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ONSOZ

Toxoplasma gondii (T.gondii) zorunlu olarak ¢ekirdekli hiicre igine yerlesen insan dahil
hemen hemen tiim memelileri ve kuslar1 enfekte edebilen ve diinyanin her yerinde siklikla
goriilebilen bir parazittir. T.gondii’nin yagam dongiisiinde, birbirlerine gore 6nemli morfolojik
farkliliklar1 olan takizoit, doku kisti, ookist gibi sekilleri bulunmaktadir. Genis bir konak
yelpazesi olan T.gondii ’nin konak hiicresine girmesi igin ¢esitli reseptorlerin oldugu one
striilmektedir. Fakat konak plazma membraninda kesin bir reseptér tanimlanmamaistir.
Bununla birlikte T.gondii’nin ekstraselliiler matriks proteini olan laminine fibroblastlar

iizerindeki B; integrin reseptorii gibi baglandigi bildirilmistir.

Elektromanyetik radyasyon, hiicre membranin yiizeyindeki 6zel baglanma bolgelerine
iyon, norotransmiter, hormon ve antikor baglanmasini etkilemektedir. Bu durum hiicre
membrani yiizey proteinlerinin elektriksel yapisini ve iyon gegisini etkileyen transmembran

sinyalde degisiklige neden olmaktadir.

Takizoitlerin ylizeyinde bulunan bes major yiizey antijenin parazitin konak hiicreye
girmesinde mediator roller istlendikleri tahmin edilmektedir. Bu ¢alisma elektromanyetik
alanin T.gondii’nin yiizey antijenlerine etkisini ve bdylece T.gondii’nin virulansina etkinin

incelendigi ilk deneysel ¢aligmadir.

Arastirma “T.gondii {izerine darbeli ve siirekli elektromanyetik alanin etkilerinin
incelenmesi” isimli ve SAE-08010 kodlu proje olarak, Adnan Menderes Universitesi Bilimsel

Arastirma Projeleri Birimi tarafinda desteklenerek gerceklestirilmistir.
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1. GIRIS

1.1.Toxoplasma Gondii ile ilgili genel bilgiler

Apicomplexa grubundaki Toxoplasma gondii (T.gondii) insanlarin da i¢inde bulundugu
cogu memeliler ile kanatlilarda yerlesen zoonotik bir parazittir (Altintas 1997). T.gondii
enfeksiyonuna diinyanin her yerinde rastlanmakla birlikte T.gondii ve Toxoplasmosis

hakkindaki bilgiler 20.yiizyilda gelismistir (Markel ve ark 1999).

T.gondii yasam dongiisiinde, birbirlerine gore 6nemli morfolojik farkliliklart olan
takizoit, doku kisti (bradizoit) ve ookist gibi sekilleri bulunmaktadir (Montoya ve Liensenfeld
2004). Genis bir konak yelpazesi olan T.gondii’nin konak hiicresine girmesi i¢in gesitli
reseptorlerin oldugu varsayilmakla beraber konak plazma membraninda kesin bir reseptor

heniiz tanimlanmamistir (Ertug 1999).

T.gondii hiicrelerinin igine girebilen ve burada kendini kopya ederek hiicre iginde
yasamini siirdiirebilen bir protozoadir. T.gondii ile bulagmis olan iyi pisirilmemis yiyecekler
veya hastaligin ookist formunu tasiyan kedilerle temas sonucu parazit insana ge¢cmektedir

(Giiriiz ve Ozcel 2007).



1.1.1. Tarihge ve Sistematikteki Yeri

T.gondii ilk defa 1900 yilinda Laveran tarafindan Java sergesinin (Padda oryivora) dalak
ve kemik iliginde gorilmiis fakat Haemamoeba danilewskyi’nin iireyen formu oldugu
diisiiniilmiistiir. Ilk kez 1909°da Nicolle ve Manceaux tarafindan Tunus’ta bir kemirgen olan
Ctenodactylus gondii’nin dalak ve karacigerinde saptanan parazite T.gondii adi verilmistir
(Ho-Yen 1992). T.gondii’nin cins ismi ise parazit yay sekline benzedigi i¢in Yunancada ayni

anlama gelen toxon kelimesinden alinmistir (Beaman ve ark 1995).

Insanda ise ilk defa 1923 yilinda Prag’li bir Oftalmolog olan J. Janku tarafindan
hidrosefalili bir bebegin retinasindaki yalanci kistlerde tespit edildigi bildirilmistir ve daha
sonra 1928’de T.gondii olarak isimlendirmistir (Giiriiz ve Ozcel 2007). Wolf ve Cohen
1937’de bir yenidoganda toxoplasmik graniilomat6z ensefaliti rapor etmislerdir. 1948’de
Sabin ve Feldman, kendi adlarini tasiyan boya yontemiyle bu parazite karsi insanlarda
antikorlar bulundugunu saptamislardir (Kuman ve Altintas 1996). T.gondii yurdumuzda ise

ilk defa 1953 yilinda Unat ve arkadaslari tarafindan tanimlanmistir (Unat ve ark 1991).

T.gondii'nin canllar alemindeki siniflamasi asagida belirtildigi sekilde kabul

edilmektedir (Kuman ve Altintag 1996).

Phylum : Protozoa
Subpylum : Apicomplexa
Classis : Sporozoa
Subclassis : Coccidia
Ordo : Eucoccidiida
Subordo : Eimeriina
Familia : Sarcocystidae
Genus : Toxoplasma
Tiir > gondii



1.1.2. Morfolojisi

Parazitin bilinen {i¢ morfolojik sekli bulunmaktadir.

e Takizoit (trofozit, endozit); aseksiiel olarak hizli cogalabilen seklidir.

e Doku kisti (bradizoit); dokulardaki enfektif olan seklidir.

e Ookist; sadece enfekte kedi diskisinda goriilen ve parazitin kedi ince
bagirsaklarinda seksiiel déngii sonucu olusan seklidir. Insanlar dahil ¢ogu

memeliler ile kuslar1 enfekte edebilmektedir.

Takizoit

Takizoitler aseksiiel siklusun hizli ¢ogalan evresi olup, uzunlugu 4-6 um ve genisligi ise

2-3 pm arasinda degisen yarim ay seklinde 6n ucu hafif¢e sivri, arka ucu yuvarlak yapilardir.

Sitoplazmasinda mitokondri, golgi cisimcigi, endoplasmik retikulum ve merkezi
yerlesimli niikleusu oldugu bildirilmistir (Evans 1992, Giiriiz ve Delibas 2007). Takizoiti
distan ¢evreleyen ve genelde pelikiil adi verilen hiicre zari, li¢ katlh membrandan
olusmaktadir. Dista olan membran siirekli olup hiicre haraketi ile degismemektedir. Iki kat
membrandan olusan igteki yapi, deiserek parazitin anterior ve posteriorunda kutup halkasi
adi verilen olusumlar1 meydana getirmektedir (Sekil 1.1). Bu membranlar ayn1 zamanda hiicre
icine dogru helozoni kivrimlar olusturan ve hiicre beslenmesinde rol alan mikrotiibiillere

acilan mikroporlara sahip bulunmaktadirlar.
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Sekil 1.1. T.gondii trofozitinin elektron mikroskobunda goriiniimii (Dubey ve ark 1998).

Takizoitlerin 6n veya sivri ucunda kesik koni bi¢imindeki olusuma konoid adi
verilmekte olup parazitin beslenmesinde ve konak hiicresine girisi icin sekresyon
salgilamasinda rol aldigi kabul edilmektedir. Konoidin arkasinda veya altinda ince uzun
kesecikler halindeki olusumlara roptri adi verilmektedir ve roptrinin konoidin sekresyonunda
gorev aldig1 diistiniilmektedir (Sekil 1.2). Hiicre zar1 altinda bulunan ve hiicrenin hareketi ile
ilgili olduklart bildirilen 22 adet pelikiil alt1 tiibiiller yer almaktadir. Pelikiil alt1 tiibiiller
konoide ¢ok yakin anterior kutup halkasi iizerinde dizilmis olup tiim viicut boyunca

uzanmaktadirlar.
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Sekil 1.2. T.gondii nin anterior ucunun biiyiitiilmiis sekli (Kuman ve Altintas 1996).

Konak hiicreye girisde konoidin spiral seklindeki ilerleyici hareketi ve roptrilerden
salgilanan faktorlerin sorumlu oldugu bildirilmistir (Sekil 1.3). Takizoitler salgiladiklari
penetrasyon-kolaylastirict faktdr (PKF) ile konak hiicre membraninda degisiklige yol agarak
hiicre i¢ine girmektedir. Ayrica takizoitler fagosite edilerek hem fagositik hem de
nonfagositik hiicreleri isgal edebilmekte ve konak hiicredeki bir vakuol i¢inde vakuol

duvarina temas etmeden yasamini siirdiirebilmektedir (Giiriiz ve Ozcel 2007).

Takizoitlerin ylizeyinde bulunan bes major yiizey antijeninin parazitin konak hiicreye
girmesinde mediator roller tistlendikleri tahmin edilmektedir (Grimwood 1996, Mineo ve ark
1993). Hastaligi yapan T.gondii takizoit formunun molekiil agirligi 6-108 kDa arasinda
degisen ylizey, hiicre i¢i ve ekskretuvar/sekretuvar antijenleri bulunmaktadir. Molekiil agirlig
64 kDa olan antijenin karbonhidrat ve 42 ile 28,5 kDa olanlarinin ise glikoprotein yapisinda
oldugu bildirilmektedir (Davidson 1992, Ossorio ve ark 1992, Lecordier ve ark 1993, Mineo
ve ark 1993).



T.gondii’nin 55 ve 60 kDa’daki antijenlerine karsi olusturulan monoklonal antikorlarla
yapilan immunoelektron mikroskopisi ile bu antijenlerin takizoitinin 6n ucundaki roptrilerde
bulundugu saptanmistir. Bu antikorlarin PKF’nin etkisini bloke ettikleri ve yeteri kadar agik
olmamakla beraber bu antijenlerin PKF’in bir bileseni oldugu diisiiniilmektedir (Schwartzman
ve Krug 1989, Sadak ve ark 1988). Daha sonra saptanan 21 kDa agirliginda olan antijenin
parazitin konak invazyonu sirasinda parazitofor vakuol (PV)’e salgilandigi ve PV membran

ile iligkili oldugu gosterilmistir (Lecordier ve ark 1993).

parasitofor vakuol ';' It
=1 /‘-‘ \ Ly =
|\ A ‘":;_\ P
i "“5;»:\.“/'1.’"; ‘,’ “~— Konak hiicre
membrani

i p\‘\' )

R Konak plazma membram ve
& A D T.gondii pelikiilii arasmda
ity ‘ e =

b '-z‘r; c e haraket eden baglanti
RN 3

Sekil 1.3. T.gondii takizoitinin konak hiicreye girisi A. Baglanma. B. Konoidin
uzamasi ve roptriler tarafindan PKF’iin salgilanmasi. C, D ve E. Hiicrenin plazma membrani
ile parazitin pelikiilii arasinda bir bag olugsmasi ve bu bagin parazitin posterior ucuna
yerlesmesi. F. Parazitofor vakuol olusumunu saglamak i¢in konak hiicre membraninin

kapanmasi (Kuman ve Altintag 1996).



T.gondii yasamak ve ¢ogalmak i¢in hiicre i¢i yerlesimi tercih etmektedir. Takizoit sekli
konak hiicresine girince sitoplazmaya yerlesip ovoid seklini olusturur ve hiicre paraziti bir
vakuolle sarar. Konak hiicresi i¢inde tekrarlayan endodiyogeni ile ikiye bdliinerek takizoitler
cogalmaktadirlar (Sekil 1.4). Yavru takizoitler konak hiicresinin i¢ini doldururlar ve vakiiolle
cevrili bir ¢ok takizoitin yaptig1 klon yapilarini olustururlar. Sayisi artan takizoitler hiicreyi
iyice doldurur ve gerer. Bunun sonucu olarak yalanci kist yapisi olusur ve devam eden

gerilme hiicre duvarini patlamasina yol agar (Unat ve ark 1991).

{ ;:' l'\\\ }
\\ \ | /‘, \\»\‘ v‘ N
DY LA A\

Sekil 1.4. Endodiyogeni ile T.gondii takizoitlerin ¢ogalmasi

Doku Kistleri

Hiicre icinde bulunan takizoitlerin, immun cevabin baskisi ile daha yavas bdliinen
bradizoitlere doniistiigii goriilmiistir ve bu siirecin sonunda doku kistlerinin olustugu
bildirilmistir (Lyons ve ark 2002). Doku kistlerinin ¢aplari 5-100 um arasinda ve igerdikleri
bradizoit sayisinin da iki ile yiizlerce arasi olabilecegi gozlenmistir. Doku Kistleri 7x1,5 pm

boyutunda ve hilal seklinde oldugu bildirilmistir (Dubey ve ark 1998).



Bradizoitler sekil ve yap1 olarak takizoitlere benzedigi takizoitler gibi endodiyogeni ile
ancak daha yavas olarak ¢cogalmaktadir (Sekil 1.5). Bradizoit i¢eren doku kistleri konak hiicre
icinde kendisini konak immun sisteminden koruyarak latent enfeksiyona yol agmaktadir.
Doku kistlerinin en sik olarak merkezi sinir sistemi, goz, iskelet kasi, diiz kas ve kalp kasinda

gortildiigi bildirilmistir ( Montoya ve Liensenfeld 2004).
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Sekil 1.5. T.gondii bradizoitinin elektron mikroskobunda gériinimii (Dubey ve ark 1998).

Ookist

Felidae ailesi (kedigiller) memelilerin bagirsaklarinda parazitin seksiiel evrimi sonucu
olusan formlardir. Ookistlerin oval 11-14x9-11 mikron biiyiikliiglinde olup iki tabakal
ceperleri bulunmaktadir. Bagirsaklarinda ookist gelismis kedilerin 2-3 hafta siiresince
milyonlarca ookist ¢ikardigi ve kediler ookist ¢ikarmalari durduktan sonra da portor olduklar
belirlenmis olup bagisikliklart diistiigiinde ise tekrar ookist ¢ikararak cevreyi bulastirdiklar
bildirilmistir (Sekil 1.6) (Altintag 1997).



