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OZET

Pastact Ozsobaci, N. Elektromanyetik Alan Uygulamasinin (Wi-Fi 2.4 GHz) Insan
Embriyonik Bobrek Hiicrelerinde (HEK293) Apoptoz ve Oksidatif Stres Degerleri
Uzerine Selenyum ve Cinkonun Etkisi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Biyofizik ABD. Doktora Tezi. Istanbul. 2016.

2.4 GHz frekansinda elektromanyetik radyasyon yayan cihazlarin 6zellikle iletisim
alaninda kullanimi artmaktadir. Yapilan c¢alismalar elektromanyetik alanlarin (EMA)
biyolojik sistemlerde oksidatif stres, hiicre hasar1 ve apoptoz gibi olumsuz biyolojik
etkiler olusturdugunu belirtmektedir. Organizmada bulunan ve antioksidan 6zelligi olan
¢inko ve selenyum, siiperoksitdismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-PXx) gibi
antioksidan enzimlerin yapisinda bulunarak apoptoz iizerine etkili oldugu da
calismalarda gdsterilmistir. Bu amagla insan embriyonik bobrek hiicrelerinde (HEK293)
2.4 GHz frekansli EMA uygulanmasinda selenyum ve ¢inkonun etkisi, apoptoz ve
oksidatif stres degerleri ile arastirilmistir.

Calismamizda HEK 293 hiicreleri ile; kontrol, 2.4 GHz, 50uM Zn+2.4 GHz, 100uM
Zn+2.4 GHz, 100nM Se+2.4 GHz, 200nM Se+2.4 GHz gruplar olusturuldu. EMA
gruplart 1 saat 2.4 GHz EMA’a maruz birakildi, element gruplart ise Zn ve Se ile
hazirlamis besiyerine 48 saat inkiibe edildikten sonra EMA’a maruz birakildi. Olgiimler
sonucunda yapilan istatistiksel degerlendirmelerde EMA’1n MDA’1 arttirdig1 (p<0.001),
SOD ve GSH-Px aktivitelerini azalttigi (p<0.05) tepit edildi. Zn uygulamasinin MDA
seviyesini azalttigi (p<0.05), SOD aktivitesini attirdig1 (p<0.05), GSH-Px aktivitesinde
anlamli bir degisim saglamadigi belirlendi. 100 ve 200 nM Se uygulamasinin MDA
seviyesini azalttigi (p<0.05; p<0.001), SOD aktivitesini arttirdigr (p<0.05), GSH-Px
aktivesini arttirdigi  (p<0.05) tespit edildi. Morfolojik degerlendirmede EMA’in
apoptozu ve kaspaz-3’i arttirdign (p<0.001, p<0.05), bcl-2’yi azalttigr (p<0.001)
gozlemlendi. EMA oOncesinde Zn ve Se uygulanmasimin apoptozu ve kaspaz-3’i
azalttig1 (p<0.001) tespit edildi. EMA oncesinde 100 uM Zn, 100 ve 200 nM Se
uygulamasinin ise bel-2’yi arttirdigr (p<0.01, p<0.001, p<0.01) saptandi. Sonug¢ olarak
2.4 GHz EMA’1n hiicrede ¢esitli olumsuz etkiler meydana getirdigi, Zn ve Se takviyesi
ile bu etkilerden korunabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Elektromanyetik Alan, HEK 293, Apoptoz, Cinko, Selenyum,

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 51182
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ABSTRACT

Pastac1 Ozsobaci, N. Effects of Selenium and Zinc to the Apoptosis and Oxidative
Stress Values on Electromagnetic Field Application (Wi-Fi 2.4 GHz) in Human
Embryonic Kidney Cells (HEK293). Istanbul University, Institute of Health Science,
Biophysics Department. PhD Thesis. Istanbul. 2016.

There is a widespread use of 2.4 GHz electromagnetic radiation emitting devices
especially in education. Recent studies show the adverse effects of electromagnetic
fields (EMF) on tissues. It was reported that EMF induced apoptosis through reactive
oxygen species. Zinc and selenium, that are trace elements for all organisms, show
antioxidant properties by inhibiting oxidative damage being within the structure of
superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-Px). Accordingly, some
studies note that changes in the homeostasis of zinc and selenium effect apoptosis.
Thus, the aim of this study is to investigate the effect of zinc and selenium on 2.4 GHz
frequency EMF exposed human embryonic kidney cells (HEK293) by means of
alterations in apoptotic and oxidative stress parameters.

