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OZET

Elektrikle calisan cihazlardan, binadaki elektrik hatlarindan veya kablolardan,
alternatif akim (AC) iletim ve dagitim sistemlerinden, halkin ¢ogu cok diisiik
frekansli (0-300 Hz) elektrik alanlara maruz kalir. Elektrik alan siddeti elektrikle
calisan cihazlarin etrafinda 0.5 kV/m, yiiksek gerilim hatlariin altinda mesafeye
bagli olarak 12 kV/m, elektrik {retim istasyonlar1 etrafinda ise 16 kV/m’nin
tizerindedir. Bu konuyla ilgili caligmalarda bir¢ok doku ve plazmada, uygulanan
siddet ve slireye bagli olarak lipid peroksidasyonun arttig1 ve antioksidan enzimlerin
degistigi saptanmakla birlikte, beyin dokusu iizerine yapilan ¢alisma yok denecek
kadar azdir. Ayrica, 50 Hz AC elektrik alanlarin siganlardan elde edilen Uyumsuzluk
Negativitesi (MMN) {lizerinde ne gibi etkilerinin oldugunu arastiran herhangi bir
calismaya da rastlanilmamistir. Bu bilgilerin 15181 altinda ¢alismamizda, 50 Hz AC
elektrik alanlarin siganlardan kaydedilen MMN iizerinde olusturdugu etkilerle
birlikte, beyinde apoptozis ve oksidan hasarin olup olmadigi arastirilmistir.

Calismamizda Wistar albino siganlar kullanilarak, Kontrol grubu (K), 3
haftalik prenatal (Pr), 3 aylik postnatal (Po) ve Prenatal + postnatal (Pr+Po)
donemlerinde elektrik alana maruz birakilan erkek yavrularin olusturdugu gruplar
olmak {iizere 4 grup olusturulmustur. Pr grubunu olusturan erkek yavrular sadece
prenatal donemde, Po grubunu olusturan erkek yavrular sadece postnatal donemde,
Pr+Po grubunu olusturan erkek yavrular hem pre hem de postnatal donemde 50 Hz
frekansli 12 kV/m siddetindeki elektrik alana giinde 1 saat siireyle maruz
birakilmiglardir. Deneysel siirenin sonunda erkek siganlar tiretanla (1.2 g/kg) anestezi
edildikten sonra stereotaksik cihaza konularak elektrotlar yerlestirilmistir. Bu islemi
takiben MMN kayitlar1 i¢in deneysel paradigmada her bir uyarinin siiresi 50 ms
olacak sekilde, 85 dB siddetindeki frekans1 2000 Hz olan standart tonlar ile aym
siddette, fakat frekansi 2500 Hz olan aykir1 tonlar kullanilmigtir. Uyarilar arasi
stirenin 500 ms oldugu 1000 isitsel uyar1 (900 standart uyari, 100 aykir1 uyari, %10
oraninda) sag kulaga 15 cm mesafedeki bir hoparlor araciligiyla verilmistir.
Sicanlarin MMN kayitlar1 alindiktan sonra beyin dokulari ¢ikarilarak apoptotik
hiicre, 4-hidroksinonenal (4-HNE) ve protein karbonil tayinleri yapilmistir.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 4- HNE ve protein karbonil degerlerinin
Pr grubunda degismedigi, Pr+Po grubunda azaldigi, Po grubunda ise 4-HNE
diizeyinin arttig1 fakat benzer artigin protein karbonil diizeylerinde goriilmedigi tespit
edilmistir. Beyin dokusundan alinan kesitler Tunel metodu ile yapilan incelemede
kontrol ve deney gruplarinda apoptotik hiicrelere rastlanilmamigtir. Uygulanan
deneysel paradigma sonrasi alinan MMN kayitlarindan elde edilen standart, nadir ve
fark egrilerinin gruplar arasi karsilagtirmalart incelendiginde latens degerleriyle
birlikte PIN1 ve NIP2 genliklerinde herhangi bir farkin olmadigi saptanmstir.
Bununla birlikte, kaydedilen potansiyeller karsilastirildiginda biitiin gruplarda P2N2
genliginin nadir uyar1 durumunda standart uyariya gore onemli derecede arttig
bulunmustur.  Ayrica, fark egrilerinin gruplar arasi karsilastirmasinda, kontrol
grubuna gore elektrik alana maruz kalan biitiin deney gruplarinda MMN aktivitesini
temsil eden P2N2 genliklerinin istatistiksel yonden anlamli olarak azaldig
gozlenmistir. Sonug olarak ¢alismamizda, elektrik alanin MMN genligini azalttigi
izlenirken, lipid peroksidasyonu artirabilecegi ve protein oksidasyonuna neden
olabilecegi tespit edilmistir.
Anahtar Kelimeler: Elektrik alan, Uyumsuzluk negativitesi, 4-Hidroksi-2-nonenal,

protein karbonil, apoptozis



ABSTRACT

Most public exposure to extremely low frequency (ELF, 0-300 Hz) electric
fields (EFs) comes from electrical appliances, household wiring, and alternating
current (AC) transmission and distribution lines. Electric field strength around
appliances and electricity generating stations can be in the range of 0.5 and 16 kV/m,
respectively. Underneath overhead AC transmission lines, electric field strengths
may be 12 kV/m depending on the distance. Increased lipid peroxidation and altered
antioxidant enzyme activities have been shown in many tissues and plasma after
exposure to 50 Hz AC electric field. However, similar studies investigating brain
lipid peroxidation status are limited. Moreover, no study examining mismatch
negativity (MMN) in rats, following exposure to 50 Hz AC electric field has been
encountered. Our study aimed to investigate MMN as well as apoptosis and oxidative
brain damage in rats exposed to 50 Hz electric field.

In our study, Wistar albino rats were divided into four groups. The groups
were as follows: control group (C), prenatal group were exposed to EF during
pregnancy for 3 weeks (Pr), Post-natal group were exposed to EF after pregnancy
during 3 months (Po), pre+postnatal group were exposed to EF during pregnancy and
continued to be exposed to EF (Pr+Po). The pregnant rats of the prenatal group were
exposed to EF during pregnancy and their male pups unexposed to EF during 3
months. The pregnant rats of the postnatal group were unexposed to EF during
pregnancy and their male pups exposed to EF during 3 months. The pregnant rats of
the pre+postnatal group were exposed to EF during pregnancy and their male pups
continued to be exposed to EF during 3 months. Experimental groups were exposed
to 50 Hz EF at 12 kV/m intensity (1 h/day). At the end of the experimental period,
male rats were anesthetized with urethane (1.2 g/kg), the head of the animal was
attached to the stereotaxic instrument and electrodes were positioned to the surface
of the dura. In the oddball condition for MMN recordings, frequencies of standard
and deviant tones were 2000 Hz and 2500 Hz, respectively. Deviant tones were
pseudorandomized to occur at a 10% probability (900 standard tones, 100 deviant
tones) in a sequence of standard tones presented at the inter-stimulus interval of 500
ms. The duration of the 85 dB tones was 50 ms and the tones were presented through
a loudspeaker at a distance of 15 cm from the right ear. After MMN recordings,
animals were killed by exsanguination and their brain tissues removed for apoptotic
cell, 4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE), and protein carbonyl analysis.

Protein carbonyl and 4-HNE levels were not changed in the Pr group and
decreased in the Pr+Po group whereas 4-HNE levels were increased in the Po group
in comparison with the C group. However, TUNEL-positive cells in experimental
groups did not differ from the C group. In MMN recordings, no significant difference
could be observed in latencies of all components and amplitudes of PIN1 and N1P2
in all groups. There were differences in the amplitudes of P2N2 between the
responses to the standard and the deviant tones in all groups. Also, in difference
waves, amplitudes of P2N2 in all experimental groups were significantly decreased
compared with the C group. In conclusion, it is determined that electric field
decreased MMN amplitudes and could be induced by lipid and protein oxidation. It
is thought that lipid peroxidation could play a role in cognitive function of rats
exposed to EF.

Key words: FElectric field, Mismatch negativity, 4-hydroxy-2-nonenal, protein
carbonyl, apoptosis
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GIRIS

Niifus artis1 ile birlikte endiistriyel ve teknolojik gelismelerden dolay,
elektrik enerjisine, iletim hatlarina ve yiiksek voltajli gii¢ hatlarina ihtiyac gittik¢e
artmaktadir. Bu sebeple, 6zellikle son yarim ylizyilda diinya geneline yayilan elektrik
hatlarinin olusturdugu cok diisiik frekansli (0-300 Hz) elektrik alanlarin biyolojik
etkileri ilgi cekmekte ve tartisilmaktadir.

Glic hatlartyla 1ilgili uluslar aras1 yonergeler, gii¢ hatlarinin yerlesim
yerlerinin digina insa edilmesinin gerekliligini belirtmesine ragmen, gelismekte olan
iilkelerde kontrolsiiz bir sekilde yayilan kentlesmeden dolay1 yerlesim alanlarindan
gecen giic hatlar1 insan saglig1 acisindan biiyiik risk olusturmaktadir (1). Zira, yiiksek
gerilim hatlarinin altinda, hat voltajina ve hat ile yer arasinda ki mesafeye bagh
olarak elektrik alan siddeti 12 kV/m’den daha yiiksek olup, elektrik iiretim
istasyonlar1 etrafinda ise elektrik alan siddeti 16 kV/m’nin iizerine ¢ikmaktadir (2).
Bu bilgiler dogrultusunda, gii¢ hatlarinin g¢evrelerinde yiiksek siddette elektriksel
alanlar olusturmalar1 nedeniyle, olumsuz etkilerinin arastirilmasi, saptanmasi ve
gerekli onlemlerin alinmasi canlilar agisindan oncelikle ele alinmasi gereken onemli
bir konudur.

Literatiirdeki  bilgiler degerlendirildiginde, elektromagnetik alanlarin
biyolojik parametreler {izerine (in vivo ve in vitro) etkileri bir¢ok ¢alismada
gosterilmistir (2,4,8). Ayrica, elektrik ve magnetik alanlarin birlikte uygulandig
caligmalara paralel olarak son zamanlarda magnetik alanlar {izerine g¢aligsmalarin
yogunlastig1 saptanmistir (6,10). Ancak, elektrik alanlarin biyolojik etkileriyle ilgili
bilgilerin ¢ok az oldugu dikkati ¢ekmistir.

Diisiik frekansh alanlarin etkileri ile ilgili calismalarda, 50 Hz elektrik alanin
bir¢cok doku (karaciger, akciger, bobrek) ve plazmada, uygulanan siddet ve siireye
bagli olarak lipid peroksidasyonu artirdigi (1,3,4,5,6) ve antioksidan enzim
diizeylerini degistirdigi (1,3,7,8) bulunmustur. Giiler G ve ark.(1) 0.3- 1.8 kV/m aras1
degisen siddette uyguladiklar1 elektrik alanlarin, karaciger, akciger, bobrek ve
plazmada siiperoksit dismutaz (SOD) ve tiyobarbitiiriik asit reaktif tiriinleri (TBARS)
degerlerini anlamh olarak artirdigini gdstermislerdir. Romodanova ve ark. (9) 320
kV/m siddetinde ki elektrik alanin diger dokularda oldugu gibi beyin dokusunda da
lipid peroksidasyon indeksi malondialdehidi artirdigini, rediikte glutatyonu (GSH)
azalttigin tespit etmislerdir. Bu konu ile ilgili diger bir caligmada ise, elektrik alanin
beyin dokusunda Deoksiriboniikleik Asit (DNA) kiriklar1 olusturdugu ve bu hasarin
uygulama siiresine paralel olarak arttigi saptanmistir (10). Bilindigi gibi lipid
peroksidasyona neden olan serbest radikaller hiicrenin temel yapi taglar1 proteinler ve
karbonhidratlar yaninda DNA’da da ciddi hasarlar olusturarak hiicre fonksiyonlarinin
bozulmasina ve hiicre 6liimiine (apoptozis) neden olurlar (11,12,13). Ozellikle
kromozomal DNA fragmantasyonu, niikleer fragmantasyon, kromatin birikimi ve
hiicre membranindaki degisiklikler apoptozisin olugsmasindaki en énemli faktorlerdir



(14). Apoptozis siirecinde serbest radikallerin yani sira, lipid peroksidasyonun son ve
stabil {riinli 4-hidroksi-2-nonenal (4-HNE)’nin apoptozisi indiikledigi farkli
laboratuvarlarda ve farkli hiicre dizilerinde yapilan c¢alismalarda gosterilmistir
(15,16). Sonug olarak, serbest radikal artisi ile néron oliimleri arasindaki iliski
elektrik alana maruz birakilan siganlarda apoptozisin indiiklenebilecegini
diistindiirmektedir.

Daha 6nceki arastirmalarda 10 ile 150 kV/m arasi1 siddetteki elektrik alanlarin
siganlarin iiremeleri ve gelisimleri iizerine etkileri calisilmis ve siganlarin
verimliliginin azaldig1r yeni doganlarda ise sakatliklarin arttigi bulunmustur (17).
Marino ve ark.(18), farelere uygulanan 60 Hz, 15 kV/m siddetindeki elektrik alanin
hayvanlarin viicut agirliklarin1 azalttigini ve 3 nesil boyunca 6liim oranini artirdigini
gostermislerdir. Rommerreim ve ark.(19) da prenatal ve postnatal (laktasyon)
donemde 19 saat siireyle 60 Hz 65 ve 130 kV/m siddetindeki elektrik alana maruz
kalan sicanlarin agirliklarinin azaldigimi tespit etmislerdir. Bunlara ek olarak,
literatiirde elektrik gii¢ hatlarinin ya da yiiksek voltaj tesisatlarinin yakininda yasayan
cocuklarda kanser riskinin arttigi ile ilgili c¢alismalarda yer almaktadir
(20,21,22,23,24).

Diger taraftan insanlarda yapilan calismalarda, beyin fonksiyonlarinin
gostergesi olan Elektroensefalogram (EEG), Beyin Sapi Isitsel Uyarilma Potansiyeli
(BAEP), Gérsel Uyarilma Potansiyeli (VEP), Isitsel Uyarilma Potansiyeli (AEP) ve
Somatosensoryel Uyarilma Potansiyel (SEP)’ler lizerine magnetik alanin etkileri
incelenmistir (25,26,27,28,29). Jaffe ve ark. (30), postnatal donemde (11 ile 20. giin
arasi) giinde 20 saat 60 Hz 65 kV/m siddetindeki elektrik alana maruz kalan
sicanlarin gorsel uyarilma cevaplarinin degistigini saptamiglardir. Ayrica, insanlar
lizerinde yapilan bir baska calismada ise uygulanan farkli siddette ki elektrik ve
magnetik alanlarin (6 kV/m—10 puT, 9 kV/m-20 uT ve 12 kV/m-30 uT) P300
potansiyelinin genlik ve latensinde 6nemli bir azalmaya neden oldugu tespit
edilmistir (31). Bu potansiyelin kognitif islemleri yansitan énemli bir Olaya Iliskin
Potansiyel (Event-Related Potential, ERP) bileseni oldugu ifade edildiginden
(32,33,34) elektrik ve magnetik alanlarin kognitif islemlere 6nemli bir etkisinin
oldugu soylenebilir. Bu bilgilerin 15181 altinda ¢calismamizda, 50 Hz alternatif akim
(AC) elektrik alanin sicanlarda kaydedilmesi planlanan Uyumsuzluk negativitesi
(Mismatch Negativity, MMN) iizerine etkileri incelenmistir.

Uyumsuzluk negativitesi, beynin degerlendirilmesinde objektif bir yontem
olarak kullanilan diger bir ERP bileseni olup (35), deneysel paradigma durumunda
uyaranin baglangicindan sonraki 100200 ms’de ortaya ¢ikmaktadir (36,37,38,39).
Bilindigi gibi biitiin olaya iliskin potansiyellerin kayitlanmasinda, kognitif veya
motor hazirlik siireglerini olusturmak tizere ¢ok farkli sekillerde tasarlanan deneysel
paradigma (Oddball paradigma) olarak bilinen deney desenleri kullanilmaktadir (40).
Deneysel paradigma, ardi ardina uygulanan bir uyar1 serisinde standart uyaranlar
igerisine rastgele serpistirilmis nadir uygulanan hedef uyaranlar igerir. Dolayisiyla,
rasgele bir bicimde %5-20 olasilikla verilen seyrek (nadir) uyaranin standart uyarana
gore frekans, siddet veya silire bakimindan farkli oldugu durumlarda MMN’nin
olustugu gosterilmistir (41). Standart uyaran ile nadir uyaran arasindaki frekans farki
artttkca MMN’in genliginin arttifi birgok ¢alismada gosterilmistir (34,41,42).



Insanlardan alinan kayitlarda MMN’nin kaynag: olarak, sag ve sol supratemporal
isitsel kortekste yatay olarak yerlesmis dipoller (jeneratorler) gosterilmektedir.
Kiiclik frekans degisimleri icin MMN, her bir hemisferin supratemporal isitsel
korteksindeki bir dipol kaynagi ile modellenirken, biiyiik frekans degisimleri i¢in ise
her bir hemisferde ki iki dipol kaynagi ile modellenmistir (43). Uyariya dikkat
edilmediginde, anestezi altinda, komada veya uyku esnasinda otomatik olarak ortaya
citkmast nedeniyle, MMN’nin isitsel korteksteki noral aktiviteyi yansittigi
diistiniilmektedir (41). En 1iyi isitsel modalite de kaydedilen MMN’nin, seyrek
uyaranin standart uyarandan farkini kisa siireli isitsel hafiza (ekoik bellek)
araciligiyla belirleyen noronal bir siire¢ ile olustugu diisiiniilmektedir. (36). Erken
kognitif gelismenin bir indeksi olarak kabul edilen MMN’nin, ayrica anadil sesleri
icin gerekli uzun siireli hafizanin da duyarli bir gostergesi oldugu ortaya konmustur
(44,45). Diger yandan, isitsel gelismenin erken agamalarinda ortaya ¢ikan MMN’nin
sizofreni, konugma zorluklar1 ve Ogrenme problemleri gibi cesitli hastaliklarda
degisiklige ugradig1 saptanmistir. Dolayisiyla, bu oOzellikleri nedeniyle insanlarda
kaydedilen MMN’nin hastaliklarin erken evrede belirlenmesi icin bir kriter
olabilecegi ileri siirtilmiistiir (36). Sonug¢ olarak, komada ve uyku esnasinda da
kaydedilen ve isitsel hafiza ile yakin iligkili oldugu ¢esitli caligmalarla ortaya konan
MMN bircok avantajlarindan dolay1 basta klinik olmak {izere ¢esitli alanlarda
kullanilmaktadir (35,37,42).

Magnetik ve elektrik alanlarin ERP {izerine etkileri ile ilgili arastirmalar
incelendiginde, literatiirde yer alan caligmalarda ERP kayitlarinin sinirli sayida
oldugu ve siganlarda gerceklestirilen herhangi bir caligmanin olmadigi tespit
edilmistir. Dolayisiyla, ¢calismamizda ERP bileseni olan MMN f{izerine 50 Hz AC
elektrik alanin etkisi de ilk kez arastirnlmistir. Bu bilgilerin 15181 altinda, diinya
geneline yayilan elektrik hatlarmin 6zellikle son yarim yiizyilda artmasinin insan
sagligimi olumsuz yonde etkileyebilecegi diisiincesiyle planlanan calismamizda 4
temel amag hedeflenmistir.

l. Prenatal ve/veya postnatal donemde uygulanan elektrik alanin MMN’nin
konvansiyonel parametreleri (latens ve genlik) ilizerine etkilerinin arastirilmas.

2. Prenatal ve/veya postnatal donemde uygulanan elektrik alanin beyin
dokusunda olusturacagi protein ve lipid oksidasyon degisikliklerinin saptanmasi.

3. Prenatal ve/veya postnatal donemde uygulanan elektrik alanlarin MMN
lizerine etkileri ile oksidan hasar arasindaki iliskinin belirlenerek farkli gelisme
donemlerindeki etki mekanizmasinin aydinlatilmasi

4. Beyinde apoptotik hiicrelerin degerlendirilmesi ile prenatal ve/veya postnatal
donemde elektrik alanin noéron Oliimleri tizerine etkisinin tespit edilmesi ve
mekanizmasina 151k tutulmasi.



GENEL BIiLGILER

2.1. Olaya lliskin Potansiyeller (Event-Related Potential;ERP)

insan beyni 10'* néronu, bu saymmn yaklasik 50 kati glia hiicresi ve bu
hiicreler arasindaki siirekli degisim gosteren etkilesimleri ile bilinen en karmasik
yapiyt olusturmaktadir. Beynin islevlerinin incelenmesinde bu yapiya acilan
pencerelerden birini olusturan beyin elektriksel aktivitesi 19. yiizyilda tanimlanmig
olmasma karsin, sistematik olarak ilk kayit Alman psikiyatrist Hans Berger
tarafindan 1920’11 yillarin sonunda gerceklestirilmistir (46,47). Hans Berger 1929
yilinda insanlar {izerinde yaptif1i ¢alismada, kafatasindan aldigi ve
elektroensefalogram (EEG) olarak adlandirdigi voltaj degisimlerini kaydederek insan
beyninin elektriksel aktivitesini lgmeyi basarmistir (48) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. 1929°da Hans Berger’in insandan aldig1 ilk EEG kaydi

Belirli bir uyarana cevap niteliginde ortaya ¢ikan ve beyinden kaydedilen,
Olciilebilir elektriksel biiyiikliige “uyarilma potansiyeli (evoked potential)” veya
kisaca EP ad1 verilmistir. Uyariya cevap olarak ortaya ¢ikan potansiyelin iki bileseni
bulunur. Yani tek bir EP kaydi, uyarimin beynin elektriksel aktivitesinde ortaya
cikardig1 degisiklikler ile beynin spontan aktivitesinin (EEG) toplamindan
olusmaktadir. Tek bir EP’deki dalga ve tepelerden hangilerinin uyarim sonucu
meydana geldigini anlamak ¢ofgu zaman miimkiin olmadigindan, EEG’nin
temizlenmesi ve yalnizca uyarima iliskin yanit potansiyellerinin elde edilmesi
gerekmektedir. Bu sorun 1954 yilindan sonra gelistirilen klasik ortalama yonteminin
bilgisayara uyarlanmasiyla ¢oziilmiistiir. Klasik ortalama yonteminde, ardi ardina
Olclilen EP’ler Olglim sirasinda st iiste eklenerek bunlarin zamansal ortalamasi
alinir. Boylece, uyarim ile ilgili olmayan ve rastgele bir bigimde ortaya ¢ikan EEG
degisikliklerinin birbirini yok etmesi ve her uyarima yanit olarak ayn1 bicimde ortaya
cikan degisikliklerin ise birbirini desteklemesi saglanir (49,50,51,52).