Ookistlerin enfektif olabilmesi i¢in olgunlagmasi (sporulasyon) gereklidir. Oksijen ve
sicakliga bagl olarak 1-20 giinde ookistlerin i¢inde sporulasyon olugmaktadir. Sporulasyon
yiiksek sicakliklarda daha hizh, 24°C’de 2-3 giinde olurken ve 11°C’de ise 14-21 giinde
gerceklesir. Ookistler 4°C’nin altinda ve 37°C’nin iizerinde sporule olamazlar. Ookistlerin
nemli toprakta 18 aydan fazla canliliklarin1 koruyabilmeleri, dogada ara konaklara bulagma

olasiligini artirmaktadir (Markel ve ark 1999, Beaman ve ark 1995).

Sekil 1.6. T.gondii Ookistleri (Levine 1985).

1.1.3. YASAM DONGUSU

T.gondii’nin seksiiel ve aseksiiel olmak iizere iki evreli yasam dongilisii vardir.
(Montoya ve Liensenfeld 2004). Aseksiiel dongii takizoitlerin olusturdugu proliferatif faz ve
doku Kkisti evresini igermekte olup, seksiiel dongii sadece kedilerde meydana gelen

gametogonik ve ookist olusumunu igermektedir (Frenkel 1975).



_ Toxoplasma gondiinin HAYATDONGUSU

- ookist -

| SONKONAK

sporule olmamis

kuslar, fare vs.

ARA KONAKLAR

Bradizoit

Ookist ile kontamine -
kedi kumu veya
kontamine et

enfeksiyon

ookist

enfeksiyon

Sekil 1.7. T.gondii Hayat Dongiisti (Winn ve ark 2006).

Sporule olmus

Kediler T.gondii’nin herhangi bir sekli ile enfekte oldugunda parazit ince barsak

epitellerine girer ve sizogoni ile aseksiiel lireme sonucu merozoitler, sporogoni ile sekstiel

¢ogalma sonucunda ise ookistler meydana gelir. Once gametositogenesis yoluyla makro ve

mikrogametositler olusur, daha sonra bunlar olgunlasarak makro ve mikrogametler haline

doniistirler. Mikrogametin makro gameti dollemesiyle zigot meydana gelir. Zigottan olusan

olgunlagmamis ookistler barsak bosluguna gecer ve buradan da diski ile disar1 atilirlar (Mete

1999).
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Ookistlerde iki sporoblast olustuktan sonra bunlar dorder sporozoitli sporokistlere
dontistirler. Kedi, olgun ookistleri sindirim yolundan aldiginda yaklasik {i¢ hafta, takizoit
bulunan fareleri yediginde 10 giin, kist (bradizoit) bulunan fareleri yediginde 3-5 giin sonra
diskist ile olgunlasmamis ookist atmaya baslar ve ookist atilimi1 1-2 hafta siirer. ilk 1-3
haftaik dénemde akut bir sekilde enfekte olan bir kedi ginde 107-10° ookist
cikarabilmektedir. Olgun ookistteki sporozoitler, enfekte hayvandaki takizoitler ve kistlerdeki
bradizoitler, kedi i¢in oldugu gibi diger konaklar ve insanlar i¢in de enfektiftir. Ara konaklarin
enfeksiyona yakalanmasi ozellikle 2 yolla sekillenmektedir (Soulsby 1986, Kuman ve ark
1995).

1. Ara konak olan tiim memeli hayvanlar, sporlanmis ookistleri agiz yoluyla alarak

enfekte olurlar.

2. Memeli hayvanlar parazitin doku kistlerini tagiyan baska bir ara konagi yiyerek

enfekte olabilirler.

3. Sindirimi takiben kist veya ookistlerin dis duvarlar1 enzimlerin etkisiyle agilir ve
enfektif olan bradizoitler intestinal lumende serbest hale gecerler. Hizl1 bir sekilde
cevre hiicrelerin igine girerek ¢ogalir ve takizoit haline gegerler. Takizoitlerin
dagilmas: enfekte hiicrelerin pargalanmast ile sekillenir. Oncelikle birbiri ile temas
halindeki hiicreler, 0Ozellikle kan ve lenf hiicreleri enfekte olur. Ayrica
transplasental, kan ve kan triinlerinin transfiizyonu, organ transplantasyonu ve
laboratuvar calismalar1 esnasinda bulasabilecegi bildirilen diger bulas sekilleridir
(Findik ve ark 1995, Soulsby 1986). Ayrica takizoitler biitiin viicut sivilarinda
bulunur ve siitle disar1 atilir. Akut enfeksiyonlu hayvanlarin yeni sagilmis siitiinii

¢ig icen kisilerde toxoplasmosis olusabilmektedir (Tiizer ve ark 1999).

1.1.4. Toxoplasma Antijenleri

Yasam dongiistindeki takizoit, kist ve bradizoit dénemlerinin birbirinden farkl antijenik

yapilar1 oldugu 1989 yilinda Kasper tarafindan gosterilmistir (Kasper 1989).
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Son yillarda Western Blot (WB) ve PCR (Polimeraz zincir tepkimesi) tekniklerinden
yararlanilarak detayli calismalar yapilmis, 7.gondii 'nin degisik antijenik karakterleri dikkate
alinarak farkli suslarinin bulundugu gosterilmistir (Davidson 1992). Laboratuvarlarda
kullanilan RH susunun WB yoOntemiyle incelenmesiyle major takizoit antijenler arasinda
kalitatif ve kantitatif farkliliklarin oldugu, her susun kendisine 6zel bir antijenik yapisinin

bulundugu saptanmistir (Ware ve Kasper 1987).

T.gondii’nin yiizey proteinleri Handman ve arkadaslari tarafindan 1980 yilinda
tanimlanmistir (Handman ve ark 1980). RIP (Radyoimmunopresipitasyon) ve Sodyum dodesil
stilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) gibi spesifik yontemlerin gelistirilmesi ve
uygulamaya konulmasi ile antijenlerin oOzellikleri daha dogru belirlenmeye baglanmistir
(Davidson 1992). SDS-PAGE yo6nteminin kullanildigi ¢alismalarda, Sibley ve arkadaslari bes
tane ylizey antijeni tanimlanmislardir. 22, 23, 30, 35 ve 43 kDa molekiil agirliginda olan bu
yapilar ylizey antijen (SAG) olarak adlandirilmiglardir (Sibley ve ark 1991). Etkenin
yiizeyinde glikozil fosfatidilinositol dizisi bagli olan yapilardir ve ¢ogu SAG1 ve SAG2’dir.
Konak hiicreyi invaze etmek, immun modulasyonu ve virulansi saglamakla gorevli olduklari

bildirilmistir (Lekutis ve ark 2001).

Tan1 amach olarak kullanilan takizoit proteinin %5’ini olusturan 30 kDa molekiil
agirhgindaki ylizey proteinleri arasinda en belirgin olarak goriilmekte olanidir (Kasper ve ark
1983). T. gondii nin en baskin olan yiizey antijeni olan bu yapi, RH susu ile enfekte farelerde
immun yanit olusmasinda en giiglii uyarani saglayan etkenlerden birisi oldugu bildirilmektedir

(Marti ve ark 2001).

Sirastyla 22 kDa ve 30 kDa agirliklarinda olan SAG2 ve SAGI1 antijenleri hiicreye
tutunma ve invazyon agsamalarindan sorumludur. SAG1 ve SAG2 acisindan eksikligi olan
mutant suslarin konak hiicreyi invaze etmede yetersiz kalip enfeksiyona yol a¢madigi
gosterilmistir. 43 kDa agirhiginda bir antijen olan SAG3’iin islevi tam olarak bilinmese de
hiicreye baglanma ile ilgili mekanizmalarda rol aldigi diisiiniilmektedir. SAG3 eksik olan
mutantlarin yabani tip T. gondii suslarindan daha az virulan olduklar1 bildirilmistir. SAG4 ve
SAGS ise fonksiyonlari tam olarak anlagilamamis olup sirasiyla 35 kDa ve 23 kDa agirliginda
olan antijenlerdir (Lekutis ve ark 2001).
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T.gondii’nin 21, 26, 27, 28,5, 39, 57, 69, 97, 108 kDA molekiil agirliginda ekskretuvar
iiriinlerindeki antijenleri de arastirilmistir (Davidson 1992, Ertug 1999). Tablo 1’de

Ekskretuvar/Sekretuvar antijenler gosterilmistir.

YER Molekiil | Lokalizasyon Kimyasal Kullamim
Agirhg Yapr Alam
(KkDA)
Ekskretuvar PVN, DB ] ]
/Sekretuvar 21 Yiizeyin altinda Polipeptit ?
Biitlinliigii bozulmamis . .
26 takizoittiubulunmaz Polipeptit | ?
27 | DB, PVN Polipeptit | Sr<ulatuvar
antijen?
.. Latent
28,5 DB, Yiizeyin altinda Glikoprotein | enfeksiyon
PVN J
belirleyicisi?
39 Membran Polipeptit | ?
: . Sirkulatuvar
57 ? Polipeptit antijen?
Akut
69 ? Polipeptit | enfeksiyon
belirleyicisi?
Akut
97 ? Polipeptit | enfeksiyon
belirleyicisi?
Biitiinliigii bozulmamis ve . . Latem.
108 : Polipeptit | enfeksiyon
Takzoitte bulunmaz belirlevicisi
elirleyicisi?

Cizelge 1.1. Ekskretuvar/Sekretuvar antijenler (Davidson 1992)
PVN: Parazitofor vakuol agi, DB: Densebody.

1.1.5. T.gondii’ nin virulansi ve virulansa etki eden faktorler
Virulansin konagin savunmasi ve parazitin antijenik 6zelligine bagli olarak degisiklik

gosterdigi ve Howe ve Sibley’e gore Tip 1, Tip 2 ve Tip 3 olmak iizere 3 tipi oldugu
bildirilmistir (Howe ve Sibley 1995).
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Insanlarda nadir olarak izole edilen Tip 1 farelerde virulan iken, insanlarda virulan olan
Tip 2 ve 3 ise farelerde avirulandir. insanlarda en ¢ok izole edilen Tip 2, toxoplasmosis
olgularinin % 80 ‘inden sorumlu tutulmaktadir. Geri kalan olgularda ise Tip 3’iin rol oynadig1

bildirilmektedir (Howe ve Sibley 1995, Appleford ve Smith 2000, Darde 2004 ).

Virulansi etkileyen faktorleri genel olarak konak hiicreye giris, hastalik yapma ve konak
hiicre savunmasima kars1 direncte rol oynadigi bildirilmekte olup bu faktorler asagida

belirtilmistir.

Konak hiicreye giriste virulansa etki eden bazi faktorler sirasiyla Toksofilin, Miyozin A
ve Roptri proteinidir. Toksofilin invazif parazitin kodladig: aktin baglayan bir protein olup
parazitin hiicreye girisinde rol oynamaktadir. Miyozin A ise parazitin hareketini ve hiicreye
girisini saglamaktadir. Roptri protein konak hiicre sitoplazmasina giriste parazitin aldigi

asimetrik sekilden sorumludur (Beckers ve ark 1994, Meissner ve ark 2002, Delorme ve ark

2003).

Primidin biyosentezini gerceklestiren suslar virulandir ve hastalik olusturmaktadir.
Mutant T.gondii’ de primidin sentezi i¢in gerekli “karbomil fosfat sentetaz II” enzimi
cikartildiginda mutant suslarin farede oldiiriicii etkisi olmadigi ve immun sistemi saglam
hayvanlarda avirulan irklar ile ayn1 derecede bagisiklik gosterdigi belirlenmistir. Buna karsilik
bu enzime sahip virulan suslarin tek dozu bile fareyi 6ldiirmektedir. Fareye oldiiriicii dozda
mutant T. gondii verildikten haftalar sonra yiiksek virulansa sahip T.gondii verilirse fare
infeksiyondan korundugu goézlenmistir. Bu sonu¢ as1 yapimi i¢in umut verici olarak

degerlendirilmektedir (Fox ve Bzik 2002).

Virulansa etki eden konak hiicre savunmasina kars1 direncte rol oynayan faktorlerlerden
birinin de okaryot ve prokaryot hiicrelerde degisik fizyolojik ve nonfizyolojik uyarilara karsi
cevap olarak yapilan 6nemli bir protein olan Is1 sok proteinleri (HSP) oldugu bildirilmistir. Bu
proteinin virulans, degisen ¢evre sartlarina adaptasyon saglama ve konak savunmasina karsi

direngte rol oynadig bildirilmektedir (Nagasawa ve ark 1992).
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Stiperoksit katalaz, katalaz, glutation peroksidaz ve peroksidoksinler gibi enzimler
antioksidanlara ornektir ve hiicreyi reaktif oksijenlerden korurlar. Katalaz enzimi H,O; ‘yi
deoksifiye etmektedir. Kinetoplastida ve Apicomplexa grubunun tiim {yelerinde katalaz
enzimi olmamasina ragmen, T.gondii ‘de bu enzim mevcuttur. Katalaz endojen olarak tiretilen
reaktif oksijenleri ve konak tarafindan olusturulan oksidatif strese karsi paraziti korumada rol

oynamaktadir (Kwork ve ark 2004).

1.1.6 Epidemiyoloji

Toxoplasmosis’in prevalansinin iklim, cografi kosullar, insanlarin yasam tarzina,
aliskanliklara ve geleneklerine bagli olarak {lkeler arasinda farklilik gosterdigi
bildirilmektedir. En yiiksek prevelans %93 olarak az pismis et yeme aligkanligi olan Paris’li
kadinlarda saptandigi bildirilmistir (Markel ve ark 1999). Ayrica soguk bdlgelere nazaran
sicak ve rutubetli yerlerde sehirlere nazaran, kirsal kesimde ve normal populasyona nazaran
hayvanlarla yakin temas1 olan kisilerde prevalans daha yiiksek olarak saptandigi bildirilmistir

(Beaman ve ark 1995).