Our study was planned as control, 2.4 GHz, 50uM Zn+2.4 GHz, 100uM Zn+2.4 GHz,
100nM Se+2.4 GHz, 200nM Se+2.4 GHz groups. EMF groups were exposed to 2.4
GHz EMF for 1h, element groups were incubated for 48h in cell culture medium
containing different element concentrations before EMF exposure. EMF group had
higher MDA (p<0.001) and lower SOD/GSH-Px activities (p<0.05). MDA decreased
(p<0.05) and SOD activity increased (p<0.05) in Zn applied groups. 100 and 200 nM Se
application decreased MDA (p<0.05; p<0.001), increased SOD/GSH-Px (p<0.05)
activities. EMF increased apoptosis and caspase-3 (p<0.001, p<0.05) and decreased bcl-
2 (p<0.001). Application of Zn and Se before EMF decreased apoptosis and caspase-3
(p<0.001). Application of 100 uM Zn, 100 and 200 nM Se before EMF increased bcl-2
(p<0.01, p<0.001, p<0.01). As a result, the current study emphasizes that 2.4 GHz EMF
causes various adverse effects on HEK293 cells, Zn and Se supplementation protects
cells from EMF.

Key Words: Electromagnetic field, HEK 293, Apoptosis, Zinc, Selenium

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 51182



1. GIRIS VE AMAC

Teknolojik gelismeye paralel olarak, endiistriyel, tibbi, askeri, egitim alanlarinda ve
Ozellikle iletisimde kullanilmak tizere gelistirilmis 2.4 GHz frekansinda elektomanyetik
dalga yayan cihazlar yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle toplumlar artan bir
sekilde diisiik frekanshi elektromanyetik alanlara (EMA) maruz kalmaktadir. Bu
gelismelerle birlikte son yillarda yapilan in vivo, in vitro ve epidemiyolojik ¢alismalarda
EMA’m biyolojik etkilerinin arastirilmasi tizerinde durulmaktadir. Bir¢ok caligmada da
elektromanyetik radyasyonun saglik tizerine etkilerinin oldugu tespit edilmistir (1, 2, 3).

Cesitli calismalarda EMA'!n kanser, immiinolojik hastaliklar, kan-beyin bariyeri
hasari, bas agrisi, uyku diizensizligi veya dikkat bozuklugu gibi norolojik
anormalliklere sebep olabilecegi gosterilmistir (3). EMA’in dokularda ve hiicrelerde
hipertermiye sebep oldugu yapilan arastirmalarda gosterilmistir (4). EMA’mn dokularda
meydana getirdigi olumsuz biyolojik etkiler reaktif oksijen pargalarinin artmasiyla
olusan oksidatif stres ile iliskilendirilmektedir. Bu olusum sonucunda ise hiicresel hasar
meydana gelmektedir (3, 5). EMA’a maruz kalma sonucunda dokularda siiperoksit
anyonlari, hidrojen peroksit ve hidroksil radikallerini igeren reaktif oksijen molekiilleri
olusabilmektedir, dolayisiyla EMA’1n reaktif oksijen molekiillerini etkileyerek apoptoza
yol agtigi belirtilmektedir (2, 5, 6). Bu durum, bazi farkliliklar olmasina karsin, az
sayidaki literatiirde farkli deneysel protokoller ile uygulanarak gosterilmistir (2, 7).
Organizmada eser miktarda bulunan ¢inko ve selenyum hiicresel fonksiyonlarin yerine
getirilmesinde kritik 6neme sahiptir. Cinko ve selenyum, bir¢cok biyolojik siirecte
onemli bir role sahip olup, insan saglig1 i¢in organizmada belirli bir diizeyde bulunmasi
gereken esansiyel minerallerdir (8, 9). Glutatyon peroksidazin (GSH-Px) onemli bir
kofaktorii olan selenyum 6nemli bir antioksidandir. Selenyum proteinlerle birleserek
serbest radikallere karsi hiicresel hasar olusumunu engelleyen selenoproteinleri
olusturur. Farkli hiicreler {izerinde yapilan c¢aligmalarda selenyumun hiicre
proliferasyonunu arttirdigi, apoptozu baskiladigi tespit edilmis, fakat bu etkilerin
olusum mekanizmasi tam olarak anlasilamamistir (10). Cinkonun da serbest radikal
hasarma kars1 biyolojik yapilarin korunmasinda farkli rolleri vardir: Metalotiyonin
seviyesini diizenler, siiperoksit dismutazin (SOD) 6nemli bir bilesenidir, tiyol gruplar
icin koruyucu bir ajandir, mitokondri ve mikrozom zarinda lipid peroksidasyonunu

