerinin
RT-PCRile
analizi

IL-6, TNF-q,
IL-10 ve TGF-B
protein
duzeylerinin
ELISA ile
olgumu

Bu tez kapsamindaki calismalar, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi

Biyoloji Anabilim Dal1 ve Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

Laboratuvarlari’nin olanaklar1 kullanilarak gerceklestirildi. Bu g¢alismada kullanilan

kimyasallar, cihazlar ve teknik malzemeler temin edildikleri firmalarla birlikte agsagida

verildigi gibidir.

3.1.1. Kimyasal Malzemeler

RPMI 1640 Biiyiime Ortam (Cytiva)

L-Glutamin (Gibco)

Fetal Bovin Serum (FBS, Biowest)

Penisilin-Streptomisin Cozeltisi (Biowest)

Tripsin-EDTA (Gibco)

Trypan Blue (Sigma)

Phosphate Buffered Saline (PBS, Biowest)

Lipopolisakkarit (LPS, Sigma)

Thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT, VWR Life Science)
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Dimetil siilfoksit (DMSO, Mrck)
DEPC su (Invitrogen)

Niikleaz Igermeyen Su (Hyclone)
Nucleozol (Macherey-Nagel)
Izopropanol (Sigma)

cDNA sentez kiti (OneScript Plus)
Sybr Green Master Mix (Ampligon)
Primerler (Sentebiolab)

ELISA kitleri (BT Lab)

Etidyum Bromiir (Sigma)

3.1.2. Cihazlar ve Teknik Malzemeler

RF jeneratori (Set Elektronik Ltd)

Steril Biyogiivenlik kabini (Kojair)

CO: Inkiibatérii (Thermo Scientific HERAcell ve Eppendorf)
Inverted Faz Kontrast Mikroskop (Leica)

Floresan Mikroskop (Olympus)

Isik Mikroskobu (Nikon)

NO 6lgiim cihazi (Lazarlab, ArrowSTRAIGHT)
Thoma Lami

Hassas Terazi (Sartorius)

Santrifiij (Niive)

Mikrosantrifiij (Eppendorf)

+4 ve -20 °C buzdolab1 ve derin dondurucu (Argelik)
-80 °C dondurucu (Thermo Sientific)

RT- PCR igin Thermal cycler (Biorad)

Geleneksel Thermal Cycler ()

ELISA Plaka Okuyucu (Biochrom EZ Read 400)
Nanodrop (Thermo Scientific Spektofotometre)
Vortex

Elektrosmog meter (Egerate Elektronik)
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e 32 mm Petri Kab1

e Pastor pipeti

e Steril Falkon (15 mL, 50 mL)

e Steril Enjektorler (SmL,10 mL, 20 mL)
e Steril filtre (0.22 um)

e PCR tiipii (0,2 pl, 1,5 mL)

e 96 Kuyucuklu Plaka

e Yapiskan Plaka Ortiisii

e Steril Mikropipet Uglar1

3.2. Yontem

3.2.1. N9 Hiicrelerinin Ozellikleri

Calismamizda kullanilan Fare N9 mikroglia hiicreleri Dr. Paola Ricciardi-
Castagnoli’den (Cellular Pharmacology Center, Milan, Italy) temin edildi (69). Bu
hiicreler, fare primer mikroglial hiicrelerinden koken almis olup, primer fare mikroglial
hiicreler ile bir¢cok fenotipik 06zelligi paylagmaktadir (70). N9 mikroglia hiicreleri,
primer mikroglia hiicrelerinin MH2 retroviriisiiniin v-myc veya v-mil onkogenleri ile
immortalize duruma getirilerek gelistirilmistir. Bu siiregten tiireyen klonlar, higbir
spesifik esteraz aktivitesi gostermemesi ve FcR, Mac-1 ve F4/80 gibi mikroglial yiizey
belirtecleri bakimindan pozitif olmasi ile karakterizedir. Ayrica bu hiicreler GFAP,
A2B5 ve Gal-C bakimindan negatiftir. Opsonize edilmis hiicreleri fagozite edebilme
yetenekleri olmakla birlikte sitokinleri de iiretebilmektedir. LPS ile uyarildiklarinda IL-
6, TNF-a ve IL-1 iretebilmektedir (71). Kiiltiire edilen N9 mikroglial hiicrelerin
mikroskoptaki gortintiisii Sekil 8’deki gibidir.
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Sekil 8. N9 mikroglial hiicrelerin mikroskop altindaki goriintiisii.

3.2.2. N9 Hiicrelerinin Coziilmesi
Donmus halde saklanan N9 hiicrelerinin ¢oziilmesi sirasinda kullanilacak olan
bliyime ortaminin hazirlanmast icin Cizelge 1’de gosterilen hacimde malzemeler

kullanilmistir:

Cizelge 1. N9 hiicreleri i¢in ¢dzdiirme ortaminin igerigi

Malzemeler % Hacim
RPMI 1640 %78 39 mL

FBS %20 10 mL
L-Glutamin %1 0.5mL
Penisilin-Streptomisin %1 0.5mL
Toplam %100 50 mL

Steril 50 mL'lik santrifiij tiipiine 10 mL FBS, 0.5 mL L-Glutamin ve 0.5 mL
Penisilin-Streptomisin ¢ozeltilerinden eklendi ve RPMI 1640 ile son hacim 50 mL'ye
tamamlandi. C6zdiirme ortam1 0.22 pm’lik filtreden gecirilerek yeni bir santrifiij tlipiine

aktarildi. Tiipiin agiz kismu parafilm ile sarildi ve etiketlenerek kullanilana kadar +4°C’

de sakland:.
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Onceden 37 °C’ye ayarlanan su banyosunda +4 °C’de saklanmakta olan biiyiime
ortamu 1sit1ldi. 25 cm?’lik hiicre kiiltiir kaplar1 etiketlendi ve her bir kaba hazirlanan
bliyime ortammdan 5 mL eklendi. Dondurma tiipi i¢indeki hiicreler -80°C
dondurucudan ¢ikarilarak hizlica 37°C’de ¢oziildii. Coziilen hiicreler pipetaj yapilarak
15 mL’lik tiiplere aktarildi ve tizerine 37 °C’de 1sitilan 10 mL biiyiime ortami eklendi.
1000 rpm ’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirilip dipte kalan pelet i¢in 5 ml
taze bliyiime ortami1 eklenerek pipetaj yapildi.

Hiicre siispansiyonu, daha énceden hazirlanmis olan 25 cm?’lik kiiltiir kaplarina
aktarildi. Flasklar mikroskop altinda incelendi ve 37 °C’de %5 COz bulunan inkiibatore
yerlestirildi. 24 saat sonra hiicrelerin morfolojileri ve yiizeye yapigsmalar1 mikroskopta

kontrol edildi.

3.2.3. N9 hiicreleri icin Biiyiime Ortaminin Hazirlanmasi

Hiicreler inkiibatorde 37°C ve %5 CO: seviyesinde 25 cm?’lik hiicre kiiltiir
flasklarinda 10% Fetal Sigir Serumu (FBS), 2 mM L-Glutamine, 100 U/mL penisilin ve
100 pg/mL streptomisin igeren RPMI 1640 ortaminda ¢ogaltildi ve idame ettirildi.

N9 hiicrelerinin biiyiime ortaminin hazirlanmasi i¢in Cizelge 2’de gosterilen

hacimde malzemeler kullanilmistir:

Cizelge 2. NO hiicrelerinin bilylime ortaminin igerigi

Malzemeler % Hacim
RPMI 1640 %88 44 mL

FBS %10 5mL
L-Glutamin %1 0.5mL
Penisilin-Streptomisin %1 0.5mL
Toplam %100 50 mL

Steril 50 mL'lik santrifijj tiipiine 5 mL FBS, 0.5 mL L-Glutamin ve 0.5 mL
Penisilin-Streptomisin ¢ozeltilerinden eklendi ve RPMI 1640 ile son hacim 50 mL'ye
tamamlandi. Biiylime ortami 0.22 ul’lik filtreden gegirilerek yeni bir santrifiij tiipline

aktarildi. Tiipiin agiz kismi parafilm ile sarildi1 ve etiketlenerek kullanilana kadar +4°C’

de saklandi.
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3.2.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicrelerin kiiltiir kab1 i¢inde yeterli yogunluga ulastigi belirlendiginde, biiyiime
ortami flasktan uzaklastirildi. Hiicreler, steril Fosfat Buffer Salin (PBS) ile yikandi. 25
cm?lik hiicre kiiltiir kaplarina 1’er mL &nceden 37 °C’de 1sitilmis Tripsin /EDTA
coOzeltisi eklendi. Kiiltlir kabimnin tabanmna hafifce vurularak hiicrelerin kalkmasi
saglandi. Hiicrelerin tabandan yeterince ayrilamamasi durumunda kiiltiir kaplar1 2-3
dk’y1 gegmeyecek sekilde 37°C’de inkiibatorde bekletildi. Mikroskop altinda hiicrelerin
kiiltir kabinin ylizeyinden ayrildigi goézlemlendiginde kiiltiir kaplarina, eklenen
Tripsin/EDTA 2 kat1 kadar hacimde biiyiime ortami eklendi ve pipetaj yapildiktan sonra
hiicreler 15 mL’lik santrifiij tliplerine aktarildi. 1000 rpm’de 5 dk santifiij edildikten
sonra Ust kisim uzaklastirildi. Thoma lam1 yardimiyla hiicre sayimi yapilarak istenen

sayida hiicre yeni bir flaska ekildi.

3.2.5. Thoma Lamu ile Hiicre Sayim

Kiiltiire edilen hiicreler Tripsin-EDTA ¢d6zeltisi ile kaldirildi. Tripsin-EDTA nin
etkisini durdurmak icin eklenen Tripsin-EDTA miktarinin 2 kati kadar biiylime
ortamindan eklenerek 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant kismi
uzaklastirilarak pelet bir miktar biiyiime ortami ile iyice homojenize edildi. Homojenize
hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak yeni bir santrifiij tiipiine aktarildi ve iizerine 10
ul Tripan Mavisinden eklendi. Bu sekilde hiicre slispansiyonu 2 kat seyreltilmis oldu.
Bu karisimdan 10 pl alinarak Thoma lami1 ve lamel arasindaki boslugun her iki tarafina
da uygulandi. Tripan Mavisi, bir hiicre siispansiyonunda bulunan canli hiicrelerin
sayisini belirlemek i¢in kullanilir. Canli hiicreler, saglam hiicre zarlarina sahip oldugu
icin, seffaf goriinlirken, canli olmayan hiicrelerin ise mavi bir sitoplazmasi olacaktir
(72).

Isik mikroskobunda Thoma laminin her bir tarafindaki seffaf renkli hiicreler
(canl1) sayildi ve 2 alanin ortalamasi alindi. Asagidaki formiile gore mL'deki hiicre
sayis1 hesaplandi. Her bir uygulama i¢in gerekli hiicre sayisina uygun hacimde hiicre
stispansiyonundan alinarak ekim yapildi.

Canli hiicre sayis1 /mL= Ortalama Sayim Degeri x 2 (Seyreltme Faktorii) x 10

(72)
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3.2.6. 6 GHz RF-EMA Uygulama Diizenegi

6 GHz RF-EMA uygulanmasinda kullanilan cihaz, Cukurova Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyofizik ABD Ogretim Elemanlar1 Prof. Dr. Mustafa EMRE ve Dr. Yasin
KARAMAZI tarafindan temin edildi. Sekil 8B’de gosterilen cihaz Set Elektronik Ltd.
Sti. (Sakarya, Turkey) tarafindan dizaynmi yapilan; beslenme kaynagi 220~230 V,
calisma sicakligr -40°C ~ +60°C, sabit frekans modiilasyonlu ve frekanst 5.8 — 6
GHz’de calisan, giicii 2 Siirekli Dalga (CW) big¢imde sinilizoidal dalga yayan, 50
Q ¢ikigh, modeli FR6GX-2W olan RF jeneratoriidiir (17). Anten olarak Hern anteni
kullanilmis olup, siirekli dalgalar verildi. COz2 inkiibatoriine plastik kutu yerlestirilerek
kutunun igerisine antenden 6 cm uzaklikta olacak sekilde petriler konuldu ve
uygulamalar Sekil 9'daki gibi gergeklestirildi (67). Uygulamanin simiilasyonu ise Sekil

10°da gosterildigi gibidir. Islem sirasinda kutunun igindeki sicaklik termometre ile

Ol¢iilerek kaydedildi. Tiim deneyler siiresince, deney kabinin i¢indeki ortalama sicaklik

36.94+0.22 °C olarak hesaplandi.

Sekil 9. 6 GHz RF-EMA diizenegi. a) Petri kutusunda N9 hiicrelerinin kiiltiirii yapildi. Hern anteni ile
petri kutusu arasindaki mesafe 6 cm’dir. b)6 GHz RF-EMD yayan jenerator
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Sekil 10. Uygulamanin Simiilasyonu. @) Hern anteni ve petri kabmin istten goriiniigii. b) Hernanteni ve

petri kabimnin 6nden gériinimii.

Deney oncesi RF jeneratorii giicii kapali durumda ve 1 Watt’ta ¢alisir durumda
iken ElectroSmog meter (TES-593, Taiwan) tasinabilir cihaz ile elektrik alan (E),
manyetik alan (B) ve gii¢ yogunlugu (PD) o6l¢iildii. RF-EMA parametreleri; ortalama
Elektrik alan E= 25,6 V/m, manyetik alan B= 66,25 mA/m ve gii¢ yogunlugu PD= 1,73
w/m? olarak kaydedildi. Elektrik Alan ve Manyetik Alan simiilasyonu Sekil 11°de
gosterildigi gibidir.