Periferal bir uyar1 sonucu olusan uyarilma potansiyelleri genellikle uyaranin
cinsine (isitsel, gorsel) gore gorsel uyarilma potansiyelleri (VEP-visual evoked
potentials), beyin sap1 isitsel uyarilma potansiyelleri (BAEP-brain stem auditory
evoked potentials), somatosensoriyal uyarilma potansiyelleri (somatosensory evoked
potentials) (46,47) olarak isimlendirilir.Ozellikle 1970’lerden sonra, birden fazla



veya karmagik uyaranlar kullanilarak, bunlar arasindaki yapisal ya da zamansal
iligkiler ile tetiklenen beyin potansiyelleri kaydedilmeye baslaninca, EP yerine,
“Olaya lliskin Potansiyel” (Event-Related Potential=ERP) adi kullanilmaya
baslanmigtir. “Belirli bir olay ile zamansal iliski i¢inde ortaya ¢ikan elektriksel beyin
cevaplar1” seklinde kisaca ve genel olarak tanimlanabilen bu ERP’ler, kognitif
potansiyeller, “beklenti potansiyelleri” ve istemli hareket-6ncesi kaydedilen “motor
potansiyeller”i de kapsamaktadir.

Olaya iliskin potansiyellerde kognitif veya motor hazirlik siireglerini
olusturmak {izere c¢ok farkli sekillerde tasarlanan deneysel paradigma (Oddball
paradigma) olarak bilinen deney desenleri kullanilmaktadir (40). Deneysel
paradigma, ardi ardina uygulanan bir uyar1 serisinde standart uyaranlar igerisine
rastgele serpistirilmis nadir olarak uygulanan hedef uyaranlar igerir (39).

Biitiin beyin potansiyelleri ekstraselliiler ortamlarda ortaya ¢ikan akimlarin
olusturdugu dipollerin yersel ve zamansal olarak toplanmasi sonucu ortaya ¢ikar.
Viicut i¢indeki bir hiicre veya hiicreler grubunda ortaya ¢ikan akimlarin, aktif ve
inaktif bolgeler arasinda akmasi ile bir potansiyel farki meydana gelir. Dis ortama
elektriksel akim yayan noktalara kaynak (source), bu akimi toplayan noktalara batak
(sink), lizerinde elektrik akimimin meydana geldigi 3 boyutlu iletken ortama da
hacimsel iletkenlik (volume conductor) denir ve bdyle bir ortamda, kaynak ile batak
arasinda meydana gelen elektrik akimi uzaklara yayilabilme o6zelligine sahiptir.
Hacimsel iletkenlik igerisindeki kaynak ve batak noktalar1 arasinda olugan akim ve
bu akimin uzaktaki etkisini inceleyen teorik model dipol ile tanimlanmaktadir.
Noronal elemanlarin ¢oklugu ile olusan dipollerin karmasik geometrisi, uyarici ve
inhibe edici ¢alisma sistemleri kortikal iletilebilen beyin potansiyellerinin olusumunu
belirler. Potansiyel akimindaki belirleyici jeneratorler post-sinaptik potansiyeller
olup, aksiyon potansiyellerinin gorevi yoktur (53).

Olaya iliskin potansiyellerin dalga formlar tipik olarak pozitif ve negatif
pikler (sapmalar) olarak tanimlanir. Dalga formlarinin adlandirmasi birbirini izleyen
piklerin olusma siralar1 ve polaritelerine gdre yapilmaktadir (Sekil 2.2). Ornegin N1,
dalga formundaki ilk negatif pik, P2 ise ikinci pozitif piktir. Ayn1 zamanda, ERP
bilesenlerinde ki pozitif ve negatif pikler, uyarinin baslangicindan sonraki zaman
olarak tanimlanan latenslerine gére de adlandirilmaktadir. Ornegin, N100 denildigi
zaman uyar1 baslangicini takiben 100 ms’de olusan negatif pikten, P300’de ise uyari
baslangicini takiben 300 ms’de olusan pozitif pikten bahsedilir (50).
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Sekil 2.2. Olaya iliskin Potansiyel bilesenleri



2.1.1. Olaya Tliskin Potansiyel Bilesenleri

P1 Bileseni:

Olaya iliskin potansiyel bileseni olan P1 dalgasi, isitsel bir uyarinin
baslangicindan sonra yaklasik 50 ms’de (ayn1 zamanda bu dalga P50 olarak bilinir)
ya da gorsel uyarinin baslangicindan sonra yaklasik 100 ms’de ortaya ¢ikmaktadir.
Fonksiyonel olarak bu bilesen, duysal uyarana segici dikkatin norofizyolojik
gbstergesi olarak yorumlanr. Isitsel P1 frontal ve/veya sentral bolgeler iistiinde genis
genlikli, posterior bolge iistiinde ise kisa latensli olarak ortaya g¢ikmaktadir. Bu
bilesen siklikla isitsel inhibisyonla iligkilendirilir ve tipik olarak uyarilar arasi
stirenin uyar1 siiresinden kisa oldugu duysal kapilama paradigmalarinda
Olctilmektedir (50).

N1 Bileseni:

Bu bilesen dikotik dinleme paradigmalarinda ortaya ¢ikmaktadir ve ¢ok kolay
bir sekilde tanimlanabilen bilesenlerden biridir. Genellikle N1’in uygulanan uyarinin
siddet,siire  gibi degisikliklerine karst olusan secici dikkati yansittig1
diisiiniilmektedir. Ortaya ¢ikan pikin latens ve genligi uyar1 modalitesine baghdir.
Isitsel uyar1 da gorsel uyariya gore daha biiyiik genlikli ve daha kisa latensli olarak
uyar1 baslangicindan sonra yaklagik 100 ms’de ortaya ¢ikmaktadir ve frontosentral
alanlar ve verteks {izerinde maksimum genlige sahiptir. Isitsel N1’in genligi uyarilar
arasi siirenin ve uyariya olan dikkatin artmasiyla artmaktadir. Gorsel N1 bileseninin
genligi genellikle inferior temporal bolgelerde ya da oksipital bolge iistiinde
artmaktadir. Tipik olarak N1 genliginin, uyarilar arasinda ki farkin belirlenmesi
durumunda arttig1, uyarilar arasinda ki siirenin kisalmasi durumda ise azaldigi
saptanmugstir (50).

P2 Bileseni:

Kisileraras1 diisiik degiskenlik ve yliksek tekrarlanabilirlik gibi 6zelliklere
sahip olan P2 bileseni kisa stireli hafiza, 6zellik belirleme siirecleri, uyar1 degisikligi
ve secici dikkati igeren farkli birgok kognitif gorevlerde belirlenebilmektedir. Isitsel
modalitede P2 ¢ogu kez N1 ile birlikte ortaya ciktigindan dolayr genellikle N1 ve
P2°’den N1-P2 kompleksi olarak bahsedilir. Bu iki pik birbirlerinden deneysel ve
gelisimsel olarak ayrilir. Bu bilesenin maksimum genligi N1 ile karsilastirildiginda
genis bir latens araliginda (150-275 ms) ortaya ¢ikmaktadir. En yliksek genligi
sentral bolge tlizerinden kaydedilen P2 bilesenine “verteks potansiyeli” ya da “verteks
pozitivitesi” de denmektedir. Sesin gilrliigli ve tonu gibi uyarmin fiziksel
parametrelerine P2 nin duyarli oldugu ve uyar siddeti arttik¢a N1 bilesenine benzer
olarak P2’nin genliginin de arttig1 goriilmektedir. Gorsel uyar1 verilmesi durumunda
P2’nin topografik olarak frontal bolge lizerinde 150-200 ms latens araliginda ortaya
ciktig1 ve kompleks uyarilar verildiginde genliginin arttig1 belirlenmistir (50).

N2 Bileseni:

Bu bilesenin uyarilar arasi siirenin kisa olmasi durumunda latensinin kisaldigi
ve genliginin azaldigi goriilmektedir. Bu bilesen ile ilgili yapilan az sayidaki
calismalarda katilimcilara verilen gorsel uyari dizisi igerisinde beklenenden farkli bir
uyar1 geldigi zaman frontal dagilimli genis N2 piki gézlenmistir. Belirli bir uyart ile



denegin beklentisi arasinda ki sapmanin belirlenmesinde kullanilan N2 ve
uyumsuzluk negativitesi (MMN)’nin bazi 06zellikleri benzer olmakla birlikte,
MMN’den farkli olarak, N2 bileseni i¢in denegin uyariya ilgi gostermesi
gerekmektedir. Isitsel uyari santral parietal bolge {izerinde, gorsel uyari ise
preoksipital bolge iizerinde yliksek N2 genliginin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir
(50).

N170 Bileseni:

Bu bilesen N2 ailesinin bir iiyesidir ve 156—189 ms arasinda ortaya
cikmaktadir. Bu bilesenin insan yiizlerinin gorsel olarak islenmesiyle iliskili oldugu
ve tanidik olan ya da olmayan yiizler i¢in oksipitotemporal bolgeler lizerinde genis
bir topografik dagilim gosterdigi saptanmistir (50).

P3 Bileseni:

Insanlarda yapilan elektrofizyolojik calismalarda, kafatasindan kaydedilen
olaya iliskin potansiyellerin uyart ile ilgili secici iglemleri yansittigi gosterilmistir.
Bu potansiyeller icerisinde P3 veya P300 olarak bilinen bilesen, kognitif islemlerle
iligkisi  yoniinden 1ilgi ¢ekmis ve pekcok arastirmaya konu olmustur
(54,55,56,57,58,59). 11k defa 1965 yilinda Sutton ve ark. (60) tarafindan kaydedilen
bu kognitif potansiyelin isitsel, gorsel veya somatik tarzda, beklenen bir seri uyarida
bir uyaranin atilmasi veya beklenmedik nadir (hedef) bir uyarinin denek tarafindan
degerlendirilmesi ile olustugu saptanmistir (56,61,62,63,64,65). P3 dalgasi uyari
olasilig1 ve is iliskisinden etkilenmekle birlikte, uyaranin fiziksel 6zelliklerinden
bagimsiz endojen tabiathdir (55,59,64,65). Dolayisiyla P3 duyusal islemlerden
ziyade dikkat, hafiza, 6grenme, karar verme gibi kognitif fonlsiyonlarin noral iligkisi
olarak ortaya ¢ikmaktadir (55,56,65,66,67,68). P3 bileseninin kaynagi kesin olarak
belirlenememekle birlikte genis santral ve parietal kafatasi dagilimina sahiptir.
Bununla birlikte, derin elektrot kayitlar1 P3’lin kaynag1 olarak hipokampal bolgeyi,
parahipokampal girusu, amigdalayr ve talamusu gostermektedir (50). Bu bilesen
uyar1 baslangicindan sonraki yaklasik 300 ms’de ortaya ¢ikmakla birlikte deneklerin
yaslar1, hedef uyaranin modalitesi ve uyaranin niteligi latensi etkilemektedir. Hedef
uyar1 basit veya denek genc ise P3 dalgasi daha kisa latenste olusurken, hedef
uyaranin kompleks veya denegin yashi olmasi durumunda latens uzamaktadir (60).
Latens yaninda diger bir onemli parametre de genliktir. Nadir ve ise bagl (hedef
uyartyr sayma ya da hedef uyar1 geldiginde diigmeye basma gibi) uyarilar daha
biiyiik genlikli P3 olusturur (69). Isteki zorluk arttik¢a genligin artmasi, P3 genliginin
isteki zorlugu ve farkliligi yansitan bir bilesen oldugunu vurgulamaktadir. Diger
yandan bireyin nadir ve ise bagli uyariya verdigi énem ve dikkat fazla ise genligin
daha biiyiik oldugu bulunmustur. Dolayisiyla P3 genligi dikkat dl¢timiinde kullanilan
bir parametre olarak klinige girmistir. Ayrica P3 dalgasinin 6grenme ile iliskili
oldugu da goriilmiistiir. Ogrenmeye paralel olarak genliginin arttigi, latensinin
kisaldig1 saptanmaistir (70).

Olaya iligkin potansiyel bilesenlerinden biri de ¢alismamizda kullandigimiz
uyumsuzluk negativitesidir.



2.2. Uyumsuzluk Negativitesi (Mismatch Negativity;MMN)

Ilk kez 1978 yilinda Naatanen ve arkadaslar1 tarafindan kaydedilen
Uyumsuzluk Negativitesi (Mismatch Negativity, MMN) (Sekil 2.3), ERP’nin negatif
bileseni olup deneysel paradigmada uygulanan isitsel uyarmin baglangicindan sonra
100—200 ms arasinda ortaya ¢ikmaktadir (71).
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Sekil 2.3. 1978°de Naatanen ve arkadaslarinin aldigi ilk MMN kayd1

Biitlin olaya iliskin potansiyellerde kognitif veya motor hazirlik siireglerini
olusturmak {izere ardi ardina uygulanan bir uyar1 serisinde standart uyaranlar
icerisine rastgele serpistirilmis nadir olarak uygulanan hedef uyaranlarin oldugu
deneysel paradigma (Oddball paradigma) olarak bilinen ve c¢ok farkli sekillerde
tasarlanan deney desenleri kullanilmaktadir (40). Gorsel uyarilarin yer aldigir deney
edilebilir herhangi bir degisiklik oldugunda MMN kolaylikla ortaya ¢ikmaktadir. Bu
ayirt edilebilir degisiklik hedef uyaran igin frekansin, siddetin, uyar siiresinin ve
uyarilar arast siirenin degistirilmesi gibi farkli tiplerde olabilecegi gibi ses
kaynaginin yerinin degistirilmesi ya da uyar1 verilmemesi seklinde de olabilmektedir
bicimde %5-20 olasilikla nadir uyaranlar verilmesi gerekmektedir (41). Nadir
uyarilarin  verilme olasiligimin artmasiyla MMN’nin genliginin diistiigii tespit
edilmistir (73). Verilen isitsel uyar1 dizisi iginde standart uyar1 1000 Hz olarak
secildigi takdirde nadir uyar frekansinin standart uyarinin frekansindan en az %2
fazla ya da az olmas1 durumunda bile MMN ortaya ¢ikmaktadir (39).

Uyumsuzluk negativitesinin kaynagi olarak sag ve sol isitsel korteks
gosterilmektedir. Kulaklardan birine standart uyari digerine ise nadir uyar1 verilerek
kafatasi1 ylizeyinden alinan MMN kayitlarinda, uyarilan kulak tarafinda ki hemisferin
isitsel korteks aktivitesinin diger hemisferdeki isitsel korteks aktivitesine gore daha
giiclii oldugu bulunmustur. Uyumsuzluk negativitesinin bilateral igitme korteksi
kaynaklarma ek olarak, isitme korteksine gore biraz daha gec aktive olan frontal
jenaratorlerinin de oldugu saptanmistir. Bu frontal jeneratorlerin aktive olmasinin,
nadir uyaranin isitme korteksinde yol a¢tig1 etki nedeniyle, algi dncesi ve istem dig1
dikkat yonelmesi ile ilgili oldugu sdylenmektedir. Bunlara ek olarak, farkh
supratemporal noral gruplarin da hedef uyarinin frekans, siddet ve siire
degisikliklerinde MMN’ye katki sagladiklar1 ifade edilmektedir. Bununla ilgili olarak



One siiriilen modele gore, kiigiik frekans degisimlerinde ortaya ¢ikan MMN’nin her
bir hemisferin supratemporal isitsel korteksinde olusan bir dipolle, biiyiik frekans
degisimlerinde ortaya ¢ikan negativitenin ise her bir hemisferde olusan iki dipolle
iligkili oldugu ifade edilmektedir (43).

Uyumsuzluk negativitesinin en onemli Ozelliklerinden birisi de dikkatin
yoklugunda bile ortaya c¢ikmasidir (42). Bu 06zelligi nedeniyle MMN yeni
doganlarda, bebeklerde ve cocuklarda rahatlikla kaydedilebildiginden dolay1 en
erken kaydedilebilen kognitif ERP bilesenidir. Bununla birlikte, MMN, isitsel
kortekste ki gelisimsel problemlerin sonucu olarak ortaya ¢ikan damak yarikligi ve
konusma bozuklugu gibi hastaliklarin 6nceden belirlenmesinde de kullanilabilir (42).
Ayrica, uyku ya da koma gibi durumlarda (72) kaydedilebilen MMN’nin kullanildig1
klinik aragtirmalardan biride sizofrenidir ve bu hastalarda MMN genliginin azaldigi
gozlenmistir. Sizofreni hastalifinda merkezi isitsel fonksiyonlarin etkilenmesine
bagli olarak N-metil D-aspartat (NMDA) reseptor sisteminin yetersiz caligsmasi
sonucu MMN genliginin azaldig: ileri siiriilmektedir (42). Bununla birlikte, NMDA
antagonisti ketamin verilmesi durumunda MMN genliginin 6nemli Olglide diistigl
saptanmigtir (74). Diger yandan, MMN olusumu i¢in dopamin, seratonin, nikotinik,
muskarinik ve gamma amino butirik asit (GABA) reseptorlerinin rolleri ise
tartigmalidir. Zira bazi1 calismalarda reseptér antagonistlerinin verilmesi durumda
MMN genliginin azaldig1 (75,76), arttig1 (77,78,79) ya da herhangi bir degisikligin
olmadig1 gozlenmistir (80).

Her bir ses uyarisi igitsel sistemde bir hafiza izi (memory trace) olusturur.
Deneysel paradigma igerisinde verilen standart uyaranlarin isitsel bellekte bir noral
temsilinin olustugu ve nadir uyaran verildiginde noral iz hala aktif oldugu ig¢in
otomatik degisim saptama mekanizmasinin harekete gegerek MMN olusturdugu
diisiiniilmektedir. Uyarilar aras1 siire (ISI) yeterince uzun segilirse, her bir uyarmin
hafiza izi, bir sonraki uyar1 gelene kadar silindiginden MMN ortadan kaybolmaktadir
(81). Dolayisiyla, uyumsuzluk negativitesinin bir diger onemli Ozelligi de ekoik
hafiza siiresinin belirlenmesinde kullanilmasidir Bu periyodun siiresi ekoik hafiza
olarak tanimlanir ve normal kisilerde bu siirenin en az 10 s oldugu tespit edilmistir
(72). Ekoik hafizanin siiresi Alzheimer’li hastalarda ise 3 s olarak belirlenmistir.
Benzer sekilde, damak yarigi olan okul cagindaki ¢ocuklarda, yaslanmada ve kronik
alkolizmde bu siirenin kisaldig1 bulunmustur (35,73).

MMN ve sican ¢calismalari:

Ruusuvirta ve ark.(36)’nin {iretanla anestezi edilen Wistar siganlar iizerinde
yaptiklar1 ¢alismada, sicanlarin isitsel korteksi iizerinde 5x5 mm’lik bir alan agilarak
(Bregmanin 3 mm arkasinda ve orta hattin 5 mm lateralinde) vida elektrotlar
yerlestirilmis ve isitsel oddball paradigmasi uygulanarak siganlarin MMN kayitlari
alimmistir.  Uygulanan paradigmada, standart uyar1 olarak 2000 Hz, nadir uyar
olarak ise 2500 Hz frekansinda tonlar verilmistir. Ses uyarilar1 siddetleri 85 dB,
siireleri 50 ms, uyarilar arasi siire 500 ms ve rastgele uygulanan nadir uyarilarin
verilme sikligi %5 olmak iizere 15 cm mesafedeki bir hoparlor aracilifiyla sag
kulaktan verilmistir. Yapilan deneylerde uyarinin baslangicindan sonra 63-253 ms
arasinda izlenen pozitif polaritedeki MMN benzeri aktivitenin insanlarda negatif



polaritede elde edilene zit oldugu ve bunun sebebinin referans elektrotun
yerlestirildigi bolgeyle iligkili olabilecegi ifade edilmistir.

Lazar ve Metherate (41)’nin iiretan ve ksilazin karigimi ile anestezi edilen
Sprague-Dawley siganlar lizerinde yaptiklari ¢alismada, elektrotlar sag isitsel korteks
lizerine yerlestirilmistir. Tekrarlt bir sekilde uygulanan 10 seri i¢inde, her bir seride
nadir uyar1 olarak 10 kHz saf ton sabit tutulup 9.75, 9.5, 9.0, 5.0, 2.5 ve 1.25 kHz
frekanslarinda ki saf tonlar standart uyari olarak ayri ayri verilmistir. Oddball
paradigmasi uyarilarin siddetleri 70 dB, stireleri 100 ms, uyarilar aras1 siire 500 ms
ve nadir uyarilarin verilme sikligi %10 secilerek uygulanmistir. Bu c¢alismada
MMN’nin ortaya ¢ikmadigi, sicanlarda MMN’yi elde edebilmek i¢in daha farklh
ozellikte uyarilarin uygulanmasi ve/veya uyaniklik gibi diger durumlarda kayitlarin
alinmasi gerektigi soylenmektedir.

Eriksson ve Villa (37)’nin aragtirmalarinda yapay sesli harfleri igeren
uyarilar, serbest halde dolasan Long-Evans sicanlara oddball paradigmasi icinde
verilerek beyin potansiyelleri kaydedilmistir. Bu c¢alismada, nadir uyariya cevap
olarak 100-200 ms’lik latens aralifinda MMN olustugu bulunmustur.

Astikainen ve ark. (82)’nmin yaptiklar1 ¢alismada, iiretanla anestezi edilen
siganlarin isitsel korteksi tizerinde 5x5 mm’lik bir alan agilarak (Bregmanin 3 mm
arkasinda ve orta hattan 5 mm lateralinde) vida elektrotlar yerlestirilmis ve farkli
isitsel oddball paradigmalar1 uygulanarak MMN kayitlar1  alinmistir. Bu
paradigmalarda standart ile nadir uyarilarin frekans (1000 ve 750 Hz) ve siddet (50
ve 70 dB) gibi sesin farkli 6zellikleri degistirilerek sirasiyla uygulanmistir. Ses
uyarilart siireleri 50 ms, uyarilar aras1 siire 350 ms ve nadir uyarmin verilme siklig
%S5 segilerek 10 cm mesafedeki bir hoparlor aracilifiyla sag kulaktan verilmistir.
Uyariin baslangicindan sonra 53-109 ms arasinda pozitif polaritede MMN benzeri
aktivite saptanmistir.