onler ve hiicre zar1 yapisini stabilize eder (11). Buna bagl olarak ¢inko ve selenyum



homeostazindaki degisiklilerin apoptoz {izerine etkili oldugu da yapilan ¢alismalarda
gosterilmistir (8, 9, 11).

Elektromanyetik alanin doku iizerine etkilerinin arastirilmasina yonelik ¢alismalarda
beyin ve testis dokulari iizerinde sik¢a durulmakla birlikte bébrek dokusu tizerindeki

etkilerini aragtiran yayin sayisi oldukea kisithdir (1, 6, 12, 13).

Bu bilgiler 1s18inda tez ¢alismasinda, antioksidan sistemlerin yapisinda bulunan
¢inko ve selenyumun, 2.4 GHz frekansh elektromanyetik dalgalara maruz kalan insan
embriyonik bobrek hiicrelerinde (HEK 293) oksidatif stres parametreleri ve apoptoz

tizerine etkilerinin arastirilmas1 amaglamaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Elektromanyetik Dalgalar

1864 yilinda Ingiliz fizik¢i James Clark Maxwell, ivmeli elektrik yiiklerinin
uzayda sonsuza kadar yayilan birbirleri ile baglantili elektrik ve manyetik degisiklikler
olusturdugunu ileri siirdii; Fakat elektromanyetik dalgalarin (EMD) varligi 1888’de
Alman fizik¢i Heinrich Hertz tarafindan gosterildi (14). Elekromanyetik radyasyon
(EMR) olarakda ifade edilen elektromanyetik dalgalar, uzayda ve bir maddesel ortamda
siniis egrisi seklinde enine dalgalar olusturarak yayilmaktadir (Sekil 2-1).
Elektromanyetik radyasyon bazen dalga bazen de partikiil bi¢iminde ikili bir nitelik
gostermektedir. Biitlin elektromanyetik dalgalar ayni karakteristige sahiptir, fakat
enerjileri farklidir. Radyasyonun boyu azaldikc¢a (veya frekansi arttikga) enerjisi artar
fakat hiz1 degismez (15, 16,17).

Sekil 2-1 : Elektromanyetik Radyasyonun Yayilimi

Elektromanyetik dalgalarin frekanslarina, dalga boylarina veya enerjilerine gore
siralanmalari  elekromanyetik ~ spektrumu  olusturur (15, 16). Elektromanyetik
spektrumda dalgalar kendi i¢lerinde kesin sinirlart olmayan kategorilere ayrilmaktadir.
Belirli bir kategoride yer alan bir elektromanyetik dalga, bir baska kategorinin dalga
boyu araliginda bulunabilir (Sekil 2-2) (17, 18).
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Sekil 2-2: Elektromanyetik Spektrum

Elektromanyetik radyasyonlar madde i¢ine niifuz edip maddeyi olusturan

atomlar1 iyonlastirmasi veya iyonlastirmamasi itibariyle iki sinifta incelenir (15).
1) lIyonlastiric1 elektromanyetik radyasyon

2) lyonlastirict olmayan elektromanyetik radyasyon

2.1.1. Iyonlastiric1 Elektromanyetik Radyasyon

Hiicrelerdeki molekiilleri bir arada tutan atomik baglari kirmaya yetecek foton
enerjisine sahip yliksek frekansli elektromanyetik dalgalar, iyonlastirict elektromanyetik
radyasyon olarak tanimlanmaktadir. Gama 1sinlari, X 1smnilar1 ve bazi kaynaklar gore
Ultraviyole (UV) 1sinlar da bu sinifta degerlendirmektedir. Iyonlastiric1 elektromanyetik

radyasyonun enerji degerleri minimum 12 eV’tan baslamaktadir. lIyonlastirici



karakterdeki radyasyon kati, sivi ve gaz maddeleri iyonlastirir. Ancak her iyonlastirici

1s1n1in madde tizerindeki etkisi ayn1 degildir.