39



Vim
1307

Afm
7.11
1000
800
G600
400
200

0

Sekil 11. a) Elektrik Alan Simiilasyonu. b) Manyetik Alan Simiilasyonu

Her bir petriye 1x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Petriler 37°C ve %5 CO:
inkiibatoriinde 24 saat bilylimeye birakildi. 24 saat sonra hiicreler mikroskopta incelendi
ve yeterli sikisikliga eristigi belirlenen petrilerden biiyiime ortami uzaklastirildi. 1 mL
diisiik serumlu biiylime ortamindan dikkatlice ilave edildi. Yeterli sikisikli§a ulagmis
N9 hiicrelerinin muamele yapilmadan 6nce eklenecek olan diisiik serumlu biiylime

ortaminin hazirlanmasi i¢in Cizelge 3’de gosterilen hacimde malzemeler kullanilmistir.

Cizelge 3. N9 hiicrelerinin RF-EMA muamelesi sirasinda kullanilan Diigiik Serumlu Biiyiime ortaminin

icerigi
Malzemeler % Hacim
RPMI 1640 %93 46.5 mL
FBS %20 2.5mL
L-Glutamin %1 0.5mL
Penisilin-Streptomisin %1 0.5mL
Toplam %100 50 mL
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Petri kaplar1 20 dk, 1 saat, 3 saat, 6 saat, 12 saat ve 24 saat olacak sekilde RF-
EMA uygulamasina maruz birakildi. Her bir siire i¢in ayr1 kontrol gruplari olusturuldu
ve hi¢bir muameleye tabi tutulmadan ayni kosullarda kiiltiire edildi. Her bir uygulama

stiresi 3 kere calisildi.

3.2.7. SAR Degeri Hesaplanmasi

Calismamizda SAR degerleri, 6lgiilen elektrik alan (V/m), manyetik alan (A/m)
ve giic yogunlugu (uW/cm?) referans almnarak hiicreler iizerinde hesaplandi. SAR
degeri, Ege Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi Elektrik-Elektronik Miihendisligi
Boliimii’nde gorev yapan Dr. Ogr. Uyesi Cagatay Aydin’in yardimiyla CST Microwave
Studio 3D Elektromanyetik Simiilasyon Yazilimi kullanilarak hesaplandi. IEEE/IEC
62704-1 ortalama bulma yoOntemine goére 1 g i¢in hesaplandi. Calismamizda, N9
mikroglia hiicreleri iizerindeki SAR degeri, 11.882 W/kg olarak bulundu. SAR degeri

ile ilgili simiilasyonlar Sekil 12°de gdsterilmistir.

Sekil 12. a) Petri Kabinin Ortasindaki SAR Simiilasyonu (XZ Ekseni) b) petrinin yakindan goriiniimii
Maksimum SAR=11.882. c) Petri kabinin iistten gériiniimii Maksimum SAR=11.882 W/kg.

3.2.8. LPS Maruziyeti

Calismamizda RF-EMA’nin  mikroglial hiicrelerde inflamasyona etkisini
incelemek ic¢in pozitif kontrol grubu olarak mikroglia hiicrelerinde inflamasyonu
uyardigr bilinen LPS kullanildi. Literatiir bilgisi g6z Oniine almmarak LPS
konsantrasyonu 1 pg/mL ve uygulama siiresi 24 saat olarak belirlendi (73). Her bir
petriye 1x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Petriler 37°C ve %5 CO:

inkiibatoriinde 24 saat biliylimeye birakildi. 24 saat sonra hiicreler mikroskopta incelendi
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ve yeterli sikigikliga eristigi belirlenen petrilerden biiyliime ortami uzaklastirildi. Ticari
olarak 1 mg LPS PBS ile ¢oziilerek 1 mg/mL konsantrasyonda LPS elde edildi. Daha
sonra konsantrasyon 100 ug/mL olacak sekilde ardisik seyreltmeler yapildi. Her bir
petriye bu konsantrasyondaki LPS ¢ozeltisinden 10 pL alinarak, son hacim 1 mL olacak

sekilde taze besiyerinin tizerine eklendi.

3.2.9. Hiicre Canhilik Testi: MTT

Hiicre canliligin1 belirlemek igin kullanilan MTT testinin prensibi, canl
hiicrelerdeki mitokondriyal aktivitenin sabit olmasina ve dolayisiyla hiicre sayisindaki
artlis veya azalisin mitokondriyal aktivite ile dogrusal iligkili olmasia dayalidir.
Hiicrelerin mitokondriyal aktivitesi, MTT tetrazolium tuzunun, homojen ¢oziilmiis
formazan kristallerine doniisiimii ile degerlendirilir. Canli hiicre sayisindaki artis ya da
azalig, plaka okuyucu kullanarak 540 nm’deki Optik Dansite (OD) degeri iizerinden
formazan konsantrasyonu 0l¢iilerek degerlendirilir (74).

35 mm petriye 1.5 ml biiyiime ortami igerisine 1x10° hiicre olacak sekilde ekim
yapildi. Ekimden 24 saat sonra biiylime ortami uzaklastirildi ve 1 mL taze biiylime
ortami eklendi. 20 dk. 1 saat, 3 saat, 6 saat, 12 saat ve 24 saat olacak sekilde RF-EMA
uygulamasi ve pozitif kontrol olarak 24 saat 1 pg/ml LPS uygulamasi yapildi.
Uygulamalardan sonra her bir petriye 5 mg/mL MTT (Thiazolyl blue tetrazolium
bromide) ¢ozeltisinden 200 pl eklendi. MTT eklenen petriler 37°C ve %5 CO:2
inkiibatoriinde 1 saat inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra iist kisim, Kristallere zarar
vermeden dikkatli bir sekilde cikarildi ve her bir petriye 3 mL DMSO eklendi. 15 dk
oda sicakliginda inkiibe edildi ve ¢oOzelti homojenize edildi. Cozelti 96 kuyucuklu
plakalarin her bir kuyusuna 200 ul olacak sekilde eklendi. Hazirlanan plaka 570 nm’de
absorbans degerleri ELISA okuyucuda 6l¢iildi. Blank olarak 200 ul DMSO (Dimetil
Siilfoksit) kullanildi. MTT verilerinden canli hiicrelerin yiizdesini hesaplamak i¢in

asagidaki formiil kullanildi:

(Ornegin absorbans degeri — Blank absorbans degeri) 100

Canhlik (%) =
anhilik (%) (Kontroliin absorbans degeri — Blank Absorbans Degeri) *
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3.2.10. Akridin Oranj/Etidyum Bromiir Boyamasi

Akridin Oranj (AO) vital bir boya olup, hem canli hem &lii hiicreleri
boyamaktadir. Etidyum Bromiir (EB) ise sadece membran biitiinliigi bozulan hiicreleri
boyamaktadir. Canli hiicreler diizglin bir sekilde dagilmis yesil renkte goriinecektir.

Apoptotik hiicreler Etidyum Bromiirii igeri aldig1 i¢in, turuncu renkte boyanacaktir (75).

3.2.10.1. AO/EB Boya Kokteyli Hazirlanmasi

0.1 g AO boyasi tartilip 10 mL PBS igerisinde ¢oziildii. Bu boya ¢ozeltisi
filtreden gegcirildi. Bu ¢ozeltiden 10 pL yeni bir ependorfa alinip 990 puL. PBS eklenerek
seyreltildi ve 100 pg/mL AO ¢ozeltisi elde edildi.

160 uL PBS bir ependorf i¢ine aliip tlizerine 500 ug/mL konsantrasyonda ticari
satilan EB ¢ozeltisinden 40 pL eklendiginde 100 pg/mL EB ¢ozeltisi elde edildi.

100 pg/mL AO ile 100 pg/mL EB boyalar1 1:1 oraninda karistirilarak AO/EB
kokteyli elde edildi. Bu ¢6zeltiler karanlik ortamda hazirlandi.

35 mm petriye 1.5 ml biiyiime ortami igerisine 1x10° hiicre olacak sekilde ekim
yapildi. Ekimden 24 saat sonra biiylime ortami uzaklastirildi ve 1 mL taze biiylime
ortanmu eklendi. 20 dk. 1 saat, 3 saat, 6 saat, 12 saat ve 24 saat olacak sekilde RF-EMA
uygulamasi ve pozitif kontrol olarak 24 saat 1 pg/ml LPS uygulamasi yapildi.
Uygulamadan sonra her bir petriye 1’er mL 6nceden 37 °C’de 1sitilmig Tripsin /EDTA
¢ozeltisi eklendi. Kiiltlir kabinin tabanina hafifce vurularak hiicrelerin kalkmasi
saglandi. Hiicrelerin tabandan yeterince ayrilamamasi durumunda kiiltiir kaplar1 2-3
dk’y1 gegmeyecek sekilde 37°C’de inkiibatorde bekletildi. Mikroskop altinda hiicrelerin
kiltir kabinin yiizeyinden ayrildigi gézlemlendiginde, kiiltiir kaplarina eklenen
Tripsin/EDTA nin 2 kat1 hacminde biiylime ortami eklendi ve pipetaj yapildiktan sonra
hiicreler 2 mL’lik santrifiij tiiplerine aktarildi. Tiip 1000 rpm’de 3 dk santrifiyj edildi.
Stipernatant kismi uzaklastirildi ve hiicre pelleti 100 pul PBS ile yeniden siispansiyon
haline getirildi. Karanlik ortamda bu hiicre siispansiyonu iizerine 5 uL. AO/EB boyasi1
eklendi. Bu karisimdan 10 pL alinarak lam {izerine yayild1 ve lamel ile kapatildi.
Preparatlar karanlik odada floresan mikroskopta WB (mavi) filtre kullanilarak
incelendi. Her bir Ornekten ortalama 500 hiicre sayildi. Canli hiicrelerin ylizdesi

hesaplandi.
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3.2.11. NO Olciimii

NO olgiimii C.U. Tip Fakiiltesi Biyofizik ABD’nda gérev yapan Prof. Dr.
Mustafa EMRE ‘nin Lazar Lab ArrowSTRAIGHT markali cihaz1 kullanilarak
gerceklestirildi (76). Cihaz Sekil 13°de gosterildigi gibidir.

Sekil 13. Lazar Lab ArrowSTRAIGHT markali NO 6l¢iim cihazi. Bu cihazda NO 6l¢iimi NO,” ve NO3
‘nun ayr1 ayri Olgimil i¢in tasarlanmig 2 farkli elektrod kullanilarak yapilmaktadir.

Elektrodlara ¢6zeltiler ondeki porta enjektor ile uygulanmaktadir (76).

3.2.11.1. 1 M NaOH Cozeltisinin Hazirlanmasi
Uzerinde bir miktar distile su bulunan kabin igine 0.4 gr NaOH tartilip

konulduktan sonra distile su ile son hacim 10 mL'ye tamamlandi.

3.2.11.2. Nitrit Standartlarimn Hazirlanmasi

0.1 M stok NOz2" standard: igin; tizerinde bir miktar distile su bulunan kabin igine
0.69 g NaNO:z2 tartilip konulduktan sonra, iizerine 1 M ¢ozeltisinden 1 mL eklendi ve
son hacim distile su ile 100 mL'ye tamamland1. Bu stok ¢6zeltisinden 1:10 oraninda seri

diliisyonlarla 100 uM ve 10 uM NOz2 standartlar1 hazirlandi.

3.2.11.3. Nitrit Tamponu Hazirlanmasi
Uzerinde bir miktar distile su bulunan kabm igine 14.2 g NaSOa tartilip
konulduktan sonra iizerine 1 mL gliserin eklendi ve son hacim distile su ile 100 mL'ye

tamamlandi. Cozeltinin pH's1 1.3’e getirmek i¢in Siilfirik Asit kullanildi.
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3.2.11.4. Nitrat Standartlarinin Hazirlanmasi

0.1 M stok NOs" standardi igin; iizerinde bir miktar distile su bulunan kabin igine
0.85 g NaNOs tartilip konulduktan sonra, iizerine 1 M NaOH c¢ozeltisinden 1 mL
eklendi ve son hacim distile su ile 100 mL'ye tamamlandi. Bu stok ¢dzeltisinden 1:10

oraninda seri diliisyonlarla 100 uM ve 10 uM NOs" standardi hazirlandi.

3.2.11.5. Nitrat Tamponu Hazirlanmasi
Uzerinde bir miktar distile su bulunan kabin icine 14.2 g NaSOs tartilip
konulduktan sonra iizerine 1 mL gliserin eklendi ve son hacim distile su ile 100 mL'ye

tamamlandi. Cozeltinin pH's1 2.5’e getirmek i¢in Siilfirik Asit kullanildi.

3.2.11.6. Nitrit Ol¢iimii

96 kuyucuklu plakanin bir kuyucuguna 100 uM NOz2™ standart ¢ozeltisinden 180
puL alinip, tizerine 20 pL nitrit tamponundan eklendi. Karisim mikrosiringa yardimiyla
NO2 enjeksiyon portuna eklenip 100 mM NOz2" i¢in standart 6l¢iimii alindi. Port kismi
distile su ile yikandi. 96 kuyucuklu plakanin baska bir kuyucuguna 10 uM NO2
standart ¢ozeltisinden 180 uL alinip, tizerine 20 pL nitrit tamponundan eklendi. Karisim
mikrosiringa yardimiyla NO2™ enjeksiyon portuna eklenip 10 Mm NOz2 i¢in standart
Olctimii alindi. Port kismu distile su ile yikandi. 96 kuyucuklu plakanin bos
kuyucuklarina konsantrasyonu bilinmeyen drnek ¢ozeltilerinden 180 uL alinip, iizerine
20 pL nitrit tamponundan eklendi. Karigim mikrosiringa yardimiyla NO2™ enjeksiyon
portuna eklenip Ornekteki NO2" miktarinin 6lglimii kaydedildi. Her bir ornegin

Ol¢timiinden sonra port kismu distile su ile yikandi.