Tikhonravov ve ark. (83)’min Hannover pentobarbital sodyumla anestezi
edilen siganlar iizerinde yaptiklar1 ¢calismada, kafatasinda sag isitsel korteks iizerine
(Bregmanin 4.5 mm arkasi ve orta hattin 3.5 mm laterali) vida elektrot yerlestirilmis
ve oddball paradigmast uygulanarak MMN kayitlar1 alinmistir. Uygulanan
paradigma da, standart uyar1 olarak 2000 Hz, standart uyarilarin arasina rastgele
olarak dagitilan nadir uyar1 olarak ise 2500 Hz frekansinda tonlar verilmistir.
Uyarilarin siddetleri 85 dB, siireleri 50 ms, uyarilar arasi siire 450 ms ve nadir
uyarinin verilme sikligit %4.4 secilmistir. Ayrica bu c¢alismada siganlara farkl
dozlarda NMDA reseptor antagonisti MK-801 verilerek MMN benzeri cevaplar elde
edilmis ve MK-801’in doza bagimli olarak MMN benzeri bilesenin olusumunu bloke
ettigi gosterilmistir.

2.3. Cok Diisiik Frekansh Alanlar

Niifus fazlaligi ile endiistriyel ve teknolojik gelismelere bagl olarak, elektrik
enerjisine, iletim hatlarina ve yiiksek voltajli gli¢ hatlarina ihtiyag gittik¢e arttigindan
Ozellikle son yarim yiizyilda diinya geneline yayilan elektrik hatlariin olusturdugu
cok diisiikk frekansli (extremely-low frequency; ELF, 0-300 Hz) elektrik (metre
basina volt;V/m) ve magnetik (Tesla, T) alanlarin biyolojik etkileri ilgi ¢ekmekte ve
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tartisilmaktadir. Zira, yiiksek gerilim hatlarinin altinda, hat voltajina ve hat ile yer
arasinda ki mesafeye bagl olarak elektrik alan siddetinin 12 kV/m’den daha ytiksek
oldugu, elektrik iiretim istasyonlarinin etrafinda ise elektrik alan siddetinin 16
kV/m’nin iizerine ¢iktig1 saptanmistir (2). Bu sebeple, yiiksek voltaj iletim hatlarinin
bakim/onariminda ya da elektrik iiretim istasyonlarinda c¢alisan iscilerin ortalama
olarak 24 kV/m siddetinde elektrik alana maruz kaldig1 belirlenmistir (84). Ayrica,
evlerin igerisinde yer alan kablolarin ve cihazlarinda elektrik alan maruziyetinin en
yaygin kaynaklar1 oldugu belirtilmektedir (1-10 V/m) (84).

Cogu bireyin 20 kV/m’den ve 1.5 mT dan daha biiyiik elektrik ve magnetik
alanlar, degisen elektrik yiikiinlin viicut killarinda titresmeye neden olmasiyla
algilayabildigi saptanmistir (2). Bireylerin bu kadar yiiksek siddette elektrik ve
magnetik alanlara maruz kalmalar1 sonucunda deride iirperme, dokiintii ve sicaklik
hissinin yani sira bas agrisi, yorgunluk, konsantre olmada zorluk, uyku bozuklugu ve
bas donmesi gibi bircok semptom ortaya c¢ikmaktadir (2). Ayrica, bu alanlarin
bireylerde amyotrofik lateral sklerosis olusumunu (85), Alzheimer hastaligina
yakalanma riskini (86), depresyonu (87) ve intihar (88) egilimini arttirdig
bulunmustur. Diger yandan, ELF alanlarin kardiyovaskiiler sistem iizerine etkileri de
arastiritlmistir. Bireylere 60 Hz elektrik ve magnetik alan birlikte uygulandiginda (9
kV/m, 0.02 mT) kardiyak fonksiyonlarda kiigiik degisiklikler oldugu, maruziyet
siiresince ya da hemen sonra dinlenim kalp hizinin az miktarda fakat anlamli olarak
azaldig1 belirlenmistir (dakika da 3-5 atim) (89). Ancak bu siddetler yerine farkli
degerler uygulandiginda 6rnegin elektrik ve magnetik alan siddetinin artirilmasinin
(12 kV/m, 0.03 mT), azaltilmasinin (6 kV/m, 0.01 mT) ya da sadece elektrik alan (10
kV/m) uygulamasinin kardiyak fonksiyonlarda herhangi bir degisiklige neden
olmadig1 goriilmiistiir (90,91).

Cok diisiik frekansli alanlarin en Onemli etkilerinden biri de kanser
olusumuna neden olmasidir. Yapilan epidemiyolojik calismalarda, {retim
istasyonlarinda ¢alisanlarin, gii¢c hattini onaran isgilerin, elektrik¢ilerin, kaynakgilarin
ve elektrikli tren siiriiciilerinin akut lenfoblastik olmayan ve akut miyeloid 16semiye
yakalanma olasiligimin ve beyin de timor olusma riskinin arttigi gosterilmistir
(92,93,94). Bununla birlikte, bu iscilerin losemiye yakalanma riskinin Onemli
derecede arttigin1 gosteren bulgulara (92,93,94) zit olarak bir riskin olmadiginm
belirten ¢aligmalarda (95,96) bulunmaktadir. Ayrica, cocuklarin ve hamilelik déonemi
boyunca kadinlarin elektrikli battaniye, sa¢ kurutucusu gibi cihazlar1 kullanmasiyla
l6semiye yakalanma riski arasinda bir iligki bulunamazken (97), bagka bir ¢calismada
ise riskin 4.7 kat arttigi bulunmustur (98). Bunlara ilaveten, bir diger c¢alismada
televizyon izleyen ¢ocuklarin Iosemi olma olasiliginin 1.5’ten 2.4°e ¢iktigi
bildirilmistir (98). Baska bir arastirmada ise isyerinde ve evde elektrik alana maruz
kalan kisilerde 16semi riskinin arttig1 saptanmistir (2). Arastirmalarin sonuglari
karsilastirildiginda, magnetik alana gore elektrik alanin 16semi i¢in daha biiyiik bir
risk faktorii oldugu belirlenmistir (99). Diger yandan, magnetik alanin (60 Hz, 0.1
mT) fare kemik hiicrelerinde ve insan pre-B l6semi hiicrelerinde protein kinaz C
(PKC) aktivitesini arttirdig1, insan Jurkat T-lenfosit membraninin PKC’nin
translokasyonunda degisiklikler olusturdugu ve Jurkat T-lemfosit hiicrelerinde
inozitol trifosfat miktarini arttirdig1 saptanmistir (2). Ayrica, ELF alanlarin, kalsiyum
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iyonunun hiicre membranindan gecisini ve hiicre i¢i konsantrasyonunu, protein
sentez siirecini, sodyum-potasyum ATPaz aktivitesini arttirdigi bulunmustur (2).

Kanserin gelisimini etkileyen ajan ya da promoter gibi davranan ¢ok diisiik
frekanshi alanlarin gen ekspresyonunda ya da hiicre sinyal iletimi yolaklarinda
degisimlere neden olduklari, ornitin dekarboksilaz (tiimoér olusumu ve hiicre
cogalmasiyla iligkili enzim) ve PKC (tiimor olusumunda rolii olan forbol esterlerle
iligkili enzim) aktivitelerini arttirarak tiimor olusturan yolaklar {izerinde etkilerini
gosterdikleri ifade edilmektedir (2).

Cok diisiik frekansh alanlarin bir bagka etkisi de, isitsel ya da gorsel uyariya
cevap olarak ortaya ¢ikan uyarilma potansiyellerinin genliklerini veya latenslerini
degistirmesidir. Olaya iliskin potansiyellerin ge¢ ortaya cikan bilesenlerinden biri
olan P300 bileseninin; 60 Hz 6 kV/m siddetinde elektrik ve 10 puT siddetinde
magnetik alanlarin birlikte uygulanmasi durumunda latensinin, alan siddetinin 9
kV/m ve 20 uT oldugu durumda ise latensinin ve genliginin arttigi bulunmustur
(100,101,102,103). Elektrik ve magnetik alanin (9 kV/m ve 20 pT) siirekli
uygulanmas1 durumunda N2-P3 genliginin arttig1 (100,101), kesikli uygulanmasinda
ise latensinin uzadigi tespit edilmistir (102). N2-P3 genliginde benzer artis elektrik
ve magnetik alanin 6 kV/m ve 10 pT siddetinde siirekli uygulanmasinda da
gozlenmistir (102,103). Magnetik alanin 1260 puT siddetinde uygulanmasi
sonucunda, P300 bileseni iizerinde herhangi bir etkisinin olmadig1 gozlenirken, N100
bileseninin genlik ve latensinde bir azalma bulunmustur (104,105). Bununla birlikte,
100 uT siddetinde magnetik alanin N100 dalgasinin genligini anlamli derecede
artirdigl, fakat uyumsuzluk negativitesi (MMN) iizerine herhangi bir etkisinin
olmadig1 gosterilmistir. (106). Diger yandan, elektrik ve magnetik alanlarin (5 mT,
12 kV/m) isitsel beyin sap1 (BAEP), gorsel (VEP), isitsel (AEP) ve somatosensdryel
(SEP) uyarilma potansiyellerinde herhangi bir degisiklik olusturmadig1 gozlenmekle
birlikte (107,108,109,110), yiiksek siddette (60 mT) uygulanan magnetik alanin
VEP’lerde 6nemli degisikliklere neden oldugu saptanmustir (110,111,112). Ayrica,
60 Hz 78 uT ve 45 Hz 1.26 mT siddetlerindeki magnetik alanlarin, EEG gii¢
spektrumlarinin alfa ve beta bantlarinda gozlenen ortalama frekans ve gii¢
yogunlugunu anlamli olarak artirdig1 belirlenmistir (2).

Cok diisiik frekansli alanlarin en 6nemli etkilerinden biri de serbest radikal
olusumunu ve dolayisiyla lipid peroksidasyonu arttirmasidir. Bir¢ok ¢alismada, ELF
alanlarin serbest radikal mekanizmalarin1 kullanarak biyokimyasal reaksiyonlarin
sayisini ve hizini degistirdigi gosterilmistir (1,3). Statik ve zamanla degisen elektrik
ve magnetik alanlarin siiperoksit anyonu (O;”) ve hidroksil radikali (OH") gibi
serbest oksijen radikallerinin iiretiminde artisa neden oldugu ileri siiriilmektedir (1).
Ayni zamanda, ELF alanlarin etkisiyle singlet durumdan triplet durumuna gegen
serbest radikallerin, yasam siirelerinin nano saniyelerden mikro saniyelere ¢ikmasiyla
olusturduklar1 zararin arttig1 ifade edilmektedir (113).

Hiicreler serbest radikal olusumundan ve onlarin zararli etkilerinden
korunmak icin antioksidan savunma mekanizmalar1 gelistirmiglerdir. Bu
mekanizmalar da inaktif peroksitler i¢cin enzimlerin, gecis metalleri i¢in proteinlerin
ve serbest radikaller i¢in bazi bilesiklerin gorev aldigi belirlenmistir. Oksijen
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radikallerine kars1 enzimatik savunma sistemlerinin en énemlileri olan SOD, Katalaz
(CAT) ve Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimlerinin Olgiilmesi antioksidan
durumun bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (114).

Statik ve diistik frekanslh elektrik alanlarin etkilerini arastirmak icin yapilan
caligmalarda, uygulanan elektrik alanlarin siddetleri, uygulama siireleri ve uygulama
periyotlar1 degistirilerek farkli doku ve plazmalarda lipid peroksidasyon ve
antioksidan enzim diizeyleri incelenmistir. Giiler ve arkadaslarinin (1) yaptigi
calisma da, kobaylar 50 Hz 1.35 kV/m siddetinde elektrik alana 1 ile 10 giin arasinda
giinde 8 saat siireyle maruz birakilarak karaciger, akciger ve bdobrek dokular ile
plazmalarinda TBARS ve SOD diizeylerine bakilmistir. Elektrik alan siddetinin sabit
tutulup uygulanan giin sayis1 degistirilerek yapilan bu caligmada, artan uygulama
periyoduna paralel olarak TBARS ve SOD degerlerinin arttigi bulunmustur. Bu
calismaya paralel olarak baska calismalarda da, elektrik alana uzun siireli
maruziyetin canli organizma iizerinde daha biiylik etkilere sebep oldugu
gosterilmistir (1,114,115). Ozellikle TBARS degerlerinin elektrik alan siddetiyle
orantili olarak arttifi bulunmustur (1). Benzer sekilde, elektrik alanin uygulama
periyodunun artisina paralel olarak hidroksiprolin, gama glutamil transferaz,
kolesterol, trigliserit, {iire, lrik asit, fosfat, glukoz, kreatin, kalsiyum, klorin,
aspartateaminotransferaz, alkalin fosfataz, alanin aminotransferaz, laktat
dehidrogenaz, total kan protein, albumin miktarlarinin arttigi bulunmustur (1,3).
Ayrica, Romodanova ve ark. (9) 320 kV/m siddetinde ki elektrik alanin beyin
dokusunda lipid peroksidasyon indeksi malondialdehidi artirdigini, rediikte
glutatyonu (GSH) azalttigini tespit etmislerdir. Diger yandan, yapilan baska bir
calismada ise, glinde 8 saat siireyle 3 giin boyunca kobaylara 0.3 ile 5 kV/m arasi
degisen siddetlerde elektrik alan uygulandiktan sonra beyin dokusu Malondialdehit
(MDA), SOD, CAT, GSH-Px, adenozin deaminaz (ADA), ksantin oksidaz (XO) ve
miyeloperoksidaz (MPO) aktivitelerinde kontrol grubuna gore herhangi bir farklilik
saptanmamustir (3,116). Farkli siddetlerde uygulanan elektrik alanlarin serbest
radikal seviyeleri ve antioksidan mekanizma Tizerine etkileri sekil 2.4’de
Ozetlenmistir (1). Yapilan bazi1 ¢alismalarda ise, kobaylara 7 giin siiresince giinde 8
saat siireyle 50 Hz 12 kV/m siddetinde elektrik alan uygulandiktan sonra akciger
dokusunun MDA, nitrik oksit (NO), hem oksijenaz (HO) ve hidroksiprolin (HP)
seviyelerinde bir degisiklik gozlenmezken, protein karbonil icerigi (PCO)
seviyesinde istatistiksel bir artis bulunmustur. Uygulanan elektrik alanin karaciger
dokusunda MDA ve NO degerlerini istatistiksel olarak arttirdigi, SOD, GSH-Px ve
MPO degerlerini azalttigi tespit edilmistir. Antioksidan olarak N-acetyl-L-cystein
(NAC; oksijen tlirevi serbest radikal temizleyicisi ve glutatyon prekursorii) ve
epigallocatechingallate (EGCG; serbest radikalleri noétralize eden giiclii bir
antioksidan) verilerek elektrik alanin etkisine bakildiginda, MDA ve NO’nun
azaldigi, GSH-Px ve MPO’nun ise arttig1 gozlenmistir. Elektrik alanin neden oldugu
oksidonitrosatif stres ile NAC ve EGCG’nin olas1 antioksidan etkileri sekil 2.5’de
verilmisgtir.
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Sekil 2.5. Elektrik alanin neden oldugu oksidonitrosatif stres ile NAC ve EGCG’nin olast
antioksidan etkileri

Bu konu ile ilgili diger bir ¢alismada ise, elektrik alanin beyin dokusunda
DNA kiriklar1 olusturdugu ve bu hasarin uygulama siiresine paralel olarak arttig
saptanmistir (10). Bilindigi gibi lipid peroksidasyona neden olan serbest radikaller
hiicrenin temel yap1 taslar1 proteinler ve karbonhidratlar yaninda DNA’da da ciddi
hasarlar olusturarak hiicre fonksiyonlarinin bozulmasina ve hiicre Oliimiine
(apoptozis) neden olurlar (11,12,13). Ozellikle kromozomal DNA fragmantasyonu,
niikleer fragmantasyon, kromatin birikimi ve hiicre membranindaki degisiklikler
apoptozisin olusmasindaki en onemli faktorlerdir (14). Apoptozis siirecinde serbest
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radikallerin yan sira, lipid peroksidasyonun son ve stabil {iriinii 4-hidroksi-2-nonenal
(4-HNE) nin apoptozisi indiikledigi farkli laboratuvarlarda ve farkli hiicre dizilerinde
yapilan c¢aligmalarda gosterilmistir (15,16). Sonug olarak, serbest radikal artisi ile
ndron Oliimleri arasindaki iligki elektrik alana maruz birakilan si¢anlarda apoptozisin
indiiklenebilecegini diisiindliirmektedir.

2.4. Apoptozis

Apoptozis, gelismis organizmalarda gereksinim duyulmayan ve fonksiyonlari
bozulan hiicrelerin, ¢evredeki diger hiicrelere zarar vermeden programli olarak
oldiirtilmesidir. Bu siire¢ enerji kullanilarak, hiicresel yaralanma ve inflamasyon
olmaksizin gergeklesir (117,113). Apoptozis embriyonik donemden baglayarak,
yaslanmaya dek stiren gelisim siirecinde homeostazise katkida bulunur (118).

Hiicre o6liimiiyle ilgili ilk bilgiler 1920 yilinda 151k mikroskobunun ve yeni
boya yontemlerinin kesfiyle baslamis ve ilk olarak g¢evredeki diger hiicrelerde
inflamasyon olusturan hiicre 6limii “nekrozis” olarak tanimlanmistir. 1972 yilinda,
iskemiye maruz kalan dokunun etrafinda nekrozisden daha farkli bir hiicre 6liimii
gosterilmis ve buna Yunancada apo (= ayri) ve ptozis (= diisen) kelimelerinin
birlestirilmesi ile olusmus, sonbaharda yaprak dokiimii anlamina gelen “apoptozis”
ad1 verilmistir (117).

2.4.1. Apoptozis Morfolojisi

Oliimciil bir uyaridan sonra apoptozisin baslama siiresi, hiicre tipine gore
degisiklik gosterir. Ancak, biitiin hiicre tiplerinde, apoptozise ait morfolojik
degisiklikler benzerdir ve c¢ekirdek, sitoplazma ve hiicre yilizeyinde meydana gelen
degisimler birbiri ile uyumludur. Bu degisiklikler ii¢ evrede gergeklesir;

I. evre: Hiicre biiziismesi ve ¢ekirdek yogunlagmasi,
II. evre: Hiicre tomurcuklanmasini takiben “apoptotik cisimciklerin” olusumu,
III. evre: Apoptotik cisimciklerin fagositozisidir (118).

Birinci evrede apoptozise gidecek olan hiicreler komsu hiicrelerden ayrilir ve
membran yapisi bozulur. Cekirdekte ise endoniikleaz enzimlerinin aktive olmasiyla
DNA 180-200 baz cifti uzunlugunda kirilmaya baslar ve ¢ekirdek kromatini dagilir.
Cekirdek kromatini, ¢ekirdek zarindaki porlar1 kapatacak sekilde ¢ekirdek zarinin
altinda yogunlasarak farkli boyutlarda ve sekillerde ¢ekirdegin i¢ ylizeyine yapisir
(118). Bundan dolay1 c¢ekirdek zar1i boliinerek pargalara ayrilir. Sitoplazmik
proteinlerin yogunlagmasit ve hacmin azalmasina bagli olarak hiicrede biiziilme
ortaya ¢ikar. Bu goriiniim, muhtemelen plazma membraninda bulunan iyon kanallari
ve pompalarinin aktivasyonunun bozulmasina baghdir (117). Dolayisiyla apoptotik
hiicreler saglikli hiicrelerden daha kiigiik goézlenir. Daha sonra hiicre zarlarinda
cikintilar ve kivrimlar olusurken, endoplazmik retikulum (ER) genisler ve hiicre zari
ile birleserek yiizeyde kraterler olusturur, fakat bu siiregte mitokondrilerin yapisinda
onemli bir degisiklik goriilmez (118).

Ikinci evrede hiicre zarinda biiziismenin artmasiyla bleblerin olusumu

gbzlenir. Bunun devaminda hiicre, sitoplazma, organel ve c¢ekirdek pargalart igeren
zarla cevrili apoptotik cisim olarak adlandirilan pargalara ayrilir. Apoptotik
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cisimlerin bir kism1 yogun olarak hiicre organellerini igerirken, bir kisminda ¢ekirdek
kalintilart mevcuttur (117).

Ucgiincii evrede ise apoptotik cisimler bulunduklari hiicreler arasi alanlarda
makrofajlar ve komsu hiicreler tarafindan hizlica fagosite edilirler (117). Apoptozis
sirasinda hiicre i¢i makromolekiiller disar1 ¢ikmadigindan herhangi bir inflamatuar
cevaba neden olmaz ve komsu hiicrelerde zarar olusturmaz (119). Bu evreler
sirasinda apoptozisin deneysel olarak saptanmasi ancak 2. ve 3. evrelerde
miimkiindiir (120,121,122).

2.4.2.Apoptozis ve Nekrozis Farki

Apoptozis, nekrozdan oldukga farkli bir hiicre 6liim mekanizmasidir. Nekrozis,
kontrolsiiz ve pasif bir siiregtir, fizyolojik bir olay degildir (patolojik) ve genelde
genis alanlari, hiicreleri etkiler. Aksine apoptozis kontrollii, enerji bagimli bir
siirectir, hem fizyolojik hem de patolojik sartlar altinda meydana gelebilir ve tek bir
hiicreyi veya hiicre grubunu etkiler. Nekrozis de ise hiicrede enerji destegi kesilir ve
direkt hiicre zarinin hasara ugradigi gozlenir (123). Bu hasara bagli olarak hiicre
icine asirt s1vi girmesi sonucu hiicre siserken “cell swelling”, apoptotik hiicre tam
tersine kiigiiliir “cell shrinkage” (123).

2.4.3.Apoptozis Yolag:

Bircok fizyolojik ve patolojik durum veya faktdr apoptozise neden olabilir.
Fakat her hiicre ayn1 faktore apoptozisle cevap vermez (123) . Apoptozise yol acan
nedenler; biiylime faktorii eksikligi, hiicre yaslanmasi, viral enfeksiyonlar, kanser
ilaglari, radyasyon, yiiksek doz glukokortikoid, Fas veya timor nekrozis faktor
reseptOrii-1 (TNFR-1) reseptorlerinin aktivasyonu, sitotoksik T lenfositler, DNA
hasar1 nedeniyle bir tiimdr supresor gen olan p53’ {in aktive olmasi, hiicre i¢i Ca"
miktarindaki artis ve oksidatif stres olarak siralanabilir (123).

Apoptozis aragtirmalarinda birbirini etkileyebilen iki ana yolak oldugu
gosterilmistir:

1) Ekstrensek veya o6liim reseptor yolagi

2) intrensek veya mitokondriyal yolak

Ekstrensek ve intrensek yolaklar ayni son noktada yani infaz yolaginda
birlesirler. Bu yolak kaspaz-3 ayrimiyla baslar ve DNA parcalanmasi, hiicre
iskeletinin ve c¢ekirdek proteinlerinin yikilmasi, proteinlerin capraz baglanmasi,
apoptotik cisimlerin olusmasi, fagositik hiicre reseptorleri i¢in ligandlarin
ekspresyonu ve son olarak da hiicrenin fagositozu ile sonuglanir (124).