Iyonlastirict elektromanyetik radyasyon saglik alaninda goriintiileme ve
radyoterapi amaciyla kullanilmakla birlikte canlilar iizerinde somatik ve genetik ¢esitli

biyolojik etkiler olusturmaktadir (18,19).

2.1.2. fyonlastiric1 Olmayan Elektromanyetik Radyasyon

Iyonlastiric1 olmayan elektromanyetik radyasyon atomik baglar1 kirmak igin
yeterli enerjiye sahip olmayan fotonlarin olusturdugu elektromanyetik dalgalardir.
Bunlar goriiniir 151k, kizilotesi, radyo frekans (RF), mikrodalga isinlaridir (19).
Iyonlastirici olmayan elekromanyetik radyasyon atomik baglar iizerine direkt etki
edecek giice sahip olmasa bile maruz kalma kaynagina yakinlik, maruz kalinan siire,
kaynagin giicii gibi faktorlere bagli olarak canlida belirli bir akimin indiiklenmesine
sebep oldugu ve buna bagli olarak organizmay1 etkiledigi yapilan ¢alismalarla ortaya
konulmaktadir (17).

2.1.3. Elektromanyetik Alan

Elektrik alan, bir elektrik yiikiinlin baska bir elektrik yiikii lizerinde yarattig
cekme veya itme kuvveti olarak tanimlanmaktadir ve elektrik alan siddetinin birimi
metre basina volt (V/m) olarak ifade edilir. Manyetik alan ise elektrik yiiklerinin ivmeli
hareketi sonucunda ortaya ¢ikar. Manyetik alanda, manyetik aki yogunlugu uluslararasi
birimi olarak Tesla (T) veya O6l¢ii birimi olarak Gauss (G) kullanilmaktadir.
Elektromanyetik alan (EMA), elektrik yiiklerinin hareketinden dogan, elektrik alan ve
manyetik alan bilesenlerine sahip elektromanyetik enerji igeren bir kuvvet alanidir.
Elektromanyetik alanlar bir ¢ubuk miknatisin kuzey-giiney kutbu gibi statik olabilir
veya herhangi bir frekansla salinim yapabilirler (14, 15, 20).



2.1.4. Elektromanyetik Alana Maruz Kalma Kaynaklari

Elektromanyetik alana maruz kalma dogal ve yapay olmak {iizere iki smifta
incelenmektedir. Giines sistemimizde gezegenden gezegene degisen dogal bir
elektromanyetik alan vardir. Diinya cekirdegindeki ferromanyetik sivi stirekli statik
jeomanyetik bir alan olustururken gilinesten diinyamiza ¢arpan elektromanyetik

radyasyon ¢evremizi dogal bir elektromanyetik alanla kusatmaktadir (19, 21).

Bu dogal elektromanyetik kaynaklarin yani sira 19. yiizyildan itibaren elektrik
kullaniminin giderek artmasiyla birlikte elektromanyetik alanlara maruz kalma hizla
artmaktadir. Yiiksek gerilim hatlari, trafolar, evlerimizde kullandigimiz tiim elektrikli
cihazlar, TV ve radyo vericileri, bilgisayar ekrani, cep telefonu ve baz istasyonlari,
kablosuz internet erisimi c¢evremizdeki yapay elektromanyetik kaynaklari
olusturmaktadir. Dogada elektrik iletim hatlarinda kullanilanlar ile kiyaslanabilecek

biyiikliikte dogal bir alan kaynagi mevcut degildir (19, 21, 22).

Tiim canlilar da biyolojik yapilarinda bulunan elektriksel yiiklerin hareketinden
dolay1 belirli bir elektromanyetik bir alana sahiplerdir. Bu elektromanyetik alan doga
ile uyum i¢indeyken hizla artan yapay elektromanyetik alanlar canlilarin doga ile
etkilesimine zarar vermektedir (20). Yapay elektromanyetik alanlar, diisiik seviyeli de
olsa uzun siireli maruz kalma sonrasinda biyokimyasal mekanizmalar1 etkileyebilmekte

ve saglik sorunlarina neden olabilmektedir (15).