3.2.11.7. Nitrat dl¢iimii

96 kuyucuklu plakanin bir kuyucuguna 100 uM NOs3" standart ¢ozeltisinden 180
pL alinip, tizerine 20 pL nitrat tamponundan eklendi. Karisim mikrosiringa yardimiyla
NOs" enjeksiyon portuna eklenip 100 Mm NOs i¢in standart dlgiimii alindi. Port kismi
distile su ile yikandi. 96 kuyucuklu plakanin bagka bir kuyucuguna 10 pM NO3-
standart ¢ozeltisinden 180 pL alinip, lizerine 20 pL nitrat tamponundan eklendi.
Karisim mikrosiringa yardimiyla NOs™ enjeksiyon portuna eklenip 10 Mm NOs™ igin
standart Ol¢iimii alindi. Port kismi distile su ile yikandi. 96 kuyucuklu plakanin bos
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kuyucuklarina konsantrasyonu bilinmeyen 0rnek ¢ozeltilerinden 180 uL alinip, {izerine
20 uL nitrat tamponundan eklendi. Karigim mikrosiringa yardimiyla NOs™ enjeksiyon
portuna eklenip Ornekteki NO3z™ miktarinin 6l¢iimii kaydedildi. Her bir ornegin
6l¢iimiinden sonra port kismi distile su ile yikandi.

Her bir 6rnekteki NO miktari, cihazda 6l¢iilen NO2~ ve NOs™ ‘nin cebirsel olarak

toplanmasiyla hesaplandi.

3.2.12. RNA izolasyonu

35 mm petriye 1.5 ml biiyiime ortami igerisine 1.5x10° hiicre olacak sekilde
ekim yapildi. Ekimden 24 saat sonra biiyiime ortami uzaklastirildi ve 1 mL taze biiytime
ortamu eklendi. 20 dk. 1 saat, 3 saat, 6 saat, 12 saat ve 24 saat olacak sekilde RF-EMA
uygulamas1 ve pozitif kontrol olarak 24 saat 1 pg/ml LPS uygulamasi yapild.
Muameleler tamamlandiktan sonra hiicre biiyiime ortami uzaklastirilip her bir petriye
1000 ml Nucleozol eklendi. Hiicre kaziyici ile hiicreler kazindi ve pipetaj yapilarak
homojenize olmasi saglandi. RNA izolasyon siireci oda sicakliginda gerceklestirildi.
Tiim s1v1 1.5 ml’lik santrifijj tlipline aktarild1 ve tlizerine 400 pul RNAaz i¢germeyen su
ilave edildi Tipler 15 sn. hizl bir sekilde karigtirildiktan sonra oda sicakliginda 15 dk.
inkiibe edildi. Tiipler oda sicakliginda 15 dk. 13400 rpm’de 17 dk santrifiij edildi.
Santifiij sonrasi tiipiin tabaninda pellet kisminda DNA, protein ve polisakkarit
bulunurken, RNA’lar siipernatantta ¢oziinmiis halde bulunmaktadir. Bu ylizden 1 ml
stipernatant 2 ml’lik yeni tiiplere aktarildi.

Her bir tiipe 1 mL izopropanol eklendikten sonra oda sicakliginda 10 dk. inkiibe
edildi ve 13400 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi. Bu santrifiij asamasindan sonra RNA’lar
tiplin tabaninda beyaz bir pellet olarak goriinmektedir. Siipernatantin tamanu
uzaklagtirildiktan sonra pellet iizerine 500 ul %75 etanol eklendi. 10000 rpm’de 2 dk
santrifiij edildi. Etanol uzaklastirildi. Yikama asamasi tekrar edildi.

Son olarak elde edilen RNA pelleti miktarina géore RNAaz icermeyen suda
¢oziildii ve daha etkili ¢oziinme islemi i¢in 6rnekler oda sicakliginda 2 dk vorteklendi.
RNA konsantrasyonlart ve safliklart nanodrop cihazi yardimiyla 6l¢iildi. A260/A280
oranindan faydalanarak RNA saflig1 belirlendi. En iy1 sonug i¢in RNA saflik oranlarinin

1.6-2.0 arasinda olmasina dikkat edildi.
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3.2.13. cDNA Sentezi

RNA o6rneklerinden cDNA elde etmek i¢in abm OneScript Plus cDNA Sentez
kiti kullanildi. Reaksiyon hazirlandigi siire boyunca buz iizerinde calisildi. 20 pL’lik
reaksiyon i¢in kullanilacak olan master mix bilesenleri ve hacimleri Cizelge 4’de

gosterilmistir;

Cizelge 4. Reverse transkripsiyon i¢in kullanilan reaksiyon bilesenleri

Bilesenler Reaksiyon basina kullanilan hacim(puL)
5X RT Tampon 4

10 uM Rastgele Primerler
10 uM dNTP

OneScript Plus RTaz enzimi

~N| R R e

Toplam

Hazirlanan karigim her bir tiipe 7 pL olacak sekilde paylastirildi. Her bir RNA
ornegi 1 pg olacak sekilde tiiplere gerekli hacimlerde eklendikten sonra son hacim
RNAaz igermeyen su ile 20 pL’ye tamamlandi. Tiipler Thermal cycler cihazina

yerlestirildi ve PCR kosullar1 Cizelge 5’deki gibi ayarlandi.

Cizelge 5. Revers transkripsiyon reaksiyonunun kosullari

1. Asama 2. Asama 3. Asama
Sicakhk 25°C 55°C 85°C
Zaman 10 dk. 15 dk. 5 dk.

3.2.14. Gerg¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonunun (RT-PCR)

Gerceklestirilmesi

Gergek Zamanli PCR (RT-PCR), amplifikasyon meydana geldik¢e bir drnekte
bulunan transkriptlerin miktarinin belirlenmesinde kullanilan bir ydntemdir. Ozel olarak
bilgisayara bagli bir termal cycler ile goriintiilenmesini gerektiren floresan bir boyanin
kullanilmast ile geleneksel PCR yonteminden farklilasir. Genellikle {riiniin miktari,
reportor boyanin verdigi floresan 1sima ile dogrudan iligkilidir (77). Reaksiyon
ilerledikg¢e iiriin miktar1 belirlendigi i¢in, RT-PCR yodnteminin hassasiyeti yiiksektir.

Floresan boya olarak bir¢ok ajan kullanilabilmektedir. Calismamizda SYBR green
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kullanarak RT-PCR reaksiyonu gergeklestirilmistir. SYBR green, baz giftleri arasina
girerek ¢ift zincirli DNA’ya baglanir. SYBR green reaksiyon karigimina eklendiginde,
termocycler dongiiler boyunca ilerledik¢e (denatiirasyon, annealing ve uzama) ve yeni
amplikonlar Taq polimerazlar tarafindan sentezlendikce, SYBR green boyasi c¢ift
zincirli DNA’ya baglanir. SYBR green DNA’ya baglandiginda 1sima verir. Isima
miktar1 Olgiilerek istenen genin ekspresyonu belirlenir (78). Calismamizda fareye ait 116,
Tnf, Tgfbl, 111b ve Nos2 genleri i¢in RT-PCR Reaksiyonunda kullanilmak iizere
PrimerBLAST (79) ve OligoAnalyzer 3.1 (Integrated DNA technologies) (80)
programlari yardimiyla dizayn edilen primer dizileri Cizelge 6’da belirtildigi gibidir.

Cizelge 6. Hedef genlere 6zgii dizayn edilen primer ciftleri

Gen Primer Dizileri (5°2>3)
Gapdh F: CTGGAAAGCTGTGGCGTGAT
R: GGGTAGGAACACGGAAGGC
116 F: CAGTTGCCTTCTTGGGACTGA
R: CAGGTCTGTTGGGAGTGGTATC
Tnf F: ACTGAACTTCGGGGTGATCG
R: GTTTGCTACGACGTGGGCTA
Tgfbl F: CCGTGGCTTCTAGTGCTGA
R: CGAGCCTTAGTTTGGACAGGA
111b F: GCCACCTTTTGACAGTGATGA
R: ATGTGCTGCTGCGAGATTTG
Nos2 F: ACGAGACGGATAGGCAGAGA
R: GCACATGCAAGGAAGGGAAC

F: Forward primer R:Reverse primer

96 kuyucuklu reaksiyon plakasinin her bir kuyucuguna reaksiyon bilesenleri

Cizelge 7°de belirtildigi gibi eklenmistir:

Cizelge 7. SYBR green RT-PCR reaksiyonu igin gerekli bilesenler

Bilesen Reaksiyon basina kullanilan hacim(uL)
Sybr Green Master Mix 125
Forward Primer 1.25
Reverse Primer 1.25
Niikleaz Icermeyen Su 9
cDNA 1
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96 kuyucuklu reaksiyon plakalar hazirlandiktan sonra iistii optik yapiskan film
ile hava kabarcig1 kalmayacak sekilde kapatildi. Plaka, hava kabarcigi kalmamasi igin
santrifiijde kisa bir dondiirmenin ardindan thermal cycler cihazina yerlestirildi. PCR

kosullar1 Cizelge 8’deki gibi olacak sekilde ayarlandi:

Cizelge 8. RT- PCR reaksiyonunun agamalar1

Asama Sicaklik (°C) Siire (dd:ss)
Holding 95 15:00
Dongii (40 dongiti) 95 00:15

62 1:00

3.2.14.1. RT-PCR Sonug¢larimin Degerlendirilmesi

Yapilan RT-PCR sonucunda Ct (Cycle Treshold, Dongii Esigi) degerleri elde edilir.
Bu degerlerin analiz edilmesi ve boylece istenen genin gorece kantifikasyonunu
belirlemek icin 2°44°T yéntemi kullanilir. Ct degeri, reaksiyon egrisi ile esik ¢izgisinin
kesistigi noktaya karsilik gelir. Bu nokta, ¢ozeltide istenen niikleik asidin amplifiye
olmaya basladig1 ve floresan sinyalinin belirlendigi dongii sayisin1 gosterir (81). Daha
diisiik Ct degeri, O0rnek icinde istenen genin transkript miktarinin yiiksek oldugunu
gosterirken, yiiksek Ct degeri ise bu transkript miktarinin diisiik oldugunu gosterir. Her
bir gen icin deney ve kontrol gruplarindan alinan ¢cDNA Ornekleri duplike olarak
calistimistir ve bu reaksiyonlardan elde edilen Ct degerlerinin ortalamasi alinarak
kullanilmistir. Referans gen olarak da bir housekeeping gen olan Gliseraldehit 3- Fosfat
Dehidrogenaz (GAPDH) geni kullanilmistir. 116, Tnf, Tgfbl, I11b ve Nos2 genlerine ait

2-AACT

ekspresyon degerleri, yontemine gore asagidaki formiil kullanilarak

belirlenmistir;

Deney Grubu ACt = Ct Hedef gen — Ct Referans gen
Kontrol grubu ACt = Ct Hedef gen — Ct Referans gen
AACt = Deney Grubu ACt - Kontrol grubu ACt
Ekspresyon degeri = 2-44C1 (82)
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3.2.15. Protein Miktar1 Tayini

Muameleler tamamlandiktan sonra biiyiime ortami, yeni bir ependorf tiipe

aktarildi. 2000 rpm’de 20 dk santrifiij edildi ve tist kistm yeni bir ependorf tiipe
aktarildi. Ornekler -80 °C’de saklandh.

3.2.15.1. Protein Miktarimin Ol¢iilmesi

Protein miktarin1 belirlemek i¢in Bradford Testi asagida belirtildigi gibi

uyguland1. Cizelge 9’da 6zetlenen sekilde 6 farkli standart olusturuldu.

Cizelge 9. Protein 6l¢limii igin standartlarin hazirlanmasi

Standart Su (ul) BSA (10mg/mL) | Son Konsantrasyon pg/mL
1 495 5ul BSA 100

2 250 250 pl standart 1 50

3 250 250 pl standart 2 25

4 250 250 pl standart 3 12,5

5 250 250 pl standart 4 6,25

6 250 - 0

96 kuyucuklu plaka igine standart ¢dzeltilerden 100’er pl eklendi. Ornekler ise

98 ul su + 2 pl protein O6rnegi olacak sekilde eklendi. Standart ve ornekler dublike

olarak calisild1 ve hesaplamalar sirasinda ortalamalar kullanildi. Plaka dizayni asagidaki

Cizelge 10°daki gibi yapildi:

Cizelge 10. Protein 6l¢iimii igin standartlarin ve 6rneklerin 96 kuyucuklu plakaya aktarimi

Kuyu | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Std1 Std1 Std2 Std2 Std3 | Std3 | Std4 | Std4 | Std5 | Std5 | Std6 | Std6
B Ornekl | Ornekl | Ornek2 | Ornek2

Bradford boya ¢ozeltisinden her bir kuyuya 100 pl eklendi. Plakalar aliiminyum

folyo ile kaplanarak 37 °C‘de 20 dk bekletildi. Protein miktarimi 6lgmek i¢in plaka

okuyucuda 595 nm dalga boyunda 6l¢iim yapildi. Sonuglar excel’de grafik ¢izilerek

hesaplandi.
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3.2.15.2. ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) Testi

Calismada TNF-a, IL-6, IL-10 ve TGF-B diizeyleri ELISA kitleri ile dl¢iildii. Kit
icerisinden ¢ikan standart soliisyonlar ve drnekler talimatlara gére hazirlandi. Calismaya
baslamadan 6nce kitin i¢erigindeki tiim bilesenler oda sicakligina getirildi. Caligma, oda
sicakliginda gerceklestirildi. TNF-a protein i¢in Cizelge 11, IL-6 proteini i¢in Cizelge
12 ve IL-10 ve TGF-B proteinleri icin ise Cizelge 13°de 6zetlenen sekilde standartlar

olusturuldu.