T.gondii’nin insana ti¢ sekilde bulastig1 bildirilmistir (Altintag 1997, Tenter ve ark 2000,
Schwartzman 2001). Bunlar asagida agiklanmistir:

Takizoitlerle ile bulasim: Takizoit formu ile bulasin genellikle kan ve doku
transplantasyonu veya ¢ig siit ile oldugu bildirilmistir. Insanlarda takizoit kaynakli oral
enfeksiyonlar bildirilmistir fakat bu formla oral yolla bulasin olduk¢a nadir oldugu
belirtilmistir. Buna karsilik agizda herhangi bir yara oldugu durumlar, konjunktivaya temas ile
veya laboratuvar kazasi sonucu elde yara, bere, kesik gibi bir giris kapisinin varliginda

takizoitlerle bulas olabilecegi bildirilmektedir.
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Doku Kistleri ile bulasim: insanlarda pismemis veya az pismis kistli dokularm
tilketilmesinin  6nemli bulag yollarindan biri oldugu bildirilmistir. Ayrica organ
transplantasyonu ile Kkistlerin vericiden aliciya aktarimida bu bulasmada rol oynadigi

belirlenmistir.

Ookistler ile bulasim: Tek son konak olan kedilerin bulas da ana roli tstlendigi
bilinmektedir. Diski ile atilan ookistlerin agiz yolu ile alinmasi biitiin ara konaklar ve kediler

icin baslica bulas yolu oldugu bildirilmistir.

1.1.7. Klinik

Toxoplasmosisin klinigi 4 grup altinda incelenebilir.

Immiinitesi normal olan Kisilerde edinsel toxoplasmosis: Immiinitesi normal olan
kisilerde edinsel toxoplasmosis sessiz veya enfeksiyoz mononukleoz benzeri atesli sekli,

poliadenopatili atessiz sekli ve agir sekli olarak goriilebilmektedir (Altintas 1997).

Immiin yetmezlikli hastalarda akut toxoplasmosis: T.gondii enfeksiyonundan
kaynaklanan doku kistlerinin gelisen immunsupresyonu takiben aktive olmalar1 ve iglerinden
cikan bradizoitlerin viicuda yayilmalarindan kaynaklandigi, olusan reaksiyonlarin 6zellikle
merkezi sinir sisteminde dikkati ¢ektigi asil olarak da beyin kokii ve ganglionlarin durumdan

etkilendigi bildirilmektedir (Altintag 1997, Tenter ve ark 2000, Schwartzman 2001).

Okiiler toxoplasmosis: Okiiler toksoplasmosisi prenatal enfeksiyon sonucu
kaynaklandig1 gibi nadir olarak da postnatal enfeksiyondan kaynaklandigi, en tipik bulgunun
koryoretinit oldugu ve reaksiyonun arka gbéz kamarasinda gelistigi gosterilmistir. Okiiler
toksoplasmosis geng kisilerde ciddi gérme kaybinin en sik nedenidir (Atmaca ve ark 2004).
Tipik bulgular dogumda da goriilebilir veya sonradan ortaya ¢ikabilir. Sonradan kazanilan
toxoplasmosisli olgularin %1’inde g6z tutulumu goriilmektedir. Avrupa ve ABD’de
korioretinitli olgularin % 35’inde T. gondii’nin etken oldugu bildirilmektedir (Ertabaklar ve
ark 2005, Boyer ve ark 1998).
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Konjenital toxoplasmosis: Konjenital toksoplasmosis, gebelikte gegirilen akut
enfeksiyonun plasenta yolu ile fetusa gegmesi ile olusur. Enfenksiyonun plasentadan fetusa
gecebilmesi igin gerekli siirenin enfeksiyona neden olan T.gondii susunun virulansi,
inokiilasyon miktar1 ve plasentanin gelisim donemi gibi faktorlere baghh oldugu

diistiniilmektedir (Wong ve Remington 1994).

1.1.8. Tam

Toxoplasmosisin laboratuvar tanisi, T.gondii’nin muayene maddesinde goriilmesine,

izole edilmesine ve antijen veya meydana gelen antikorlarin saptanmasina dayanur.

e T.gondii’nin Izolasyonu ve Etkensel Tan

e Toxoplasmik Lenfadenopatideki Karekteristik Histopatolojik Bulgular

e Hiicresel Immiinite Testleri ile Tan1

e PCR

e Serolojik Tani: Serum ve viicut sivilarindaki antijenlerin ve antikorlarin

saptanmasi

Toxoplasmosisin tanisinda kullanilan en yaygin serolojik testler;

e Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Eletroforezi (SDS-PAGE)
e Sabin-Feldman Dye Testi

e Indirekt Hemagliitinasyon Testi

e Direkt Agliitinasyon Testi

e Kompleman Birlesme Y ontemi

e Indirekt Fluoresans Antikor Yontemi (IFAT)

e IgM Indirekt Flouresans Antikor Testi (IgM IFAT)

e Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

e Double-Sandwich IgM ELISA

e Immunosorbent Agliitinasyon Yontemi

e Immunosorbent Agliitinasyon Yontemi IgM ve IgE

17



e Enzyme-Linked Immunofiltrasyon Y dntemi

e Spesifik IgM antikorlarinin saptanmasi

Toxoplasmosisin tanisinda kullanilan en yaygin serolojik testlerdir (Yaman ve ark 2004,

Ertug 1999).

1.2. Elektromanyetik Alan ile Ilgili Genel Bilgi

Teknoloji kullaniminin giindelik yasami ve ¢alisma yasamini kolaylagtirmasiyla birlikte,
teknolojinin ortaya c¢ikarabilecegi saglik sorunlari ¢ok acik degildir. Gelismis toplumlarda
yasayan bireyler siirekli olarak fiziksel, kimyasal, biyolojik ve psikososyal etmenlerle

karsilasmakta ve etkilenebilmektedirler (Johansen 2004).

Toplumun saghigini etkileyen fiziksel etmenler arasinda iyonlastirict olmayan radyasyon
da bulunmaktadir. Elektrik ve manyetik alanlar gibi iyonlastirict olmayan radyasyonun
etkilerinden kaginmak oldukca zordur. Son yillarda yapilan epidemiyolojik aragtirmalarda,
elektromanyetik alanlarin (EMA) saglik lizerine bazi etkileri oldugu gosterilmesine ragmen,
deneysel caligmalarda hiicresel diizeydeki etkiler heniiz kesin olarak ortaya konulmamistir

(Schiiz ve ark 2009).

Diinya’nin 0.2-0.7 mT olan elektromanyetik alani canliligin evriminde dogal belirleyici
olmus ve canli organizmalar bu EMA kosullarinda uyum iginde gelismislerdir. Fakat
teknolojinin gelismesi dogal olmayan EMA’lar yaratmis ve bu olusan elektromanyetik
kirliligin gevre ve canlilar tizerindeki etkisi 6nemli bir soru ve sorun haline gelmistir. EMA’in
etkilerini azaltabilmek icin diinya saglik orgiitii ve yerel diizenleyici kuruluslar elektrikli
cihazlarin yayacagi ve maruz kalinabilecek EMA diizeyini sinirlayict standartlar
olusturulmuslar ve uzun siireli epidemiyolojik calismalar ile degisik frekanslardaki EMA’larin
etkileri arastirmaya basglamiglardir (Ahlbom ve ark 2008, Hardell ve Sage 2008, Johansen
2004, Repacholi 1998).
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Cinliler, Meksikalilar ve Yunanlilar tarafindan bulunan manyetizma ile ilgili bir¢ok
hipotezler ortaya konulmus ve arastirmalar yapilmigtir. Tesla ve d’Arsonual tarafindan
1900°’1i yillarin basinda elektromanyetizmanin canlilar {izerindeki etkileri gdsterilmis,
bununla birlikte manyetik alanlarin zaman zaman tedavi amaglar1 kullanilmasi iizerinde
arastirmalar yapilmaya baslanmistir. 1960’11 yillarda uzay c¢alismalari, 1970’li yillarda
manyetik alanlarin kullanildigi manyetik rezonans (MR) gibi goriintilleme cihazlari, 1980°li
yillardan itibaren gelistirilen ¢ok diisiik frekansli EMA yayan cihazlar ve 1990’11 yillarda
kullanima baslanan cep telefonlar1 ile baz istasyonlarmin olumsuz etkilerinin olabilecegi
diisiiniilerek iyonlastirici olmayan radyasyon alaninda arastirmalar baglatilmistir. Bu
aragtirmalar elektromanyetik kirlilik gibi ¢evre problemleri ve hiicresel etkilenim ile
olusabilecek kanser ve benzeri hastaliklarin etkenlerini ortaya ¢ikarmayi hedeflemis olup

yaygin teknolojik kullaniminin nasil en az etki olusturacagini gostermeye yoOnelmistir

(Johansen 2004, Schiiz ve ark 2009).

1.3. Elektromanyetik Dalgalar

Elektromanyetik dalgalar iki etkinin sonucunda olusurlar: (1) Manyetik alanin degisimi,
bir elektrik alan olusturur. (2) Elektrik alanin degisimi, bir manyetik alan olusturur (Serway
2005). Elektrik ve manyetik alanlarin davranislarini agiklayan denklemler ilk defa Maxwell
tarafindan gosterilmistir ve bu denklemler Maxwell denklemleri diye adlandirilmistir. Yiik ve

akim bulunmayan bos uzay bolgelerinde Maxwell denklemleri su sekildedir.

> >
V.E

=0, (1.2)
-
V.B =0 (1.2)
—
> >
VX E=- Z—f (1.3)
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_>
(1.4)

Burada, E elektrik alan vektorii olup birimi N/C veya V/m’(f;. B, manyetik alan vektori

olup birimi N/A.m veya Tesla’dir.
€0, boslugun elektrik gegirgenligidir (g, =8,85.10 2 C/Nm?). p, ise boslugun manyetik

gecirgenligi olup o = 47107 N/ A veya (Henry/metre). Bu denklemler iizerinde bir takim

matematiksel islemler yapilirsa;

: >
(1.5)

g CR)
V'B= g, U, pey (16)
(1.5) ve (1.6) dalga denklemleri elde edilir. Bu dalga denklemleri, boslukta
(L.7)

v = ——=3.00x10°m/ s =¢

W Eo g

hiziyla hareket eden dalgalar1 tanimlar. Madde igerisinde, serbest yiik ve akimlar cinsinden

Maxwell denklemleri sdyle ifade edilir.

— —>
v.p=% (1.8)
> —>
V.B = 0 (1.9)
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VXE=-2 (1.10)

=] += (1.11)

Burada; ps: serbest hacimsel yiik yogunlugu (C /m®), J: serbest hacimsel akim yogunlugu

(A/m?)dur. Lineer ortamlarda, deplasman vektorii i¢in

D=¢E (1.12)

ve manyetik alan vektori i¢in

H=> (Am) (1.13)

iliskileri yazilabilir. Burada

£ = £,(1+ x,) Ortamin elektriksel gecirgenlik katsayisi
g =p,(1+ x,,) Ortamin manyetik gecirgenligi

Burada; y, dielektrik ortamin duygunlugu adinda boyutsuz, pozitif bir biiytikliiktiir.

xm 1se manyetik duygunluk adinda boyutsuz, paramanyetikler icin pozitif,

diamanyetikler i¢in negatif bir biiylikliiktiir. Dielektrik sabiti,

K===1+7, (1.14)

o

olarak tanimlanir.
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Elektromanyetik dalganin 6zelliklerinin daha iyi kavranabilmesi ve verilen formiillerin
fiziksel anlamlarinin anlagilabilmesi igin elektromanyetik dalgay1r karakterize eden

biiyiikliiklerin tanimlanmasinda fayda vardir.

Elektromanyetik Radyasyonun Siniflandirilmasi

Noktasal bir enerji kaynagindan yaricaplar1 dogrultusunda cevreye her tiirlii kiitleli,
yiikli, enerjitik tanecik veya dalgasal enerji yayilmasi olarak tanimlanan radyasyon (Pehlivan
1997) frekans ve enerjilerine gore iyonlastirici ve iyonlastirici olmayan radyasyon olarak

ikiye ayrilir.

Iyonlastiric1 Radyasyon

Molekiilleri bir arada tutan atomik baglar1 kirarak, pozitif ve negatif yilikli elektrik
yikli atomlar {retmeye yetecek foton enerjisine sahip olan asir1 yliksek frekansl
elektromanyetik dalgalar, iyonlastirici radyasyon olarak adlandirilir. Dalga boyu 107 m’den
kiiciik olan yani frekansi 3 petaHertz (pHz) den biiyiik olan elektromanyetik dalgalardir.
Iyonlastirict radyasyon hiicredeki molekiillere carptiginda onlar1 iyonlastirarak, molekiil
yapisint bozar ve olumsuz biyokimyasal tepkimelerin DNA’y1 etkilemesi sonucu kanser

olusumunu kolaylastig bildirilmistir (Pehlivan 1997, Paksu 1997).

Gamma band1 : Enerji diizeyi 4000 eV, dalga boyu 10™ metrenin altindadur.

X s bandr  : Enerji diizeyi 400 eV, dalga boyu 107 ile 10™ metre arasindadir.

Uzak Mordtesi : Enerji diizeyi 40 eV, dalga boyu 107ile 10" metre arasindadir.
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Iyonlastirici Olmayan Radyasyon

Atomik baglart kirmak icin son derece zayif foton enerjilerine sahip bulunan
elektromanyetik spektrum kismini ifade etmek igin, genel olarak iyonlastirici olmayan
radyasyon terimi kullanilir. Dalga boyu 107 m’den bliyiik olan yani frekansit 3 petaHertz
(pHz) den kiigiik olan elektromanyetik dalgalardir.

Bu grupta az enerjiliden yiiksek enerjiliye dogru c¢ok dusiik/diisiik frekansl
elektromanyetik dalgalar, radyo-Tv dalgalari, mikrodalgalar, kizilotesi radyasyon, goriiniir
1isinlar, yakin mordétesi elektromanyetik dalgalar olmak {izere siralanirlar (Cleveland ve Ulcek

1999).