2.1.5. Kablosuz internet Erisimi

Yerel alan aglar1 (Local Area Networks, LAN) bir bina, hastane, okul, kampus
gibi smirli alanda kurulan ve bir ¢cok kisisel bilgisayar bu LAN’nin igerisinde yer
almaktadir. Bu alanlarda ag icerisindeki bilgisayarlar ve diger cihazlar arasindaki
iletisim kablolar lizerinden saglanmaktadir. Kablosuz yerel alan aglarinda (Wireless
Local Area Networks, WLAN) ise iletisim kablo yerine elektromanyetik dalgalar ile
saglanmakta olup, kablolu LAN’larin tiim 6zelliklerine sahiptirler. Kablosuz Yerel Alan
Aglar1 Avrupa diizenlemelerinde farkli isimlerle adladirilmalarina karsin, basta ABD
olmak tizere bir¢ok iilkede Wi-Fi, Wireless Local Area Networks, Wireless LAN,
WLAN olarak adlandirilmaktadir.



Kablosuz ilesim aglari, kablolu sistemlerin sundugu tiim hizmetlerin yaninda
kabloya ihtiya¢ duymayan bir sistem olmasi1 nedeniyle acik alanlarda basarili bir sekilde
kullanilmaktadir. Kablosuz iletisim aglarmmi, hizmet verdikleri fiziksel alanlarin
bliytikliiklerine gore gruplandirmak miimkiindiir. Cesitli kaynaklarda bu gruplandirma
farkli sekillerde yapilsa da genel olarak kablosuz iletisim aglari, 4 grup altinda

toplanabilir:
Kablosuz Genis Alan Aglar1 (Wireless Wide Area Networks, WWAN),
Kablosuz Metropol Alan Aglar1 (Wireless Metropolitan Area Networks, WMAN),
Kablosuz Yerel Alan Aglar1 (Wireless Local Area Networks, WLAN),
Kablosuz Kisisel Alan Aglar1 (Wireless Personal Area Networks, WPAN).

Bu gruplandirma ve her bir gurubun hizmet alanlar1 Sekil 2-3’de verilmistir (23,

24).

Ev, Ofis, Klglk ﬁlanlar

Bina, Kampus, Hava Alani, Kamusal Acik Alanlar

Sehir, Metropol, Bélge

Sehir, Bélge, Ulke veya Diinya Geneli

Sekil 2-3: Biiyiikliiklerine Gore Kablosuz Aglar

Yerel alan aglar1 bir okul, bina, hastane, kampiis veya sokak, cadde, park, bahge
gibi alanlarda kurulan ve bir ¢ok sayida kisisel bilgisayara iletisim hizmeti saglayan
aglardir. WLAN sistemleri; kullanicilarina kablosuz internet erisimi, sunucu lizerindeki

uygulamalara ulasim, ayn1 aga bagh kullanicilar arasinda elektronik posta hizmeti ve



dosya paylagimi gibi ¢esitli imkanlar saglamaktadir. Ayrica veri iletiminin kablosuz
olmast nedeniyle park, bahge, cadde, sokak ve benzeri acik alanlarda WLAN
sistemlerinin kullanim1 giin gectikge artmaktadir. Ancak yerel kullanim igin gelistirilmis

olan WLAN sistemlerinin mesafesi yaklasik olarak 25-100 metredir (23).

Temel olarak WLAN sistemleri iki ana boliimden olusmaktadir. Bunlardan biri
erisim noktasi1 (Acces Point, AP), digeri ise cep bilgisayari, kisisel bilgisayar, diziistii

bilgisayar1 veya kablosuz ag lnitesi ile donatilmis benzeri bir cihaz olabilir.

AP’ler bireysel olarak kullanmak igin evlerde, kurumsal kullanim i¢in de kamu
vey ozel is yerlerinde karsimiza c¢ikar. Ayrica internet hizmeti saglayan cesitli
kuruluslar halka agik kullanimi saglamak i¢in sehir merkezlerinde, biiyiikk aligveris
merkezlerinde, otobiis terminali, tren istasyonu, hava alani1 veya restoran gibi alanlarda

AP kurup internet kullanimini1 yayginlagtirmaktadirlar (25).