Cizelge 11. TNF-a protein standardinin hazirlanmast

Standart No | Su (ul) TNF-a (1280 ng/L) | Son Konsantrasyon (ng/L)
1 120 120 pl standart 640

2 120 120 pl standart 1 320

3 120 120 pl standart 2 160

4 120 120 pl standart 3 80

5 120 120 pl standart 4 40

6 120 - 0

Cizelge 12. IL-6 protein standardinin hazirlanmasi

Standart No | Su (ul) IL-6 (960 pg/mL) Son Konsantrasyon (pg/mL)
1 120 120 pl standart 480
2 120 120 pl standart 1 240
3 120 120 pl standart 2 120
4 120 120 pl standart 3 60
5 120 120 pl standart 4 30
6 120 - 0
Cizelge 13. IL-10 ve TGF-p proteinlerinin standardinin hazirlanmasi
Standart Su (ul) IL-10 ve TGF-B i¢in | Son Konsantrasyon
No (2400 pg/mL) (pg/mL)
1 120 120 pl standart 1200
2 120 120 pl standart 1 600
3 120 120 pl standart 2 300
4 120 120 pl standart 3 150
5 120 120 pl standart 4 75
6 120 - 0
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Hazirlanan standartlardan 50 pl alinarak plakalardaki ilgili kuyucuklara eklendi.
Standart kuyucuklarma 50 pL ilgili proteinin standartlarindan eklendi. Her bir 6rnekten
40 pl alinarak plakalardaki ilgili kuyucuklara eklendi. Standart c¢ozeltilerin oldugu
kuyucuklara standart ¢ozelti icinde zaten mevcut oldugu i¢in biyotinlenmis antikor
eklenmedi. Orneklerin bulundugu kuyucuklara 10 pl biyotinlenmis antikor eklendi.
Daha sonra tiim kuyucuklara 50 pl streptavidin-Yaban Turbu Proksidazi (HRP) ¢6zeltisi
eklendi. lyice karistirildiktan sonra plakanm iizeri kapatilarak 37°C’de 60 dk.
inkiibasyona birakildi. Plakalardaki her bir kuyucuk, 300 pL yikama tampon ile 30-60
sn yikandi. Bu yikama islemi 5 kez tekrar edildi. Yikama islemleri bittikten sonra plaka
kurutma kagidina ters gevirilerek kurutuldu. Her bir kuyucuga 50 uL A ¢ozeltisi ve 50
uL B c¢ozeltisi eklendi. Plakanin iistii yapiskan film kagidiyla kapatilarak karanlikta
37°C’de 10 dk. inkiibasyona birakildi. Her bir kuyucuga 50uL durdurma ¢ozeltisinden
eklendi ve mor rengin hizlica sar1 renge degistigi gézlemlendi. Her bir kuyucugun OD
degeri, c¢oklu plaka okuyucusunda 450 nm’de okuma yapilarak belirlendi.
Konsantrasyonlar1 bilinen standart protein ¢ozeltilerinin OD’leri kullanilarak excel’de
standart bir egri olusturuldu ve her bir Ornegin protein konsantrasyonu bu egri

kullanilarak hesaplandi.

3.2.16. istatistiksel Analiz

Sayisal Ol¢iimlerin normal dagilim varsayimini saglayip saglamadigi Shapiro-Wilk
testi ile test edildi. Veriler normal dagildig: igin her bir maruziyet siiresi ile kontrol
grubunun Kkarsilastirilmasinda bagimsiz  orneklem t-testi kullanildi. Maruziyet
stirelerinin  birbiri ile karsilastirilmasinda Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA)
kullanildi. ANOVA testinde anlamlilik bulunmasi halinde ikili karsilastirmalarda Tukey
testi kullanildi. Verilerin istatistiksel analizinde Graphpad Prism ve SPSS programi
kullanildi. Tiim testlerde p<0.05 olan durumlar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Her bir grup 3 kez ¢alisildi.
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4. BULGULAR

Bu tez ¢aligmasinda 5. nesil (5G) iletisim teknolojilerinin kapsaminda sayilan 6
GHz RF-EMA’nin beyindeki immiin sistemi hiicrelerinden olan mikroglial hiicreleri
tizerindeki etkisinin belirlenmesi amaclandi. 6 GHz RF-EMA’nin mikroglial
hiicrelerinin canliligma etkisini belirlemek i¢in MTT ve AO/EB yontemleri,
inflamasyon ile iliskisini degerlendirmek i¢in ise RT-PCR ve ELISA yontemleri
kullanildi.

4.1. MTT Sitotoksisite Testinden Elde Edilen Bulgular

N9 mikroglia hiicreleri 20 dk, 1 saat, 3 saat, 6 saat, 12 saat ve 24 saat 6 GHz RF-
EMA uygulamasina maruz birakildi ve bu maruziyetlerin hiicre canliligina olan etkisi
MTT yontemi ile degerlendirildi. Her bir uygulama siiresinin kontrol grubu olarak ayni
siirelerde, ayn1 kosullarda kiiltiire edilen ve RF-EMA uygulamasina maruz birakilmayan
hiicreler kullanildi. Hiicrelerin her bir uygulama siiresindeki canlilii, kendi kontrol
grubunun verileri kullanilarak hesapland1 ve uygulama siirelerinin kontrole gore
farkliliklar test etmek i¢in bagimsiz orneklem t-testi kullanildi. Farkli siirelerde RF-
EMA’ya maruz birakilan N9 mikroglial hiicrelerin MTT testine gore hiicre canliligina
iligkin bulgular Cizelge 14’de ve ilgili grafikler Sekil 14’de gosterilmistir.

20 dk, 1 saat ve 3 saat 6 GHz RF-EMA’ya maruz birakilan N9 hiicrelerinin
canliligi ile kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
bulunamadi (p>0.05). 6 saat 6 GHz RF-EMA’ya maruz birakilan N9 mikroglial
hiicrelerin canliligimin kontrol ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
diistik oldugu tespit edildi (p<0.0001). 12 saat 6 GHz RF-EMA’ya maruz birakilan N9
mikroglial hiicrelerin canliliginin kontrol ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlaml
diizeyde diisiik oldugu tespit edildi (p<0.01). 24 saat 6 GHz RF-EMA’ya ve 24 saat 1
pg/mL LPS’ye maruz birakilan N9 mikroglial hiicrelerin canliliginin kontrol ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik oldugu tespit edildi
(p<0.0001).
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Cizelge 14. MTT sitotoksisite testine iligkin bulgular.

Gruplar Ortalama + Standart Min-Max p degeri
sapma
Kontrol %100 olarak alinmustir.
20 dk RF-EMA 98.02+1.57 96.34-99.45 0.999
1 saat RF-EMA 93.67+1.87 91.68-95.38 0.66
3 saat RF-EMA 88.15+2.95 85.16-91.05 0.07
6 saat RF-EMA 82.15422.3 107.31-64.8 <0.0001
12 saat RF-EMA 83.1+£5.73 77.06-88.46 0.005
24 saat RF-EMA 73.17£7.58 65.06-80.08 <0.0001
24 saat 1 pg/mL LPS 64.42+9.97 60.93-66.93 <0.0001
150
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Sekil 14. Cesitli siirelerde 6 GHz RF-EMA uygulamasiin mikroglia hiicrelerinin (N9) canliligina etkisi.
LPS 1 pg/mL konsantrasyonda 24 saat uygulanmigtir. Sonuglar ortalama-+ortalamalarin
standart hatas1 olarak verilmistir (n=3). Her bir uygulama siiresindeki hiicre canliligi, kendi
kontrol grubu kullanilarak hesaplanmis ve kontrol grubunun canliligt %100 olarak kabul
edilmigtir. Farkli uygulama siireleri kontrol grubu ile bagimsiz 6rneklem t-testi ile

kiyaslanmigtir. Uygulama siirleri birbirleri ile kryaslanirken tek yonli ANOVA ve ardindan

Tukey testi kullanilmistir. ** p<0.01; **** p<0.0001; ns p>0.05 gostermektedir.

6 GHz uygulama siireleri farkli olan gruplar birbirleri ile One-Way ANOVA
testi ile karsilastirildiginda;
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e 20 dk 6 GHz RF-EMA uygulamasina maruz birakilan N9 hiicrelerinin
canliliginin, 6 saat (p<0.0001), 12 saat (p<0.01) ve 24 saat (p<0.0001)
uygulama siireleri ve LPS grubuna (p<0.0001) gore istatistiksel olarak daha
yliksek oldugu belirlendi.

e 1 saat 6 GHz RF-EMA uygulamasina maruz birakilan N9 hiicrelerinin
canliliginin, 6 saat (p<0.005) ve 24 saat (p<0.005) uygulama siireleri ve LPS
(p<0.0001) grubuna gore istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu belirlendi.

e 3 saat 6 GHz RF-EMA uygulamasina maruz birakilan N9 hiicrelerinin
canliliginin, 6 saat (p<0.01) ve 24 saat (p<0.05) uygulama siireleri ve LPS
(p<0.005) grubuna gore istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu belirlendi.

e 12 saat 6 GHz RF-EMA uygulamasina maruz birakilan N9 hiicrelerinin
canliliginin LPS uygulanan hiicreler gore istatistiksel olarak daha yiiksek

oldugu belirlendi (p<0.01).

4.2. Akridin Oranj /Etidyum Bromiir Boyamasi Bulgulari

N9 mikroglia hiicreleri 20 dk, 1 saat, 3 saat, 6 saat, 12 saat ve 24 saat 6 GHz RF-
EMA uygulamasina maruz birakildi ve bu maruziyetlerin hiicre canliligina olan etkisi
ayrica AO/EB boyamasi yontemi ile de degerlendirildi. Her bir uygulama siiresinin
kontrol grubu olarak ayni siirelerde, ayni kosullarda kiiltiire edilen ve RF-EMA
uygulamasina maruz birakilmayan hiicreler kullanildi. Her bir uygulama siiresindeki
hiicre canliliginin, kendi kontrol grubu ile arasindaki farkliliklarini belirlemek igin
bagimsiz 6rneklem t-testi kullanildi. Farkli siirelerde RF-EMA’ya maruz birakilan N9
mikroglial hiicrelerin AO/EB boyamasinda elde edilen bulgular Cizelge 15°de
gosterilmistir. Elde edilen gorintiiler Sekil 15°de gosterildigi gibidir.

55



Cizelge 15. AO/EB boyamasindan elde edilen bulgular.

Gruplar Ortalama+ Standart sapma Min-Max p degeri

20 dk Kontrol 95.03+2.75 92.8-98.1 0.272
20 dk RF-EMA 92.47+2.16 90.2-94.5

1 saat Kontrol 95.43+3.49 92.3-99.2 0.19
1 saat RF-EMA 89.87+5.02 85.6-95.4

3 saat Kontrol 97.7+0.84 96.9-98.7 0.264
3 saat RF-EMA 94.77+3.8 90.5-97.8

6 saat Kontrol 97.9+0.26 97.6-98.1 0.024
6 saat RF-EMA 90.47+3.56 86.8-93.9

12 saat Kontrol 95.97+2.83 92.7-97.6 0.024
12 saat RF-EMA 88.03+2.68 85-90.1

24 saat Kontrol 05.27+2.48 92.6-97.5 0.0015
24 saat RF-EMA 76.37+11.01 66.8-88.4

24 saat LPS 78.17+6.99 70.2-83.3 0.0051

. -.' T X

b) 20 dk RF-EMA

¢) 1saat Kontrol

d) 1saat RF-EMA
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f) 3saat RF-EMA

i) 12 saat Kontrol

j) 12 saat RF-EMA
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k) 24 saat Kontrol ) 24 saat RF-EMA

m) 24 saat Kontrol n) 1pg/mL LPS

Sekil 15. Farkli siirelerde RF-EMA’ya maruz birakilan N9 mikroglial hiicrelerin AO/EB boyamasinda

elde edilen floresan mikroskop goriintiileri. Kirmizi hiicreler 6lii hiicreleri gosterirken, yesil
hiicreler canli hiicreleri géstermektedir. a) 20 dk normal kosullarda kiiltiire edilen N9 hiicreleri.
b) 20 dk 6 GHz RF-EMA’ya maruz birakilan N9 hiicreleri. ¢) 1 saat normal kosullarda kiiltiire
edilen N9 hiicreleri. d) 1 saat 6 GHz RF-EMA’ya maruz birakilan N9 hiicreleri. €) 3 saat
normal kosullarda kiiltiire edilen N9 hiicreleri. f) 3 saat 6 GHz RF-EMA ’ya maruz birakilan N9
hiicreleri. g) 6 saat normal kosullarda kiiltiire edilen N9 hiicreleri. h) 6 saat 6 GHz RF-EMA’ya
maruz birakilan N9 hiicreleri. i) 12 saat normal kosullarda kiiltiire edilen N9 hiicreleri. j) 12
saat 6 GHz RF-EMA’ya maruz birakilan N9 hiicreleri. k) 24 saat normal kosullarda kiiltiire
edilen N9 hiicreleri. 1) 24 saat 6 GHz RF-EMA’ya maruz birakilan N9 hiicreleri. m) 24 saat
normal kosullarda kiiltiire edilen N9 hiicreleri. n) 24 saat 1pug/mL LPS’ye maruz birakilan N9

hiicreleri.

Farkli siirelerde RF-EMA’ya maruz birakilan N9 mikroglial hiicrelerin AO/EB

boyamasina gore hiicre canliligina iliskin grafikler Sekil 16’da gosterildigi gibidir. 20

dk, 1 saat ve 3 saat 6 GHz RF-EMA’ya maruz birakilan N9 hiicrelerinin canlilig: ile

kontrol gruplar1 arasinda anlaml bir degisiklik bulunamadi (p>0.05). 6 ve 12 saat 6
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GHz RF-EMA’ya maruz birakilan N9 mikroglial hiicrelerin canliliginin kontrol ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiikk oldugu tespit edildi (p<0.05).
24 saat 6 GHz RF-EMA’ya ve 24 saat 1 pg/MIl LPS maruz birakilan N9 mikroglial

hiicrelerin canlilifinin kontrol ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde

diistik oldugu tespit edildi (p<0.01).
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Sekil 16. Cesitli stirelerde 6 GHz RF-EMA uygulamasinin mikroglia hiicrelerinin (N9) canliligina etkisi.
LPS 1 pg/mL konsantrasyonda 24 saat uygulanmistir. Sonuglar ortalama-+ortalamalarin
standart hatasi olarak verilmistir (n=3). Her bir uygulama siiresi grubu, kendi kontrol grubu ile

bagimsiz 6rneklem t-testi ile kiyaslanmusgtir. * p<0.05; ** p<0.01; ns p>0.05 gostermektedir.