Yakin Morotesi : Mor-mavi 1s18a kadar enerji diizeyi 10 eV, dalga boyu 300-400 nm

arasindadir.

Goriiniir 151k : Enerji diizeyi 4 eV, dalga boyu 400 -770 nm arasindadir.

Mor : 400-420 nm
Mavi : 420-490 nm
Yesil : 490-540 nm
Sart : 540-570 nm
Turuncu : 620 nm

Kirmizi : 600-770 nm

Kizilotesi (infrared) Radyasyon:

Yakin Kizil Otesi : Dalga boyu 770-1400 nm arasindadir.

Uzak Kizil Otesi : Dalga boyu 1.4-1000 um arasindadir.

Mikrodalgalar : Frekanslar1 300-300000 MHz arasinda olan giderek yaygin olarak

kullanilan elektromanyetik dalgalardir.
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Tv-Radyo Dalgalar: : Frekanslar1 300 kHz-300 MHz arasinda olan elektromanyetik
dalgalardir.

Cok Diisiik/ Diisiik frekansh elektromanyetik dalgalar: Frekansi 0-300 kHz
arasinda olan elektromanyetik dalgalardir ( Pehlivan 1997).

1.3.1. Elektrik Alan

Yiiklii parcaciklar arasinda elektromanyetik kuvvet, doganin temel kuvvetlerinden biri
olup kiitle ¢ekim kuvvetinden ~ 10*? kat daha etkilidir. Uzayda bir noktadaki elektrik alan
vektorii, o noktaya konulan art1 bir birimlik yiike etkiyen elektrik kuvveti olarak tanimlanir.

Durgun yiiklerin elektrik alan1 Coulomb yasasi ile verilir:

_ 1 R
Elektrik kuvveti
- >
F=qE (1.16)

ve elektrik alanda depolanan enerji, bosluk i¢in,

w== | E? ot (1.17)

= FiFnarTaar
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ile, lineer maddesel ortam i¢in, D =¢E olmak lizere,

—>—>
W= [(E.D)dr (1.18)

ile verilir.

Elektrik yiiklerinin serbest hareket edebildikleri maddelere iletken denir. Statik durumda
iletken icinde elektrik alan, hacimsel yiikk yogunlugu ve potansiyel fark sifir olur. Yalitkan
veya dielektrik maddelerde ise tiim yiikler belirli atom veya molekiillere baglidirlar ve
hareketleri molekiil i¢inde sinirlidir. Bir elektrik alanda dielektrik atom veya molekiillerin yiik
dagilimlar1 baglica iki sekilde degisebilir; genlesme ve donme (Serway 2005). Her iki
mekanizma ayni temel sonuca yol agar. Elektrik alan etkisiyle, madde i¢inde her bir atom
veya molekiil alan yoniinde bir dipol momenti kazanir yani, dielektrik i¢inde kutuplanma olur.

Bu etki, lineer dielektriklerde

P=¢gyy E (1.19)

seklinde elektrik alanla dogrusal iliskiye sahiptir.

1.3.2. Manyetik Alan

Durgun bir yiik sadece elektrik alan olusturur. Hareketli yiik, elektrik alana ek olarak
birde B manyetik alani olusturur. Elektrik yiikleri ¢izgisel, yilizeysel veya hacimsal bir yol
boyunca, yol kesitinden birim zamanda esit miktarda yiik gececek sekilde hareket ediyorlarsa
kararli akim olusur. Kararli bir akim gegen telin R kadar uzagindaki bir P noktasindaki

manyetik alan1 Biot-Savart Yasasi ile verilir.
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> _Hg IR
B(P)=t2 [ == al (1.20)

BT

Diinyanin manyetik alani yarim Gauss, laboratuarda tiretilen siddetli bir manyetik alan
ise 1 Tesla kadardir (Serway 2005). Manyetik alan igerisinde v hiziyla hareket eden bir Q

yiikiine etkiyen elektromanyetik kuvvet ise

F =Q[E +(v xB)] (1.21)

olup (1.21) ifadesine Lorentz Kuvveti denir. Manyetik alanda depolanan enerji ise elektrik

alanda depolanan enerjiye benzer sekilde, bosluk i¢in

1
2ug, “Ir timuza)y

B* ot (1.22)

ile, lineer maddesel ortamda, B =puH olmak iizere,

W= [(B.H)dx (1.23)

ile verilir.

Temel biiyiikliiklerin ve bunlarin birbirleriyle iliskilerinin anlasilabilmesi i¢in “Elektrik
Alan” ve “Manyetik Alan” basliklar1 altinda statik durumlart incelenmistir. Fakat daha once
belirtildigi gibi elektromanyetik dalganin elektrik ve manyetik alanlar1 zamanla
degismektedir. Bu durumda alanlar arasindaki iliskiler Maxwell denklemleri ile verilmelidir
(Griffiths 1996).
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1.4. Elektromanyetik Alan Kaynaklari

1.4.1 Selenoid

B= unl

|
flNS

H=Kpuy
Hy=4nx 10 T/amp m l*
| k= relatif
“gegirgenlik

Sekil 1.8. Selenoid

Iginden i akimi gegen ve bir helis boyunca sik olarak sarilmis diizenege selenoid denir.

Selenoidde olusan toplam manyetik alan, sarimlarin tek tek olusturduklari manyetik alanlarin

vektorel toplamina esittir. Sarimlardan yeterince uzakta bulunan noktalardaki B manyetik alan

selenoidin eksenine paraleldir. Eger sarim sayist ¢ogalir ve sarimlar siklasirsa i¢cinden akim

gecen silindirik bir tabaka ile belirlenen ideal selenoide yaklasilir.

Bir selenoidin manyetik alan siddeti su bagintiyla teorik olarak hesaplanir (Resnick ve

Halliday 1998).

= Selenoidden gecen akim siddeti

L = Selenoidin uzunligu

N = Selenoidin sarim sayisi
R= Selenoidin yarigap1
p= Ortamin gegirgenligi

(1.24)
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1.4.2. Helmholtz Halkalar1

Deneysel olarak olusturulan manyetik alan sistemlerine selenoid sisteminden baska
Helmholtz halkalar1 sistemini de 6rnek olarak verebiliriz. Sekillerde manyetik alan kuvvet

cizgileri goriilmektedir. Sistemde olusan manyetik alan siddeti (B),

B=punl (1.25)

formiiliiyle hesaplanir. Burada p degeri kp, denkleminden hesaplanir ve k relatif gegirgenlik
7
iken ],toise 4nt x10 T/amp.m dir. I akim1 (amper) ve n ise sarim yogunlugunu belirtmektedir.

Sarim yogunlugu ise sarim sayisinin (N) metre olarak selonoid uzunluguna (L) boliinmesiyle

sarim/metre olarak hesaplanir. S| birim sisteminde manyetik alan siddetinin birimi uT/amp.m

€C_ 9

olup “n” sarim sayisi/m , “I”’ akim olup amper cinsinden alindiginda elde edilen birime Tesla

(T) denir (Ufuktepe ve Bozdemir 1997).

\\:A /
. =

/ 50

Manyetik Alan Cizgileri

11T

]

(<

Sekil 1.9. Helmholtz halkalar1 (Ufuktepe ve Bozdemir 1997)
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1.5. EMA’nin Olas1 Etki Mekanizmalari

Elektromanyetik alanlarin iki bileseni olan elektrik ve manyetik alanlarin 6zellikleri
farklidir ve bu alanlarin canlilarin biyolojik yapilar {izerindeki etkilerinin de degisik oldugu
gbzlenmistir. Insanlarin bu alanlardan nasil etkilendigi kesin olarak bilinmemektedir.
Calismalar manyetik alanlarin elektrik alanlara gore biyolojik sistemleri daha fazla
etkiledigini gostermektedir. Burada manyetik alanlarin 6zel olarak iretilmis kimi maddeler
disinda hemen hemen hicbir engel tanimadan ortamlardan gecerken elektrik alanlarin ise
duvarlardan bile gecemedigi ve hatta insan derisinden gegerken bile siddetinin ¢ok
diismesininde rolii bulunmaktadir. Elektrik alanlar viicut yiizeyinde zayif akimlar
olustururken, manyetik alanlar ise bedenin igine girerek etkilerini i¢ organlarda bile
olusturabilmektedir. Degisken manyetik alanlar ¢evresinde bulunan tiim iletkenlerde akim
olustururlar, bu akimlarin yonii manyetik alana diktir (Frey 1993, Juutilainen 2005, Funk ve
ark 2008). Elektromanyetik radyasyon hiicre membraninin yiizeyindeki 6zel baglanma
bolgelerine iyon, norotransmiter, hormon, antikor baglanmasini uyarmaktadir (Adey 1988).
Bu olaylar hiicre membrani ylizey proteinlerinin elektriksel yapisini ve iyon gegcisini etkileyen

transmembran sinyalin degismesiyle olmaktadirlar (Funk ve ark 2008).

Cok diisiik frekans EMA’1n biyolojik sistemleri etkileyerek kanser olusumunu bir veya
daha fazla mekanizma ile baslattig1 bildirilmektedir. EMA’nin kanser olusturmasinda cesitli
mekanizmalar sorumlu tutulmustur. EMA’1in maruziyetine ugrayanlarda direkt genotoksik
etki ile kanser olustugu (Ivancsits ve ark 2002) yada spesifik onkojenik gen dizilerinin
aktivasyonunun (Strasak ve ark 2009) kanser olusumuna yol agtigr bildirilmistir. Spesifik
DNA bolgelerinde elektromanyetik etkiyle transkripsiyonun baglatilmasinda EMA’nin DNA
icinde hareket eden elektronlar1 hizlandirarak DNA zincirleri arasinda biiyiik itici kuvvet
olusturmasinin etkili olabilecegi bildirlmistir (Blank ve Goodman 2001). EMA’nin iyon
gecisine etkisinin ve Ozellikle de intraselliiler kalsiyum konsantrasyonunu degistirerek sinyal
iletim yolaginin etkilenmesi kanser olusum mekanizmalarindan kabul edilmektedir
(Lindstrom ve ark 1995). Stres faktorlerinin etkisiyle hormonal ve immun sistemde timor
kontrol eden mekanizmalarin bozulmasininda, kanser olusumunda etkisi oldugunu

bildirilmektedir (Goldberg ve Creasey 1991).
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Yapilan ¢alismalarda EMA’m merkezi sinir sistemi hastaliklarinin 6zellikle Alzheimer,
epilepsi ve Parkinson hastaligi riskini arttirdigr bildirilmektedir ve bu etkinin de reaktif
oksijen tiirlerinin ortamda arttirilmasi ile olustugu belirtilmek ile birlikte kesin bir mekanizma
gosterilememistir. Fakat EMA ve norodejeneratif hastaliklar arasinda iligki belirgin olarak

gosterilmistir (Johansen 2004).

Yara iyilesmesi lizerine elektrik alani ve EMA’in pozitif bir etki gostererek yara
iyilesmesini tetikledigi belirtilmistir (Vodovnik ve Karba 1992, Lee ve ark 1993). Darbeli
EMA uygulamalarinin deri epitelyum hiicrelerinde hiicre membranmi1 etkileyerek hiicre
proliferasyonunu arttirdigi bildirilmistir (Stiller ve ark 1992). EMA’nin yara iyilesmesi
sirasinda TGF-f} ekspresyonunu arttirici etkileri oldugu belirtilmistir (Anglen 2002). Monache
ve ark (2008) 50 Hz 1 mT EMA uygulamasinin insan endotel hiicrelerinde in vitro olarak
anjiogenez islemini arttirdigini gostermislerdir ve EMA’1n anjiogenez ile iligkili bazi endotel
fonksiyonlarm1 VEGF bagli olan sinyal iletim yolaklarini etkileyerek degistirdiklerini
belirtmislerdir.

EMA tek basma veya biiyiime faktorleriyle birlikte kondrositlerin proliferasyon ve
ekstraseliiler matriks proteinlerini sentez kapasitelerini arttirdigi bildirilmistir. Mohamed-Ali
ve ark (1995) yiiksek freakansli EMA uygulamasinin embryonik kartilaj dokusunda anabolik
etkisini in vitro olarak gostermislerdir. De Mattei ve ark (2007) kikirdak doku kiiltiirlerine
EMA’mm kondrosit proteoglikan sentezini arttirdifini ve bu etkinin EMA ile birlikte insiilin
benzeri biiylime faktorii-1 arttigini gdstermektedir (De Mattei ve ark 2004). Siirekli EMA [50
Hz, 2 mT, 30 dk/giin] ve darbeli EMA [1.3 msn araliklar ile 75 Hz, 2.3 mT, 30 dk/giin] 7 giin
tek tabaka ve pellet kondrosit kiiltiirlerine tek basina veya biiyiime faktorleri ile birlikte
uygulandiginda kondrosit proliferasyonunu ve ekstraseliiler matriks yapimini arttirict etkilere

sahip oldugu bildirilmektedir. (Kozac1 ve ark 2007, Kozact ve ark 2008).

Kalp hiz1 diizenindeki azalmalarin 6zellikle genglerde 6ldiiriicti oldugu bildirilmektedir
ve 60 Hz aralikli EMA (20 pT) uygulamasiin normal kalp hizi diizeninde reversibl olarak
azalttig1 gosterilmistir (Sastre ve ark 1998).
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EMA’m mikroorganizma 6zellikle bakteri ve mantar lizerine etkisi incelendiginde 50
Hz EMA (10 mT) kiiltir ortaminda Saccharomyces cerevisiae sayisini azlattigini ve
biiyiimeleri {lizerine yavaslatici etki gosterdigi goriiliirken (Novak ve ark 2007), Escherichia
coli ile Paracoccus denitrificans canliliklarin1 ve sayilarini azaltmaktadir fakat bakterilerin

morfolojisini degistirmedigi belirlenmistir (Fojt ve ark 2009).

1.6. Elektroforez

Sulu bir ¢ozelti i¢cinde, suspansiye ya da ¢oziinmiis kiigiik elektrik yiiklii pargaciklarin,
uygulanan bir elektrik alanmin etkisi ile go¢ etmesi siirecine elektroforez denir. Bu kiigiik
parcaciklar; bakteri hiicreleri, viriisler, protein molekiilleri veya sentetik pargaciklar olabilir.