WLAN teknolojileri ile ilgili 1997 yilinda yayinlanan ilk standart IEEE 802.11
(Elektrik ve Elektronik Miihendisleri Enstitiisii) olup, Sinai, bilimsel ve tibbi cihaz banti
(SBT, ISM-Industrial Scientific Medical band) veri hizin1 saniyede 1 veya 2 megabit
(Mbps) ve frekansin1 2.4 GHz olarak belirlemistir ve ilerleyen yillarda veri aktarim hizi
arttirilarak yeni standartlar olusturulmustur. EMA’1n canli ile etkilesiminde ise meydana
gelen olumsuz termal etkilerin sinirlandirilmasi igin Uluslararasi Iyonize Olmayan
Radyasyon Komisyonu (International Commission of Non-lonizing Radiation- ICNIRP)

tarafindan belirli standartlar olusturulmustur (26).

Kablosuz internet kullaniminin hizli bir sekilde artmasi ve Uluslararas1 Kanser
Arastirma Ajanst (IARC) tarafindan radyo frekanslarinin 2B ajanlart olarak
smiflandirilmasi, elektromanyetik alana maruz kalma ile ilgili saglik risklerinin

arastirilmasini arttirmistir (27, 28).

2.1.6. Elektromanyetik Alanin Canl ile Etkilesimi

Insan viicudu, etrafinda bulunan elektromanyetik alanlara bir tepki olarak,
hareket eden serbest iyonlara sahiptir. Insan viicudundaki iyon akimlarmi olusturan
islemlere elektrik ve manyetik indiiksiyon denilir. Elektromanyetik indiiksiyonda
herhangi bir enerji hatt1 ya da elektriksel alet {izerindeki yiikler insan viicudu i¢indeki

serbest iyonlar1 ya ¢eker ya da iter. Boylece degisen elektrik alanlar sayesinde viicut



icerisSinde akimlar olusmaktadir. Herhangi bir elektromanyetik alan kaynaginin
olusturdugu, viicudun yiizey elektrik yiikleri ve viicut i¢i akimlarin biiyiikligi;
kaynaktaki akimin biiyiikliigiine, viicudun kaynaga olan uzakligina, alani perdeleyen
veya yogunlastiran diger objelerin varligi gibi faktorlere baghdir (15). Ayrica viicuttaki
farkli dokularin elektromanyetik 6zellikleri birbiriyle ayni degildir. Dokular, dielektrik
sabiti ve iletkenliklerine gore farkli diizeylerde gii¢ sogurabilmektedir. Dokulardaki su
miktarina baglh olarak dokunun sogurdugu enerji degisiklik gdsterir. Su orani daha
diisiik olan kemik, yag, kas, gibi dokular, su orani yiiksek olan kan veya idrar

dokularina oranla daha yiiksek diizeyde enerji sogurmasi yaparlar (17).

Dokularda 100 kHz’in altindaki diigiik frekansli elektromanyetik alanlardan
kaynaklanan gilic sogurulmasi, ihmal edilebilecek diizeyde oldugundan viicut
sicakliginda kayda deger bir artis meydana gelmez. Fakat, frekans arttikga dokularin
sogurdugu enerjinin artmasi, dokularda sicaklik artisina sebep olmaktadir. Dokularin

sogurduklari enerjilere bagli olarak farkli frekans bolgelerinden s6z edilebilir.
e 100 kHz -20 MHz giic sogurulmasi daha ¢ok boyun ve ayaklarda goriiliir.

e 20 MHz-300 MHz hem viicudun tiimiinde hem de kismi bolgelerde, rezonans

etkisi nedeniyle, anlamli gli¢ sogurulmasi olabilir.
e 300 MHz -...GHz yerel ve farkli gii¢ sogurulmasi ile karsilagilabilir (21, 29).

Ektromanyetik alan dokulara termal ve termal olmayan etkiler meydana
getirebilir. Biyolojik yapilara 1s1 artigina neden olabilecek seviyede EMA
uygulandiginda once dokuda 1s1 artist meydana gelir, sonra da 1s1 artisina bagli olarak
biyolojik degisimler olusur ve termal etkiler ortaya ¢ikar. Dokulardaki sicaklik artisi ile
birlikte hiicrelerinde kalict veya gegici zarar olusturmaktadir. Uygulanan alanin 1s1
artiricr etkisi olmaksizin biyolojik degisimlere neden oluyorsa bu etkiler termal olmayan

etkiler olarak tanimlanir (30, 31).