6 GHz uygulama siireleri farkli olan gruplar birbirleri ile One-Way ANOVA
testi ile karsilagtirildiginda;

e 20 dk uygulama siiresine maruz birakilan hiicrelerin canliliginin, ve 24 saat
(p<0.01) uygulama siiresi ve LPS grubuna (p<0.05) gore istatistiksel olarak
daha yiiksek oldugu belirlendi.

e 3 saat uygulama siiresine maruz birakilan hiicrelerin canliliginin, ve 24 saat

(p<0.005) uygulama siiresi ve LPS grubuna (p<0.005) gore istatistiksel olarak
daha yiiksek oldugu belirlendi.
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e ( saat uygulama siiresine maruz birakilan hiicrelerin canliliginin, ve 24 saat
(p<0.05) uygulama siiresine gore istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu

belirlendi.

4.3. NO Ol¢iimii Bulgular

N9 mikroglia hiicreleri 20 dk, 1 saat, 3 saat, 6 saat, 12 saat ve 24 saat 6 GHz RF-
EMA uygulamasina maruz birakildi ve bu maruziyetlerin biiyiime ortamimdaki NO
miktaria olan etkisi NO 06l¢iim cihazi ile degerlendirildi. Her bir uygulama siiresinin
kontrol grubu olarak aymi siirelerde, ayni kosullarda kiiltiire edilen ve RF-EMA
uygulamasina maruz birakilmayan hiicreler kullanildi. Hiicrelerin her bir uygulama
stiresinde biiyiime ortamindaki NO konsantrasyonu, kendi kontrol grubunun NO
konsantrasyonu ile bagimsiz 6rneklem t-testi kullanilarak karsilastirildi. Farkl: siirelerde
RF-EMA’ya maruz birakilan N9 mikroglial hiicrelerinin biiylime ortamindaki NO
konsantrasyonunun Ol¢iimiine iligkin bulgular Cizelge 16°da ve ilgili grafikler Sekil

17°de gosterilmistir.

Cizelge 16. NO Olgiimiinden elde edilen bulgular.

Gruplar Ortalama+ Standart sapma Min-Max p degeri
20 dk Kontrol 1051+21.52 1030-1073 0.558
20 dk RF-EMA 1027+61.44 957-1072
1 saat Kontrol 1003.33+9.29 993-1011 0.854
1 saat RF-EMA 1006+21.63 988-1030
3 saat Kontrol 977.67+5.86 971-982 0.246
3 saat RF-EMA 988+11.79 975-988
6 saat Kontrol 1028.67+16.29 1010-1040 0.687
6 saat RF-EMA 1038+33.6 1006-1073
12 saat Kontrol 971.67+2.52 969-974 0.559
12 saat RF-EMA 974.33+6.81 969-982
24 saat Kontrol 903.67+110.56 776-968 0.908
24 saat RF-EMA 914.33+101.11 798-981
24 saat LPS 906+128.42 758-988 0.934
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Her bir 6 GHz uygulama stiresindeki NO konsantrasyonu, kendi kontrol grubu
ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak ikisi arasinda herhangi bir farklilik olmadigi
belirlendi (p>0.05). 6 GHz uygulama gruplar1 birbirleri ile One-Way ANOVA testi ile
karsilagtirildiginda, uygulama siirelerindeki farkliliklarin biiylime ortamindaki NO
konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige sebep olmadigi bulundu

(p>0.05).
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Sekil 17. Cesitli siirelerde 6 GHz RF-EMA uygulamasinin mikroglia hiicrelerinin biiylime ortamindaki
NO miktarma etkisi. LPS 1 ug/mL konsantrasyonda 24 saat uygulanmistir. Sonuglar
ortalama+ortalamalarin standart hatasi olarak verilmistir (n=3). Her bir uygulama siiresi grubu,

kendi kontrol grubu ile bagimsiz 6rneklem t-testi ile kiyaslanmugtir. ns p>0.05 gostermektedir.

4.5. RT-PCR Bulgulan

N9 mikroglia hiicreleri 20 dk, 1 saat, 3 saat, 6 saat, 12 saat ve 24 saat 6 GHz RF-
EMA uygulamasina maruz birakildi ve bu maruziyetlerin 116, Tnf, Tgfbl, 111b ve Nos2
genlerinin ekspresyonuna etkisi RT-PCR ile degerlendirildi. Her bir uygulama siiresinin
kontrol grubu olarak ayni siirelerde, ayni kosullarda kiiltiire edilen ve RF-EMA
uygulamasina maruz birakilmayan hiicreler kullanildi. Her bir uygulama siiresindeki
hiicre canliliginin, kendi kontrol grubu ile arasindaki farkliliklar1 belirlemek igin

bagimsiz 6rneklem t-testi kullanildi.
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20 dk 6 GHz RF-EMA’ya maruz birakilan N9 mikroglial hiicrelerin 116, Tnf,
I11b, Nos2 ve Tgfbl genlerinin ekspresyonuna ait RT-PCR bulgular1 Cizelge 17°de ve
grafikleri Sekil 18’de gosterilmistir. 20 dk 6 GHz RF-EMA maruziyetinde Tgfbl
geninin ekspresyonunun kontrol ile kiyaslandiginda anlamli olarak diistiigii tespit edildi
(p<0.01). 20 dk 6 GHz RF-EMA maruziyetinde 116, Tnf, 1l1b ve Nos2 genlerinin
ekspresyonunda kontrol ile kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
bulunamadi (p>0.05).
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Sekil 18. 20 dk 6 GHz RF-EMA’ya maruz birakilan N9 mikroglial hiicrelerin 116, Tnf, 111b, Nos2 ve
Tgfl genlerinin ekspresyonu bulgulari. Sonuglar ortalama+ortalamalarin standart hatasi olarak
verilmistir (n=3). 20 dk. uygulama siiresi, kontrol grubu ile bagimsiz orneklem t-testi ile

kiyaslanmigtir. ** p<0.01; ns p>0.05 gostermektedir.
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Cizelge 17. 20 dk 6 GHz RF-EMA maruziyeti sonrast RT-PCR bulgulari.

Genler Ortalama+ Standart sapma Min-Max p degeri
116 0.63+0.3 0.29-0.86 0.099
Tnf 0.61+0.26 0.4-0.9 0.0597
111b 1.44+0.41 1.06-1.87 0.138
Nos2 1.27+1.09 0.41-2.5 0.689
Tgfbl 0.63+0.08 0.54-0.69 0.0016

1 saat 6 GHz RF-EMA’ya maruz birakilan N9 mikroglial hiicrelerin 116, Tnf,
I11b, Nos2 ve Tgfbl genlerinin ekspresyonuna ait RT-PCR bulgular1 Cizelge 18’de ve
ilgili grafikler Sekil 19°da gosterildigi gibidir. 1 saat 6 GHz RF-EMA maruziyetinde
Tgfbl geninin ekspresyonunun kontrol ile kiyaslandiginda anlamli olarak diistiigii tespit
edildi (p<0.005). 1 saat 6 GHz RF-EMA maruziyetinde 116, Tnf, 111b ve Nos2 genlerinin
ekspresyonunda kontrol ile kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik

bulunamadi (p>0.05).

Cizelge 18. 1 saat 6 GHz RF-EMA maruziyeti sonrast RT-PCR bulgulari.

Genler Ortalama+ Standart sapma Min-Max p degeri
116 1.04+0.24 0.81-1.29 0.79
Tnf 1.19+0.6 0.65-1.83 0.6133
111b 2.17+2.75 0.51-5.35 0.502
Nos2 0.76+0.69 0.23-1.54 0.579
Tgfbl 0.72+0.05 0.67-0.77 0.0006

63



116
1.5+ ns
-;} —
-5
N
% 1.0 T
< | B
é e o
=}
® 05 EEE
2
s B
0.0 i I
A
(&0 @V‘
& &

1 saat maruziyet

Nos2
2.0-
ns
2, —_—
g
= 15_
=
Z
1.0-
£ o
o S
(F]
S 05- -
<) e
e -,
0.0 I
> \g
49& <<'&
Q~

1 saat maruziyet

Sekil 19. 1 saat 6 GHz RF-EMA’ya maruz birakilan N9 mikroglial hiicrelerin 116, Tnf, 111b, Nos2 ve
Tgfl genlerinin ekspresyonu bulgulari. Sonuglar ortalama+ortalamalarin standart hatasi olarak

verilmigtir (n=3). 1 saat uygulama siiresi, kontrol grubu ile bagimsiz 6rneklem t-testi ile
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kiyaslanmustir. *** p<0.005; ns p>0.05 gdstermektedir.

3 saat 6 GHz RF-EMA’ya maruz birakilan N9 mikroglial hiicrelerin 116, Tnf,
I11b, Nos2 ve Tgfbl genlerinin ekspresyonuna ait RT-PCR bulgular1 Cizelge 19°da ve
grafikleri Sekil 20°de gosterildigi gibidir. 3 saat 6 GHz RF-EMA maruziyetinde 116 ve
Nos2 geninin ekspresyonunun kontrol ile kiyaslandiginda anlamli olarak diistiigii tespit

edildi (p<0.05). 3 saat 6 GHz RF-EMA maruziyetinde I11b geninin ekspresyonunun
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kontrol ile kiyaslandiginda anlamli olarak arttig1 tespit edildi (p<0.0001). 3 saat 6 GHz
RF-EMA maruziyetinde Tnf ve Tgfbl genlerinin ekspresyonunda kontrol ile
kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik bulunamadi (p>0.05).
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Sekil 20. 3 saat 6 GHz RF-EMA’ya maruz birakilan N9 mikroglial hiicrelerin 116, Tnf, 111b, Nos2 ve
Tgfl genlerinin ekspresyonu bulgulart. Sonuglar ortalama+ortalamalarin standart hatasi olarak
verilmigtir (n=3). 1 saat uygulama siiresi, kontrol grubu ile bagimsiz 6rneklem t-testi ile

kiyaslanmustir. * p<0.05; **** p<0.0001; ns p>0.05 gostermektedir.
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Cizelge 19. 3 saat 6 GHz RF-EMA maruziyeti sonrast RT-PCR bulgulart.

Genler Ortalama+ Standart sapma Min-Max p degeri
116 0.54+0.22 0.29-0.71 0.0229
Tnf 1.47+0.63 0.75-1.95 0.2684

I11b 3.29+0.24 3.1-3.56 <0.0001

Nos2 0.57+0.02 0.55-0.59 <0.0001
Tgfbl 1+0.45 0.51-1.38 0.988

6 saat 6 GHz RF-EMA’ya maruz birakilan N9 mikroglial hiicrelerin 116, Tnf,
I11b, Nos2 ve Tgfbl genlerinin ekspresyonuna ait RT-PCR bulgular1 Cizelge 20’de ve
ilgili grafikler Sekil 21°de gosterildigi gibidir. 6 saat 6 GHz RF-EMA maruziyetinde 116
ve Nos2 geninin ekspresyonunun kontrol ile kiyaslandiginda anlamli olarak diistiigii
tespit edildi (p<0.05). 6 saat 6 GHz RF-EMA maruziyetinde 1l1b, Tnf ve Tgfbl
genlerinin ekspresyonunda kontrol ile kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik bulunamadi (p>0.05).

Cizelge 20. 6 saat 6 GHz RF-EMA maruziyeti sonrast RT-PCR bulgulari.

Genler Ortalama+ Standart sapma Min-Max p degeri
116 0.77+0.11 0.68-0.89 0.0228
Tnf 0.92+0.44 0.41-1.23 0.759
111b 2.16+1.56 1.08-3.94 0.266

Nos2 0.65+0.03 0.62-0.68 <0.0001
Tgfbl 0.82+0.24 0.68-1.1 0.253
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Sekil 21. 6 saat 6 GHz RF-EMA’ya maruz birakilan N9 mikroglial 116, Tnf, 111b, Nos2 ve Tgf1 genlerinin
ekspresyonu bulgulari. Sonuglar ortalama+ortalamalarin standart hatasi olarak verilmistir (n=3).
1 saat uygulama stiresi, kontrol grubu ile bagimsiz drneklem t-testi ile kiyaslanmistir. * p<0.05;

***%<0.0001; ns p>0.05 gostermektedir.

12 saat 6 GHz RF-EMA’ya maruz birakilan N9 mikroglial hiicrelerin 116, Tnf,
I11b, Nos2 ve Tgfbl genlerinin ekspresyonuna ait RT-PCR bulgular1 Cizelge 21°de ve
ilgili grafikler Sekil 22°de gosterilmistir. 12 saat 6 GHz RF-EMA maruziyetinde Tgfbl
geninin ekspresyonunun kontrol ile kiyaslandiginda anlamli olarak arttig: tespit edildi
(p<0.05). 12 saat 6 GHz RF-EMA maruziyetinde 116, Tnf, 111b ve Nos2 genlerinin
ekspresyonunda kontrol ile kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
bulunamadi (p>0.05).
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Cizelge 21. 12 saat 6 GHz RF-EMA maruziyeti sonrast RT-PCR bulgulart.