Ekstrensek veya o6liim reseptor yolag:

Ekstrensek yolak, transmembran reseptor-aracili etkilesimler ile baslar ve bu
reseptorler timor nekrozis faktor (TNF) reseptor ailesinin iiyeleri olan “6lim
reseptorleri” dir (125). TNF reseptor ailesi iiyeleri, sistinden zengin hiicre dis1
baglanma bolgeleri (domain) ve yaklasik 80 aminoasitten olusan hiicre i¢i “6liim
baglant1 bolgesi” (death domain) adi1 verilen baglama bolgelerinden meydana gelir
(126). Bu oliim domaini apoptotik sinyali hiicrenin dis yiizeyinden hiicre i¢i sinyal
yolagina iletmekle gorevlidir (126,127,128).
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Apoptozisin ekstrensek yolaginda meydana gelen olaylar dizisi en iyi
FasL/FasR ve TNF-o/TNFR1 modelleri ile tanimlanmistir. Bu modellerde reseptor
ve bunlara baglanan ligandlarin etkilesimi ve sonrasindaki olaylar bir dizi halinde
meydana gelir. Fas ligandinin Fas reseptoriine baglanmasiyla FADD (Fas associated
death domain), TNF ligandinin TNF reseptoriine baglanmasiyla TRADD (TNFRI1
associated death domain) adi verilen sitoplazmik adaptor proteinleri reseptorlerin
membran i¢ yiizeylerine baglanirlar (129). Baglanmay1 takiben o6liim efektor
baglanti bolgesinin dimerizasyonu sonucunda prokaspaz-8 ile etkilesime girerek,
prokaspaz-8’in oto-katalitik aktivasyonu ile sonuglanan bir 6lim baslatici sinyal
kompleksi (death inducing signaling complex (DISC)) olustururlar (130).

Intrensek veya mitokondriyal yolak:

Intrensek yolak dogrudan hiicre i¢i hedeflere etki eden reseptdrden bagimsiz,
mitokondriyal baslangi¢li olaylar zinciridir. Hiicre i¢indeki biiyiime faktdrlerinin,
sitokinlerin ve hormonlarin eksikligi, radyasyon, toksinler, hipoksi, hipertermi, viral
enfeksiyonlar ve serbest radikaller intrensek yolagi baslatabilir (124). Tim bu
uyarilar, mitokondriyal membran gecirgenliginin degismesine, mitokondriyal
transmembran potansiyelinde bozukluga ve sit-c, Smac/DIABLO (Second
mitochondrial activator of caspases/direct IAP binding protein with low PI), serin
proteaz HtrA2/Omi (High-temperature requirement) adi verilen pro-apoptotik
proteinlerin intermembran bosluklardan sitozole salinmalarina neden olurlar (109).
Bu proteinler kaspaz aracili mitokondriyal yolagi aktive ederler. Sitokrom-c,
prokaspaz-9’a ve Apaf-1’e baglanararak “apoptozom” olugumunu saglar
(131,132,133). Bu molekiiliin asil olusma nedeni kaspaz-9’u aktive etmektir.

Diger pro-apoptotik proteinler olan kaspazla aktive edilen DNAaz (CAD:
Caspase- Activated DNAse) apoptozis siiresince mitokondriden salmir, fakat
apoptozisi indiikleyen faktor (AIF) hiicre 6lime teslim olduktan sonra salinir.
Apoptozisi indiikleyen faktor, DNA’nin parcalara ayrilmasina ve periferal niikleer
kromatinin yogunlasmasina neden olur (134). Kaspazla aktive edilen DNAaz,
kaspaz-9 ile etkilesime girerek oligoniikleozomal DNA parcalanmasina ve ilerlemis
kromatin yogunlagmasina neden olur (135).

Mitokondriyal apoptotik yolaklarin kontrolii ve regiilasyonu Bcl-2 protein ailesi
tiyeleri tarafindan yapilir (136). Timor baskilayici protein p53, Bcl-2 ailesi
proteinlerinin  diizenlenmesinde Onemlidir. Bcl-2 protein ailesi mitokondriyal
membran gecirgenligini degistirir ve sit-c salinmasi i¢in diizenleyici rol oynar (137).
Bu proteinlerin mitokondri membranina etkisi, hiicrenin apoptozise gideceginin ya
da apoptozis silirecinin bozulacaginin belirlenmesi yoniinden 6zel 6neme sahiptir
(137).

Infaz yolag:

Ekstrensek ve intrensek yolaklarinin ikisi de apoptozisin son yolagi olarak
diisiiniilen infaz (execution) fazinda sonlanirlar. Bu faz, efektdr kaspazlar olarak
adlandirilan kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7’nin aktivasyonu sonucu baglar. Efektor
kaspazlar, proteazlari aktive ederek niikleer ve sitoplazmik hiicre iskelet proteinlerini
parcalarlar. Dolayisiyla hiicrede apoptozise ait morfolojik ve biyokimyasal
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degisikliklere neden olurlar (138). Kaspaz-3 en 6nemli efektdr kaspazlardan biridir
ve baglatici kaspazla (kaspaz-8, kaspaz-9, kaspaz-10) aktive olarak proteolitik
kaskadin baslamasina neden olur. Kaspaz-3 aktivasyonu, kaspazla aktive edilen
DNAaz inhibitorii (ICAD:Inhibitor of Caspase-Activated DNAse) ile birlesik halde
bulunan endoniikleaz CAD’1 inhibitoriinden ayirarak aktive eder. Takiben CAD
cekirdekteki kromozomal DNA’ y1 pargalar ve kromatin yogunlagmasina neden olur
(139).

Apoptotik hiicrelerin fagositozisi apoptozisin son basamagidir. Bu hiicrelerin
yiizeyinde fosfolipid asimetrisi ve fosfatidilserinin membran i¢ ylizeyinden dis
ylizeyine ¢ikmasi, diger hiicrelerin fagositozis i¢in uyarilmasini saglar ve non-
inflamatuar fagositik tanima kolaylagarak hiicreler erkenden ortadan kaldirilirlar
(140).

2.4.4. Apoptozisde Gorev Alan Aracilar

p53: Hiicrede i¢ veya dis nedenlerle DNA hasar1 olustugunda aktive olan bazi
genler, apoptozise neden olabilmektedir. Bu genlerden en dnemlisi p53 genidir. Bir
tiimor supresér geni olan p53 proteini niikleusta lokalizedir ve harekete gectiginde
esas fonksiyonu, pek cok diger genin transkripsiyonunu indiiklemektir (141). Bu
nedenle p53° iin mutasyonu veya homozigot kayb1 sonucu DNA hasarlanmasi tamir
edilemez (142). Normalde inaktif durumda bulunan p53 geni, apoptotik sinyal
sonucu aktif hale geldiginde ve DNA hasarin1 tamir edelemeyecek diizeydeyse, bcl-2
grubu proteinlerden bax proteinini aktive ederek mitokondri araciligi ile hiicrenin
apoptozise giderek 6lmesini saglar (141).

Bcl-2 protein ailesi: Mitokondriyal yolakta islev goren ve apoptoziste ¢ok
onemli rol oynayan molekiillerdendir (143). Bcl-2 ailesi, birbirine zit etkileri olan iki
gruptan olusur: iyelerinin bir kismi apoptozisi indiiklerken (Pro-apoptotik iiyeler:
Bax, Bad, Bid, Bel-X), diger bir kismi ise apoptozisi inhibe eder (Anti-apoptotik
tyeler: Bel-2, Bel-X)). Hiicrenin hayatta kalmasi, pro-apoptotik ve anti-apoptotik

molekiillerin rolatif oranmma baglhdir. Dolayisiyla oranin artmasi ya da azalmasi
apoptozisin inhibisyonu veya aktivasyonu ile sonuglanir.

Pro-apoptotik Bel-2 ailesi tiyeleri (Bax, Bad, Bid, Bcl-X ), sitozolde bulunur

ve apoptotik uyar1 alinmasi halinde mitokondri membranina baglanir, burada por
olusumunu indiikler, boylece selektif iyon permeabilitesi kaybolur, sit-c ve AIF’ in
mitokondriden sitozole ¢ikmasini saglayarak apoptozisi indiikler (144).

Anti-apoptotik Bel-2 gen ailesi (Bcel-2, Bel-X)), pek ¢ok proteinin sitozolden

intraselliiler membrana dagilimin1 diizenleyen adaptoér bir protein olarak etki
gostererek kaspazlarin aktivasyonuna yardim eden sit-c’nin ve AIF’in mitokondriden
cikigini engeller ve bdylece apoptozisi inhibe eder (144).

Kaspazlar: Apoptotik hiicre 6liimii esnasinda 6nemli rol oynayan ve aktif

merkezinde sistein bulundugundan “sistein proteazlar” olarak adlandirilan
enzimlerdir. Aspartik asitten sonraki peptid bagini kirmakla gorevlidirler (145).
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Hiicrede inaktif proenzim olarak sentezlenirler. Aktivasyonlar1 sirasinda aspartat
baginin ayrilmasiyla proenzimden, subiinitler i¢eren aktif enzim olusur ve birbirlerini
aktiflestirerek proteolitik kaskada neden olurlar (146). Bu enzimlerin, apoptozis
stirecinde genomik DNA’nin 50-200 kb parcalar halinde kirilmasi, proteinlerin
parcalanmasi, fosfotidilserinin hiicre zar i¢ yiizeyinden dis yiizeyine ¢ikmasi gibi
farkli evrelerde rol aldig1 gézlemlenmistir (147,148).

Kaspazlar fonksiyonlarina gore ti¢ gruba ayrilirlar:

1. Baslatic1 Kaspazlar: Bu grup kaspaz 2, 8, 9 ve 10’u igerir ve bu kaspazlar
pro-apoptotik sinyali alarak, yolagin devamindaki diger kaspaz tyelerinin aktive
olmasin1 saglarlar. Her biri 100 aminoasitten olusan baglatici kaspazlar,
transmembran reseptOrleri veya sitotoksik molekiiller ile etkileserek aktif hale
gecerler. Daha sonra effektor kaspazlar aktiflestirirler ve apoptotik mekanizmanin
hiicre igerisinde farkli yolaklarda devam etmesine neden olurlar (149).

2. Efektor Kaspazlar: Bu gruba kaspaz 3, 6 ve 7 dahildir. Bu kaspazlar
cesitli hiicre i¢i proteinleri pargalayarak apoptotik hiicre morfolojisinin meydana
gelmesine neden olurlar (150).

3. Sitokinleri Aktive Eden Kaspazlar: Kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13, 14’ den
olusan bu grup ise hiicre sinyal iletiminde Onemli role sahip sitokinlerin
aktivasyonlar1 icin gereklidir. Bu gruba dahil olan Kaspaz 1, interlokin-1B
dondistiiriicii enzim (ICE) olarak bilinmekte ve Onciil interlokin-1 B’nin aktif hale
gecmesine neden olmaktadir (150).

2.4.5. Apoptozis ve Oksidatif Stres

Organizmada reaktif oksijen tiirleri (ROS)’nin olusum hizi ile bunlarin
intraselliiler ve ekstraselliiler ortamdan kaldirilma hiz1 bir denge icerisindedir ve bu
durum oksidatif denge olarak tanimlanir. Bu dengenin bozulmasi sonucu oksidatif
stres meydana gelir. ROS’lar hiicrelerin lipid, protein, DNA ve karbonhidratlar gibi
tiim 6nemli bilesenlerinin yapilarinin bozulmalarina neden olurlar (151,152).

Bir¢ok hiicrede ROS’un primer kaynagi mitokondridir (153). Mitokondriyal
ROS’un asir1 iiretimi ve/veya mitokondrial redoks homeostazisinin bozulmasi
mitokondrial membran ge¢irgenligi (mitokondrial membran permeabilizasyonu
:MMP)’nin bozulmasina yol agar. Buna bagl olarak intraselliiler su homeostazisi
bozularak mitokondrial matriksin ozmotik olarak sismesine neden olur (154).

Anormal ROS iiretimi, Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik iiyelerinde (Bax, Bid
vb.) konformasyonel degisiklik meydana getirir. Bu degisiklik sonucu, MMP bozulur
ve apoptozis indiiklenir (155,156). Apoptozis siirecinde olusan mitokondrial
disfonksiyon, asirt ROS iiretimini tetikler ve Bcl-2 ailesi iiyelerinde redoks-aracili
degisiklikler meydana getirerek, hiicredeki diger mitokondrilerle etkilesime girer ve
bu mitokondrilerin MMP’sini degistirerek apoptozisi alevlendirilir (157).

Aynm1 zamanda ROS iiretimi ve buna bagli olarak olusan oksidatif stres,
redoks-aracili olarak ER’den sitoplazmaya Ca™ salmimmina neden olur. Béylece
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hiicre ici serbest Ca™un artisy, Ca™-bagimli enzimlerin (endoniikleazlar ve
fosfolipazlar) aktivasyonunu degistirerek bir¢ok farkli mekanizma ile apoptotik
hiicre  o6limiine katkida bulunur. Bununla beraber, intraselliiler Ca™
homeostazisindeki bozukluk, sitokinleri aktive eden kaspaz-12’nin aktivasyonunu
indiikler. Kaspaz-12 kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9’u aktive ederek proteolitik
kaspaz kaskadinin baglamasina neden olur (158).

ROS iiretimindeki arti, Ca™’un hiicre icine girigini arttirmasinin yani sira,
fosfotidilserinin (PS) oksidasyonuna ve plazma membraninin dis ylizeyine
translokasyonuna neden olarak hiicreyi fagositik yolaga sokar. Dolayisiyla ROS’un
fagositik yolakta da gorev aldig1 ve apoptozisi indiikledigi gézlenmistir (159).

Sitoplazmik Ca+2 artisin1 ve PS translokasyonunu indiikleyen diger bir faktor
seramid sentezinin artmasidir (160). Seramid hiicre membraninda bol miktarda
bulunan bir fosfolipid olan sfingomiyelinden sfingomiyelinaz enzimi aracilifiyla
olusur ve oksidatif stres, Fas ve TNF-o gibi inflamatuar sitokinlere yanit olarak
apoptozis aracisi olarak gorev yapar (161,162). Ayn1 zamanda seramid artisi, Bel-2
ailesinin pro-apoptotik iiyelerini aktive ederek apoptozisi kaspaz-bagimsiz olarak
arttirir (160). Sonug olarak, ROS’un artmasi, sfingomiyelinaz enzimini aktive ederek
seramid olusumunu dolayisiyla apoptozis olusumunu indiikler (163).

2.5. Serbest Radikaller ve Antioksidan Savunma Mekanizmalari

Stabil molekiillerin ¢ogunun dis yoriingelerinde biri digerine zit yonde hareket
eden elektron ¢iftleri bulunmaktadir. Bu elektron c¢iftleri, molekiiliin kararl
kalmasini saglar. Dig yoriingelerinde en az bir adet eslesmemis elektron igeren atom
veya molekiile serbest radikal denir (164,165). Serbest radikaller rastlantisal bir
sekilde metabolizmanin yan iiriinleri olarak veya belli bir amaca yonelik olarak (6r:
fagositoz) hiicre igerisinde siirekli Tretilirler. Serbest radikaller {i¢ yoldan
olusabilirler:
1. Normal bir molekiiliin kovalent baginin homolitik ayrilmasiyla
2. Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesiyle
3. Normal bir molekiile elektron eklenmesiyle (166)

Biyolojik etkileri en 6nemli olan serbest radikaller oksijenden olusan serbest
radikallerdir. Serbest oksijen radikalleri biyokimyasinda anahtar rol oynayan
maddeler oksijen, siiperoksit, hidrojen peroksit, ge¢is metal iyonlar1 ve hidroksil
radikalidir. Bunlardan ilk dordiiniin reaksiyonu ile hidroksil radikali olusmaktadir
(167,168,169).

Siiperoksit anyonu (0,"):

Hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi
sonucu siiperoksit anyonu (O,”) meydana gelmektedir (170). Stiperoksitin asil dnemi
hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gecis metal iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir.
Siiperoksitin fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit ile birlesmesi sonucu bir
reaktif oksijen tiirevi olan peroksinitrit olusmaktadir (168).

Hidrojen peroksit (H,0,):

Hidrojen peroksitin {iretimi siiperoksitin dismutasyonu ile olmaktadir. Iki
siiperoksit molekiilii iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni
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olusturmaktadir. Hidrojen peroksit disiik elektriksel yiikkii ve noniyonize
ozelliklerinden dolayr hiicre membranlarindan hizlica geger. Gegis grubu metal
tyonlarinin varliginda yiiksek derecede reaktif serbest radikaller olusturur (170,171).

Hidroksil radikali (¢*OH):

Hidrojen peroksit siiperoksit radikali ile reaksiyona girerek hidroksil radikali
olusturur. Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu adi verilmektedir. Haber-Weiss
reaksiyonu genellikle fizyolojik durumlarda yavastir. Fakat gecis metalleri, metal
selatérler veya hemoproteinlerin varliginda bu reaksiyon hizli olusur. Bu durum
Fenton reaksiyonu olarak tanimlanir. Biyolojik sistemlerde demir benzeri gecis
metalleri, demir i¢eren maddeler (transferrin, laktoferrin, hemoglobin, adenozin, 5°-
difosfat ferrin iyon) mevcuttur. Siiperoksit radikali ferrik (Fe+3) demiri, ferroz (Fe+2)
demire indirger. Bu sirada H,O,, hidroksil radikaline doniisiir (172,173).

Serbest radikallerin lipidlerle reaksiyonu:

Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglart serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon {iriinlerini olusturmaktadir.
Poliansatiire yag asitlerinin (poly unsaturated fatty asid- PUFA) oksidatif yikimi olan
lipid peroksidasyonu, serbest radikallerin poliansatiire yag asitlerinin yan
zincirlerindeki metillenmis karbonlardan hidrojen atomu koparmasiyla baglar.
PUFA’nin oksidasyonu, bir oksijen alarak c¢abucak peroksil radikaline (LOO¢)
doniigebilen yag asidi radikalinin (Le) olusmasina yol agar (166,174,175). Peroksil
radikali, membrandaki komsu yan zincirlerden hidrojen atomlarin1 koparip
peroksidatif zincir reaksiyonunu baslatmaktadir. Peroksidasyon bir kere basladiktan
sonra devam eder (176,177).

Lipid hidroperoksitler de (LOOH) yikilarak LOe, LOO+ gibi radikaller ve
aldehidlerin olusmasina neden olurlar. Lipid hidroperoksit yikim {iriinleri membran
komponentlerinin polimerizasyonuna ve g¢apraz baglanmalarina neden olmakta ve
membranin bazi fonksiyonlarini degistirmektedir. Ayrica DNA’nin nitrojen bazlari

ile reaksiyona girmekte, mutajenik, genotoksik ve karsinojenik etki gostermektedir
(178,179).

Molekiil agirligt 156 kDa olan 4-hidroksi-2-nonenol (4-HNE) doymamis yag
asitlerinin oksidatif yikimi olan lipid peroksidasyonun son firiinlerinden biri olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Suda ¢oziilebilir bir bilesik olan 4-HNE’ nin lipofilik 6zellikleri
daha baskindir. Bu nedenle 4-HNE fosfatidiletanolamin gibi fosfolipidlerle ve
tasiyicilar, iyon kanallar1 ve reseptorler gibi proteinlerle hizli bir sekilde reaksiyona
girmektedir (180). Ozellikle amino ve tiol gruplarina sahip biomolekiiller 4-HNE nin
hedefleri arasinda yer almaktadir (181). Ayrica, 4- HNE membran akigkanliginin
degisimi ya da fosfolipid asimetrisinin kayb1 gibi biyokimyasal modifikasyonlara da
neden olmaktadir (181,182). Bununla birlikte, 4-HNE proteinlerdeki sistein, lizin ve
histidin yan zincirleriyle etkilesime girerek protein fonksiyonlarini inhibe eder (183).
Glutamat, glukoz ve iyonlarin tasinmasinda gérev alan tasiyici proteinlerin fizyolojik
fonksiyonlart da 4-HNE tarafindan inhibe edilmektedir (184). Diger yandan 4-
HNE’nin DNA bazlar ile etkilesime girerek mutasyon hizini artirdigi gosterilmistir
(185).
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Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, Amyotrofik Lateral Sklerozis,
Huntington hastalig1 gibi ndrolojik hastaliklarla 4-HNE arasinda bir iligkinin oldugu
ifade edilmektedir (186). Nitekim, Alzheimer hastalarinin beyin dokularinda HNE-
Lizin bilesiginin norofilament kiimelerinde lokalize oldugu bulunmustur (187).
Benzer sekilde, Parkinson hastalarinin beyin dokusunda HNE-Lizin bilesigi
histokimyasal olarak belirlenirken (188), plazma ve serobrospinal sivilarinda da 4-
HNE degerinin istatistiksel olarak arttigi saptanmistir (189). Amyotrofik Lateral
Sklerozis ve Huntington hastaliginda da 4-HNE degerinin arttigi goriilmiistiir
(190,191).

Stiperoksit anyonu, hidroksil radikali ve lipid hidroperoksitleriyle kolayca
reaksiyona girerek antioksidan savunmaya katilan Vitamin C, ayn1 zamanda 4-HNE
ile Vitamin C-HNE kompleksini olusturarak HNE’nin olumsuz etkilerini ortadan
kaldirmaktadir (192). Ayrica, protein tiollerle 4-HNE nin olusturdugu bilesikler GSH
gibi diisiik molekiiler agirlikli tiollerin varliginda geri doniisiimlii olmaktadir.
Glutatyonun fizyolojik konsantrasyonlart (6rn; 4mM), protein disiilfit izomerazli
bilesiklerden 4-HNE’nin uzaklastirilmasini saglamaktadir. Bu tiir bir reaksiyon HNE
ve diger lipid peroksidasyon iiriinlerinden dolay1 olusan protein inaktivasyonuna
kars1 bir koruma mekanizmasi olarak gosterilmektedir (193).

Serbest radikallerin proteinlerle reaksiyonu:

Peptid ve protein makromolekiillerinin yapr taslar1 olan aminoasitlerde,
serbest radikallerin hedefleri igerisindedir. Aminoasitlerin oksidasyonu proteinlerde
de fiziksel degisikliklere neden olmaktadir. Bu fiziksel degisiklikler ii¢ gruba
ayrilabilir; fragmantasyon, agregasyon ve proteolitik yikima duyarlilik (165).

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkileri:

Yapilan caligmalarda, o-hidroksialdehid yapiya sahip karbonhidratlarin, metal
iyonlarinin  varliginda hizli bir sekilde otooksidasyona ugradiklari ve bunun
sonucunda dikarbonil bilesikleri ve hidrojen peroksit olusturduklari belirtilmistir
(170,194).