Cevresel sicaklik degisimleri altinda viicut sicakligini sabit tutabilmek canlilar
icin hayati 6nem tasimaktadir ve bu giine kadar olusturulan elektromanyetik radyasyon
giivenlik standartlar1 termal etkiler dikkate alinarak hazirlanmistir. Elektromanyetik
alanlardan kaynaklanan 1sil enerji dogrudan viicut icerisindeki doku ve organlarda
depolanmaktadir. Bu 1s1 artisindan kaynakli olas1 zararli saglik etkilerini onlemek

amaciyla c¢esitli ulusal ve uluslararas1 standartlar gelistirilmistir. Bu standartlar
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tarafindan kabul edilen ve kullanilan dozimetrik birim Ozgiil Sogurma Hiz1 (Specific
Absorption Rate, SAR)’dir (32). SAR elektromanyetik enerjinin viicut dokulari
tarafindan sogurulma hizi olarak tanmimlanmaktadir ve birimi W/kg'dir. Viicudun 1
kg’inin sicakligim1 1°C artiracak giicin 4 W oldugundan yola ¢ikilarak 4 W/kg SAR
degeri insanlar i¢in giivenlik standardi olarak temel alinmistir. Buna bagl olarak uluslar
arast giivenlik standardi limit degerleri mesleki maruz kalma i¢in 0.4 W/kg, genel halk

igin ise 0.08 W/kg olarak belirlenmistir.

Yapilan ¢alismalarda 6zgiil sogurma hizinin dogrudan 6lgiilmesinin oldukga zor
olmasindan dolay1, smir degerlerin belirlenmesinde kolay Olciilebilen ve/veya
gbzlemlenebilen parametreler kullanilmaktadir. Bu parametreler, elektrik alan siddeti,
manyetik alan siddeti ve giic yogunlugudur. Bu degerlere bagli olarak 6zgiil sogurma

hizinin hesaplanmasi asagidaki formiile gore hesaplanmaktadir (33).

O_EZ ld—T j2

=C a — 2

P po

SAR=

E: Dokunun i¢ine niifuz eden elektrik alan [V/m]
0. Hacmi V olan bir dokunun iletkenligi [S/m]

p : Hacmi V olan bir dokunun yogunlugu [kg/m?®]
c: Viicudun 6zgiil 1s1 kapasitesi [J/kg.K]

d%t :Viicut sicakliginin zamana goére degisim hizi [K/s]

j: Viicutta 151n1m sonucu olusan akim yogunlugu [A/m?]

2.2. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Son yériingelerinde eslesmemis bir elektronu bulunan molekiiller veya atomlar
kararsiz bir yapiya sahip olmalarindan dolay: serbest radikal veya reaktif oksijen tiirleri
(ROT) olarak isimlendirilmektedirler. Serbest radikaller c¢evrelerindeki herhangi bir
molekiil ile elektron alis verisi yaparak kararli hale gelmeye g¢alisir ve kararli hale
gelene kadar elektron alis verisine devam ederler. Serbest radikaller bu sekilde diger
molekiiller ile kolayca etkilesime girip yapilarini bozarlar. Canli dokuda reaktif halde
bulunan serbest radikaller hiicre membrani, organeller ve DNA gibi birgok biyolojik
materyale zarar verirler. Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya yiiksiiz
halde bulunarak paramagnetik 6zellik gosterirler (34, 35, 36, 37). Metabolizmanin
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normal isleyisi sirasinda veya dig etkenlerin etkisiyle meydana gelen ve etkinligi son

derece yiiksek olan serbest radikaller temel olarak ii¢ sekilde olusabilir (38):
1. Kararl1 bir molekiilden bir elektronun ayrilmasiyla serbest radikal olusabilir.
X = Xe+fe-
2. Kararl1 bir molekiile bir elektron transferi ile sebest radikal olusabilir.
X+e - Xe

3. Kovalent bagin kirilmasi sonucu bag yapisindaki iki elektronun her biri ayri

atomlar tizerinde kaliyorsa yiiksek oranda aktif iki adet serbest radikal olusur.