Genler Ortalama+ Standart sapma Min-Max p degeri
116 1.22+0.4 0.88-1.66 0.4029
Tnf 0.93+0.29 0.68-1.25 0.704
111b 1.36+0.31 1.1-1.7 0.113
Nos2 1.92+1.7 0.84-3.88 0.403
Tgfbl 1.93+0.68 1.28-2.63 0.046
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Sekil 22. 12 saat 6 GHz RF-EMA’ya maruz birakilan N9 mikroglial hiicrelerin 116, Tnf, 111b, Nos2 ve
Tgfbl genlerinin ekspresyonu bulgulari. Sonuglar ortalama-+ortalamalarin standart hatasi olarak
verilmigtir (n=3). 1 saat uygulama siiresi, kontrol grubu ile bagimsiz 6rneklem t-testi ile

kiyaslanmustir. * p<0.05; ns p>0.05 gostermektedir.
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24 saat 6 GHz RF-EMA’ya maruz birakilan N9 mikroglial hiicrelerin 116, Tnf,
I11b, Nos2 ve Tgfbl genlerinin ekspresyonuna ait RT-PCR bulgulart Cizelge 22°de ve
ilgili grafikler Sekil 23’de gosterildigi gibidir. 24 saat 6 GHz RF-EMA maruziyetinde
Tgfbl geninin ekspresyonunun kontrol ile kiyaslandiginda anlamli olarak arttig1 tespit
edildi (p<0.05). 24 saat 6 GHz RF-EMA maruziyetinde 116, Tnf, 111b ve Nos2 genlerinin
ekspresyonunda kontrol ile kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
bulunamadi (p>0.05).
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Sekil 23. 24 saat 6 GHz RF-EMA’ya maruz birakilan N9 mikroglial hiicrelerin 116, Tnf, 111b, Nos2 ve
Tgfbl genlerinin ekspresyonu bulgulari. Sonuglar ortalama-+ortalamalarin standart hatasi olarak
verilmistir (n=3). 1 saat uygulama siiresi, kontrol grubu ile bagimsiz orneklem t-testi ile

kiyaslanmustir. *** p<0.005; ns p>0.05 gostermektedir.
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Cizelge 22. 24 saat 6 GHz RF-EMA maruziyeti sonrast RT-PCR bulgulart.

Genler Ortalama+ Standart sapma Min-Max p degeri
116 1.56+1.39 0.56-3.15 0.5221
Tnf 1.02+0.24 0.85-1.3 0.909
I11b 2.07+1.49 0.6-3.58 0.117
Nos2 0.69+0.29 0.41-0.98 0.138
Tgfbl 1.31+0.06 1.25-1.37 0.0007

24 saat 1 pg/mL LPS’ye maruz birakilan N9 mikroglial hiicrelerin 116, Tnf, 111b,
Nos2 ve Tgfbl genlerinin ekspresyonuna ait RT-PCR bulgular1 Cizelge 23’de ve ilgili
grafikler Sekil 24°de gosterildigi gibidir. 24 saat 1 pg/mL LPS maruziyetinde 116, Tnf,
I11b ve Nos2 genlerinin ekspresyonunun kontrol ile kiyaslandiginda anlamli olarak
arttigr tespit edildi (p<0.05). 24 saat 6 GHz RF-EMA maruziyetinde Tgfbl geninin
ekspresyonunda kontrol ile kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
bulunamadi (p>0.05).

Cizelge 23. 24 saat 1 pg/mL LPS maruziyeti sonrast RT-PCR bulgulari.

Genler Ortalama+ Standart sapma Min-Max p degeri

116 16.89+1.38 15.34-18 <0.0001
Tnf 7.15+4.04 2.8-10.78 0.0168

111b 6495.22+119.64 6405.08-6630.95 = <0.0001
Nos2 634.27+356.63 291.02-1002.93 0.037
Tgfbl 1.32+0.4 0.99-1.78 0.236
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Sekil 24. 24 saat 1ug/mL LPS’ye maruz birakilan N9 mikroglial hiicrelerin 116, Tnf, 111b, Nos2 ve Tgfbl
genlerinin ekspresyonu bulgulari. Sonuglar ortalama+ortalamalarin standart hatasi olarak
verilmigtir (n=3). 1 saat uygulama siiresi, kontrol grubu ile bagimsiz 6rneklem t-testi ile

kiyaslanmistir. * p<0.05; ****; p<0.0001; ns p>0.05 gostermektedir.
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4.4. ELISA Bulgulan

N9 mikroglia hiicreleri 20 dk, 1 saat, 3 saat, 6 saat, 12 saat ve 24 saat 6 GHz RF-
EMA uygulamasina maruz birakildi ve bu maruziyetlerin hiicrelerin biiyiime
ortamlarinda bulunan TNF-a, IL-6, IL-10, proteinlere olan etkisi ELISA yontemi ile
degerlendirildi. Her bir uygulama siiresinin kontrol grubu olarak ayni siirelerde, ayni
kosullarda kiiltiire edilen ve RF-EMA uygulamasina maruz birakilmayan hiicreler
kullanildi. Hiicrelerin her bir uygulama siiresindeki canliligi, kendi kontrol grubunun
verileri kullanilarak hesaplandi ve uygulama siirelerinin arasindaki farkliliklari test
etmek i¢in One-Way ANOVA testi kullanildi.

20 dk 6 GHz RF-EMA’ya maruz birakilan N9 mikroglial hiicrelerinin biiyiime
ortamlarindaki IL-6, TNF-a, IL-10 ve TGF-B proteinlerinin konsantrasyonlarina ait
ELISA bulgular1 Cizelge 24°de ve ilgili grafikler Sekil 25’de gosterildigi gibidir. 20 dk
6 GHz RF-EMA maruziyetinde IL-6 ve IL-10 protein konsantrasyonlarinin kontrol ile
kiyaslandiginda anlamli olarak diistiigii tespit edildi (p<0.05). 20 dk 6 GHz RF-EMA
TNF-a ve kontrol ile

maruziyetinde TGF-p protein konsantrasyonlarinda

kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik bulunamadi (p>0.05).

Cizelge 24. 20 dk 6 GHz RF-EMA maruziyeti sonrasit ELISA bulgular.

Genler Grup Ortalama+ Min-Max p degeri
Standart sapma
IL-6 Kontrol 118.78+7.98 110.66-126.62 0.0353
RF-EMA 83.04+18.12 68.14-103.21
TNF-a Kontrol 36.34+13.2 25.87-51.16 0.509
RF-EMA 43.66+11.53 31.58-54.55
IL-10 Kontrol 301.98+£23.71 275.93-322.31 0.0127
RF-EMA 235.09+12.86 224.89-249.54
TGF-p Kontrol 230.48+10.58 222.17-242.39 0.757
RF-EMA 235.154+21.95 212.85-256.74
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Sekil 25. 20 dk 6 GHz RF-EMA’ya maruz birakilan N9 mikroglial hiicrelerin IL-6, TNF-o, IL-10 ve
TGF-B proteinleri i¢in ELISA bulgulari. Sonuglar ortalama+ortalamalarin standart hatasi
olarak verilmistir (n=3). 20 dk. uygulama siiresi ile kontrol grubu bagimsiz 6rneklem t-testi ile

kiyaslanmustir. * p<0.05; ns p>0.05 gostermektedir.

1 saat 6 GHz RF-EMA’ya maruz birakilan N9 mikroglial hiicrelerinin biiylime
ortamlarindaki 1L-6, TNF-a, IL-10 ve TGF-B proteinlerinin konsantrasyonlarina ait
ELISA bulgular Cizelge 24°de ve ilgili grafikler Sekil 26°da gdsterildigi gibidir. 1 saat
6 GHz RF-EMA maruziyetinde IL-6, TNF-a, IL-10 ve TGF-B protein
konsantrasyonlarinda kontrol ile kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik bulunamadi (p>0.05).
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Sekil 26. 1 saat 6 GHz RF-EMA’ya maruz birakilan N9 mikroglial hiicrelerin IL-6, TNF-o, IL-10 ve
TGF-B proteinleri igin ELISA bulgulart. Sonuglar ortalama+tortalamalarin standart hatast
olarak verilmistir (n=3). 1 saat uygulama siiresi ile kontrol grubu bagimsiz 6rneklem t-testi ile

kiyaslanmistir. ns p>0.05 gostermektedir.
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Cizelge 25. 1 saat 6 GHz RF-EMA maruziyeti sonrast ELISA bulgulart.

Genler Grup Ortalama=+ Min-Max p degeri
Standart sapma
IL-6 Kontrol 69.824+30.75 35.8-95.63 0.226
RF-EMA 39.93+19.08 21.22-59.35
TNF-a Kontrol 43.75+6.43 36.46-48.63 0.6798
RF-EMA 45.77+4.6 41.9-50.85
IL-10 Kontrol 279.494+31.26 261.38-315.59 0.526
RF-EMA 252.68+£59.17 203.64-318.4
TGF-g Kontrol 219.23+17.34 207.58-239.15 0.867
RF-EMA 224.3+46.08 185.04-275.04

3 saat 6 GHz RF-EMA’ya maruz birakilan N9 mikroglial hiicrelerinin biiyiime
ortamlarindaki IL-6, TNF-a, IL-10 ve TGF-B proteinlerinin konsantrasyonlarina ait
ELISA bulgulart Cizelge 26°da ve ilgili grafikler Sekil 27°de gosterildigi gibidir. 3 saat
6 GHz RF-EMA maruziyetinde IL-10 protein konsantrasyonlarnin kontrol ile
kiyaslandiginda anlamli olarak diistiigii tespit edildi (p<0.05). 3 saat 6 GHz RF-EMA
maruziyetinde IL-6, TNF-o ve TGF-B protein konsantrasyonlarinda kontrol ile

kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik bulunamadi (p>0.05).

Cizelge 26. 3 saat 6 GHz RF-EMA maruziyeti sonrast ELISA bulgulari.

Genler Grup Ortalama + Min-Max p degeri
Standart sapma
IL-6 Kontrol 94.314£35.29 64.45-133.26 0.191
RF-EMA 62.21+£2.07 60.83-64.59
TNF-a Kontrol 42.14+18.75 29.84-63.71 0.199
RF-EMA 24.11+7.83 15.52-30.87
IL-10 Kontrol 329.624+89.06 270.23-432.02 0.0459
RF-EMA 191.34+11.41 184.32-204.5
TGF-p Kontrol 269.11+£51.6 211.07-309.78 0.127
RF-EMA 208.02+19.11 189.8-227.91
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Sekil 27. 3 saat 6 GHz RF-EMA’ya maruz birakilan N9 mikroglial hiicrelerin IL-6, TNF-a, IL-10 ve
TGF-B proteinleri icin ELISA bulgulart. Sonuglar ortalama+ortalamalarin standart hatasi olarak
verilmigtir (n=3). 3 saat uygulama siiresi ile kontrol grubu bagimsiz 6rneklem t-testi ile

kiyaslanmistir. * p<0.05: ns p>0.05 gostermektedir.

6 saat 6 GHz RF-EMA’ya maruz birakilan N9 mikroglial hiicrelerinin biiyiime
ortamlarindaki IL-6, TNF-a, IL-10 ve TGF-B proteinlerinin konsantrasyonlarina ait
ELISA bulgulart Cizelge 27°de ve ilgili grafikler Sekil 28’de gosterildigi gibidir. 6 saat
6 GHz RF-EMA maruziyetinde IL-6, TNF-o, IL-10 ve TGF-B protein
konsantrasyonlarinda kontrol ile kiyaslandiginda herhangi bir istatistiksel olarak anlamli
degisiklik bulunamadi (p>0.05).
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Sekil 28. 6 saat 6 GHz RF-EMA’ya maruz birakilan N9 mikroglial hiicrelerin IL-6, TNF-a, IL-10 ve
TGF-p proteinleri i¢cin ELISA bulgulart. Sonuglar ortalama+ortalamalarin standart hatasi
olarak verilmigtir (n=3). 6 saat uygulama siiresi ile kontrol grubu bagimsiz drneklem t-testi ile

kiyaslanmustir. ns p>0.05 gostermektedir.
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Cizelge 27. 6 saat 6 GHz RF-EMA maruziyeti sonrast ELISA bulgulart.

Genler Grup Ortalama+ Min-Max p degeri
Standart sapma
IL-6 Kontrol 90.25+33.17 57.48-123.81 0.092
RF-EMA 46.20+9.74 40.26-57.44
TNF-a Kontrol 41.66+10.52 33.1-53.4 0.717
RF-EMA 45.47+13.32 34.78-60.39
IL-10 Kontrol 251.59+£78.87 196.16-341.88 0.132
RF-EMA 164.44+13.58 149.12-174.97
TGF-g Kontrol 190.59+42.31 147.57-232.15 0.44
RF-EMA 169.53+4.96 164.3-174.2

12 saat 6 GHz RF-EMA’ya maruz birakilan N9 mikroglial hiicrelerinin biiyiime
ortamlarindaki IL-6, TNF-a, IL-10 ve TGF-B proteinlerinin konsantrasyonlarina ait
ELISA bulgular1 Cizelge 28’de ve ilgili grafikler Sekil 29’da gosterildigi gibidir. 12 saat
6 GHz RF-EMA maruziyetinde I1L-6 ve IL-10 protein konsantrasyonlarinin kontrol ile
kiyaslandiginda anlamli olarak diistiigu tespit edildi (p<0.05). 12 saat 6 GHz RF-EMA
maruziyetinde TNF-a protein konsantrasyonlarinin kontrol ile kiyaslandiginda anlaml
olarak arttig1 tespit edildi (p<0.05). 12 saat 6 GHz RF-EMA maruziyetinde TGF-p
protein konsantrasyonlarinda kontrol ile kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli bir

degisiklik bulunamadi (p>0.05).

Cizelge 28. 12 saat 6 GHz RF-EMA maruziyeti sonrasi ELISA bulgulart.

Genler Grup Ortalama+ Min-Max p degeri
Standart sapma
IL-6 Kontrol 81.93+£16.35 63.69-95.28 0.038
RF-EMA 55.09+12.59 42.84-71.1
TNF-a Kontrol 37.52+1.16 36.31-38.62 0.028
RF-EMA 45.83£10.9 31.64-57.1
IL-10 Kontrol 243.4+24 .18 226.6-271.12 0.0032
RF-EMA 155.2+1.8 153.2-156.7
TGF-g Kontrol 156.96+18.22 137.33-173.33 0.717
RF-EMA 141.48+23.42 109.93-162.91
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Sekil 29. 12 saat 6 GHz RF-EMA’ya maruz birakilan N9 mikroglial hiicrelerin IL-6, TNF-a, IL-10 ve
TGF-p proteinleri icin ELISA bulgulart. Sonuglar ortalama+ortalamalarin standart hatasi olarak
verilmigtir (n=3). 12 saat uygulama siiresi ile kontrol grubu bagimsiz 6rneklem t-testi ile

kiyaslanmistir. * p<0.05; ** p<0.01; ns p>0.05 gostermektedir.