Serbest radikallerin niikleik asitler ve DNA’ya etkileri:

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek
hiicrede mutasyona ve Oliime neden olmaktadirlar. Hiicre iginden ve disindan
kaynaklanan hidrojen peroksit membranlardan kolayca gecerek ve hiicre ¢ekirdegine
ulasarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre Oliimiine yol
agmaktadir (170,195,196).

2.5.1. Antioksidan Sistem

Antioksidan sistem, serbest radikallere kars1 organizmanin en énemli silahidir.
Hem hiicre i¢inde hem de hiicre disinda olusan radikallerin zararli etkileri
antioksidan savunma sistemi Ogelerinin ortaklasa calismalar1 sonucu ortadan
kaldirilir (197,198,199).

Antioksidan savunma sistemi iki ana gruba ayrilir:
1. Primer antioksidan savunma:
- Antioksidan enzimler: SOD, CAT ve peroksidazlar
- Antioksidan bilesikler: Vit E, Vit C, Vit A, glutatyon, {irik asit, lipoik asit,
bilirubin, L-karnitin vs.
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2. Sekonder antioksidan savunma: Sekonder savunmanin temel gorevi oksidan
stresin yarattig1 hasarli ve fonksiyonu bozulmus ¢esitli yapilar1 ortadan kaldirarak
hiicrede birikmesini engellemektir. Baslica; lipolitik (fosfolipazlar) ve proteolitik
enzimler (proteazlar, peptidazlar) olmak iizere iki gruba ayrilirlar (170,200).

Primer antioksidan savunma:
Antioksidan enzimler:

Siiperoksit dismutaz (SOD):
SOD enzimi siiperoksitin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
dontistimiinii katalizlemektedir (168,169).

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px):

Bir ¢ok canlida bulunan bu enzim, hiicre i¢inde mitokondrial matriks ve
sitozolde bulunur. Glutatyon peroksidaz organik hidroperoksitlerin ve hidrojen
peroksidin indirgenme reaksiyonlarini katalizler (170,201).

Katalaz (CAT):

Katalaz hidrojen peroksiti oksijen ve suya parcalamaktadir. Peroksizomlarda
lokalizedir (168). H,O, seviyesinin diisiik oldugu durumlarda, organik peroksitler
tercithen peroksidaz tarafindan metabolize edilirken, H,O, konsantrasyonunun
yiiksek oldugu kosullarda katalaz tarafindan metabolize edilirler (170,202).

Glutatyon rediiktaz (GSSG-R):
Glutatyon rediiktaz yiikseltgenmis glutatyonu (GSSG) p-nikotinamid adenin

diniikleotit (NADPH)’e bagimli olarak indirgenmis glutatyona katalizleyen bir
flavoproteindir (203,204).

Antioksidan bilesikler:

Vitamin C (Askorbik asit): O,”, "OH ve lipid hidroperoksitleriyle kolayca
reaksiyona girer. Ayrica Vit C’nin en 6nemli fonksiyonu yiikseltgenmis Vitamin
E’nin antioksidan 6zelliklerini yenilemesidir (170,205,206).

Vitamin E (a-tokoferol): E vitamini hiicre membran fosfolipidlerinde bulunan
poliansatiire yag asitlerinin serbest radikal etkisinden koruyan ilk savunma hattini
olusturmaktadir. Vitamin E, siiperoksit ve hidroksil radikallerini, singlet oksijeni,
lipid peroksil radikallerini ve diger radikalleri indirgemektedir (205).

Vitamin A (Karotenoidler): Karotenoidlerin serbest radikalleri temizleyerek lipid
peroksidasyona karst korudugu, siiperoksit radikallerini temizledigi ve peroksi
radikalleriyle etkileserek antioksidan etki gdsterdigi saptanmigtir (170).

Glutatyon (GSH): O,", *OH ve H,0, gibi bilesiklerle etkileserek indirgeyici gorev
goriir. Rediikte glutatyon dogrudan siiperoksit anyonu, hidroksil radikali ve organik
radikallerle reaksiyona girip yiikseltgenebilir veya Vitamin A gibi antioksidanlarin
yiikseltgenmis formdan indirgenmis forma geg¢mesini saglayarak antioksidan etki
gosterir (170,207).
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GEREC VE YONTEM

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik, Biyokimya, Histoloji ve Deney
Hayvanlar1 Unitesinde gergeklestirilen ¢calismamizda Wistar siganlar kullanilmistir.

3.1. Gruplandirma
Sicanlar her grupta 12’°ser hayvan olmak tizere 4 grup olusturulmustur.
Grup 1: Kontrol grubu (K)
Grup 2: Prenatal grup (Pr)
Grup 3: Postnatal grup (Po)
Grup 4: Pre+postnatal grup (Pr+Po)

3.2. Deney protokolii

Deney gruplarini1 olusturmak iizere 20 adet 3 aylik disi sican erkek sicanlarin
kafeslerine konulmustur.Ertesi giinden itibaren disi siganlarin hamilelikleri vajinal
stirlintli (smear) testi ile takip edilmistir. Hamile oldugu tespit edilen siganlar bagka
bir kafese alinarak deneye baslanmistir.

Kontrol grubunu olusturmak igin segilen disi siganlar, hamile olduklari tespit
edildikleri giinden itibaren dogum yapana kadar elektrik alana maruz birakilmadan
bekletilmistir. Dogumun gerceklestigi glinden laktasyon donemi sona erene kadar,
disi sicanlar yavrularla birlikte ayn1 kafeste tutulmuslardir. Laktasyon doneminden
sonra, yavrular icerisinden secilen erkek sicanlar ayr kafeslere alinip 3 aylik olana
kadar normal laboratuar ortaminda, higbir deneysel isleme maruz kalmadan
bekletilerek kontrol grubu olusturulmustur.

Pr grubunu olusturmak igin se¢ilen disi sicanlar, hamile olduklar1 tespit
edildikleri glinden itibaren dogum yapana kadar elektrik alana maruz
birakilmiglardir. Laktasyon doneminden sonra, yavrular icerisinden secilen erkekler
3 aylik olana kadar normal laboratuar ortaminda higbir uygulamaya maruz kalmadan
kayit giiniine kadar bekletilmistir.

Po grubunu olusturmak i¢in se¢ilen disi sicanlar, hamile olduklar1 tespit
edildikleri giinden dogum yapana kadar normal laboratuar ortaminda higbir islem
yapilmadan tutulmuslardir. Daha sonra dogumun gerceklestigi glinden laktasyon
donemi sona erene kadar disi sicanlar yavrularla birlikte, laktasyon déneminden
sonra da yavrular igerisinden secilen erkek sigcanlar 3 aylik olana kadar elektrik alana
maruz birakilmiglardir.

Pr+Po grubunu olusturmak i¢in hamileliklerinin ilk giliniinden baslanarak

doguma kadar elektrik alana maruz kalan disi siganlar, dogumdan sonra da
yavrulartyla birlikte laktasyon donemi sonuna kadar elektrik alana maruz
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birakilmiglardir. Laktasyon donemini takiben, yavrular igerisinden segilen erkekler 3
aylik olana kadar elektrik alana maruz birakilmislardir.

Tiim deney gruplarinda, yavrular icerisinden secilen erkekler deney siiresi
boyunca, her kafeste 4 hayvan olacak sekilde, 12 saatlik karanlik/aydinlik siklusunda
tutulmuglardir. Bu siire i¢inde hayvanlar, ticari sican yemi ve musluk suyu ile
beslenmistir. Yem-su tliketimleri giinliikk olarak, agirlik degisimleri ise haftada bir
kez 6l¢iilerek takip edilmistir.

Deney siiresince, deney hayvanlarina giinde 1 saat siireyle 12 kV/m
siddetinde elektrik alan uygulanmistir. Elektrik alan uygulamasi her giin saat 10:00—
14:00 arasinda yapilmistir. Deney sliresinin sonunda, liretan anestezisi altinda
hayvanlarin beyin potansiyelleri kayitlar1 alindiktan sonra aynm1 giin feda
edilmislerdir.

3.3. Elektrik Alan Modeli

Elektrik alan Aydin ve ark. (208) yontemine gore gerceklestirilmistir. 50 Hz
frekansh elektrik alanin olusturulmasi igin paralel plaka sistemi kullanilmistir.
Prensip semasi asagida verilen bu sistemde (Sekil 3.1), plakalara 50 Hz frekansl,
siniizoidal karakterli, AC gerilim uygulanarak elektrik alan olusturulmustur. Paralel
plaka olarak 2 mm kalinliginda ¢inko ile kaplanmis 80x50 cm boyutlarinda bakir
levhalar kullanilmistir. Elektrik alan dagiliminda homojen yapiyr saglamak igin
levhalarin keskin kose doniisleri yuvarlatilmis ve plakalar tahta blok {izerine dikey ve
birbirlerine paralel olacak sekilde yerlestirilmistir. Elektrik alan dagiliminda bozucu
etkilerin olusmamas1 amaciyla besleme kablolar1 plakalarin dis orta noktalarina
baglanmistir. Sicanlarin birbirlerini elektrik alana karsi perdelemeden rahatca
dolasabilecekleri standart Olcililerde (425 x 265 x 185 mm) olan plastik sigcan
kafesleri kullanilmistir (Sekil 3.2).

2206000V,
{=50Hz, AC

Sekil 3.1. 50 Hz frekansli AC elektrik alanin olusturulmasi igin paralel plaka sistemi prensip
semast
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Plakalar arasinda olusan elektrik alan siddeti E (volt/metre), V plakalar
arasindaki elektrik potansiyeli, d plakalar arasi uzakligi gostermek iizere, E=V/d
esitligine gore hesaplanmaktadir. Gerilim kaynagi olarak 6000 V (6 kV) ¢ikisa sahip
bir transformator kullanilmistir (220 Vrms/6000 Vrms). Transformatoriin primer
(218.5-226.5 V) ve sekonder (5850-5945 V) voltajlar1 Max 3000 TRMS Multimetre
(Chauvin Arnoux, France) kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Elektrik alan siddeti plakalar
arasindaki mesafe degistirilerek ayarlanmistir. E=V/d esitliginden faydalanarak
sicanlara 12 kV/m degerinde elektrik alan uygulamak igin, plakalar arasi mesafe 50
cm olarak ayarlanmistir ve elektrik alan siddeti 11700-11890 V/m olarak
Olciilmiistir (Max 3000 TRMS Multimetre, Chauvin Arnoux, France). Paralel plaka
sisteminin maksimum magnetik alan siddeti 0.1 pT olarak Ol¢iilmiistiir (Digital
Gauss/ Tesla Meter, Unilab, UK). Paralel plaka sisteminde elektrik alan siddetinin
homojenligi test edilmis (HI-3804 Electromagnetic Field Survey Meter-Industrial
Compliance Meter) ve maksimum degisimin %1’den diisiik oldugu goriilmiistiir.

Sekil 3.2. 50 Hz frekansli AC elektrik alan1 olusturan paralel plaka sistemi

3.4. Uyumsuzluk Negativitesi (MMN) Kayitlarinin Alinmasi

Calismamizda, siganlarin MMN kayitlart Ruusuvirta ve ark. (36)’nin
yontemine gore alinmistir. Siganlarin anestezisi i¢in kullanilan iiretan (Sigma-
Aldrich, St Louis, Missouri, USA) 1.2 g/kg dozunda serum fizyolojik icinde
coziilerek (24 ¢g/100 ml) intraperitonal olarak verilmistir. Anestezik madde
verildikten sonra stereotaksik cihaza yerlestirilen sicanlarin kafasi cihazin kulak
cubuklariyla sabitlenmistir. Sicanlarin kafa derisi orta hattan bistiiri ile kesilerek
acildiktan sonra referans nokta olan bregma tespit edilmis ve kafatasina matkapla 2
delik acilarak kayit almak icin gerekli olan vida elektrotlar duranin yiizeyine
tutturulmustur. Kayit elektrodu sol hemisferde isitsel korteks iizerinde (bregmanin
4.5 mm arkas1t ve orta hattin 3.5 mm laterali), referans elektrodu sag serebellar
korteks tiizerinde ve toprak elektrodu hayvanin kuyrugunda olacak sekilde
yerlestirilmistir. Elektrotlar yerlestirildikten sonra sigan stereotaksik cihazdan
cikarilarak kayit odasina alimmistir (Sekil 3.3). Kayit odasinin arka plan giiriiltii
seviyesi 46 dB olarak ol¢iilmiistiir (Testo 816 Sound Level Meter, Germany).
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Sekil 3.3. MMN kayitlarinin alinmasi

Calismamizda, EEG {izerinden isitsel uyariya cevap olarak ortaya c¢ikan
ERP’lerden elde edilen MMN kaydi i¢in kullanilan deneysel paradigma, ardi ardina
verilen standart ses uyaranlari igerisine rasgele serpistirilen nadir uyaranlar igerecek
sekilde diizenlenmistir. Deneysel paradigmada her bir uyarinin siiresi 50 ms olacak
sekilde, 85 dB ve 2000 Hz olan standart tonlar ile ayni siddette, fakat frekansi 2500
Hz olan nadir tonlar kullanilmistir. Uyarilar arasi siiresi (ISI) 500 ms olan 1000
isitsel uyar1 (900 standart uyari, 100 nadir uyari, %10 oraninda) sag kulaga 15 cm
mesafedeki bir hoparlor araciligiyla verilmistir.

Sicanlardan alinan EEG sinyali siirekli olarak kaydedilmistir (Brainamp
EEG/EP Amplifier, Brain Products, Munich, Germany). EEG kayitlar1 sirasinda 0.1—
1000 Hz band geciren filtre uygulanmis ve potansiyeller 1000 Hz 6rnekleme hizinda
sayisallastirilmistir (Brainvision Recorder, Brain Products, Munich, Germany).

Kontrol ve deney grubundan alinan EEG kayitlarinin goérsel kontrolii yapilip
kayit esnasinda ortaya ¢ikan giiriiltiiler (artefaktlar) atildiktan sonra, traselere band
geciren (2-20 Hz) filtre uygulanmistir. Filtreleme islemini takiben, standart ve nadir
uyaridan sonra zamana bagli olarak ortaya ¢ikan cevaplarin ortalamalar1 alinmistir.
EEG kayitlarinin degerlendirilmesi i¢in uyaridan onceki 100 ms baz olarak
kullanilmistir (EEGLab 7).

Her bir si¢an i¢in standart ve nadir tonlarin uygulanmasi sonucu zamana baglh
olarak ortaya c¢ikan ortalama egrilerden, ERP’lerin pik genlikleri ve latensleri
belirlenmistir. Nadir tonlara cevap olarak ortaya ¢ikan ortalama ERP egrisinden,
standart tonlara cevap olarak ortaya ¢ikan ortalama ERP egrisi ¢ikarilarak her bir
sicana ait fark dalgalan elde edilmistir.
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3.5. Biyokimyasal Yontemler

Beyin potansiyelleri kayitlarinin alinmasinin hemen ardindan heparinli izotonik
kullanilarak kardiak perfiizyon ile beyin dokulari kandan arindirilmis ve ¢ikarilan
beyin dokulari sivi nitrojen igerisinde dondurularak -80 °C’de saklanmustir. Cikarilan
beyin dokulari1 4-hidroksinonenal (4-HNE) ve protein karbonil parametrelerinin
Olciimleri i¢in ayrilmistir.

3.5.1. 4-Hidroksinonenal (4-HNE) Aktivitesinin Tayini

Prensip: Western Blot Analizi i¢in beyin homojenatlarindan elde edilen proteinler
sodyumdodesilsiilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile ayrildiktan
sonra jeldeki proteinler nitroseliiloza transfer edilerek anti-4-hidroksinonenal (anti-4-
HNE) ile inkiibe edilmislerdir. Daha sonra ortama peroksidaz bagimli sekonder
antikor ilave edilerek immiinoreaktif bantlar kemiliiminesans yontemle gézlenmistir.

Islemler: 4-hidroksinonenal &lgiimii i¢in ayrilan beyin dokular1 soguk
homojenizasyon tamponunda (50 mM K,HPO,, 80 uM leupeptin, 2.1 mM Pefablok,
ImM phenylmethylsulfonyl florid, 1 pg/ml aprotinin, (pH= 7.4) buz {lizerinde
homojenize edilmis, elde edilen homojenatlarin 4 °C’da, 15000 x g’de, 30 dakika
santrifiij edilmesinden sonra ayrilan siipernatanlar -80 °C’da saklanmustir. 4-
hidroksinonenal aktivite tayini PAGE-western blot yontemiyle yapilmistir (Sekil
3.4). Elde edilen hiicre lizatlar santrifiij edildikten sonra elde edilen siipernatanlarda
protein konsantrasyonu 595 nm’de Coomassie reaktifi kullanilarak belirlenmistir. Bu
Olctimde bovin serum albumin standard olarak kullanilmistir. Elde edilen protein
homojenat1 Laimle tamponu ile 1:2 oraninda karistirilmis, %7,5’luk poliakrelamid
jele tatbik edilerek elektroforetik ayrim saglanmistir. Jelde ayrilan protein, seliiloz
asetata transfer edilerek western blot analizi gerceklestirilmistir. Ayrilan hiicre
proteinleri ayri olarak primer anti-HNE antikoru (Anti-HNE-Michael Adducts,
Reduced Rabbit pAb) icerisinde (1:1000 diliisyonda) 1 saat 25 °C’da bekletildikten
sonra HRB-bagli sekonder antikor (ZYMED, San Fransisco, California) (1:10 000
diliisyona) ile muamele edilmistir. Reaktif doku proteinleri kemiliiminesans
yontemle belirlenmistir.

K\ Antikor ile
reaksiyona giren
—— —— protein
e  Proteinlerin /
nitroseliiloza | *™| Primer Antikor |*"™=®| " Radyografik Filmile |™
transferi — | Inkubasyonu — muamele
SDS-PAGE NITROSELULOZ NITROSELULOZ RADYOGRAM

Sekil 3.4. SDS-PAGE ve Western Blot Analizi
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4-HNE Aktivitesinin Hesaplanmasi:  Goriintiilenen  protein  bantlarinin
dansitometrik analizi, NIH image 1.61 yazilim1 kullanilarak yapilmistir.

3.5.2. Protein Karbonil Ol¢iimii

Protein Karbonil ol¢timleri ticari bir kit (Cat. #10005020. Cayman Chemical Ann
Arbor, MI) ile yapilmistir ( Tietze F. Enzymic method for quantitative).

Prensip: Protein karboniller DNPH ile reaksiyona girerek Shiff bazi1 olustururlar ve
son {iriin olarak gosterilen protein hidrazon bilesikleri meydana gelir. 360-385 nm’de
absorbans veren bu bilesikler araciligi ile protein karboniller spektrofotometrik
olarak tayin edilir.

Reaktifler

1 ) Hidroklorik Asit

2 ) DNPH

3 ) TCA Soliisyon

4 ) Guanidin Hidroklorit
5 ) Etanol

6 ) Etil Asetat

Islemler: Dondurulmus halde bulunan beyin dokulart 1 mM EDTA igeren 50 mM
soguk K2HPO4 (pH= 7) tamponunda, buz iizerinde homojenize edilip (PRO 200
Homogenizater, PRO Scientific Inc.,Connecticut, USA) 4 °C’de 10,000 g’de 15 dak
santrifiij edilerek siipernatani atilmigtir. Numuneden 400 pl alinarak, 200 pl bir tlipe
(numune tiiptli), kalan 200 pl diger tiipe (kontrol tiipii) aktarilmistir. Numune tiipiine
800 ul DNPH, kontrol tiiptine 800 pl HCI ilave edilerek 1 saat inkiibe edilmistir.
Daha sonra biitiin tiipler sirast ile %20 ve %10 TCA eklenerek 5 dakika inkiibe
edilmis ve her basamagin ardindan 4 °C’de 10,000 g’de 10 dak santrifiij edilmistir.
Pelet (1:1) etanol/etil asetat karisimi igerisinde resiispanse edilerek 4 °C’de 10,000
g’de 10 dak santrifiij edilmistir. Bu basamak iki kere daha tekrarlanip son yikamadan
sonra protein peletleri 500 pl guanidin hidroklorit igerisinde vortekslenerek
resiispanse edilmis ve 4 °C’de 10,000 g’de 10 dak santrifiij edilmistir. Absorbanslar,
plate reader’da 360-385 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir.

Protein Karbonil miktarimin hesaplanmasi: Kontrol &rneklerinin ortalama
absorbansi, numune Orneklerinin ortalama absorbansindan c¢ikartilarak elde edilen
absorbans degerleri diliisyon faktorii ile carpilip Dinitrofenilhidrazin i¢in 370 nm’de
molar absorblama katsayis1 ve (mg/ml) protein miktarma boéliinerek hesaplanan
protein karbonil miktar1 (nmol/mg) olarak ifade edilmistir.
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3.6. Histolojik Parametreler

3.6.1. Doku Takibi

Cikarilan beyin dokulart TUNEL yonteminde kullanilmak tizere %10
formalin soliisyonunda yaklasik 1 giin siireyle bekletilmistir. Ertesi giin 4 saat akan
su altinda yikanarak formalinin fazlasinin uzaklagmasi saglandiktan sonra yiikselen
alkol serilerine yarim giin maruz birakilmistir (%70, %80, %90, %100). Dort saat
%100’lik alkolde bekletildikten sonra ksilolde seffaflastirilmis ve dokular parafine
gomiillip, 5’er mikronluk hipokampus, isitsel ve frontal korteksten kesitler alinarak
onceden hazirlanmis poly-L-Lizinli lamlara yapistiritlmistir. TUNEL reaksiyonlarina
baslamadan 1 gece Once slaytlar 45 derecelik etiivde bekletilerek dokunun lamlara
lyice yapismasi saglanmigtir.

3.6.2. TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick and
labelling) Metodu

Bu ydntem in vitro ortamda apoptozise giren hiicrelerin miktarini belirlemek
i¢in kullanilmastir.

Kullanilan Malzemeler:

1- Tunel kit (Roche#11684795910)

2- PBS

3- Permeabilizasyon Soltisyonu: 10 ml. 1x PBS igerisine 200 pl. Triton-X 100 ilave
edilmis ve oda 1sisinda saklanmuistir.

4- Floresan boyanmaya spesifik DAPI’li kapatma soliisyonu (Vector lab # H1200)

In vitro kosullarda, hiicre popiilasyonunda apoptozisi gostermek amaciyla
kullanilan TUNEL Kkiti, apoptoziste ortaya ¢ikan DNA kiriklarmin 3-OH ucuna
(terminal deoksiniikleotid transferaz (TdT) enziminin floresan isaretli 12-dUTP’ nin
katilimi ile) baglanarak apoptotik hiicrelerin floresan mikroskobu altinda tespit
edilmesine imkan tanimaktadir.