Dogal olarak bu parcaciklarin ¢ogu elektrik yiikii tagirlar (Kaya 2002).

Bir ¢ozeltide bir iyon elektrik alan etkisi altinda sabit hizla hareket yapar ve bu hiz

elektrik alan siddeti ile orantilidir. Nicel olarak,

V-uE (1.26)

olup burada v iyonun hizi, p mobilitesi ve T elektrik alan siddetidir. Ortam ve tanecik
ozelliklerine bagli olan mobilite, farkli iyonlar igin farkli degerler gosterir. Mobiliteleri
birbirinden farkli iki cins art1 iyon ihtiva eden bir ¢ozeltide ayni elektrik alaninda ayn1 yonde
kazandiklar1 hizlar birbirinden farkli olur. Bunun sonucu olarak belli siirelerde alinan yollarda

farkli olacagindan tanida bu iki farkli cins iyon birbirinden ayrilabilir.

Elektroforez olayinin matematiksel analizini yapmak cok kolay degildir. Ciinkii elektrik
alanda diger iyonlar (katyon ve anyonlar) da haraket eder. Bu iyonlar diger
makromolekiillerle kimyasal etkilesim yaparak elektriksel alanin 6zelligini degistirebilirler.
Bu nedenle, haraket eden parcacigi izole ve viskoz bir ortamda kiiresel bir iletken gibi

diistinebiliriz ( Kaya 2002).
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Yikli makromolekiillerin elektriksel alan etkisinde goglerinden yararlanarak,
makromolekiil karisimini ayirmak, 6zelliklerini ve konsantrasyonlarini belirlemek olanaklidir.
Protein molekiillerini ayirmak icin de elektroforez yontemi kullanilabilir ¢linkii plazma

proteinleri farkli molekiil agirliklarina ve elektriksel 6zelliklere sahiptirler (Pehlivan 1997).

Yiiklii bir pargacigi elektrik alanda etkileyen elektriksel kuvvetler Coulomb Kanunu ile
aciklanir. Iki elektrik yiikiiniin birbirine etkisi; yiiklerin miktari ile dogru orantili, aralarmdaki

uzakligin karesi ile ters orantilidir.

F= K.qy.02/d? (1.27)

F= Etkilesim kuvveti (itme veya ¢ekme kuvveti)
K= Ortamin dielektrik sabiti

K= 9.10° N.m*/C?

Q: ve Q2= Yiik miktar1 (Coulomb)

Ayrica yiike etki eden elektriksel kuvvet, elektron sayisi (n), elektron yiikii (q=4,8x10'10
ve elektrostatik kuvvet=1,6x10"° C) ve elektrik alan siddeti (E) ile dogru orantihidur.

F=ngE (1.28)

Diger taraftan, Stokes Kanununa gore: Yarigapi r olan yiiklii bir kiire viskoz bir sivida

haraket ederken F kuvvetinin etkisinde bir hiz kazanir.

F=6nnrv (1.29)

Burada F kuvveti, 1 viskozite sabitini, r iletken kiirenin yaricapim1 ve v partikiiliin hizim

gostermektedir.
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ngE=6znnrv (1.30)

v/E=nq/6 (1.31)

v/E=p (1.32)

Elde edilen 1.32 denklemi ile birim elektrik alanda parcacigin hizint ve mobilitesini

belirleyebiliriz. Bu denklemin 1.31 ile modifikasyonu ile pargacigin mobilitesini elde ederiz.

u=ng/6 tnr (1.33)

Bu denklem ile parcacik mobilitesi pargacigin yiikii ile dogru orantili fakat pargacigin

biiytikliigii ve ortamin viskozitesi ile ters orantili oldugu goriilmektedir.

Elektroforez yontemi ¢ok iyi bir ayirma yiintemi olmakla birlikte makromolekiiliin
yapist hakkinda fazla bilgi vermez. Sadece molekiiliin agirligin1 bulmakta kullanilir. Ancak
son yillarda yiiklii parcaciklarin molekiil agirligina gore ayrilabildigi gibi, elektrik yiiklerine

gore de siniflandirilabilmektedir.

Elektroforezin kullanim alanlarin:

e Saflik kontrolu

e Molekiil agirlig1 saptama

e Kalitsal veya kalitsal olmayan hastalik saptama

e Enzim izozimlerinin saptanmasi (tanisal amagli, populasyon ¢aligmasi i¢in, adli
tipta)

e Immiinolojik ve molekiiler biyoloji

olarak siralayabiliriz.
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1.6.1 FElektroforez Tirleri

Kagit elektroforezi

Seliiloz asetat elektroforezi

Jel elektroforezi
o Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE)
o Agaroz jel elektroforezi

Kapiller elektroforez

1.7. Proteinlerin Analizi

Protein karigimlarinin ya da proteinlerin genellikle agaroz veya poliakrilamid jel i¢cinde
analizleri i¢in degisik yontemler bulunmaktadir. Elektroforetik yontemler olduk¢a hizli ve
mikrogramla ifade edilebilecek hassasiyete sahip olduklar1 gibi boyama ya da otoradyografi
ile jeldeki proteinlerin teshisinde de son derece elverisli ve hassas olduklar1 bilinmektedir.
Elektroforetik yontemlerin bir diger onemli 6zelligi de tek bir elektroforez ile ¢ok sayida
ornegin analizine olanak saglamasi oldugu belirtilmistir. Yillardir temel elektroforetik
yontemler lizerinde pek¢ok modifikasyonlar yapilmistir. Bu nedenle ¢ok farkli jel sistemleri
mevcuttur. Bunlardan en fazla kullanilanlar1 asagida belirtilmistir (Altintas ve Yolasigmaz

1997).

Sodyum Dodesil Siilfat jel elektroforezi: Protein 6rnekleri deterjan ile denature edilir

ve SDS igeren jel sistemi i¢ginde molekiil biiyiikliilerine gore ayristirmaya tabii tutulurlar.

Denatiire olmayan sartlar altindaki jel elektroforezi

Gradient jeller: SDS ve tampon jel ile birlikte tek bir akrilamid konsantrasyonunda
hazirlanmaktadir. Bu jeller olduk¢a yakin sekilde elektroforez yapilan standart jel

sistemlerinde proteinlerin ayristoirmasini optimize edebilmektedir.
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Izoelektrik nokta jeller: Bu yontemle proteinler izoelektrik noktalarma gore
ayristirilmaktadir. Protein, izoelektrik noktasinin esit oldugu pH’a kadar jel tizerinde hareket

etmesi prensibine dayanmaktadir.

Iki yonlii jel: Proteinler o6ncelikle izoelektrik noktalari ile ayristirilmakta ve daha

sonra SDS jel i¢inde yiiriitiilmektedir.

1.7.1. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Eletroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE’i proteinlerin analizi i¢in en fazla kullanilan yontemlerden birisidir.
Proteinlerin karakterizasyonunda ve karsilastirilmalarinda kullanilan bu yontemde, proteinler
anyonik bir deterjan olan SDS ile reaksiyona girerek negatif yiiklii kompleksler olusturup,
denatiire olurlar ve ¢Oziniirlik kazanirlar. Boylece proteinler yiiklerindeki ve
biiytiikliiklerindeki farkliliga gore poliakrilamid jelin kalbura benzer yapisinda elektroforez ile

ayristirma islemine tabii tutulurlar (Altintag 1991, Altintas ve Yolasigmaz 1997).

Poliakrilamid jellerin akrilamid ve bisakrilamid’den kimyasal polimerizasyon ile elde
edildigi bilinmektedir. Amonyum persiilfat ve katalizér olarak TEMED polimerizasyonu
baslatmak i¢in kullanilmaktadir (Sambrook ve ark 1989).

Proteinlere ve secilecek tampon soliisyonlarina gore poliakrilamid yiizdesi

degismektedir.

%Poliakrilamid= Total poliakrilamid/bisakrilamid seklinde hesaplanir.

SDS-PAGE’de pH’lar1 ve bilesimleri farkli ayirici ve toplayici jel olmak iizere iki tip jel
kullanilmaktadir. Calismada kullanilan 6rnekler toplayici jele konmaktadir. Toplayici jelde
bliylik  hacimlerde  bulunan  SDS-protein  bilesimlerinin  ¢ok  kiigiik  alanlara
yogunlastirilmasinin saglandigi bilinmektedir. Elektrik akimi uygulandiginda, SDS-protein

bilesimleri elektrolit soliisyonu i¢inde bulunan klor ve glisin iyonlar1 arasinda hareket ederek
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aywricl jele gecmeden Once toplayici jelde yogun hale geldigi bildirilmektedir. Toplayict
jelden ayirict jele gecen SDS-protein bilesimlerinin molekiil biiyiikliiklerine gore ayrildigi

ifade edilmektedir (Tijssen 1985).

Negatif NUmunenin
Elektrot koysldugmyer oo

B Y ——

Pozitif
Elektrot

Sekil 1.10. Elektroforez diizenegi ( [1] ).



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec

Deneylerde Adnan Menderes Universitesi hayvan laboratuvarinda yetistirilmis olan

100 adet (24-32 g) erkek Balb/c fare kullanilmigtir. Calisma siirecinde fareler 22+1°C ¢evre

sicakligi, 12/12 saat aydinlik/karanlik siklusunun saglandigi, bagil nem orani (40-50%) ve
havalandirilmast kontrol edilen semiklimatize bir odada barindirilmistir. Fareler standart yem
ile serbest olarak beslendi ve suluktan serbest¢e su igmeleri saglanmistir. Cerrahi islemler
oncesinde fareler aligmalar1 i¢in bir hafta siireyle laboratuvar ortaminda tutulmuslardir.
Calisma siiresince kullanilan 100 fareden 40 tanesi T.gondii pasaji i¢in kullanilmigtir. Tiim
deneysel siireg Adnan Menderes Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Komitesi’nden alinan

izin ¢ercevesinde gerceklestirilmistir.

Cerrahi islemler oncesinde fareler servikal dislokasyon yolu ile sakrifiye edilmistir
Tiim cerrahi islemler ayn1 kisi tarafindan ve standart teknikler kullanilarak

gergeklestirilmistir.

Cerrahi islemler batin bolgesinde gerceklestirilmistir.
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2.2.  Yontem

Adnan Menderes Universitesi Parazitoloji Bilim Dali’ndan temin ettigimiz T.gondii
takizoitlerinin farelerde hastalik olusturacagi optimal dozun belirlenmesi amaciyla 6n
caligmalar yapilmistir. Bu amagla degisik siirelerde ve degisik sayilarda takozoitler farelere
enjekte edilmis ve fare peritonundan alinan soliisyonlarda T.gondii miktarlar1 belirlenmistir.
Bu 6n standardizasyon ¢ahismalari sonucu ml’inde 10° T.gondii bulunan 0.2 ml periton
stvisinin farelere verilmesi sonucu 5. giinde farelerde hastaliga bagl 6liim gercgeklestirildigi
gosterilmistir. Bu nedenle ¢alismamizda 5 giin siiresince enfekte farelere darbeli veya siirekli

EMA uygulanmistir.

2.2.1. Cahsma Gruplari

In vivo ve in vitro deneylerde Siirekli EMA, Darbeli EMA ve kontrol grubu olmak iizere

3’er ayr1 grup olusturulmus olup her grupta randomize olarak 10’ar fare bulunmaktadir.

Siirekli EMA Uygulanan Gruplar: In vivo deneyde farelere bir ml’sinde 10° T.gondii
takizoitleri enjekte edilip, pleksglasstan yapilmig kafeste sabah 4 saat, 6gleden sonra 4 saat
olmak tizere toplam 8 saat siirekli 5 glin boyunca EMA uygulamasina maruz birakilmistir. In
vitro deneyde ise farkli olarak T.gondii takizoitleri farelere enjekte edilmeden 6nce 1 giin

boyunca +4°C’de flasklarin iginde siirekli EMA’ya maruz birakilmistir.

Darbeli EMA Uygulanan Gruplar: In vivo deneyde farelere bir ml’sinde 10° T.gondii
takizoiti enjekte edilip, 5 giin boyunca toplam 8 saat EMA uygulanmasina maruz

birakilirmistir. In vitro deneyde ise farkli olarak T.gondii takizoitleri farelere enjekte

edilmeden 6nce 1 giin boyunca +4°C’de flasklarin i¢inde darbeli EMA’ya maruz birakilmistir.

Kontrol Gruplart: In vivo deneyde farelere bir ml’sinde 10° T.gondii takizoiti iceren
soliisyonun intraperitonal olarak enjekte edilip, EMA uygulanmadan fareler 5 giin boyunca
kafeslerinde tutulurken, In vitro deneyde ise T.gondii takizoitleri flask igerisinde 1 giin

boyunca +4°C’de bekletilmis, herhangi bir EMA uygulanmaksizin farelere enjekte edilmistir.
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2.2.2. RH Susunun Takizoitlerin Fare Peritonu Icinde Uretilmesi

Calismada Balb/c cinsi beyaz laboratuvar fareleri kullanildi. ADU Tip Fakiiltesi
Parazitoloji Bilim Dal1’ ndan alinan RH susu virulan suslar olduklarindan fare peritonu icinde
iiretilerek deney siiresince kullanildi. RH susu insiilin ignesiyle deney farelerinin peritonlarina
0.2 ml miktarda enjekte edildi. Fareler oda sicakliginda sabit nem kosullarinda bekletildi. 5
giin sonra klinik belirtiler goriilmeye baslandiginda, servikal dislokasyon yolu 6ldiiriildi ve

karin bolgesi derileri Sekil 2.1°deki gibi soyuldu.

Sekil 2.1. Fare karin bolgesi derilerinin soyulmasi.

Fare peritonlar1 i¢ine pastor pipetiyle 10 ml Serum fizyolojik (SF) ile periton boslugu
iyice yikandi (Sekil 2.2).

Sekil 2.2 Serum fizyolojik ile fare periton boslugunun yikanmasi.