24 saat 6 GHz RF-EMA’ya maruz birakilan N9 mikroglial hiicrelerinin biiyiime
ortamlarindaki IL-6, TNF-a, IL-10 ve TGF-B proteinlerinin konsantrasyonlarina ait
ELISA bulgular1 Cizelge 29°da ve ilgili grafikler Sekil 30’da gosterildigi gibidir. 24 saat
6 GHz RF-EMA maruziyetinde IL-6, 1L-10 ve TNF-a protein konsantrasyonlarinin
kontrol ile kiyaslandiginda anlamli olarak diistiigii tespit edildi (p<0.05). 24 saat 6 GHz
RF-EMA  maruziyetinde TGF-p protein konsantrasyonlarinda  kontrol ile
kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik bulunamadi (p>0.05).
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Sekil 30. 24 saat 6 GHz RF-EMA’ya maruz birakilan N9 mikroglial hiicrelerin IL-6, TNF-a, IL-10 ve
TGF-B proteinleri i¢in ELISA bulgulari. Sonuglar ortalama+ortalamalarin standart hatasi
olarak verilmistir (n=3). 24 saat uygulama siiresi ile kontrol grubu bagimsiz drneklem t-testi ile

kiyaslanmistir. * p<0.05; ** p<0.01; ns p>0.05 gostermektedir.
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Cizelge 29. 24 saat 6 GHz RF-EMA maruziyeti sonrasi ELISA bulgulart.

Genler Grup Ortalama=+ Standart Min-Max p degeri
sapma
IL-6 Kontrol 81.5+4.07 77.24-85.36 0.0095
RF-EMA 52.62+9.91 43.77-63.32
TNF-a Kontrol 60.07+5.59 53.63-63.69 0.041
RF-EMA 38.07£11.5 29.93-51.24
IL-10 Kontrol 227.16+21.3 209.08-250.64 0.009
RF-EMA 159.65+12.33 150.93-173.76
TGF-B Kontrol 137.24+39.38 92.6-167.09 0.756
RF-EMA 145.29+14.13 135.62-161.5
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5. TARTISMA

Toplumun ve teknolojinin hizli gelisimi, elektrik hatlar, elektrikli cihazlar,
radyo vericileri ve mikrodalga kaynaklar1 dahil olmak iizere EMA kaynaklarinin
sayisinda ve ¢esitliliginde benzeri goriilmemis bir artisa yol agmistir. EMA sayis1 ve
cesitliligindeki bu artis, EMA’nin dordiinci en biiyiikk kirlilik tehlikesi olarak
tanimlanmasina neden olmustur (68). Ayrica 2011 yilinda Uluslararasi Kanser
Aragtirmalar1 Merkezi (IARC), RF-EMA’lar1 insanlar icin olas1 karsinojenik (2B
Grubu) olarak simiflandirmistir. Ortaya Cikan ve Yeni Tanimlanan Saglik Riskleri
Bilimsel Komitesi (SCENIHR), mobil telefonda kullanilan araliklarin {izerindeki
frekanslarda EMA'ya maruz kalmanin etkilerini rapor etmislerdir. Bu rapora gore; cep
telefonu RF-EMA’sina maruz kalmayla ilgili epidemiyolojik ¢alismalar, RF-EMA’nin
beyin tiimorleri ve bas ve boyun bdlgesindeki diger kanserler i¢in riski artirmadigini
bildirmektedir. Ancak bazi ¢aligmalar, yogun cep telefonu kullanicilarinda artan glioma
ve akustik norinom riskine iligkin sorular1 giindeme getirmistir. O zamandan bu yana,
uzun streli (10 yildan fazla) cep telefonu kullaniminin, intrakranial tiimor riskini
artirdigim1  gosteren meta-analizler de dahil olmak {izere bir¢ok yeni c¢alisma
yaymlanmstir (83).

RF-EMA’nin yaydigi radyasyon enerjisi, iyonize radyasyonun aksine maddeki
elektronlar1 koparmadigi i¢in iyonlagsmaya neden olmamakta ve molekiillerin yapisini
bozmamaktadir. Ancak termal ve termal olmayan etkiler ile biyolojik dokular iizerinde
dogrudan ya da dolayli olarak zararli olabilmektedir. Termal etkiler, dokularin
sogurdugu elektromanyetik enerji ile molekiillerin hareket ederek isiya doniismesi
sonucunda ortaya ¢ikmakta ve dokudaki 1sida artisa neden olmaktadir (10). Canli
organizmalarin RF-EMA’lara maruz kalmasi, dncelikle molekiiler rotasyondan dolay1
dokularda 1s1 iiretimine sebep olmaktadir. Dokulardaki 1s1, konveksiyon (kan akisi)
yoluyla dengelenene kadar tiim viicuda dagitilmaktadir (84).

EMA uygulamalari modern toplumda hemen her yerde mevcuttur. 5. nesil
iletisim sistemi olarak tanitilan yeni nesil 5G teknolojisi, veri iletim hizinin yiiksekligi,
yiiksek kapasite ve yiiksek miktarda enerji transferi olanaklart sunmaktadir. Yeni nesil
5G teknolojisi 1 GHz-100 GHz araliklarinda tasarlanmis olup, her tilkede farkli frekans

belirlenmis durumdadir. Bu ylizden 6 GHz alti ve 6 GHz {istii olmak {lizere iki
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kategoriye ayrilmistir (85). Calismamizda bu siniflama g6z 6niinde bulundurularak 5G
icin EMA’nin frekans1 6 GHz olarak belirlenmistir.

EMA'ya mesleki veya konutsal maruz kalmanin etkilerini arastiran ¢ok sayida
arastirma bulunmaktadir. Cesitli ¢calismalar, biyolojik sistemlerin; ev aletlerinde, tibbi
uygulamalarda ve iletisim sistemlerinde yaygin olarak kullanilan 2.45 GHz RF-EMA’ya
karst belirli bir hassasiyet sergiledigini ileri slirmektedir. Birka¢ epidemiyolojik ve
deneysel ¢alisma EMA maruziyetinin, bilissel fonksiyonlar {izerinde zararli etkilere
sahip olabildigini ve glioma ve Alzheimer hastaligi gibi norolojik hastalik riskini
artirabildigini gostermistir (68). Ayrica RF-EMA’nin immiin sistemi hiicreleri iizerinde
olast etkileri, hiicre kiiltiirleri, insan lenfosit kiiltiirleri ve deney hayvanlarinda yapilan
bircok calismada incelenmistir. Baz1 ¢alismalarda RF-EMA maruziyetinden kaynakli
onemli zararh etkiler gosterilmis olmasina karsin, bazilarinda ise kayda deger bulgular
elde edilememistir (86). EMA maruziyetinin farkli beyin boélgelerinde giicli glial
reaktivitesini indiikledigi gosterilmistir. EMA’ya maruziyetten sonra ratlarin korteks ve
hipokampusunde mikroglianin aktiflestigi gosterilmistir. Bu nedenle, EMA’ya maruz
kalmanin MSS tizerindeki etkileri son yillarda aktif bir aragtirma konusu olmustur (68).

EMA’nin  saghg etkileyip etkilemedigina dair tartismali  ¢aligmalar
bulunmaktadir. Baz1 epidemiyolojik caligmalara EMA’nin beyin tiimoérleri, meme
kanseri, kalp tiimorleri ve benzeri hastaliklara sebep olabildigini gdstermistir. Ayrica
EMA, MSS’de ve lireme sisteminde de zararhi etkilere sahiptir ve ayrica anksiyete ve
strese de neden olabilmektedir. Ancak bazi ¢alismalarda RF-EMA ’nin néronlarda hiicre
apoptozuna neden olmadigina, spermatozoada pro-apoptozu indiiklemedigine, 900 MHz
EMA’nin disi farelerde hayatta kalma oranmi etkilemedigine ve Radyofrekansin
yetiskin erkek farelerde depresyon benzeri davranisi, uzamsal hafizayr ve beyin
histolojisini etkilemedigine dair sonuglar bulunmaktadir. Ancak EMA maruziyetinden
sonra p53, bax ve kaspaz-3 gibi bir¢ok apoptoz ile iligkili genin up-regiile oldugu ve
hiicre apoptozunun arttigini da gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (87). Lin ve ark. 24
saat boyunca 1950 MHz, SAR 3 W/kg EMA'in fare Leydig hiicrelerinde apoptoz
tizerinde herhangi bir degisiklige sebep olmadigin1 gostermislerdir (88). Buttiglione ve
ark. insan noroblastoma hiicreleri olan SH-SY5Y hiicrelerini 900 MHz RF-EMA’ya
maruz birakmis ve 24 saat maruziyetinden sonra hiicre canliliginin 6nemli o6lcilide

azaldigin1 kanitlamistir (89). Li ve ark. 1800 MHz RF-EMA’ya maruz birakilan fare
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embriyonik fibroblast hiicrelerinin canliligimin 12, 36 ve 48 saat maruziyetlerinden
sonra kontrole gore anlaml olgiide azaldigin1 gostermistir (87). Bu calismada, 6 GHz
RF-EMA’nin N9 mikroglial hiicrelerinin canliligi, pro-inflamatuar sitokinlere, anti-
inflamatuar sitokinlere ve NO konsantrasyonuna olan etkisi arastirllmigtir. N9
mikroglial hiicreleri 20 dk, 1 saat, 3 saat, 6 saat, 12 saat ve 24 saat 6 GHz RF-EMA’ya
maruz birakildi. Calismamizda MTT testi ve AO/EB boyamasina gore N9 hiicrelerinin
RF-EMA’ya maruz kalma siiresinin arttik¢a hiicrelerin canliliginin azaldigi bulundu.
Yine bu iki yonteme gore, 6 saat ve daha yiiksek maruziyet siirelerinde hiicre
canliliginin kontrole gore anlamli diizeyde azaldig: belirlendi. Bu ¢alismada uygulanan
frekansa nazaran 1800 MHz gibi diisiik frekanslarda uygulanan RF-EMA gruplarinda
hiicre canlilig1 36, 48 saat gibi siirelerde anlamli Olgiide azaldig1 ¢alismalara karsin,
bizim ¢alismamizda hiicre canlilif1 6 saatten daha uzun maruziyet siirelerinde anlaml
Olciide azalmistir. Dolayistyla bu calismadan elde edilen hiicre canliligr ile ilgili
bulgularin literatiir ile uyumlu oldugunu diisiiniilmektedir.

NO beyinde hafiza ve 6§renme gibi fizyolojik islevlerin yan sira nérodejeneratif
hastaliklar gibi patolojik kosullarda da 6nemli rol oynar. MSS’de hem koruyucu hem de
norotoksik ajan olarak da bulunabilen NO; serebral kan akisimi ve noronal taginmayi
kolaylastirir, ndron aktivitesini baglatir ve noéronal apoptozu tesvik eder. NO
sentezindeki artis, NO’nun metabolik oksiti olan peroksinitritin (ONOO-) sentezinde ve
birirkiminde artigla devam eder. Bu sekilde NO, norotoksisitenin yani sira oksidatif
hasarin ortaya ¢ikmasina ve yayilmasina neden olabilir. NO sentez mekanizmasinin
belirlenmesinin, beyin dokusunun biyoaktivasyonu ve inhibisyonunun anlagilmasi
acisindan onemli oldugu ileri siiriilmektedir. Modern yasamin ayrilmaz bir pargasi
haline gelen cihazlardan kaynaklanan EMA’nin, beyin {izerindeki olast etkileri halen
tartismalidir. Ciftci ve ark. yaptigi bir ¢alismada 90 giin boyunca 900 MHz EMA’ya
maruz birakilan si¢anlarin beyninin sag ve sol hemisferlerinde NO diizeyinde kontrol
grubuna gore artis gozlenirken, 1800 MHz EMA ’ya maruz birakilan siganlarin beyninde
kontrol grubuna gore bir degisiklik gézlenmemistir (90). Irmak ve ark. yaptig1 baska bir
calismada, glinde 30 dk olmak iizere 7 giin boyunca 900 MHz RF-EMA’ya maruz
biraktig1 tavsanlarin beyninde NO diizeyinde bir degisiklik gézlenmemistir (91). Lu ve
ark. tarafindan yapilan bir ¢alisgmada, N9 mikroglial hiicrelerin 1800 MHz RF-EMA’ya

maruz birakildiginda 12 saat ve 24 saatte NO konsantrasyonunun arttigi, daha diistik
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siirelerde ise NO konsantrasyonu diizeyinde herhangi bir degisiklik olmadigi
gosterilmigtir. Ayrica yine ayni calismada ¢esitli siirelerde 1800 GHz RF-EMA’ya
maruz birakilan astrosit hiicrelerinde, NO konsantrasyonunda anlamli bir farklilik
bulunamadigr gosterilmistir (92). Calismamizda N9 mikroglia hiicreleri ¢esitli siirelerde
6 GHz RF-EMA’ya maruz birakildiktan sonra hiicrelerin kiiltiir ortamindaki NO
konsantrasyonu Ol¢iildii. Hiicrelerin biiyiime ortamina salinan NO konsantrasyonu
bakimindan maruziyet siireleri arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi. Elde ettigimiz
bulgularin literatiirdeki baz1 ¢alismalarla uyumlu oldugu diisiiniilmektedir. Calismalar
oldukg¢a farkli oldugundan, ¢alismalar arasinda karsilagtirma yapmak zordur. Bunun
sebebi olarak da radyasyon protokoliindeki farkliliklar, hiicre farkliliklari, ortam
farkliliklar1 gosterilebilir.