Seri kesitler, 5-7um kalinliginda poli-L lizin kapli lamlara alinip, 24 saat ya
da daha uzun siireyle oda 1sisinda kurutma yapilmistir. Kesitler boyanmanin
uygulanacagi giinden 1 gece 6nce, 45°C’lik etiivde gece boyu ve uygulamadan 1 saat
once de 60°C’lik etiivde bekletilmistir. Deparafinizasyonun (2 kez, 5’er dakika ksilol
sollisyonunda) ardindan, rehidratasyon islemi (Algalan alkol derecelerinde; %100,
%90, %80, %70 5’er dakika stirelerle) uygulanmistir. Devaminda PBS soliisyonunda
2 kez 5’er dakika yikanan kesitler, 100 ml distile su +100 pl Triton-X hazirlandiktan
sonra, 0.1 gr sodyum sitrat ¢oziilerek hazirlanan permeabilizasyon soliisyonunda
+4°C’de (buzdolabinda ya da oda isisinda buz iizerinde) 8 dakika bekletilmistir.
Tekrar PBS soliisyonunda 2 kez 5’er dakika yikama yapilmis kesitlere 50ul enzim
soliisyonu + 450 pl isaretleme soliisyonu + 500 ul TUNEL diliisyon tamponu (pozitif
sinyaller icin) eklenerek hazirlanan TUNEL (reagent) soliisyonu damlatilarak
37°C’de, karanlik ve nemli ortamda (humidified chamber), 1 saat inkiibasyona
birakilmistir.

PBS soliisyonunda 2 kez 5’er dakika yikama yapilmis ve DAPI’li kapatma
soliisyonu ile kapatilip floresan mikroskobunda incelenmistir.
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3.7. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Istatistiksel degerlendirme SPSS paket programi kullanilarak yapilmistir.
Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir. Her degisken i¢in normallik testi
uygulanmistir. Normal dagilima uyan veriler i¢in parametrik olan Tek Yonli
Varyans Analizi (ANOVA) ve onu takiben Tukey Post Hoc Testi, uymayanlarda ise
nonparametrik olan Kruskal Wallis Varyans Analizi ve onu takiben Mann-Whitney
U Testi kullanilmigtir. Grup ig¢i karsilastirmalarda ise paired-samples T test
uygulanmistir. P<0.05’1 saglayan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir.
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BULGULAR

4.1. Genel Goriiniim
Deney siiresince hayvanlarin genel goriinim ve davraniglarinda herhangi bir
degisiklik goriilmemistir.

4.2. Besin Tiiketimi

Gruplarin laktasyon donemi ile kayit gilinii arasindaki 8 haftalik deney stireleri
boyunca giinliik yem tiiketimleri takip edilmis ve bulgular 100 gram viicut agirlig
basina gr/giin olarak hesaplanmistir. Gruplarin besin tliketimleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 4.1).

35
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Hafta
Sekil 4.1. Deney grubu hayvanlarin haftalik yem tiiketimleri

4.3. Agirhik Degisimi
Deney gruplarinin haftalara gore agirlik degisimleri Sekil 4.2°de verilmistir.

Deney stiresi boyunca tiim deney gruplarindaki hayvanlarin haftalik viicut agirliklar
takip edilmis ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir.

400

350 -

300 -

250 S —Pr

200 - —a—Po
—&—Pr+Po

Agirlik (gr)

Hafta
Sekil 4.2. Deney grubu hayvanlarin haftalik agirlik degisimleri
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4.4. Uyumsuzluk Negativitesi (MMN) Sonuclari

Olaya Iliskin Potansiyel kayitlari incelenerek tiim gruplardaki her bir sican
i¢in standart ve nadir tonlarin uygulanmasi sonucu zamana bagli olarak ortaya ¢ikan
ortalama egrilerden, ERP’lerin pik genlikleri ve latensleri belirlenmistir. Nadir
tonlara cevap olarak ortaya ¢ikan ortalama ERP egrisinden, standart tonlara cevap
olarak ortaya ¢ikan ortalama ERP egrisi ¢ikarilarak her bir sigana ait fark egrileri
elde edilmistir. Kontrol ve deney gruplarindan elde edilen standart, nadir ve fark
egrileri Sekil 4.3, 4.4, 4.5 ve 4.6’da sunulmustur.

Olaya Iligkin Potansiyellerin pik latenslerinin ve tepeden tepeye genliklerinin
ortalama degerleri, standart hatalar1 ve Tukey testi sonuc¢lar1 Tablo 4.1 ve 4.2°de
verilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, standart ve nadir uyariya yanit
olarak ortaya ¢ikan ERP’lerin tiim bilesenlerinin latenslerinde bir degisiklik
goriilmemistir (Tablo 4.1). Benzer sekilde, nadir uyariya ait yanittan standart uyartya
ait yanit ¢ikarilarak elde edilen fark egrilerinin latenslerinde de istatistiksel olarak
herhangi bir degisim saptanmamuistir (Tablo 4.2 ve Sekil 4.7).

Tepeden tepeye genlik degerleri incelendiginde standart uyariya yanit olarak
ortaya ¢ikan ERP’lerde gruplar aras1 herhangi bir fark gézlenmemistir. Nadir uyariya
yanit olarak ortaya ¢ikan ERP’lerin P,N, genliginin ise kontrol grubuna gore Po
grubunda azaldig1 saptanmis, P1N; ve NP, genlik degerleri i¢in gruplar aras1 bir fark
bulunamamistir (Tablo 4.3). Standart ve nadir uyariya cevap olarak elde edilen
egrilerin latens ve genlik degerlerinin grup ici karsilastirmalar1 paired-samples t testi
ile yapilmistir. Kontrol ve deney grubu hayvanlarinin standart ve nadir uyariya bagh
olarak ortaya c¢ikan ortalama ERP bilesenlerinin grup ici latens karsilagtirmalar
yapildiginda herhangi bir fark gozlenmemistir. Tepeden tepeye genlik
karsilagtirmalar1 igin yapilan istatistiksel degerlendirmede, tiim gruplar ic¢in nadir
uyariya yanit olarak ortaya ¢ikan ERP’lerde P,N, genliginin standart uyariya yanit
olarak ortaya ¢ikan ERP’lerde ki P,N, genligine gore dnemli derecede arttig tespit
edilmistir. P{N; ve NP, genliklerinin grup i¢i karsilagtirmalarinda ise istatistiksel
olarak anlamli bir fark olmadig goriilmiistiir (Sekil 4.8, 4.9, 4.10, 4.11).

Fark egrilerinin tepeden tepeye genlikleri degerlendirildiginde, P,N,
genliginin tim deney gruplarinda kontrol grubuna gore 6nemli derecede azaldigi,
PiN; ve N;P, genliklerinde ise gruplar arasi istatistiksel bir farkin olmadigi
izlenmistir. (Tablo 4.4 ve Sekil 4.12).
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Sekil 4.3. Kontrol grubu hayvanlarina Standart (S) ve nadir (N) tonlarin uygulanmasi sonucu
zamana bagli olarak ortaya ¢ikan egriler ile nadir tonlara cevap olarak ortaya

¢ikan ortalama ERP egrisinden, standart tonlara cevap olarak ortaya c¢ikan
ortalama ERP egrisi ¢ikarilarak elde edilen fark (F) egrisi
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Sekil 4.4. Pr grubu hayvanlarina Standart (S) ve nadir (N) tonlarin uygulanmasi sonucu
zamana bagli olarak ortaya c¢ikan egriler ile nadir tonlara cevap olarak ortaya
¢ikan ortalama ERP egrisinden, standart tonlara cevap olarak ortaya cikan
ortalama ERP egrisi ¢gikarilarak elde edilen fark (F) egrisi
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Sekil 4.5. Po grubu hayvanlarina Standart (S) ve nadir (N) tonlarin uygulanmasi sonucu
zamana bagli olarak ortaya ¢ikan egriler ile nadir tonlara cevap olarak ortaya
cikan ortalama ERP egrisinden, standart tonlara cevap olarak ortaya c¢ikan
ortalama ERP egrisi ¢ikarilarak elde edilen fark (F) egrisi
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Sekil 4.6. Pr+Po grubu hayvanlarina Standart (S) ve nadir (N) tonlarin uygulanmasi sonucu
zamana bagli olarak ortaya ¢ikan egriler ile nadir tonlara cevap olarak ortaya
¢ikan ortalama ERP egrisinden, standart tonlara cevap olarak ortaya cikan
ortalama ERP egrisi ¢gikarilarak elde edilen fark (F) egrisi
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Tablo 4.1. Kontrol ve deney grubu hayvanlarindan standart ve nadir uyariya yanit olarak ortaya ¢ikan ERP bilesenlerinin latensleri (ms)

Grublar Py (ms) N (ms) P, (ms) N, (ms)
P Standart Nadir Standart Nadir Standart Nadir Standart Nadir
K 27.22+¢3.16 | 25.00£2.26 | 50.22+1.25 | 42.62+3.36 | 76.88+3.24 | 78.75+£3.60 | 200.00+8.13 | 194.22+8.58
Pr 24.30+2.91 27.50+3.71 58.20+4.56 | 55.11+4.66 | 90.80+8.28 | 97.50+7.96 | 190.36£11.58 | 193.90+10.10
Po 26.18+3.11 25.81+1.86 | 46.90+3.30 | 51.90+4.24 | 87.36+3.80 | 90.63+£3.51 | 193.00+7.90 | 199.72+6.89
Pr+Po 31.83+£2.54 | 30.33+2.47 | 53.16+2.15 50.66+2.00 | 91.66+3.88 | 86.83+3.30 | 185.66+7.83 | 190.41+8.06

36




Tablo 4.2. Kontrol ve deney grubu hayvanlarindan nadir tonlara cevap olarak ortaya ¢ikan ortalama
ERP egrisinden, standart tonlara cevap olarak ortaya ¢ikan ortalama ERP egrisi ¢ikarilarak

elde edilen fark dalgalarinin latensleri (ms)

Gruplar P (ms) N (ms) P, (ms) N, (ms)
K 26.55+£3.00 | 42.66+2.85 | 78.334£5.02 | 195.3348.63
Pr 28.40+4.13 | 50.60+5.03 | 88.50+8.40 | 193.54+9.69
Po 26.72+£2.22 | 55.54+4.89 | 98.54+3.13 | 202.54+7.72
Pr+Po 33.16£2.62 | 55.25+£2.14 | 88.91+4.09 | 188.91+7.44
250 -
OK oPr@PoaPr+Po
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Sekil 4.7. Kontrol ve deney grubu hayvanlarindan nadir tonlara cevap olarak ortaya ¢ikan ortalama
ERP egrisinden, standart tonlara cevap olarak ortaya ¢ikan ortalama ERP egrisi
¢ikarilarak elde edilen fark dalgalarina ait latenslerin bar grafik seklinde gdsterimi (ms)
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Tablo 4.3. Kontrol ve deney grubu hayvanlarindan standart ve nadir uyariya yanit olarak ortaya ¢ikan tepeden tepeye ERP genlikleri (uV) (*: p<0.05 Kontrol grubuna

gore fark)
Gruplar PN, (},LV) NP, (},LV) P>N, (},LV)
P Standart Nadir Standart Nadir Standart Nadir
K 5.34+0.93 6.77+1.46 4.39+1.18 8.12+2.15 8.84+0.89 14.97+2.24
Pr 6.96+1.13 6.76+0.59 5.79+1.27 4.41+0.97 7.94+1.35 11.78+1.41
Po 3.36+0.90 4.68+0.88 4.48+1.00 3.99+0.84 6.00+0.93 8.36+1.20%*
Pr+Po 4.93+0.98 4.78+0.85 5.76+0.93 7.12+1.26 7.67£1.07 11.17£1.19
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Sekil 4.8. Kontrol grubu hayvanlarina ait standart (S) ve nadir (N) tonlara cevap olarak zamana bagl
ortaya ¢ikan ortalama ERP egrilerinin grup ici tepeden tepeye genlik karsilastirmalari
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Sekil 4.9. Pr grubu hayvanlarina ait standart (S) ve nadir (N) tonlara cevap olarak zamana bagh
ortaya ¢ikan ortalama ERP egrilerinin grup igi tepeden tepeye genlik karsilastirmalari
(*:p<0.05)
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Sekil 4.10. Po grubu hayvanlarina ait standart (S) ve nadir (N) tonlara cevap olarak zamana bagl
ortaya ¢ikan ortalama ERP egrilerinin grup i¢i tepeden tepeye genlik karsilastirmalari
(*:p<0.05)

= 14 - *
~ ‘ ‘
S 12 - T
x
E 10- 1
x
=
S 8 - T I aos
° g T 11 aN
3 I T T
o 4] L [T
C
s,
&
0
P1N1 N1P2 P2N2

Pr+Po grubu
Sekil 4.11. Pr+Po grubu hayvanlarina ait standart (S) ve nadir (N) tonlara cevap olarak zamana

bagli ortaya ¢ikan ortalama ERP egrilerinin grup i¢i tepeden tepeye genlik
karsilagtirmalart (*:p<0.05)
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Tablo 4.4. Kontrol ve deney grubu hayvanlarindan nadir tonlara cevap olarak ortaya ¢ikan ortalama
ERP egrisinden, standart tonlara cevap olarak ortaya ¢ikan ortalama ERP egrisi ¢ikarilarak
elde edilen fark dalgalarinin tepeden tepeye genlikleri (uV) (Kontrol grubuna gore fark *:
p<0.001; **: p<0.005; ***: p<0.01)

Gruplar PN (},LV) NP, (]J.V) P>N, (]J.V)

K 3.81£1.37 | 7.18+1.52 10.93+1.01
Pr 3.38+0.95 5.32+1.19 | 6.28+0.87**
Po 3.67£0.69 | 5.21+0.79 3.93+0.67*

Pr+Po 3.10£0.70 | 4.47£0.96 | 6.81+0.69%**
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Sekil 4.12. Kontrol ve deney grubu hayvanlarindan nadir tonlara cevap olarak ortaya g¢ikan
ortalama ERP egrisinden, standart tonlara cevap olarak ortaya cikan ortalama ERP
egrisi ¢ikarilarak elde edilen fark dalgalarinin tepeden tepeye genliklerinin bar grafik
seklinde gosterimi (V) (Kontrol grubuna gore fark *: p<0.001; **: p<0.005; ***:
p<0.01)
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4.5. 4-Hidroksinonenal (4-HNE) Aktivitesi Sonuclari

Kontrol ve deney gruplarimin beyin dokularinda yapilan protein boyamast
sonuglart Sekil 4.13’de verilmistir. Kontrol ve deney gruplarinin beyin dokularinda
gerceklestirilen 4-HNE western blot ve dansitometrik analiz sonuglar1 Sekil 4.14°te
gosterilmistir. Sekilde gézlenen bantlarin ayn1 olmasi her kuyucuga esit miktarlarda
protein iceren doku siipernatanti konuldugunu teyit etmistir.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Po grubunun 4- HNE miktarinda artis
oldugu tespit edilmistir. Pr+Po grubunun 4-HNE miktarinin kontrol grubu
degerlerine gore azalmakla birlikte istatistiksel bir farkin olmadigi, Pr ve Po grubu ile
karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldig1 saptanmistir.

4.6. Protein Karbonil Ol¢iimii Sonuclar

Kontrol ve deney gruplarinin beyin dokusu protein karbonil icerigi tayini ile
elde edilen Ol¢iim degerleri Sekil 4.15°te verilmistir. Yapilan istatistiksel
degerlendirmede kontrole gore protein karbonil igeriginin Pr+Po grubunda dnemli
Olclide azaldigi, Pr ve Po gruplarinda ise istatistiksel yonden anlamli olmamakla
birlikte arttig1 tespit edilmistir.

4.7. TUNEL Analizi Sonuglar

Kontrol ve deney gruplarinin beyin dokusunda 6liim yoluna girmis hiicreleri
belirleyebilmek icin Tunel analizi yapilmistir. Tiim gruplarin beyin dokusunun
hipokampus (Sekil 4.16), isitsel ve frontal korteksinden alinan kesitlerin Tunel
analizi sonucunda Tunel pozitif hiicrelere rastlanilmamaistir.
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Sekil 4.13. Kontrol ve deney gruplarinin beyin dokusu protein boyamasi
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Sekil 4.14.a. Kontrol ve deney gruplarinin beyin dokusu 4-HNE Western Blot analizi
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Sekil 4.14.b. Kontrol ve deney gruplarinin beyin dokusu 4- HNE Western Blot Dansitometrik
anahzl (*:p<0.05 Kontrol grubuna gore fark, *;p<0.05 Pr grubuna gore fark,
p< 0.05 Po grubuna gore fark)
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Sekil 4.15. Kontrol ve deney gruplarmin beyin dokusu protein karbonil degerleri (*:p<0.05
Kontrol grubuna gore fark, *:p<0.01 Pr grubuna gore fark, T:p<:0.01 Po grubuna gore
fark)

o

Sekil 4.16. Pr+Po grubu beyin dokusu isitsel korteksten alinan kesitlerde TUNEL
immiinreaktivitesi. A) DAPI ile isaretlenen nukleuslar, B) Apoptotik hiicreleri
belirlemek igin kirmizi filtre uygulamasi, C) A ve B’nin birlesimi
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TARTISMA

Biiyiik bir hizla artan endiistriyel ve teknolojik gelismelere bagli olarak
elektromanyetik enerji kullanimina olan ihtiyagta artmaktadir. Elektromanyetik
kirliligin 6nemli kaynaklarindan birisi de yiiksek gerilim hatlaridir. Uluslar arasi
yonergeler, ylksek gerilim hatlarinin yerlesim yerlerinin disina insa edilmesinin
gerekliligini belirtmektedir. Ancak, gelismekte olan iilkelerde niifus fazlaligina baglh
olarak kontrolsliz bir sekilde yayilan kentlesmeden dolayi yiiksek gerilim hatlar
yerlesim alanlarindan ge¢mektedir. Bu sebeple, hatlarin yakininda ya da altinda
yasayan yetigkin bireylerle birlikte anne karninda ve/veya dogduktan sonra bebekler
de farkli siddetlerde elektrik alanlara maruz kalmaktadirlar. Yiiksek gerilim
hatlarinin altinda, hat voltajina ve hat ile yer arasinda ki mesafeye bagli olarak
elektrik alan siddeti 12 kV/m’den daha yiiksek olup, elektrik iiretim istasyonlari
etrafinda ise elektrik alan siddeti 16 kV/m’nin {lizerine ¢ikmaktadir (2). Bu verilere
dayanarak ve elektrik alan maruziyetinin Ozellikle yiiksek gerilim hatlarinin
yakininda oldukc¢a yiiksek seviyelere ulasabilecegi diisiiniilerek, ¢alismamizda pre
ve/veya postnatal donemde uygulanan elektrik alanin siddeti 12 kV/m olarak
belirlenmistir. Diger yandan, karaciger ve akciger gibi dokularda etkileri arastirilsa
da beyinde bu siddetin kullanildig1 herhangi bir bilginin olmadig: dikkati ¢ekmistir.
Bu nedenle planlanan ¢alismamizda daha onceki aragtirmalarla uygunluk icerisinde
oldugu izlenen 50 Hz 12 kV/m elektrik alan siddetinin uygulanmasi tercih edilmistir
(115,209,210).

Statik ve diisiik frekansl elektrik alanlarla ilgili ¢alismalarda, siddeti, siireleri
ve periyotlar1 degistirilerek uygulanan elektrik alanlarin plazma ve farkli dokulardaki
lipid peroksidasyon ve antioksidan enzim diizeylerine olan etkileri incelenmistir
(1,3,4,5,6,7,8). Giiler ve arkadaslarinin (1) yaptiklar1 ¢aligmada, 50 Hz 1.35 kV/m
siddetindeki elektrik alana 1 ile 10 giin arasinda giinde 8 saat siireyle maruz birakilan
kobaylarin karaciger, akciger ve bobrek dokulari ile plazmalarinda TBARS ve SOD
diizeyleri Olctilmustiir. Elektrik alan siddetinin sabit tutulup uygulanan giin sayisi
degistirilerek yapilan bu calismada, uygulama siiresi ile TBARS ve SOD
diizeylerinin artis1 arasinda 6nemli bir iliskinin oldugu tespit edilmistir. Bu ¢aligmaya
ek olarak baska caligmalarda da, elektrik alana uzun siireli maruziyetin canli
organizma iizerinde TBARS ve SOD degerlerini daha fazla artirdigi gosterilmistir
(1,114,115). Ayrica, yapilan baska bir ¢aligmada, 3 giin boyunca giinde 8 saat siireyle
0.3 ile 5 kV/m aras1 degisen siddetlerde uygulanan elektrik alanlarin kobaylarin
beyin MDA, SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerinde kontrol grubuna gore herhangi
bir farklilik olusturmamasi uygulanan siddetin de 6nemini vurgulamaktadir. (3,116).
Nitekim, Romodanova ve ark. (9) 320 kV/m siddetinde ki elektrik alanin beyin
dokusunda lipid peroksidasyon indeksi MDA’y artirdigini, GSH’1 azalttigini tespit
etmesi de, siddet arttikca etkilerinin arttigin1 agik¢a ortaya koyan destekleyici bir
bulgudur. Dolayisiyla, elektrik alan siddetinin ve siiresinin artigiyla biyokimyasal
parametre degerlerinin degisimi arasinda paralellik oldugunu vurgulayan bu
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caligmalar dikkate alinarak planlanan projemizde {i¢ ay gibi daha uzun siireli elektrik
alan uygulamasi secilmistir.

Cok distik frekansli alanlarin neden oldugu fonksiyonel ve yapisal
degisikliklerin mekanizmas1 tam bilinmemekle birlikte, bugiline kadar yapilan
caligmalar bir ¢ok hastaligin mekanizmasinda oldugu gibi (11,211,212), elektrik alan
uygulanmasi sonucunda olusan degisikliklerde de serbest radikallerin ve lipid
peroksidasyonun sorumlu olabilecegini (1,3,4,5,6) isaret etmistir. Bilindigi gibi
serbest radikaller, hiicrenin yap1 taslar1 olan lipidler, proteinler, karbonhidratlar ve
niikleik asitlere zarar verip fonksiyonlarim1 bozmaktadir (213). Ozellikle beyinde
doymamis yag asitlerinin bol miktarda bulunmasi, bu dokuyu serbest radikallere
kars1 daha duyarli hale getirmektedir. Boylece, membran lipidlerinin oksidasyonu
sonucu olusan lipid peroksidasyon {iriinleri membran fonksiyonlarinda Onemli
degisikliklere yol agmaktadir (211,214,215). Bir¢ok calismada, ELF alanlarin serbest
radikal mekanizmalarimi kullanarak biyokimyasal reaksiyonlarin sayisin1 ve hizini
degistirdigi gosterilmistir (1,3). Statik ve zamanla degisen elektrik ve magnetik
alanlarin O,” ve OH™ gibi serbest oksijen radikallerinin iiretiminde artisa neden
oldugu ileri siiriilmektedir (1). Aym1 zamanda, ELF alanlarin etkisiyle singlet
durumdan triplet durumuna gecen serbest radikallerin, yasam siirelerinin nano
saniyelerden mikro saniyelere c¢ikmasiyla olusturduklar1 zararinda arttigr ifade
edilmektedir (113).