Peritona verilen sivi pastor pipetiyle tekrar toplandi ve takizoitli periton sivilar1 fare

pasaj1 i¢in uygun miktara getirildi.
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2.2.3. Elektromanyetik Alanin In Vivo Etkisinin Gozlenmesi

T.gondii ile enfekte edilen farelere kuzey-giiney dogrultusunda siirekli veya darbeli
elektromanyetik alana maruz birakildi. Kontrol grubundaki fareler ise ayni siireyle ve ayni

deney diizeneginde manyetik alan disinda benzer sartlarda bulunduruldu.

2.2.3.1. Siirekli Elektromanyetik alan uygulamasi

T.gondii ile enfekte edilen fareler 50 Hz frekansta, kuzey-giiney dogrultusunda siirekli
elektromanyetik alana maruz birakildi. Manyetik alan birbirine paralel olan bir ¢ift 40 cm
capinda helmholtz halkalar tarafindan olusturuldu. Halka basina 154 sarim ve maksimum 5
amper akim olacak sekilde diizenlenen sistemde, halka direnci 2.1 ohm ve maksimum aki
yogunlugu ise 3.5 mT olarak diizenlendi (Phywe, Almanya). Bu helmholtz halkalariyla
fareler 5 giin boyunca 4 saat sabahtan, 4 saat 6gleden sonra olmak tlizere(uygulamalar arasinda
2 saat ara verilmistir) toplam 8 saat 50 Hz, 2 mT elektromanyetik alana maruz birakildi. Iki
halka arasindaki manyetik alanin siddeti okuma duyarliligi 0.02 olan teslametre (Model 6010,
SYPRUS, Orlando, ABD) ile 6l¢iildii. Boylece elektromanyetik alan i¢cinde her yerde diizenli
bulundugu gosterildi. Orneklerin bulundugu helmholtz halkalar1 geometrisi ve diizenegi Sekil

2.3 ve 2.4°de verilmistir.

Sekil 2.3 Helmholtz halkalar1 geometrisi.
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Sekil 2.4 Helmholtz halka diizenegi.

Bu ¢alismada deneysel olarak x= 0 da B= 2,00 mT kullanilmistir. Deney diizeneginde
Sarim sayist (N) =154, Iki Helmholtz halkas: arasi mesafe(R)=0,20 m ve Akim (I)= 3,0 A
olarak kullanilmistir. Bu degerleri kullanarak teorik olarak helmholtz halkalarinda x= 0 da

elektromanyetik alan siddeti (B) asagidaki formiille 2.07 mT olarak hesaplanmustir.

-7

B—0716 N 21 0.716 154x(47x10~" T.m/ A)(35 A) 207 mT
R 0,2m

2.2.3.2. Darbeli Elektromanyetik alan uygulamasi

T.gondii ile enfekte edilen fareler, 5 giin boyunca giinde toplam 8 saat boyunca birbirine
zit olarak yerlestirilmis bir ¢ift dairesel bakir halka (50 sarim, 0.5 cm c¢apli) tarafindan
olusturulan Darbeli EMA uygulamasina maruz birakilmistir. Bu diizenek ile (Igea, Italya) 1.3
ms aralikla, 75 Hz, toplam 2.3 mT siddette Darbeli EMA ve 2 mV uyarilmis elektrik alan

olusturuldu. Olusan manyetik alan yiizeye paraleldir. Sistemde olusan manyetik alanin siddeti
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Teslametre (Model 6010, SYPRUS, Orlando, ABD) ile deney sirasinda takip edildi.
Deneklere giinliik olarak uygulanan Darbeli EMA uygulama protokolu asagida belirtilmistir:

Saat: 8.00 2saat Darbeli EMA 10.00 1saat dinlenme 11.00 2saat Darbeli EMA 13.00 1saat dinlenme
—_— — _ > _—

Saat: 14.00 2saat Darbeli EMA 16.00 1saat dinlenme 17.00 2saat Darbeli EMA 19.00
—_— 5 _— —_—

Sekil 2.5. Darbeli Elektromanyetik Alan Deney Diizenegi

EMA uygulamalarindan 5 giin sonra klinik belirtiler goriilmeye baslandiginda, fareler
servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi ve karin bolgesi derileri soyulup, 10 ml SF ile periton
boslugu iyice yikandi. Tiip i¢ine aktarilan takizoitli periton sivilari, fare kaynakli hiicrelerin
ve cesitli kaba partikiillerin ¢okmesi i¢in 5 dk 500 devirde oda sicakliginda santrifiij edildi.
Ardindan st sivi alindi ve 10 dk 3000 devirde oda sicakliginda santrifiij edildi. Ayn1 sekilde
bes kez santrifiijden sonra tstteki siv1 atildi. Dipteki takizoitler 2 ml SF ile sulandirild1 ve
yikanan takizoitli periton sivilar1 i¢indeki T.gondii miktar1 Thoma Lam’1 ile sayildi. Ornekler

calisilana kadar -20°C’saklanda.
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2.2.4. Elektromanyetik Alanin In Vitro etkisinin géozlenmesi

2.2.4.1. EMA Uygulamasi

Fare pasaji ile elde edilen flasklarin i¢indeki takizoitli periton sivilari 1 giin boyunca 8
saat +4 °C’de uygulama gruplarinda es zamanl olarak kuzey-giiney dogrultusunda siirekli
veya darbeli elektromanyetik alana maruz birakildi. Kontrol grubundaki tiip ise ayni siireyle

ve ayn1 deney diizeneginde manyetik alan disinda benzer sartlarda bulunduruldu.

Sekil 2.6.a. In vitro deneyler igin Sekil 2.6.b. In vitro Darbeli Elektromanyetik

Helmholtz halkalarinin deney diizenegi. ~ Alan Deney Diizenegi.

2.2.4.2. Farelerdeki etkinin Gozlenmesi

Fareler randomize olarak her grupta 10 fare olacak sekilde 3 gruba ayrilmigtir. 1 giin
boyunca 8 saat +4 °C’de es zamanl olarak kuzey-giiney dogrultusunda siirekli veya darbeli
elektromanyetik alan uygulanan flasklarin icindeki takizoitli periton sivilari 1 ml sinde 10°
T.gondii olacak sekilde farelere 0.2ml enjekte edildi. 5 giin sonra klinik belirtiler goriilmeye
baslandiginda, servikal dislokasyonla sakrifiye edildi ve karin bolgesi derileri soyulup, 10 ml
SF ile periton boslugu iyice yikandi. Toplanan takizoitli periton sivilari i¢indeki T.gondii
miktar1 Thoma Lam’1 ile sayildi (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Thoma laminda T.gondii’lerin goriintiisii.

Her fare icin farkli preparat olucak sekilde 30 preparat i¢in 150 ml distile suyun igine
150 damla Giemmsa boyasi damlatilip, preparatlar boyandi ve T.gondii-makrofaj oranina

bakildi.

2.3. Degerlendirme yontemleri

2.3.1. Genel degerlendirme

Degerlendirmeye alinan deneklerde calisma siirecinde dene§in ¢alisma dis1

birakilmasini gerektiren durumlarin olusup olusmadig siirekli gézlenmistir.

2.3.2. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Elektromanyetik alanin T.gondii nin antijenik yapisina etkisinin incelenmesi amaciyla

SDS-PAGE yapilmistir.
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Testte kullanilan malzemeler:

e Mini elektroforez cihaz1 (Bio Rad, 170-3930)
e Gii¢ Kaynagi (Bio Rad, Power Pac 300,165-5050)
e Kaynamis Su Banyosu

Kullanilan Kimyasal Maddeler:

o %30 Akrilamid/Bis hazirlandi.

e Amonyum persiilfat (Applichem, A1142,0250)

e TEMED (N,N,N,N-Tetra-metil-etilendiamin) (Applichem, A 1148,0100)

e Trizma Base (SIGMA, 034K5447)

e Dodesilsiilfat Natriyumsalz (SDS) (Merck, 822050)

e Glisin (Applichem, A1067,1000)

e Marker (Pre-stained SDS-PAGE standart Low Range) (Santa cruz, SC2360)
e SDS-Page Sample Buffer (Novex, LC2676)

Testte Kullanilan Soliisyonlar:

9030 luk Akrilamid/Bis :

e Akrilamid : 30.0 gr
e Bisakrilamid 0.8gr

e Distile su ile 100ml’ye tamamlanmistir
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1M Trizma Base:

e Trizma Base : 12.11 gr

e Distile su ile 100ml’ye tamamlandiktan sonra pH’ 1 6.8’e ayarlanmustir.

Amonyum persiilfat(%10):

e Distile Su Iml

e Amonyum persiilfat 0.19r

1.5 M Ayirici Jel:

o Tris 18,16 gr
e 100 ml distile su i¢inde ¢oziildii. pH ayarlamasit HCl ile 8,8’ e ayarlandi

%010 SDS:
e SDS 10 gr
e Distile Su 100ml

Elektrot Soliisyonu:

e Trizma Base 3gr
e SDS 1or
e Gilisin 14.4 gr
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Testin Yapihisi:

e Testteki biitiin islemler eldiven giyilerek yapilmistir.

e Kullanilacak cam ve diger malzemeler test 6ncesinde steril edilmistir.

e Elektroforez aletinin, biri kalin digeri ince iki cam levhasi birbiri iizerine
getirildikten sonra mengene seklindeki alet yardimiyla diizgiin bir zeminde, dik

olarak sekildeki gibi sehpaya yerlestirilmistir.

Sekil 2.8. Elektroforez diizeneginde cam levhalarin yerlestirilmesi

e Cam levhalardan sizinti olup olmadigini1 kontrol etmek i¢in camlarin arasinda
olusan araliga alkol doldurulmus ve sizint1 olup olmadig1r gozlendikten sonra
alkol kurutma kagidina emdirilerek uzaklastirilmistir. Ayirict jel soliisyonu 50

ml’lik santrifiij tiipii i¢inde agagidaki gibi hazirlanmistir.

Ayiricl jel soliisyonu (%10°luk):

e Distile Su 4000 pl
e Akrilamid/Bis %30 3300 pl
e 1.5M Tris soliisyonu (pH:8.8) 2500 pl
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e %10 SDS 100 pl
e %210 Amonyum Persulfat 100 pl
e TEMED 4 ul

TEMED ve amonyum persiilfat polimerizasyonu baglattiklar1 i¢in en son eklenmistir.

Hazirlanan ayirici jel soliisyonu cam levhalarin arasina bir pipet yardimiyla dokiilmiistiir.

e Jelin hava ile temasiin kesilmesi i¢in tizerine %70’lik alkol dokiilmiistiir.
e Polimerizasyon i¢in 45 dakika beklenmistir.
e Polimerizasyon isleminden sonra jelin iizerindeki alkol kurutma kagidi ile

alimmustir.

Toplayic jel soliisyonu:

e Distile Su 3400 pl
e Akrilamid/Bis %30 830 ul
e 1M Tris Soliisyonu 630 ul
e %10 SDS 50 pl

e %10 Amonyum persiilfat 50 pul

e TEMED 5pul

Toplayici jel soliisyonu de 50 ml’lik santrifiij tiipii i¢inde hazirlanmistir.

e Toplayic jel soliisyonu ayirict jel soliisyonunun iizerine dokiilmiistiir ve hemen
iizerine sekildeki gibi ¢ok disli tarak yerlestirilmistir. Taragin mutlaka toplayici
jel i¢inde kalmasina, ayirici jel ile temas etmemesine ve jel ile tarak arasinda

hava kabarcig1 kalmamasina 6zen gosterilmistir.
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Sekil 2.9. Elektroforez diizeneginde taragin jele yerlestirilmesi.

e Toplayict jelin polimerizasyonu i¢in 45 dakika beklenmistir.

e Antijenin ideal sulandirim oranini belirlemek amaciyla T.gondii sivisinin farkli
sulandirimlart ¢aligilmigtir ve 15 pl antijen, 20 pl sample buffer karigimi
belirlenmistir.

e Ependorf tiiplerin kapaklari iizerine igne ile 3-4 delik agilmis ve kaynar su i¢inde
5 dakika bekletilmistir.

e Buzdolabindan c¢ikarilan marker kaynar suyun igine daldirilip ¢ikarilarak

1sitilmagtar.

Orneklerin Jelde Elektroforezi

e Taraklar jele zarar vermeden ¢ikarilmistir.
e Jeldeki gukurlar ¢oklu tarak kullanilarak a¢ildigi i¢in jelin bastaki ¢ukuruna 8 pl
standart isaret protein, diger ¢ukurlarina ise 20 pl 6rnek tampon soliisyonu ve

antijen karistmi konulmustur.
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Sekil 2.10. Elektroforezde jelin ¢ukurlarina marker ve 6rnek tampon soliisyonu ve antijen

karisiminin konulmasi.

Sekil 2.11. Elektroforez diizeneginde cam levhalarin elektrot tankina koyulmadan 6nce
gerekli aparatlara takilmasi.

e Arasinda jel bulunan cam levhalar elektroforez tankina yerlestirildi ve sonra
soguk ortamdan c¢ikarillan elektrolit soliisyonu ile elektroforez tanki jelin
iizerinden tagmiyacak sekilde dolduruldu.

e Bu islemlerden sonra elektroforez aletinin kapagi anod ve katod uclarinin
dogrulugu kontrol edilerek kapatildi ve cihaz, proteinlerin ayrilmasi islemi i¢in 1

saat 30 dakika siire ile 100 V ‘luk sabit akima ayarlanarak caligtirildi.
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Sekil 2.12. Elektroforez diizeneginde jelin elektrot tankina koyulmasi.

e Bu siire sonunda markirin olusturdugu rengin jelin alt ucuna kadar gelip
gelmedigi kontrol edildi. Eger hala gelmemisse, markir jelin alt ucuna
ulasincaya kadar bir siire daha beklendikten sonra akim kesildi ve uglar ¢ikarildi.

e Jel, elektroforez aletinden dikkatli bir sekilde ¢ikarildi.

e Antijenin ayrisip ayrismadigimi  kontrol etmek ve uygun antijenik

konsantrasyonu saptamak amaciyla jel boyanmistir.