MSS’de yerlesik immiin hiicreleri olan mikroglia, M1 ve M2 olmak iizere 2
farkli durumda bulunabilirler. M1 mikroglia, LPS gibi uyaranlara yanit olarak
indiiklenerek TNF-a, IL-6, NO, IL-1B ve ROS gibi pro-inflamatuar sitokinler iiretip
salgilamaktadir. M1 mikroglia inflamasyon aracili norotoksisitede rol oynamaktadir.
Bunun aksine M2 mikroglia IL-10, TGF-p ve IL-4 anti-inflamatuar sitokinleri eksprese
etmektedir. M2 mikroglia doku tamiri ve norokoruyucu etki gostermektedir (93). Farkli
frekanslarda RF-EMA ’nin, mikroglia basta olmak tizere birgok farkli hiicrede sitokinler
tizerindeki etkisini arastiran ¢ok sayida farkli arastirma bulunmaktadir. Bazi
calismalarda RF-EMA’nin pro-inflamatuar sitokinlerin diizeyini artirdig1, baz
caligmalarda ise azalttigi ya da hi¢ degistirmedigi belirlenmigtir. Ayrica yine RF-
EMA’nin anti-inflamatuar sitokinlerin diizeyini artirdigi, baz1 ¢caligmalarda ise azalttigi
ya da degistirmedigi belirlenmistir. Yang ve ark. EMA ile uyarimin mikroglianin
aktivasyonunu tetikledigini, ayrica mikroglial aktivasyona paralel olarak JAK2/STAT3
yolaginin aktivasyonu meydana geldigini ve pro-inflamatuar faktorlerin salgilandigini
gostermistir. Ayrica yine ayni ¢alismada, N9 mikroglial hiicreleri 2.45 GHz frekansta
EMA’ya maruz birakilmig ve 1. Saaten itibaren 24 saate kadar TNF-a ve iNOS
ekspresyonunun ve NO miktarinin arttig bildirilmistir (68). Ayrica Hao ve ark. yapilan
aynt zamanlarda yayinlanan benzer bir ¢alismada, yine N9 mikroglia hiicreleri 2.45
GHz RF-EMA’ya maruz birakilmis ve STAT3 fosforilasyonun arttigi, iNOS ve TNF-a
ekspresyonunu arttigr ve NO salimiminin arttigi gosterilmistir (94). Bu bulgular 2.45
GHz RF-EMA’nin mikroglial aktivasyonu tetikledigini gostermektedir. Reale ve ark.
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tarafindan yapilan bir ¢aligmada, SH-SY5Y ndron benzeri hiicreler olduk¢a diisiik
frekans 50 Hz EMA’ya maruz birakilmis ve 24 saat maruziyet sonucunda TGF-B
ekspresyonu anlamli 6l¢iide arttigi gosterilmistir (95). Jonai ve ark. yaptigi baska bir
calismada insan mononiikleer hiicreleri farkli manyetik aki yogunluklarinda, 70 saat
oldukca diistik frekans 50 Hz EMA’ya maruz birakilmis ve TNF-a proteinin diizeyinin
anlamli 6l¢iide azaldigi gosterilmistir. Ayrica IL-10 protein diizeylerinde herhangi bir
degisiklik gozlenmemistir (96). Pena-Philippides ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada, serebral iskemi modeli farelerde 27.12 MHz pulslu EMA uygulamasinin IL-
6, IL-1a ve TNF-a genlerinin ekspresyonunu azalttigi ve IL-10 geninin ekspresyonunun
artirdig1 gosterilmistir. Bu bulgular Pulslu EMA uygulamasinin néroinflamasyon
tizerinde olumlu etkileri oldugunu diisiindiirmektedir (97). RF-EMA’larin transgenik
Alzheimer hastaligi (AH) ile ilgili hayvan modellerinde ndropatolojik ve davranigsal
degisikler tiizerinde bir¢cok tdoropotik etkisi bulundugu bildirilmistir. Ayrica bazi
caligsmalarda transgenik AH fare modellerinde EMA uygulamasinin, hastaligin bilissel
bozukluklar1 tizerinde yararhi etkiye sahip oldugu bildirilmis ve EMA uygulamasinin
etki mekanizmasi olarak beyinde anti-amiloyid beta birikimi, mitokondriyal
giiclendirme ve noronal aktivitenin artmasi olarak ileri siiriilmiistiir (98). Son ve ark.
yaptiklar1 ¢alisgmada, 1950 MHz RF-EMA uygulamasinin AH beynindeki mikroglial
fonksiyon bozuklugunu diizenledigi ve IL-1B ve IL-6 ekspresyonunu azaltarak anti-
inflamatuar bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (99). Bu tez c¢alismasinda N9
mikroglial hiicreleri 20 dk, 1 saat, 3 saat, 6 saat, 12 saat ve 24 saat 6 GHz RF-EMA’ya
maruz birakildi. Bu maruziyet siirelerinin 116, Tnf, 111b gibi pro-inflamatuar ve Tgfbl
gibi anti-inflamatuar sitokinlerin mRNA ekspresyonlari tizerindeki etkisi arastirildi. 20
dk ve 1 saat gibi kisa maruziyet siirelerinde Tgfbl geninin ekspresyon diizeyinde
anlamli bir azalma, 12 saat ve 24 saat gibi uzun maruziyet siirelerinde Tgfbl geninin
ekspresyon diizeyi anlamli bir artis saptandi. 3 saat maruziyet siiresinde bir pro-
inflamatuar sitokin olan Il11b geninin ekspresyon diizeyinde anlamli bir artis oldugu
bulundu. 3 saat ve 6 saat maruziyet siirelerinde pro-inflamatuar sitokinler olan 116 ve
Nos2 genlerinin ekspresyonlarinda kontrole gore anlamli bir azalma oldugu belirlendi.
Ignacio Gomez-Ochoa ve ark. yaptig1 bir baska ¢alismada, kandaki elde edilen
fibroblast benzeri hiicreler 14 giin boyunca 50/60 Hz pulslu EMA’ya maruz birakilmis

ve PEMA’nin an pro-inflamatuar sitokinlerden olan IL-1p ve TNF-a ve anti-inflamatuar
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sitokinlerden olan IL-10 proteinin diizeylerini azaltigi gosterilmistir (100). Kleijn ve
ark. yaptig1 ¢aligmada, U937 monositik hiicreleri 2 ve 10 W/kg SAR degerindeki 2.45
GHz RF-EMA’ya 4 ve 24 saat maruz birakilmis ve IL-1B, TNF-a ve IL-6 protein
diizeylerinde kontrole gore anlamli bir farklilik bulunamamistir (101). Bu tez
calismasinda N9 mikroglial hiicreleri 20 dk, 1 saat, 3 saat, 6 saat, 12 saat ve 24 saat 6
GHz RF-EMA’ya maruz birakildi. Bu maruziyet siirelerinin IL-6 ve TNF-a gibi pro-
inflamatuar ve TGF-B ve IL-10 gibi anti-inflamatuar sitokinlerin protein diizeyleri
tizerindeki etkisi arastirildi. 12 saat ve 24 saat maruziyet siirelerinde pro-inflamatuar
sitokinlerden IL-6 ve TNF-o ve bir anti-inflamatuar sitokin olan IL-10 protein
diizeylerinde kontrole gore anlamli bir azalma oldugu saptandi. Ayrica 20 dk ve 3 saat
maruziyet siirelerinde IL-10 protein diizeyinde anlamli bir azalma oldugu belirlendi. 20
dk maruziyette ayrica IL-6 protein diizeyinde de kontrole gore anlamli bir azalma
oldugu bulundu.

Pulslu EMA’nin immiin sistem iizerinde yapilan ¢alismalarda, diisiik yogunluklu
EMA’nin anti-inflamatuvar bir yanit gelistirdigi ve 6zellikle de yara iyilesmesine katki
sagladigr gosterilmistir. Bununla birlikte EMA’larin immiin sistemdeki o6zellikle
fagositik hiicrelerde canliligi ve biliylimeyi azaltmadaki rolii onemlidir (86). Bizim
calismamizda da fagositik bir hiicre olan mikroglia, yiiksek frekanslh 6 GHz RF-
EMA’ya maruz birakildiginda, hiicre canliligi siireye bagimli bir tarzda azaldigini,
ancak pro-inflamatuar sitokin olan Tgfb1’nin ekspresyon diizeyinin arttigini belirledik.

Farkli frekanslarda, in vitro olarak farkli tipteki kiiltiire edilen hiicreler ve in
vivo olarak farkli deney hayvanlari lizerinde yapilan bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Bu
tez calismasi, literatiirdeki mevcut ¢alismalardan hem radyasyon maruziyeti protokolii
olarak hem de kiiltiir kosullar1 ve birgok biyolojik faktorden kaynakli olarak farklilik
gostermektedir. 6 GHz RF-EMA’nin in vitro hiicreler tizerindeki ve mikroglia 6zelinde
etkisini arastiran herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Bundan kaynakli olarak
bulgularimizin, literatiirden farklilik gosterdigi kisimlar bulunmaktadir. RF-EMA
maruziyetinin bagisiklik sistemi tizerindeki etkileri ile ilgili hem in-vitro hem de in-vivo
cok sayida calisma bulunmasina ragmen, birbiriyle tutarli olmayan, celiski gdsteren
bulgular ortaya konulmustur. Bu c¢alismada elde edilen sonuglardan, 6 GHz RF-
EMA’nin mikroglial hiicrelerde, Tnf ve Il1b gibi pro-inflamatuar sitokinlerin

ekspresyonunu artirirken, IL-6 gibi bir pro-inflamatuar sitokinin protein diizeyini
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azalttig1 belirlendi. Ayrica yine 6 GHz RF-EMA’nin Tgfbl gibi bir anti-inflamatuar
sitokinin ekspresyonunu artirdigt ve IL-10 gibi anti-inflamatuar sitokinin protein
diizeyini azalttig1 da belirlendi. Caligmamizdaki bulgulardan yola ¢ikilarak, mikroglial
hiicrelerde 6 GHz RF-EMA ’nin anti-inflamatuar yanita mi1 yoksa pro-inflamatuar yanita
m1 sebep oldugu net olmamakla birlikte, 6 GHz RF-EMA’nin mikroglial hiicrelerin
sitokin profilini degistirdigi anlasilmaktadir. Ayrica bu calismada elde edilen ELISA
yontemindeki protein diizeyleri ve gen diizeyindeki ekspresyon diizeyleri arasindaki
uyusmazliklarin,  post-transkripsiyonel  diizenlenmenin  bir  sonucu  oldugu
distiniilmektedir.

Glinlimiize kadar yapilan RF-EMA ile ilgili ¢alismalarda farkli deney sistemleri
ve farkli metodlar kullanilarak uygulanan RF-EMA kaynaklarina maruziyetin, basta
mikroglia olmak iizere beyin ve davranis lizerine etkilerinin belirlenmesinde hentiz daha
kesin sonuclar elde edilememistir. Bu ylizden 6 GHz RF-EMA’nin bu agidan mikroglia
tizerindeki etkisinin mekanizmasinin daha fazla aydinlatilmasi gerekmektedir.
Literatiirde 5G teknolojisini 6 GHz ile 100 GHz arasindaki frekanslar1 kapsayan
frekanslarin kullanildig1 ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir. Bu yilizden 5G teknolojisinin

olasi etkilerinin belirlenmesi i¢in daha fazla ¢alisma yapilmasina ihtiyag vardir.
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6. SONUC ve ONERILER

N9 mikroglia hiicrelerinde cesitli siirelerde 6 GHz RF-EMA’nin etkisini

arastirdigimiz calismamizda elde etti§imiz sonuglar asagida 6zetlendigi gibidir;

1. MTT testine gore, 6 GHz RF-EMA maruziyeti, N9 mikroglial hiicrelerinin
canliligini 6. saatten itibaren kontrole gore anlamli olarak azaltmistir.

2. AO/EB boyamasma gore 6 GHz RF-EMA maruziyeti, N9 mikroglial
hiicrelerinin canliligini 6. saatten itibaren anlamli olarak azaltmistir.

3. Tim siirelerde 6 GHz RF-EMA uygulamasindan sonra hiicre biiyiime
ortamina salinan NO diizeyi kontrole gore herhangi bir farklilik yoktur.

4. 12 saat ve 24 saat gibi fazla siirelerde 6 GHz RF-EMA maruziyeti, bir anti-
inflamatuar sitokin olan TGF-B’nin ekpresyonunu artirmistir.

5. Cesitli siirelerde 6 GHz RF-EMA uygulamasi, bir pro-inflamatuar sitokin
olan IL-6’nin hem mRNA hem de protein diizeyinde miktar1 kontrole goére
azaltmustir.

6. 3 ve 6 saat 6 GHz RF-EMA maruziyeti, bir pro-inflamatuar sitokin olan IL-
1B’nin gen ifadesi artirmigtir.

7. 12 saat 6 GHz RF-EMA maruziyeti, bir pro-inflamatuar sitokin olan TNF-
o’nin protein diizeyini anlamh diizeyde artirmis ancak, 24 saat 6 GHz RF-
EMA uygulamas1 TNF-o’nin protein diizeyini anlaml diizeyde azaltmistir.

8. Cesitli siirelerde 6 GHz RF-EMA maruziyeti, bir anti-inflamatuar sitokin olan
IL-10’un protein diizeyini anlamli diizeyde azaltmistir.

9. 3 saat ve 6 saat 6 GHz RF-EMA maruziyeti, NO olusumunu katalizleyen

enzimi kodlayan Nos2 geninin ifadesini azaltmigtir.
Bu calismada elde edilen bulgularin ve sonuglarin, primer mikroglia hiicre

kiiltirleri, fare veya rat gibi deney hayvanlari kullanilarak desteklenmesi gerektigi

diistiniilmektedir.
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