Serbest radikallerin yar1 Omiirlerinin kisa, konsantrasyonlarinin diisiik ve
reaktif olmalart in vivo sartlarda Slgiilmesini zorlastirmaktadir. Bu ylizden, oksidan
stresin  olusturdugu ikincil {iriinlerin Olgiilmesine dayanan dolayli yontemler
gelistirilmistir. Bircok arastirmada ¢ok basit ve hizli olmasi nedeniyle tercih edilen
ve lipid peroksidasyon indeksi olarak kabul edilen MDA’nin 6l¢iilmesinde bazi
sorunlar ortaya ¢ikmaktadir. Daha Onceki bazi aragtirmalarda, thiobarbitiirik asitin
MDA disinda diger bilesiklerle de (aminoasitler, sekerler, lipid oksidasyon iirtinleri)
etkilesime girmesi nedeniyle, TBARS yonteminin yeteri kadar duyarli olmadigi ileri
stirilmektedir. Dolayisiyla, son yillarda, 4-HNE gibi daha duyarli baska metodlar
gelistirilerek TBARS yerine bunlarin lipid peroksidasyon indeksi olarak kullanilmasi
onerilmektedir. Oksidan stres sonucu lipid hidroperoksitlerin ayrilma reaksiyonlari
ile bozulmalari, alkanlar, 2-alkenler, 2,4-alkadrenaller ve 4-hidroksi alkenler gibi
aldehitlerin olusmasina yol acar. Aldehitler 6zellikle de 4-hidroksinonenal sitotoksik,
hepatotoksik, mutajenik ve genotoksik 6zellikler igerir. Bu bilesiklerin 6l¢iimii, hem
lipid peroksidasyonun genisliginin indeksini hem de belirli patojenik durumlara
sebebiyet veren ajan olarak rollerini belirlemede destek olmasi nedeniyle yiiksek
kabul gormektedir (216). Bu bilgilerin 1s181nda, oksidan stresin olusturdugu ikincil
tirlinlerin Ol¢iilmesine dayanan ve lipid peroksidasyon gostergesi olan 4-HNE tayini
yapilmustir. Elektrik alanin, kontrol grubuna goére Pr ve Po gruplarinda beyin 4-HNE
diizeylerini artirdig1 fakat Po grubundaki bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu
goriilmektedir. Bilindigi gibi, ¢ok diisiik frekansli alanlar serbest radikalleri ve
dolayisiyla lipid peroksidasyonu artirmaktadir. Dolayisiyla, Pr ve Po gruplarinda
lipid peroksidasyon gostergelerinden biri olan 4-HNE’nin artma egilimi gostermesi
en dogal beklentidir. Ayrica, kontrol grubu ile karsilastirildiginda Po grubunda
gozlenen istatistiksel artig, daha Once yapilan calismalarda ifade edildigi tizere
(1,114,115) elektrik alana uzun siireli maruziyetin canli organizma iizerinde daha
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bliyiik etkilere sebep olmasi ile agiklanabilir. Diger yandan, elektrik alanin Pr ve Po
gruplarinda goézlenen bu etkisine zit olarak, Pr+Po grubunda 4-HNE diizeylerini
kontrol grubu degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli olmasa da disiirdiigii
gozlenmistir. Elektrik alanin Pr+Po grubu iizerindeki inhibisyon etkisi, Pr ve Po
gruplan tizerindeki eksite edici etkisi ile ¢elismekte olup literatiirde herhangi bir
bilgiye rastlanmamasi nedeniyle bu sonucun tartigmasi yapilamamistir. Bununla
birlikte, Pr+Po grubunda prenatal donemde annenin antioksidan savunma sisteminin
yavrunun savunma sistemine destek olmasi ve postnatal donemde de uzun siireli
elektrik alana maruziyetin devam etmesi nedeniyle bir adaptasyon mekanizmasinin
devreye girerek protein oksidasyonu iizerinde koruyucu bir etkisinin olabilecegi
diisiiniilmektedir. Dolayisiyla, Pr+Po grubu protein karbonil degerlerinin orijinal bir
sonug oldugu dikkate alindiginda bu konuya agiklik getirecek daha ileri ¢aligmalara
gereksinim vardir.

Serbest  radikallerin ~ hedefleri  igerisinde  peptid ve  protein
makromolekiillerinin yapi taslari olan aminoasitlerde yer almaktadir. Aminoasitlerin
oksidasyonu proteinlerde de fiziksel degisikliklere neden olmaktadir (165). Aym
zamanda, 4-HNE’de protein oksidasyonuna katilarak proteinlerdeki sistein, lizin ve
histidin yan zincirleriyle etkilesime girip protein fonksiyonlarini inhibe etmektedir
(183). Sekerlerin ve membran lipidlerinin ROS aracili oksidasyonunu takiben olusan
karboniller; biyolojik aktivitelerinin degismesine neden olan ve genellikle yapisal
proteinler ile CO-proteinler (karbonil grubu tasiyan proteinler) olarak bilinen
bilesikleri olusturabilir (217). Proteinlerdeki reaktif karbonil gruplar1 protein yan
zincirlerinin direk oksidasyonu ile de olusabilir (218). Reaktif oksijen tiirleri amino
asit rezidii yan zincirlerini keton ya da aldehit tiirevlerine okside edebilir. Histidin,
arjinin ve lizin ROS-aracili protein karbonil olusumuna en hassas aminoasitlerdir
(219). Dolayisiyla, karbonil gruplarin dl¢timiiniin oksidatif stresin proteinler tizerinde
meydana getirdigi hasarin belirlenmesi i¢in iyi bir yontem oldugu diisiiniildiigiinden
(220), caligmamizda elektrik alanin proteinler {izerindeki etkilerini arastirmak
amaciyla protein karbonil igerigi 6l¢iilmiistiir. Veriler incelendiginde protein karbonil
igerigi ile 4-HNE sonuglarinin birbiriyle benzer oldugu goriilmektedir. Kontrol grubu
ile karsilagtirildiginda, Pr ve Po gruplarinda istatistiksel olmasa da bir artis
gozlenirken Pr+Po grubunda istatistiksel olarak Onemli olgiide bir azalma
saptanmistir. Bu sonuglarin benzerlik gostermesi, elektrik alanin oksidan stresi
tetikleyerek Pr ve Po gruplarinda protein karbonil degerlerinin artmasina neden
oldugunu diisiindiirmektedir. Benzer sekilde, Pr+Po grubunda 4-HNE degerlerinin
azalmasina bagl olarak protein karbonil degerlerinin de azaldig1 izlenmekle birlikte,
literatiirde beyin dokusunda ki bu bulgumuzu destekleyen ya da desteklemeyen
herhangi bir bilgiye ulasilamamistir. Bununla birlikte, Giiler ve arkadaslarinin
yaptiklar1 c¢aligmalarda (209,210), giinde 8 saat ve 7 giin boyunca uygulanan 12
kV/m siddetindeki elektrik alanin protein karbonil degerlerini akciger dokusunda
artirirken,  karaciger dokusunda degistirmedigi bulunmustur. Dolayisiyla, daha
onceki yapilan caligmalarin sonuglart degerlendirildiginde, uygulama siiresi ve
periyodu aymi bile olsa elektrik alanlarin degisik dokular tlizerinde farkli etkilere
sebep olabilecegi soylenebilir. Daha oOnceki yaymlar dikkate alindiginda
arastirmamizda 12 kV/m siddetindeki elektrik alanin akciger dokusunda oldugu gibi
beyinde de protein karbonil degerlerini istatistiksel olmasada artirdigi tespit
edilmistir.

47



Elektrik alanin serbest radikaller araciligiyla lipid peroksidasyona neden
olmasimin yaninda one siiriilen en 6nemli etkilerinden birinin de beyin dokusunda
DNA kiriklar1 olusturdugu ve bu hasarin uygulama siiresine paralel olarak arttig
saptanmistir (10). Bilindigi gibi lipid peroksidasyona neden olan serbest radikaller
hiicrenin temel yap1 taslar1 proteinler ve karbonhidratlar yaninda DNA’da da ciddi
hasarlar olusturarak hiicre fonksiyonlarinin bozulmasina ve hiicre 6liimiine neden
olurlar (11,12,13). Ozellikle kromozomal DNA fragmantasyonu, niikleer
fragmantasyon, kromatin birikimi ve hiicre membranindaki degisiklikler apoptozisin
olugsmasindaki en 6nemli faktdrlerdir (14). Apoptozis siirecinde serbest radikallerin
yani sira, lipid peroksidasyonun son ve stabil iriini 4-HNE’nin apoptozisi
indiikledigi farkli laboratuvarlarda ve farkli hiicre dizilerinde yapilan ¢aligmalarda
gosterilmistir (15,16). Sonug olarak, serbest radikal artig1 ile ndéron Oliimleri
arasindaki iligki, elektrik alana maruz birakilan sicanlarda apoptozisin
indiiklenebilecegini diisiindiirmektedir. Bu nedenle, ¢alismamizda, elektrik alana
maruz birakilan siganlarin  beyin dokusunda apoptozise ugrayan hiicreleri
belirleyebilmek i¢in apoptozisin bir karakteristigi olan DNA fragmantasyonuna
Tunel analizi ile bakilmistir. Tunel analizi sonucunda, elektrik alanin etkisiyle artan
4-HNE degerlerine paralel olarak Pr ve Po gruplarindan alinan kesitlerde az da olsa
apoptotik hiicrelere rastlanilmast beklenirken tiim gruplarin beyin dokusu
kesitlerinde herhangi bir apoptotik hiicre goriilmemistir. Elektrik alanin lipid
peroksidasyonu arttiric1 etkisine karsin apoptozisin goézlenmemesi ile ilgili olarak
literatiirde herhangi bir bilginin olmayisi, elektrik alanin etkisiyle olusan lipid
peroksidasyonla apoptozis arasinda ki yolagin daha detayli olarak arastirilmasina
ihtiya¢ oldugunu gostermektedir.

Cok diisiik frekansli alanlarin amyotrofik lateral sklerosis olusumunu (85),
Alzheimer hastaligina yakalanma riskini (86), depresyonu (87) ve intihar (88)
egilimini artirmasmin yani1 sira olan BAEP, VEP, AEP, SEP gibi beyin
fonksiyonlarinin gostergesi olan potansiyelleri de etkiledigi ifade edilmistir
(25,26,27,28,29). Ayrica, uygulanan farkli siddette ki elektrik ve magnetik alanlarin
(6 kV/m—10 uT, 9 kV/m-20 uT ve 12 kV/m-30 uT) P300 potansiyelinin genlik ve
latensinde 6nemli bir azalmaya neden oldugu tespit edilmistir (31). Bu potansiyelin
kognitif islemleri yansitan onemli bir ERP bileseni oldugu ifade edildiginden
(32,33,34) elektrik ve magnetik alanlarin kognitif islemlere 6nemli bir etkisinin
oldugu sdylenebilir. Bu bilgilerin 15181 altinda ¢alismamizda, 50 Hz AC elektrik
alanin  sicanlardan kaydedilen Uyumsuzluk Negativitesi tiizerine etkileri
incelenmistir.

Olaya iliskin Potansiyeller, standart uyarilar arasina rasgele serpistirilen nadir
uyaranlart igerecek sekilde diizenlenen deneysel paradigma uygulanarak, isitsel
korteks {izerine yerlestirilen vida elektrotlar araciligiyla kaydedilmistir. Alinan
kayitlar incelenerek tiim gruplardaki her bir sigan i¢in standart ve nadir tonlarin
uygulanmasi sonucu zamana bagli olarak ortaya ¢ikan ortalama egrilerden, ERP’lerin
pik genlikleri ve latensleri belirlenmistir. Nadir tonlara cevap olarak ortaya ¢ikan
ortalama ERP egrisinden, standart tonlara cevap olarak ortaya ¢ikan ortalama ERP
egrisi ¢ikarilarak her bir sigana ait MMN egrileri elde edilmistir. Calismamizda 170
ile 225 ms arasinda elde edilen MMN aktivitesinin pozitif polaritede oldugu
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gorilmektedir. Kaydedilen MMN aktivitesinin insanlardan negatif polaritede
kaydedilen ile ters polaritede oldugu bulunmustur. Bunun muhtemel nedeni elektrot
yerlesimi ile iligkilidir. Nitekim, kayit sirasinda referans elektrodunun mastoid yerine
buruna takilmasi durumunda insanlarda da MMN’nin pozitif polaritede oldugu
gorilmektedir (221). Sicanlardan alinan kayitlarda referans elektrodun serebellar
korteks iizerine yerlestirilmesiyle elde edilen MMN egrilerinin pozitif polaritede
ortaya ¢ikmasi daha 6nceki ¢aligsmalarla uyum igerisindedir (36,222,223).

Kontrol ve deney grubu hayvanlarinin standart ve nadir uyariya bagl olarak
ortaya c¢ikan ortalama ERP bilesenlerinin grup ic¢i latens karsilastirmalari
yapildiginda herhangi bir fark godzlenmemistir. Tepeden tepeye genlik
kargilastirmalart i¢in yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda, P;N; ve NP,
genliklerinin grup ici karsilastirmalarinda anlamli bir fark gériilmezken MMN olarak
kabul edilen P,N; genliginin 6nemli derecede arttig1 tespit edilmistir.

Tikhonravov ve ark. (83)’nin anestezik madde olarak pentobarbital sodyum
(60mg/kg) kullanarak yaptig1 calismada, igerisinde isitsel tonlarin yer aldig1 deneysel
paradigmanin uygulanmasindan sonra alinan kayitlardan ERP bilesenlerinin latens ve
genlik degerleri incelenmistir. Siganlara uygulanan deneysel paradigmada, standart
uyar1 olarak 2500 Hz nadir uyar1 olarak 2000 Hz frekansinda tonlar 50 ms siireyle
uygulanmistir. Uyar1 siddetinin 85 dB ve uyarilar arasi silirenin 450 ms oldugu
deneysel paradigmada standart uyar1 %95.6 ve nadir uyar1 %#4.4 olasilikla verilmistir.
Bu calismada elde edilen ERP bilesenlerinin genlik degerleri bizim bulgularimizla
uyumlu olmakla birlikte latens degerleri arasinda 2-3 katlik fark ¢ikmistir. Bu farkin
sebebi, calismamizda iiretan kullanilmasi nedeniyle diger arastirmada kullanilan
anestezik maddenin degisik olmasinin yani sira deneysel paradigmada yer alan nadir
uyarinin verilme sikliginin ve uyarilar arasi siirenin farkli olmasi ile agiklanabilir.

Olaya iliskin potansiyel kayitlarindan elde edilen standart, nadir ve fark
egrilerinin gruplar arasi1 karsilastirmalar1 incelendiginde latens degerleriyle birlikte
PiN; ve NP, genliklerinde herhangi bir farkin olmadigi bulunmustur. Bununla
birlikte, nadir uyar1 i¢in Po grubunda P;N, genliginin kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlaml diizeyde azaldig1 goriilmektedir. Benzer sekilde, standart
uyari i¢in de P,N; genliginin azaldigi, ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlaml
olmadig1 saptanmistir. Fark egrilerinin gruplar arasi karsilastirmasinda, kontrol
grubuna gore en fazla Po grubunda olmak iizere tiim deney gruplarinda P;N,
genliklerinin istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi gozlenmistir. Ayrica,
caligmamizda sadece Po grubundaki artis istatistiksel yonden 6nemli olmakla birlikte
4-HNE degerlerinin Pr ve Po gruplarinda kontrole gore arttigi gorilmiistiir. Bu
verilere paralel olarak MMN genliklerinin de azaldigi saptanmistir. Dolayisiyla,
aragtirmamizin  sonuglart MMN genliklerinin elektrik alanin indiikledigi lipid
peroksidasyon nedeniyle azaldigini diistindiirmektedir. Nitekim daha 6nce yaptigimiz
on caligmada, 2 hafta boyunca giinde 1 saat siireyle uygulanan 12 ve 18 kV/m
siddetindeki elektrik alanlarin VEP bilesenlerini etkiledigi saptanmis ve yapilan
biyokimyasal oOlgtimler ile elektrofizyolojik karsilagtirmalar bunda lipid
peroksidasyonun roliiniin olabilecegini ortaya koymustur. Sonug¢ olarak daha onceki
calismamizla paralellik igerisinde olan verimiz MMN genliginin lipid peroksidasyon
nedeniyle azaldiginmi destekler niteliktedir.
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Protein karbonil ve 4-HNE degerlerinin kontrole goére Po ve Pr gruplarinda
artma, Pr+Po grubunda ise azalma egilimi gosterdigi saptanmistir. Diger yandan,
Pr+Po grubundaki MMN genliginin prenatal grupla ayni diizeyde oldugu izlenmistir.
Biyokimyasal veriler ile uygunluk icerisinde gozlenen MMN aktivitesinin bu grupta
elektrik alan uygulamasindan daha az etkilendigi soylenebilir. Bu sonug, prenatal
donemde uygulanan elektrik alanin postnatal donemdeki elektrik alanin etkisine karsi
koruyucu bir etki olusturdugunu ima etmektedir.

Ozetle calismamiz; pre ve/veya postnatal donemde cok diisiik frekansl
elektrik alana yiiksek siddette maruziyetin beyin dokusunda lipid peroksidasyonu
artirabilecegini, protein oksidasyonuna neden olabilecegini ve MMN genliklerini
azaltabilecegini gostermekte olup elektrik alanin oksidatif hasara bagli kognitif
bozukluklara yol agabilecegini ortaya koymaktadir.
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SONUCLAR

Calismamizin sonuglart soylece 6zetlenebilir:

1.

Postnatal donemde uygulanan elektrik alanin lipid peroksidasyonu artirdig1 tespit
edilmistir.

Pre+postnatal donemde uygulanan elektrik alanin 4-HNE ve protein karbonil
seviyelerinde azalmaya neden oldugu saptanmustir.

Pre ve/veya postnatal donemde uygulanan elektrik alanin apoptozise neden
olmadig1 gosterilmistir.

Standart ve nadir uyar1 igeren deneysel paradigma ile kaydedilen uyumsuzluk
negativitesinin sekli ve latensinin daha onceki ¢alismalarla uygunluk igerisinde
oldugu goriilmiistiir.

Pre ve/veya postnatal donemde uygulanan elektrik alanin MMN latenslerini
etkilemedigi gozlenmistir.

Elektrik alanin MMN genliklerini 6nemli 6l¢iide etkiledigi ve bunun serbest

radikal artis1 ve protein karbonil diizeyleri ile iligkili olabilecegi kanisina
varilmstir.
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10.

11.

12.

13.
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ABSTRACT

The purpose of the study was to investigate the effect of aminoguanidine (AG) on visual
evoked potentials (VEPs), thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), the activities of Cu,
Zn superoxide dismutase (Cu,Zn-SOD), glutathione peroxidase (GSH-Px) and catalase (CAT),
and nitrite/nitrate levels. Forty healthy male Wistar rats, aged 3 months, were divided into
four equal groups: Control (C), the group treated with aminoguanidine (A), the group exposed
to restraint stress (S), the group exposed to restraint stress and treated with aminoguanidine
(AS). Chronic restraint stress was applied for 21 days (1 h/day) and aminoguanidine (50 mg/
kg/day) was injected intraperitonally to the A and AS groups for the same period.
Aminoguanidine treatment significantly decreased retina and brain TBARS levels in rats
exposed to restraint stress compared to rats exposed to restraint stress alone.
Aminoguanidine treatment produced a significant decrease in brain and retina nitrite and
nitrate levels with respect to the control groups. Aminoguanidine increased all antioxidant
enzyme activities in both brain and retina in rats exposed to restraint stress compared to rats
exposed to restraint stress alone. All VEP components were significantly decreased in AG
treated rats exposed to restraint stress compared to rats exposed to restraint stress alone.
Our study clearly showed that AG has the potential to prevent changes caused by stress.

© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

oxidants (Liu et al., 1996; Liu and Mori, 1999; Matsumoto et al.,
1999; Shaheen et al., 1993). Under normal conditions, there is

Stress is conceived as any physical, psychological and/or
environmental stimulus which disturbs physiological homeo-
stasis and may result in widespread changes in a variety of
biological systems (Chrousos, 1998; Masood et al., 2003).
Restraint stress is an easy and well-known method to induce
chronic physical and emotional stress (Romanova et al., 1994).

Accumulating evidence indicates that stress can stimulate
numerous pathways leading to an increased production of

* Corresponding author. Fax: +90 242 2274495.
E-mail address: pakkiraz@akdeniz.edu.tr (P. Yargicoglu).

also a natural defense system provided by several enzymes
such as superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and
glutathione peroxidase (GSH-Px) which performs a vital role
for detoxification of free radicals. However, stress has been
shown to cause depletion of the glutathione-based antioxi-
dant defense and a decrease in the level of vitamin C (Zaidi
etal., 2003; Zaidi and Banu, 2004). The deleterious effects of an
imbalance between free radical production and the available

0006-8993/$ - see front matter © 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

doi:10.1016/j.brainres.2007.09.066
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Fig. 1 - SOD, GSH-Px and catalase values of brain tissues. Values are means+standard deviations. *p<0.001 vs. control.

#p<0.001 vs. restraint stress. **p <0.01 vs. restraint stress. *##

vs. aminoguanidine.

p<0.05 vs. restraint stress. 5p <0.001 vs. aminoguanidine. 555p <0.05

antioxidant defense capacity, termed oxidative stress, have
been implicated in stress pathogenesis (Yu, 1994). Considering
that the retina and brain tissues include a high content of
polyunsaturated fatty acids, increased production of oxidants
due to restraint stress can produce marked damage to the
structure and function of cell membranes in these tissues (Jain
etal., 1991; Matsumoto et al., 1999). Indeed, earlier studies (Liu
et al., 1996; Liu and Mori, 1999; Matsumoto et al., 1999;
Olivenza et al., 2000; Yargicoglu et al., 2003) have shown lipid
peroxidation as the major biochemical alteration underlying
stress-induced cell injury.