2.3.2.1. Giimiis Nitrat Boyama

Giimiis boyama i¢in gerekli malzemeler:

e Ultra distile su (>18 megohm/cm)

e Steril 10ml’lik pipetler

e Beher

e  %30’luk etil alkol ( ultra distile su ile hazirlanmis)

o Fiksatif (%40°lik etil alkol, %10’luk asetik asit, ultra distile su ile hazirlanmis)
e Sensitizer

e Boyama
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e Gelistirici
e Developer Enhancer

e Durdurucu

Kullanilan Soliisyonlar

Fiksatif:

o FEtil alkol 40 ml
o Asetik asit 10 ml

Ultra distile su ile 100 ml’ye tamamlanmaigtir.

Yikama Soliisyonu:

e FEtil alkol 30 ml

Ultra distile su ile 100 mI’ye tamamlanmustir.

Sensitizing solution:

e Etil alkol 30 ml

e Sensitizer 10 ml

Ultra distile su ile 100 mI’ye tamamlanmuistir.
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Boyama Soliisyonu:

e Stainer 1ml

Ultra distile su ile 100 mI’ye tamamlanmaigtir.

Gelistirici Soliisyon:

o Gelistirici 10 ml
e Developer enhancer 1 damla

Ultra distile su ile 100 mI’ye tamamlanmaigtir.

Durdurucu

e Durdurucu 10 ml

Boyamanin uygulanis::

e Elektroforezden sonra jel dikkatlice ¢ikarilip ultra distile suda bir siire bekletildi.

e Ultra distile su dokiiliip jel 100 ml’lik hazirlanan fiksatif soliisyonunda 20
dakika bekletildi.

e Fiksatif sollisyonundan c¢ikarilan jel 10 dakika boyunca %30’luk etil alkol ile
yikandi.

o Etil alkol dokiiliip 10 dakika Sensitizing solutionda bekletildi.

e Sensitizing solutiondan ¢ikarilan jel 10 dakika %30’luk etil alkol ile yikandi
daha sonra 10 dakika ultra distile suda bekletildi.

e Ultra distile su dokiiliip Boyama soliisyonunda 15 dakika inkiibasyona

birakilmustir.
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e Boyama tamamlandiktan sonra jel 100 ml’lik ultra distile su ile 20-60 saniye
arasinda yikandi.

e Daha sonra 4-8 dakika bantlar goriinmeye baslaymncaya kadar 100 ml’lik
Gelistirici soliisyonda bekletildi.

e Qelistirici soliisyon dokiiliip 10 ml durdurucu iginde jel 10 dakika boyunca
kaldi.

e Son olarak durdurucu dokiiliip 100 ml ultra distile su i¢inde jel bir gece boyunca
bekletildi.

SDS-PAGE yonteminde ortaya c¢ikan bantlarin molekiil agirliklart markir ve bir

logaritmik cetvelden yararlanilarak hesaplanmistir.

2.3.3. Istatistik

Istatistiksel degerlendirmede GraphPad Instad yazilimi kullanilmustir. Veriler Kruskal-
Wallis testi (parametrik olmayan veriler i¢in) ile analiz edilmistir. Degerlendirmelerde p<0,05
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Sayisal degerler aritmetik ortalama + standart hata

olarak ifade edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Genel Degerlendirme Bulgular:

EMA uygulama sirasinda in vitro deneylerde herhangi bir fare kaybi olmadigindan
degerlendirmeye 30 fare dahil edilmisken, in vivo deneylerde ise alt1 fare ¢alisma dis1 kalmig
ve degerlendirmeye saglikli olan 24 fare dahil edilmistir. Deneklere giinliik kilo takibi
yapilmistir. Tedavinin basi ile sonu arasinda hem in vivo hem de in vitro deney gruplarinda
kilolar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 3.1 ve 3.2).
Farelerin canliligi, haraketliligi ve beslenmesi giinliik olarak izlenmistir ve bunun sonucunda

farelerin saglikli bir siire¢ gecirdikleri saptanmustir.

EMA Gruplan n 1. Giin 5. Giin
Siirekli EMA 10 28,4 +2,01 244+ 1,83
Darbeli EMA 10 282+24 254+2,12

Kontrol 10 28,6 +2,3 252+1,93

Cizelge 3.1. Kilo takibi in vitro deney grubu.
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EMA Gruplan n 1. Giin 5. Giin
Siirekli EMA 8 2825+ 1,3 2475+ 1,4
Darbeli EMA 8 27,7+1,7 240+ 1,5

Kontrol 8 280+1,5 25,9 +1,85

Cizelge 3.2. Kilo takibi in vivo deney grubu.

3.2. Elektromanyetik Alan In Vivo Etkisinin Degerlendirilmesi

EMA’1n bes giin siireyle uygulanmasindan sonra fare periton yikama sivisindan alinan
takizoitli stvilar Thoma lami ile incelenmistir ve EMA uygulamalarinin sonunda mililitreye
diisen T.gondii miktart EMA’a maruz kalmayan kontrol grubu ile karsilastirilmistir. 50 Hz ve
2 mT siirekli EMA’ya maruz birakilan deney grubunda ml’ye diisen ortalama T.gondii sayisi
(97.5i12)x105 olarak belirlenirken kontrol grubunda ise (144ﬂ:18)x105 olarak hesaplanmis
olmasina karsin iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemistir (p>0,05). 75
Hz ve toplam 2.3 mT siddette uygulanan darbeli EMA uygulamasi ile ml’ye diisen ortalama
T.gondii sayisinda (59+7) x10° olarak hesaplanmistir ve ml’deki T.gondii sayis1 kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olarak azalmis oldugu saptanmistir (p<0,01).
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x10° ml basma diisen T gondi
say1si

180 4

160 A

140 4

120 A

100 4

80 A

60 A

40 4

20 A

Surekli EMA Darbelh EMA Kontrol

EMA Gruplan

Sekil 3.1 In vivo EMA &lglimlerinden elde edilen T.gondii say1 degerleri.

Orneklerdeki takizoit sayilar1 esitlenerek SDS-PAGE yéntemiyle incelenen T.gondii

protein bantlarinda EMA uygulamalari ile kontrol grubu arasinda farklilik gézlenmemistir.

97kDA

66kDA
44KDA

29kDA

17kDA
14kDA

Sekil 3.2. In vivo deney sonunda SDS-PAGE yontemi ile ayrigtirilan T.gondii protein

bantlarinin glimiis nitrat ile boyanmig goriintiisii (M:Markir, S:Siirekli EMA, D:Darbeli EMA,

K:Kontrol).
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3.3. Elektromanyetik Alan In Vitro Etkisinin Degerlendirilmesi

Flasklarin igindeki takizoitli periton sivilarna +4°C’de 1 giin boyunca EMA
uygulanmasindan sonra bu takizoitli periton sivilar1 farelere enjekte edilmis ve bu farelerde
yasam slirelerinde herhangi bir farklilik gézlenmemistir. Fare peritonlarindan alinan takizoitli
stvilar Thoma lami ile incelenmistir ve T.gondii sayisi hesaplanmistir. Siirekli EMA ve
Darbeli EMA uygulanan gruplardaki ml’deki ortalama T.gondii sayisi sirastyla (170+17)x10°
ile (91£9)x10° olarak belirlenirken kontrol grubunda ise ml’deki ortalama T.gondii saysi
(205+20)x10° olarak hesaplanmistir. Darbeli EMA uygulamas: ile kontrol grubuna gore
ml’deki T.gondii sayisinda istatistiksel olarak anlamli azalma saptanirken (p<0,05) Stirekli

EMA uygulamasinda goriilen azalma istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p>0,05).

250 A

200 A I

150 A

100 A

N '
0 T

Stirelkli EMA Darbeli EMA Kontrol

EMA Gruplan

sayisl

x10° ml basma diisen 7 gondii

Sekil 3.3. In vitro EMA 6l¢iimlerinden elde edilen T.gondii say1 degerleri.

Her denekten alinan periton sivilari i¢in preparatlar boyanmis ve makrofaja basina
diisen ortalama T.gondii miktarlar1 belirlenmistir (Cizelge 3.3). Siirekli EMA ile kontrol
grubu arasindaki makrofaja basina diisen ortalama T.gondii sayisinda istatistiksel olarak

anlamli olmayan azalma gorilirken (p>0,05), Darbeli EMA ile kontrol grubu
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karsilastirildiginda makrofaj basma diisen ortalama T.gondii sayisindaki azalma istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (p<0,01).

Deney Gruplari n Makrofaj basina diisen
ortalama T.gondii sayisi
Siirekli EMA 10 158,0+ 15,8
Darbeli EMA 10 83,5+ 8,3
Kontrol 10 223,5£223

Cizelge 3.3. Deney gruplari i¢in makrofaj basina diisen T.gondii ortalamasi.
Deney gruplart ve kontroldan alinan periton sivisindan hazirlanan preparatlar Sekil 3.4-

3.6 gosterilmektedir. Darbeli EMA uygulamasinda daha fazla makrofaj goriiliirken kontrol
grubunda ise daha fazla T.gondii goriilmistiir (Sekil 3.4-3.6).

\? .

P
.h’r‘l :
Sekil 3.4. Stirekli EMA uygulanan Sekil 3.5. Darbeli EMA uygulanan
T.gondii takizoitleri. T.gondii takizoitleri.
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Sekil 3.6. Kontrol grubu T.gondii takizoitleri.

Takizoit sayilar1 esitlenerek SDS-PAGE yontemiyle deney gruplarinda incelenen
T.gondii protein bantlarinda belirgin farklilik g6zlenmemistir (Sekil 3.7).

HEEE

97 kDA

66 kDA
44 KDA

29 kDA

17 kDA
14 kDA

Sekil 3.7. In vitro deney sonunda SDS-PAGE ile olusan antijen bantlarinin giimiis nitrat
ile boyanmig goriintiisii (M:Markar, S:Siirekli EMA, D:Darbeli EMA, K:Kontrol).

Jel boyandiktan sonra olusan bantlarin molekiil agirliklar1 degerlendirildiginde 6 ile 120
kDA molekiill agirliginda oldugu belirlenmistir. En koyu boyanan bantlarin 60-70 kDa
arasinda ve 30-35 kDa seviyesinde oldugu gozlenmistir. Diger bantlar ise 6, 12, 22, 23, 35,
43, 49, 108 kDa hizasinda goriilmiistiir.
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4. TARTISMA

Glnliik yasantimizda kullandigimiz ¢esitli tasitlar ve elektrikli ev aletleri
elektromanyetik alan olusturan ortamlardir. Isik hiziyla yayilabilen elektromanyetik dalgalarin
olusturdugu elektrik ve manyetik alan bilesenleri mevcuttur. Elektrik ve manyetik alanlar
herhangi bir elektrikli aleti ¢evreleyen goriinmez kuvvet ¢izgilerdir. Elektrik alanlar1 voltaj
tarafindan iretilir ve voltaj arttikga daha giiclii hale gelirler. Manyetik alanlar, teller ya da
kablolardan akim ge¢mesi sonucu olusur ve giicii, akim arttik¢a artmaktadir. Degisik siddet,
frekans, enerji ve dogrultulardaki elektromanyetik alanlarin canli organizmalarin biyolojik
dengelerinde degisimler yarattigi ve bu degisimlerin pek ¢ok caligmada arastirildig
bildirilmistir. Elektromanyetik alanlarin molekiil ve iyonlarin biyolojik membranlarin i¢inden
se¢imli  gegmesini etkileyebildigi, hiicre yiizeydeki tabakalarin yapisin1 degisiklik
olusturabildigi, membrana baglanmis yeni molekiillerin yolunu ya da ylizeye baglanmasini

etkileyebildigi bildirilmistir (Cetin 2005).

Cevresel etkilerin de stres genlerinin aktiflesmesini sagladigini gosteren caligsmalar
bulunmaktadir (Blank ve Goodman 2001). Kariya ve ark (2006) 50 Hz elektrik alanin T,
gondii ile enfekte olmus farenin hareketliligine etki gostermedigi fakat oksidatif stres
cevaplarinin erken sathasinda inhibe edici rol oynadigi bildirilmistir. Ayrica elektrik alaninin
T.gondii ile enfekte olan farelerin yasam siiresine bir etki gostermedigini belirtmislerdir
(Kariya ve ark 2006). Bu calismada da 50 Hz siirekli EMA’nin T.gondii ile enfekte olan
farelerdeki T.gondii sayisina etkisi istatistiksel olarak anlamli olarak belirlenmemistir fakat 75
Hz darbeli EMA’nin enfekte farelerdeki T.gondii sayisinda istatistiksel olarak azalma

olusturdugu goriilmiistiir.
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EMA’m canlilar iizerine ne tiir etkilerinin oldugunun arastirilmasi igin yapilan
calismalarda, 6zellikle kromozom ve DNA incelemelerinde 0,1 ile 7,5 mT arasindaki dozlar
yaygin olarak kullanilmaktadir. Winker ve arkadaslari insan fibroblast hiicrelerini 1 mT
EMA’n1 2-24 saat siireyle maruz birakmiglar ve c¢alisma sonucunda hem kromozomal
anormallikler bakimindan hem de mikronukleus olusumu bakimindan 6nemli diizeyde artiglar
tespit ettikleri bildirilmistir (Winker ve ark 2005). Bu ¢alismada enfekte periton sivilarindan
alman orneklere 2 ve 2.3 mT dozunda uygulanan EMA’in SDS-PAGE yontemiyle yapilan

incelemede EMA’1n protein bantlarinda belirgin bir etkisi saptanmamustir.

Aksoy ve ark (2005) Entamoeba histolytica (E.histolytica) ve Entamoeba dispar (E.
dispar) 6rneklerine 1 saat araliklarla 60 saniye olarak 37 ve 22°C’de toplam 24 saat siireyle
900 MHz frekansindaki elektromanyetik radyasyon uygulamislar ve maruziyet sonunda
sicakliktan bagimsiz olarak E.histolytica ve E.dispar sayilarinda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli azalma saptamislardir (p<0,01). Rodriguez-De la Fuente ve ark
(2008) 1, 1,5 ve 2 mT dozlarinda 60 Hz EMA’m Entamoeba invadens’in biiyiime ve
diferansiyasyonu iizerine etkisini incelediklerinde 1,5 ve 2 mT EMA’ya maruz kalan trofozoit
kiiltiirlerinde biiyiimeyi inhibe edici etkiyi gostermislerdir. Bu ¢alismada da baska bir parazit
olan T.gondii’ye benzer sekilde 1,3 saniye araliklarla 2 saat maruziyet ve 1 saat ara seklinde
toplam 8 saat/giin uygulanan 2.3 mT 50 Hz darbeli EMA ile kontrol grubu karsilastirildiginda,
T.gondii sayisinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azalma belirlenmistir
(p<0,01). Rodriguez-De la Fuente ve ark (2008) EMA’ya maruziyet sonucu hiicre sayisindaki
azalmanin hiicre siklusunun etkilenmesi sonucu oldugunu belirtmislerdir. Goodman ve ark
(1993) ise hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu degisiminin biiyiime isleminde rol alan genleri
etkileyen sinyal iletim mekanizmasini etkilemesinin etkili oldugunu belirtmisgleridir. Bu iki

mekanizma bu ¢alismada da hiicre sayisindaki azalmay1 agiklamaya yardimci olabilir.

Ramstad ve ark. (2000) 550 V/m elektriksel alanin prokaryot Propionibacterium acnes
canliligini %50 azalttigini bildirmislerdir. 50 Hz elektrik alanin Elektromanyetik alana maruz
kalan Caenorhabditis elegans’da 1s1 sok proteinlerinin salgilanmasii artirtigi belirtilmistir
(Miyakawa 2001). T.gondii’ye uygulanan 50 Hz siirekli EMA’nin ml deki hiicre sayisinda
istatistiksel olarak anlamli azalma yapmadigini ve SDS-PAGE de elde edilen protein

bantlarinda kontrol grubuna gore farklilik gézlenmemistir.
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Silyal1 bir protozoa olan Paramecium g¢evresel uyarilara yiizme 6zelligini degistirerek
cevap verdigi bildirilmektedir (Nakaoka ve ark 2000). Hemmersbach ve ark 50 Hz ve 0.5-2
mT EMA uygulamas: ile Paramecium’un ortalama ylizme hizinin ve Paramecium
hiicresindeki yone bagli donme sayisinin EMA dozuna bagl olarak arttigin1 gostermislerdir.
Bu sonu¢ diisik doz EMA’in bile protozoalarda etki gosterebilecegini belirtmektedir
(Hemmersbach ve ark 1997). Buna karsilik Dihel ve ark (1985) 72 Hz darbeli EMA
maruziyetin Paramecium hiicre bolinme hizimi arttirdigini gostermislerdir. Bu g¢alismada
T.gondii’in hiicre i¢ine girisinde de benzer doz EMA’in etki gosterecegi Paramecium’un
siliasna etki ettigi gibi gozlenmeye c¢alisilmig fakat SDS-PAGE yonteminde bu etki

gozlenemistir.

Delgado bir bakteri olan Lactobacillus acidophillus 'a 26 Hz ve 40 Gauss (4 mT)
dozunda darbeli EMA'a uygulamasi ile bakterinin iiremesinin inhibe oldugunu goézlemistir
(Delgado 1985). Benzer sekilde daha az dozda (2 ve 2.3 mT) uygulanan EMA’1n bir parazit
olan T.gondii sayisinda hem in vivo hem de in vitro deneylerde azalma olustugu
belirlenmistir. Graham ve arkadaglarinin (2000) yapmis oldugu caligmada, 1.5 ve 80 uT’li
elektromanyetik alanlarin (60Hz) Drosophila melanogaster iizerine etkileri arastirilmis ve
bunun sonucunda drosophila’nin agirliginda tanimlanabilir diizeyde degisiklikler elde edilmis,
80uT’daki manyetik alan uygulanan drosophila’larin gelisiminin 1.5 pT’daki manyetik alana
gore daha yavas oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada 50 ve 75 Hz EMA maruziyetinin T.

gondii ile enfekte olan farelerin agirliginda anlaml bir fark oldugu saptanmamustir.

Drosophila iizerine Goodman ve ark (1992) yaptiklar1 ¢aligmada, ¢ok diisiik seviyede
EMA’ya 20 dakika maruziyetin canlilarda translasyon seviyesinde degisikliklere neden
oldugununun SDS-PAGE ile géstermislerdir. Bu ¢alismada ise T.gondii tizerine 50 ve 75 Hz
olarak uygulanan EMA’in SDS-PAGE ile yapilan incelemelerde belirgin bir azalma ya da

artma gorliilmemektedir ve daha ayrintili caligmalara gereksinim duyulmaktadir.

Fojt ve ark (2004) Escherichia coli ve Staphylococcus aureus’u 50 Hz ve 10 mT
dozunda EMA’na maruz biraktiklarinda (30 dakikadan kisa siireli) koloni olusturan
birimlerinin sayisinda kontrollere gore azalma saptanmistir. Elektromanyetik alana maruziyet
baslar baslamaz en fazla olarak Escherichia coli’'de daha az olarak da Staphylococcus aureus

soylarinda koloni olusturan birim sayilarinda azalma saptanmistir. Bakterilerde hemen
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baslayan sayisal azalma, en az 8 saatlik ve Ozellikle darbeli EMA maruziyetinden sonra

ml’deki T.gondii sayilarinda goriilebilmektedir.

Bir protozoa olan Eimeria maxima sonucu kuslarda olusan enfeksiyon, 21 giin siiresiyle
5 uT /30 dakika/giin EMA verilmesiyle azaldigi gosterilmistir. EMA’nin etkisi enfekte
kuslarin diskilarinin  gram agirligindaki ookist sayisindaki azalmasinin belirlenmesiyle
gostermislerdir (Elmusharaf ve ark 2007). Bu calismada ise EMA’1n etkisi enfekte farelerin

periton sivilarinda alinan T.gondii’lerin sayilarindaki degisimin gosterilmesiyle belirlenmistir.
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1.

5. SONUC

In vivo deneyde T.gondii ile enfekte edilen farelere 50 Hz 2 mT siddette siirekli EMA
5 gilin boyunca giinde 8 saat olacak sekilde uygulanmasi sonunda periton sivisindan
yapilan incelemede mililitreye diisen T.gondii sayisinin EMA uygulanmayan kontrol
grubuna gore azaldigi goriilmiis fakat bu azalmalar istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir (p >0,05).

In vivo deneyde T.gondii ile enfekte edilen farelere 75 Hz, toplam 2.3 mT siddette
darbeli EMA 5 giin boyunca giinde 8 saat olacak sekilde uygulanmasi sonunda periton
stvisindan yapilan incelemede mililitreye diisen T.gondii sayisinin EMA uygulanmayan

kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azaldigi gézlemlenmistir (p<0,01).

In vivo deneyinde T.gondii ile enfekte edilen farelerin kilolarinda siirekli veya darbeli

EMA uygulamasi istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olusturmamaistir (p>0,05).

In vitro deneylerde fare peritonlarindan alinan takizoitli sivilara + 4 [1C 8 saat boyunca
stirekli veya darbeli EMA uygulanmistir. Daha sonra T.gondii enjekte edilen denekler
bes giin boyunca gozlemlenmis ve takiben sakrifiye edilmistir. Periton sivilarindan
alinan 6rneklerde ml’ye diisen T.gondii miktar1 in vivo deney diizenegine benzer sekilde
Siirekli EMA uygulanlarda kontrol grubuna gore azalmistir fakat bu azalma istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). Darbeli EMA uygulamasi ise kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli sekilde ml basina diisen T.gondii sayisini azaltmistir

(p<0.05).
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5. In vitro deneyde farelere EMA uygulanmis T.gondii enjekte edilmistir ve farelerin
yasam siiresinde degisiklik olmadigr gozlenmistir. Bu farelerin kilolarinda da EMA

uygulamast istatistiksel olarak anlamli bir degisime yol agmamistir (p>0.05).

6. T.gondii takizoit sayilar1 esitlenerek in vivo ve in vitro deney diizeneklerinde bulunan
ti¢ farkli deney grubumuzun SDS-PAGE yontemi ile incelenmesinde T.gondii’ye ait
protein bantlar1 gozlenmistir fakat in vivo ve in vitro EMA uygulamasiin bu protein
bantlarinda kontrol grubuna gore belirgin bir degisiklige neden olmadigi

gbzlenmemistir.

Sonug olarak elektromanyetik alanin T.gondii proliferasyonu iizerinde etkilerinin
bulundugu gézlemlenmistir. Fakat bu etkinin gosterilebilmesi i¢in SDS-PAGE yo6nteminden
daha spesifik olan ileri tekniklerin kullanilmasinin gerektigine ve daha ayrintili ¢aligmalara

ihtiyac oldugu goriisiine varilmistir.
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OZET

Toxoplasma gondii (T.gondii) biitiin diinyada yaygin olarak bulunan ve biitiin
memelileri enfekte edebilen hiicre igi bir parazittir. Parazit konak hiicreye plazma
membraninda parazitik vakuol olusturmak suretiyle saldirmaktadir. Viriilant toxoplasma
infeksiyonundan sorumlu etkenler ve mekanizmalar heniiz tam olarak agiklanamamistir. Bu
calismada elektromanyetik alanin T.gondii’nin hem hiicre i¢ine girisine hem de virulansina
olan olasi etkileri incelenmesi amaglanmistir. Ayrica T.gondii model olarak kabul edilerek

hiicre i¢i organizmalara elektromanyetik alanin olasi etkisinin belirlenmesi planlandi.

T.gondii’ye elektromanyetik alanin etkisi in vitro ve in vivo deneyler ile incelenmistir.
Calismamizda eriskin erkek Balb/c fareler, her grupta rastgele olarak segilen 10 fare olacak
sekilde kullanildi. In vivo deneylerde eriskin erkek Balb/c farelere 1 ml sinde 10° T.gondii
bulunan soliisyon intraperitonal olarak enjekte edildi. Sonra 5 giin boyunca darbeli (1.3 msn
araliklarla, 75 Hz, 2.3 mT, 8 saat/giin) ve siirekli (50 Hz, alternatif akim, 2 mT, 8 saat/giin)
elektromanyetik alan enfekte farelere uygulandi. Kontrol grubuna ise herhangi bir
elektromanyetik alan uygulanmamistir. In vitro deneylerde ise takizoitli periton sivilari bir
giin boyunca +4 ° C’de es zamanli olarak sekiz saat siireyle siirekli veya darbeli
elektromanyetik alana maruz birakildi. Kontrol grubundakilerde ise elektromanyetik alan
uygulamasi hari¢ biitiin kosullar ayni tutuldu. Sonra, elektromanyetik alan uygulanan veya
uygulanmayan takizoitli periton sivilar;, ml sinde 10° T.gondii olacak sekilde farelere enjekte
edildi. Toplanan takizoitli periton sivilar1 igindeki T.gondii miktar1 elektromanyetik alanin
etkisini gostermek igin sayildi. Alinan biitiin 6rneklerde SDS-PAGE yontemi ile T.gondii

protein bantlar1 incelendi.

In vivo ve In vitro deneyler, darbeli ve siirekli elektromanyetik alana maruz birakilan
deney gruplarinda T.gondii sayisinda kontrol grubuna gore azalma saptandigini belirlenmistir.
Buna karsilik SDS-PAGE yontemi ile incelenen T.gondii protein bantlarinda anlamli bir

degisiklik bulunamamigtir. Bu sonuglar elektromanyetik alanin T.gondii {izerine bazi
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etkilerinin bulundugunu fakat bu etkilerin tam olarak anlasilabilmesi i¢in daha ileri tekniklerle

incelenmesi gerektigi kanaaitine varilmistir.

Anahtar Kelimeler: darbeli elektromanyetik alan, fare, SDS-PAGE, siirekli elektromanyetik

alan, T.gondii.
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SUMMARY

Toxoplasma gondii (T.gondii) is an intracellular parasite found throughout the world
and capable of infecting all mammals. The parasite invades the host cell through its plasma
membrane with formation of a parasitophorous vacoule. Factors and mechanism responsible
for virulent toxoplasma infections has not been explained yet. The possible effects of
electromagnetic fields (EMF) on both the invasion of the host cell and virulence of T. gondii
are aimed in this work. Furthermore, determination of the possible effect of EMF on

intracellular microorganisms was planned by taking T.gondii as a model.

Electromagnetic effects on T.gondii have been shown by in vitro and in vivo
experiments. In our study, adult male Balb/c mice have been used, containing randomly
selected 10 mice in each group. During in vivo experiments, the solutions containing 10°
T.gondii per ml were intraperitonally injected into the male adult Balb/c mice (n=30). Then,
pulsed (duration time 1.3 ms, 75 Hz, 2.3 mT 8 hr/day) and continuous (50 Hz, alternating
current, 2 mT, 8 hr/day) EMF were applied for 5 days to the infected mice. EMF didn’t apply
to the control group. During in vitro experiments, pulsed (duration time 1.3 ms, 75 Hz, 2.3
mT) and continuous (50 Hz, alternating current, 2 mT) EMF were applied to the tachyzoites
containing peritoneal liquids for 8 hours at 4 °C in a day. The same conditions except EMF
were applied to the controls. Then, tachyzoites containing periton liquids which were exposed
either EMF or not have been injected to mice containing 10° T.gondii per ml. The amount of
T.gondii within all tachyzoites containing periton liquid has been counted to determine the
effect of EMF. All the taken samples have been investigated of T.gondii protein bands by
using SDS-PAGE technique.

In vivo and in vitro experiments determined that pulsed and continuous EMF reduced
the number of T.gondii compared to controls. However, no differences have been observed at
the protein bands of T.gondii examined by SDS-PAGE technique. These results showed that
EMF has some effects on T.gondii but these effects should be investigated by using advance

techniques.
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Key Words: continuous electromagnetic field, mice, pulsed electromagnetic field, SDS-
PAGE, T. gondii.
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