Previous studies suggested that stress increases rates of
reactive nitrogen-derived species production which also
mediates the oxidation of lipids (Matsumoto et al., 1999;
McCann, 1997). In this context, not only constitutive forma-
tion of NO, but also inducible expression of iNOS has been
found to occur in the brain during chronic stress (Leza et al.,
1998; Olivenza et al., 2000). This concept has been further
supported by our previous study (Yargicoglu et al., 2004),
which has shown the involvement of NO in stress-induced-
lipid peroxidation. Endogenous NO arises from the conver-
sion of L-arginine to L-citrulline by the enzyme nitric oxide
synthase (NOS). Three NOS isoforms, encoded by different
genes, have been found to date and are richly distributed
throughout the body (Moncada et al., 1993; Sanches et al,,

SOD (Ufg protein)

Catalase (k/g prosein)

2003). Constitutive expression of two NOS isoforms (neuronal
and endothelial NOS) is responsible for low basal levels of NO
synthesis in neural and endothelial cells. In this regard, NO
has been shown to have an important role in neurotrans-
mission and vascular signaling. However, accelerated NO
production by inducible NOS results in cytotoxicity via direct
reactions of NO and the formation of secondary species
capable of oxidation and nitration reactions (Danielisova et
al., 2004). NO may interact with oxygen, superoxide anion
and thiol compounds, generating reactive nitrogen species
(NOx), peroxynitrite (ONOO-) and nitrosoglutathione (GSNO),
respectively. Lipid peroxidative effect of NO may be mediated
through ONOO- which is a potent and long-lived oxidant
(Chiueh, 1999; Rubbo et al., 2000; Siu et al., 1999). Thus, in the
central nervous system NO seems to be a ubiquitous
messenger that, under certain conditions, such as its
excessive release or the absence of antioxidant system,
may be toxic to cells while in others acts as a neuroprotective
agent (Chiueh, 1999). Nitric oxide (NO) plays an important
role in the processing of vision from the lowest level of
retinal transduction to the control of neuronal excitability in
the visual cortex (Cudeiro and Rivadulla, 1999). Thus, stress-
induced lipid peroxidation resulting from increased reactive
nitrogen species production can cause changes in brain and
retina functions. Consequently, it could be expected that

O Contral
B Aminoguanidine

S Restrant Stress

B Restraint Stress + Aminoguaricine

GSH-Px (Ulg protein)

Fig. 2 - SOD, GSH-Px and catalase values of retina tissues. Values are means+standard deviations. *p<0.001 vs. control.

#p<0.001 vs. restraint stress. ***

p<0.05 vs. restraint stress. §p<0.001 vs. aminoguanidine. 55p<0.01 vs. aminoguanidine.
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Fig. 3 - TBARS, nitrate and nitrite values of brain tissues. Values are means + standard deviations. **p<0.01 vs. control. *p <0.01

vs. restraint stress.

stress results in visual system changes. Visual evoked
potentials (VEPs) are known to be sensitive and reliable
indicators of the visual system changes and consist of
several components arising from retina, optic pathway,
subcortex and cortex (Celesia, 1984; Halliday et al., 1972).
Therefore, in this study we tried to determine the changes
expected to occur in VEPs during stress and to clarify the
possible role of NO on these changes by using aminoguani-
dine (AG), a selective INOS inhibitor. In this context,
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) were mea-
sured as an indicator of lipid peroxidation. Additionally, Cu,
Zn-SOD, GSH-Px and CAT activities were evaluated to
determine whether AG could improve antioxidant status
and oxidative stress. Furthermore, total levels of nitrates and
nitrites which are stable nitric oxide metabolites were
measured for corroborative purposes in the brain and retina.

2. Results
In the present study, body weight and food intake were not

significantly affected by exposure to stress and/or aminogua-
nidine (data not shown).

251

20 41

nmol/g protein

TBARS

Nitrite

Mean values of brain and retina antioxidant enzyme
activities are given in Figs. 1 and 2, respectively. TBARS, nitrite
and nitrate levels of brain and retina tissues are shown in
Figs. 3 and 4, respectively. Statistically significant increments
in brain and retina TBARS levels were detected in the stress
group compared with the control group. Brain and retina
TBARS levels were significantly lower in aminoguanidine
treated rats exposed to restraint stress compared to rats
exposed to restraint stress alone.

Restraint stress significantly decreased brain and retina
GSH-Px and CAT activities compared to the control group. Cu,
Zn-SOD activity was also decreased in the brain, but not in the
retina, of rats exposed to restraint stress. Aminoguanidine
treatment alone, significantly reduced brain Cu,Zn-SOD, brain
and retina GSH-Px and CAT activities, whereas it had no effect
on retina Cu,Zn-SOD activity when compared to the C group.
Aminoguanidine treatment significantly increased antioxi-
dant enzyme activities in both brain and retina of rats exposed
to restraint stress compared to rats exposed to restraint stress
alone.

A marked increase was observed in brain and retina nitrite
and nitrate levels of rats exposed to stress when compared to
the C group. Aminoguanidine treatment significantly reduced

O Contral

*% B Aminoguanidire
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Restraint Stress + Aminoguanidine

Fig. 4 - TBARS, nitrate and nitrite values of retina tissues. Values are means+standard deviations. *p<0.01 vs. control.

#p<0.01 vs. restraint stress.
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Fig. 5 - Characteristic visual evoked potentials of the four
groups. Three positive (P,, P,, P3) and two negative (N4, Ny)
potentials were seen in all groups.

brain and retina nitrite and nitrate levels of A and AS groups
when compared to the C and S groups.

Representative waveforms of VEPs for the all groups are
presented in Fig. 5. Measurements were made on three
positive and two negative potentials which were seen in all
of the groups. Differences of VEP parameters were analyzed by
ANOVA. No significant difference was observed in VEP
latencies and amplitudes between right and left eyes.
Therefore, based on the analysis, the data from stimulation
of both eyes were averaged. The means and standard
deviations of peak latencies of VEP components of all groups,

and the results of the statistical analysis are shown in Table 1.

The mean latencies of P;, Ny, P, N, and P; components
were significantly prolonged in rats exposed to restraint stress
compared to the C group. Aminoguanidine treatment signif-
icantly decreased all VEP components in rats exposed to
restraint stress compared to rats exposed to restraint stress
alone (Table 1).

When comparing the amplitudes of the groups, it was
observed that there were no significant differences in
amplitudes of VEP among experimental groups (data not
shown).

The correlation between biochemical parameters and VEP
latencies was also investigated (Table 2). We found a

significant correlation among VEP latencies and TBARS levels
of retina and brain (Table 2A). A significant correlation was
also observed among VEP latencies and nitrate/nitrite levels of
brain and retina (Table 2B and C). There was also a significant
correlation between TBARS and nitrite/nitrate levels of brain
and retina (Table 2D).

3. Discussion

In the current study, we recorded the visual evoked potentials
of rats that were exposed to restraint stress and treated with
AG. The amplitudes and latencies of VEP components found in
our laboratory are generally in agreement with those found in
other laboratories (Dyer et al., 1987; Sisson and Siegel, 1989).
The present study showed that stress exposure resulted in
prolongation of all components of VEPs. In view of the fact that
VEPs have been shown to be a sensitive and reliable method to
evaluate the earliest changes in the visual system (Chiappa
and Ropper, 1982; Halliday, 1976; Hudnell and Boyes, 1991,
Lehman and Harrison, 2002), these results probably indicate
that stress markedly affects the visual system. The changes in
the initial portion of the VEP waveform suggest altered
function in the “front end” of the visual system (Herr et al,,
1995; Schroeder et al., 1991). The prolongation of late
components (N, P3) of VEPs may also reflect altered cortical
processing of the visual stimulus (Herr et al., 1995; Schroeder
etal., 1991). From our findings (Yargicoglu et al., 2004) together
with previous results (Herr et al., 1995; Schroeder et al., 1991), it
could be concluded that stress-induced increase in VEP
latencies may be due to delayed input to the visual cortex
and/or alterations at the cortical level.

Our results indicated that stress increased lipid peroxida-
tion and caused VEP changes. Moreover, there was a positive
correlation between TBARS levels and VEP latencies. There-
fore, it could be concluded thatlipid peroxidation might have a
role in the prolongation of all VEP components. The exact
mechanism of stress has not yet been clearly defined.
However, there have been many reports suggesting that free
radicals play an aberrant role in the mechanism of stress
(Kovacs et al., 1996; Liu and Mori, 1999; Olivenza et al., 2000;
Shaheen et al.,, 1993). Stress-induced lipid peroxidation
observed in brain and retina is also in agreement with
previous studies (Liu et al., 1996; Liu and Mori, 1999;
Matsumoto et al.,, 1999; Yargicoglu et al., 2003). Additionally,
restraint stress weakened antioxidative defense mechanisms
in accordance with earlier reports (Liu et al., 1994; Liu and
Mori, 1999; Zaidi et al., 2003). Therefore, it is reasonable to

Table 1 - The means and standard deviations of peak latencies for each VEP components (the mean value of each
component was determined by averaging the data of both eyes)

Groups P, (ms) N; (ms) P, (ms) N, (ms) P; (ms)
Control 20.90+1.19 35.90+1.29 51.20+1.75 70.50+3.41 99.00+2.21
Aminoguanidine 20.20+0.91 37.70+1.05 53.00+1.69 71.80+3.91 98.10+3.28
Restraint stress 27.80+1.87* 45.40+5.21* 65.40+£7.93* 88.80+7.30* 120.90+4.43*
Restraint stress +aminoguanidine 21.20+1.03* 36.50+1.08" 49.90+1.79* 70.20+3.35* 101.80+2.04*

* p<0.001 vs. control group.
# p<0.001 vs. restraint stress.
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Table 2 - (A) Correlation values among brain and retina
TBARS levels and VEP latencies, (B) correlations values
among brain and retina nitrate levels and VEP latencies,

(C) correlations values among brain and retina nitrite
levels and VEP latencies, (D) correlations values between
TBARS and nitrate and nitrite levels in brain and retina

Pearson’s R

A

Brain TBARS, P, y=15.99+1.59x 0.863*
Brain TBARS, N, y=30.90+1.94x 0.749*
Brain TBARS, P, y=42.25+3.07x 0.748*
Brain TBARS, N, y=59.05+396x 0.787*
Brain TBARS, P; y=84.52+4.97x 0.912*
Retina TBARS, P, y=15.57+1.92x 0.865*
Retina TBARS, N, y=29.68+2.54x 0.814*
Retina TBARS, P, y=40.06+4.09x 0.827*
Retina TBARS, N, y=56.85+5.10x 0.842*
Retina TBARS, P3 y=84.15+5.75x 0.876*
B

Brain nitrate, Py y=14.05+0.20x 0.748*
Brain nitrate, Ny y=29.79+0.22x 0.570*
Brain nitrate, P, y=38.75+0.39x 0.638*
Brain nitrate, N, y=54.42+0.50x 0.676*
Brain nitrate, P53 y=79.77 +0.60x 0.752*
Retina nitrate, P4 y=17.51+0.43x 0.808*
Retina nitrate, Ny y=33.17+0.49x 0.655*
Retina nitrate, P, y=44.96+0.86x 0.717*
Retina nitrate, N, y=62.65+1.10x 0.749*
Retina nitrate, P3 y=90.26+1.27x 0.802*
C

Brain nitrite, P, y=15.98+0.64x 0.806*
Brain nitrite, N y=32.01+0.67x 0.602*
Brain nitrite, P, y=43.32+1.13x 0.639*
Brain nitrite, N, y=60.03+1.49x 0.690*
Brain nitrite, P y=86.23+1.83x 0.780*
Retina nitrite, P, y=17.59+2.14x 0.786*
Retina nitrite, N, y=33.46+2.35x 0.614*
Retina nitrite, P, y=45.85+3.91x 0.645
Retina nitrite, N, y=63.81+4.99x 0.672*
Retina nitrite, P5 y=91.19+5.96x 0.742*
D

Brain TBARS, brain nitrate y=22.43+4.69x 0.691*
Brain TBARS, brain nitrite y=3.24+1.70x 0.732*
Retina TBARS, retina nitrate y=1.14+0.21x 0.888*
Retina TBARS, retina nitrite y=1.18+1.06x 0.864*

* p<0.01.

expect that the decrease of antioxidant enzymes may be a risk
factor for enhancement of lipid peroxidation, because of their
protecting effect against free radical damage (Zaidi and Banu,
2004). The antioxidant mechanism fails either due to over-
production of free radicals or decreased activities of scaveng-
ing enzymes. Since lipid peroxidation is a self-propagating
chain reaction, the initial oxidation of only a few lipid
molecules leads to irreversible alterations in cellular metab-
olism and structure, especially so in polyunsaturated fatty
acid rich brain and retina tissues. Indeed, lipid peroxidation
has been identified as the major biochemical alteration
underlying stress-induced cell injury (Jain et al., 1991; Matsu-
moto et al, 1999). In agreement with the concept of lipid

peroxidation process that may ultimately result in alterations
in neural functions, it is conceivable to conclude that stress-
induced lipid peroxidation may play an important role in
changes of VEPs parameters (Yaras et al., 2003). This concept
has been further supported by the present study which
revealed a significant positive correlation between brain and
retina TBARS levels and VEP latencies.

One of the reasons for the stress-induced enhancement of
free radicals may be the elevation of nitric oxide (NO)
production (Matsumoto et al., 1999; McCann, 1997). This is
further supported by the present determination of nitrite and
nitrate levels, which revealed a significant increase in brain
and retina NO levels in restrained stressed rats. Both
constitutive formation of NO and inducible expression of
iNOS have been reported to occur in the brain and retina
during chronic stress. While under normal conditions NO
plays a physiological role as a neurotransmitter in the central
nervous system, excessive release of NO may be toxic to cells.
In fact, previous data (Madrigal et al., 2001; Olivenza et al.,
2000) have shown decreased lipid preoxidation in rats exposed
to stress that were treated with AG, an inhibitor of iNOS.

Since neuroprotection by AG has been ascribed primarily to
its inhibitory effect on the inducible isoform of NOS (Ally et al.,
2006; Wakita et al., 2001), our findings strongly suggest that
the iNOS-mediated elevation of NO production is at least
implicated in the enhancement of lipid peroxidation in
restraint stress. Thus, the neuroprotective effect of AG
suggests that NO formed through iNOS may play an injurious
role in stress and that iNOS may also contribute to neuronal
damage through the production of peroxynitrite (Danielisova
et al.,, 2004). Specially, it is shown that NO reacts rapidly with
superoxide anion leading to the formation of highly reactive
peroxynitrite (Kostic et al., 2000). This strong oxidative agent
causes protein fragmentation and thus alters enzyme activity
and in addition induces many injury processes associated
with oxidative biological damage (Asahi et al., 1995). There-
fore, previous studies suggested that elevated NO during
stress may trigger a lipid peroxidation reaction in the brain
and retina, probably via being converted to peroxynitrite
(Matsumoto et al., 1999; McCann et al., 1998). In the current
study, the alleviating effect of AG on the oxidative status
correlated well with previous studies.

A second approach for the protective action of AG is
through antioxidant property. Giardino et al. (1998) demon-
strated that AG can act as an antioxidant in vivo and its
mechanism of action appears to be primarily that of hydroxyl
radical quenching. They also found that preincubation with
AG prevented the twofold increase in oxidant-induced lipid
peroxides in rat retinal cells. Aminoguanidine also antago-
nized the stress-induced enhancement of lipid peroxidation in
the brain and retina by increasing antioxidant enzymes. These
data clearly indicate that NO mediates stress-induced inhibi-
tion of the antioxidant defense system. As reported previously
(Brown, 1995), CAT and GSH-Px were inhibited by the
increased production of NO and possibly peroxynitrite.

Depletion of glutathione (GSH) observed under conditions
of stress was shown to be the result of decreased activities of
free radical scavenging enzymes (Zaidi and Banu, 2004) and
the peroxynitrite radical (Radi et al., 1991). Decreased levels of
tissue GSH result in a significant decrease in GSH-Px activity
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which can lead to a loss of protection against lipid peroxida-
tion, because GSH-Px can also interact directly with lipid
peroxides and is sensitive to lower concentrations of H,0,
(Kurata et al., 1993). Consequently, it could be concluded that
the depletion of GSH that occurs in stress (Liu et al., 1996) could
be an important factor for the enhancement of lipid peroxida-
tion. The decrease in brain GSH-Px, CAT and SOD activities
that occur during chronic stress exposure could be important
in induced lipid peroxidation.

In the present study, our results have indicated that the
latencies of VEP components were significantly prolonged in
the stressed rats and returned to control levels following AG
administration. These findings could be explained by stress-
induced lipid peroxidation, which is reduced by AG admin-
istration. On the other hand, AG increased all enzyme
activities in the stress group whereas it decreased brain
SOD and brain and retina GSH-Px and CAT activities in the A
group compared with their corresponding control groups.
This result could be interpreted as that AG treatment has
opposite effects on antioxidant enzymes in the stressed and
non-stressed animals. Since no comparable report is avail-
able in the literature concerning the effect of AG on anti-
oxidant enzymes in the control rats, we could not explain the
mechanism by which AG decreased antioxidant enzymes in
the non-stressed animals. But, in order to explain this
paradoxal effect of aminoguanidine, more comprehensive
studies requires.

In conclusion, the present study demonstrated that
restraint stress caused a significant enhancement of lipid
peroxidation in the brain and retina and that this enhance-
ment is, in part, due to an increase in NO production
mediated by iNOS. Our finding that AG administration
prevented VEP alterations caused by restraint stress also
confirms this idea.

4. Experimental procedure
4.1. Preparation of animals

Forty healthy male albino rats, aged 3 months, were used in
this study. They were randomly divided into four groups:
Control (C), the group exposed to restraint stress (S), the group
treated with aminoguanidine (A), the group exposed to
restraint stress and treated with aminoguanidine (AS). Ani-
mals were housed in groups of 10 rats in stainless steel cages
at standard conditions (24+2 °C and 50+5% humidity) with
12 h light-dark cycles. Aminoguanidine (50 mg/kg/day) was
injected intraperitonally to the A and AS groups for 21 days.
Distilled water was injected intraperitonally to the C and S
group for 21 days. All experimental protocols conducted on
rats were performed in accordance with the standards
established by the Institutional Animal Care and Use Com-
mittee at Akdeniz University Medical School. The experiments
were performed between 9:00 and 12:00.

4.2, Restraint stress

Restraint stress model was performed according to the
methods described by Gamaro et al. (1999). Rats were exposed

to 1 h of restraint stress daily for 21 days in which movement
was limited by placing the animal in a 25x7 cm plastic bottle,
fixed with plaster tape on the outside. Aeration, maintained
via a 1.5-cm hole at one end of the bottle, allowed animals to
breathe.

Daily food and water consumption of every cage and
weekly weight of each rat was recorded during the feeding
period. The mean daily food and water consumption was
estimated from the recorded values. At the end of the
experimental period, rats were deprived of food for 24 h and
then prepared for experimental procedure.

4.3. VEP recordings

Visual evoked potentials were recorded with stainless steel
subdermal electrodes (Nihon Kohden NE 223 S, Nihon Kohden
Corporation, Tokyo 161, Japan) under ether anesthesia. The
reference and active electrodes were placed 0.5 cm in front of
and behind bregma, respectively. The active electrode was
also placed 0.4 cm lateral to the midline over area 17 of visual
cortex. A ground electrode was placed on the tails of animals.
After 5 min of dark adaptation, a photic stimulator (Nova-
Strobe AB, Biopac System Inc., Santa Barbara, CA 93117, USA)
at the lowest intensity setting was used to provide the flash
stimulus at a distance of 15 cm, which allowed lighting of the
entire pupilla from the temporal visual field. Repetition rate of
flash stimulus was 1 Hz and flash energy was 0.1 J. VEP
recordings from both right and left were obtained, and
throughout the experiments the eye not under investigation
was occluded by appropriate black carbon paper and cotton.
Body temperature was maintained between 37.5 and 38 °Cby a
heating pad (Hetzler et al., 1988).

The averaging of 100 responses was accomplished with the
averager of Biopac MP100 data acquisition equipment (Biopac
System Inc., Santa Barbara, CA 93117, USA). Analysis time was
300 ms. The frequency bandwidth of the amplifier was 1 Hz-
100 Hz. The gain was selected 20 1V/div. The microprocessor
was programmed to reject any sweeps contaminated with
larger artifacts, and at least two averages were obtained to
ensure response reproducibility. Peak latencies of the compo-
nents were measured from the stimulus artifact to the peak
in milliseconds. Amplitudes were measured as the voltage
between successive peaks.

4.4. Chemical analysis

After VEP recordings, animals were sacrificed by cardiac
puncture. The isolated retina and brain tissues were placed
in 2 ml and 4 ml of 50 mM potassium phosphate buffer, pH
7.4 at 0-4 °C. All tissues were rapidly sonicated in a
thermally regulated sonicator (Branson Sonifier 250, G.
Heinemann Ultraschall-und Labortechnik, Erwin-Rommel-
Str. 42, D-73525 Schwiabisch Gmiind, Germany) for 1 min. A
part of the tissue sonicates were centrifuged at 13,000xg for
10 min at 4 °C in an eppendorf microcentrifuge and the super-
natants were used for the assay of TBARS nitrite, nitrate and
protein.

TBARS levels were measured by a fluorometric method, as
described by Wasowicz et al. (1993) using 1,1,3,3-tetraethox-
ypropane as a standard. Results are given as nmol/g protein.
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Nitrite levels were measured by a fluorometric assay
defined by Misko et al. (1993). Nitrite values are expressed as
nanomoles per gram soluble protein.

Nitrate levels were measured by the method of Bories and
Bories (1995). Nitrate values are expressed as nanomoles per
gram soluble protein.

The protein levels were evaluated by Lowry’s method
(Lowry et al., 1951).

Tissue sonicates were centrifuged at 20,000xg for 60 min at
0-4 °C and supernatants were employed for the enzymatic
assay of GSH-Px and SOD. SOD activity was assayed by the
method described by Misra and Fridovich (1972). Data were
expressed as U/g protein. GSH-Px activity was measured by
the method of Paglia and Valentine (1967). Data are expressed
as mU/mg protein.

A part of the sonicates were centrifuged at 700xg for 10 min
and was used for the assay of catalase (CAT). Catalase activity
was assayed by the method of Aebi (1987), with hydrogen
peroxide as the substrate. Enzyme activity was expressed as k/
g protein (k: rate constant of the first order reaction as defined
by Aebi (1987)).

4.5. Statistical analysis

ANOVA was performed for all parameters of VEPs for the
factors of side (right and left) and groups. Differences of other
data were also analyzed by ANOVA. Post hoc comparisons of
the means were carried out using the Tukey’s test. Number of
rats was 10 for all groups studied. Finally, for correlations,
Pearson’s correlation was used. Significance levels were set at
p<0.05.
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