Serbest radikaller, baska bir radikal ile veya radikal 6zellik tasimayan bir
molekiille reaksiyona girerek, yeni radikaller olusturur. Dolayisiyla serbest radikallerle
tepkimeye giren molekiiller zincir reaksiyon olusturarak organizmaya zarar verir.
Yasam siireleri ¢cok kisa fakat yapilarindaki kararsizlik nedeni ile oldukga aktif olan
serbest radikaller biyolojik yapilardaki tiim hiicreleri etkileyebilmektedirler. Hiicrelerin
temel yap1 ve fonksiyonlarinda degisiklik meydana getirebilen en 6nemli etkenlerin
serbest oksijen radikalleri ve diger reaktif oksijen tiirleri (Tablo2-1) oldugu kabul
edilmektedir (39, 40, 41).

Tablo 2-1: Oksijen Tiirevi Radikaller

Radikaller Radikal Olmayanlar
Siiperoksit, Oy~ Hidrojen peroksit, H,0-
Hidroksil, OH Hipokloréz asit, HOCI
Peroksil, ROO Ozon, O3

Alkoksil, RO Singlet oksijen, O, |1
Hidroperoksil, HO- Peroksinitrit, ONOO"
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Oksijen, hidrojen, kiikiirt ve azot, organik molekiillerin temel yapisal atomlarini
olusturur. Ayrica aerobik organizmalarda oksijenin varligi hayati 6neme sahiptir.
Organik molekiillerdeki yapisal dneminin disinda, canlilarda enerji metabolizmasindaki
kilit molekiil olarak yer almaktadir. Tiim canlilarin oksijen gereksiniminin yani sira

serbest formdaki oksijenin toksik etkileri nedeniyle hiicresel zarara ugrayabilirler (42).

Hiicreler kendileri i¢in gerekli enerjiyi oksijenin dort elektron gerektiren bir dizi
reaksiyonu sonunda indirgenmesiyle saglar. Fakat bu siire¢te oksijenin az bir kismi
(% 1-3) tam olarak suya donilisemez ve ara {irlin olarak serbest radikaller meydana gelir.
Organizmada oksijen tiirevi serbest radikaller disinda karbon ve kiikiirt merkezli
radikaller de meydana gelmektedir. insan viicudunda yiizlerce radikal olusabildigi ifade
edilirse de, hidrojen peroksit, hidroksil ve siiperoksit radikalinin 6zel 6énemi vardir
(43, 41).

O2+H*+e — HO» Hidroperoksil radikali
HO» —H'+ 02" Stiperoksit radikali
2H"+ 02 +e — H20: Hidrojen peroksit

H202 + e — OH + OH Hidroksil radikali

2.2.1. Lipid Peroksidasyonu

Hiicre membranindaki doymamis yag asitleri, Serbest radikallerin etkilerine kars1
olduk¢a duyarlidir. Membrandaki yag asitlerinin ¢ift baglar1 ve kolesterol, serbest
radikallerle reaksiyona girmeye egilimindedirler. Membranda lipid peroksidasyonunun
gergeklesmesi ile membran akiskanligi ve gegirgenligi degiserek hiicredeki metabolik

olaylarda aksamalar meydana gelir.

Hiicre membraninda doymamis yag asiti zincirinden serbest radikal araciligr ile
bir hidrojen atomunun koparilmasi ile oksidasyon baglar. Karbon atomundaki
ortaklagmamig elektron yag asidi zincirini radikal haline getirir ve molekiiler oksijeni
baglayarak lipid peroksit radikallerini olusturur. Lipid peroksidasyonunun ilk asamasi
lipid peroksitleri ile baglamis olur ve bu radikaller membrandaki diger doymamis yag
asitleri ile etkileserek yeni lipid radikalleri olusturur. Lipid peroksi radikali hidrojen
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atomlar1 ile birleserek hidroperoksidi olusturur. Zincir reaksiyonu seklinde ilerleyen bu

olay membranda geri doniisiimsiiz bir hasar meydana getirmektedir.

Hiicre membraninda ROT’un vermis oldugu zarardan dolay:1 lipid peroksit
radikalleri (LOO¢) ve lipid serbest radikalleri (L¢) olusur. Lipid radikalinin (Le) yari
omrii kisadir ve molekiiler oksijenle (O2) etkileserek lipid peroksit radikallerini (LOO¢)
meydana getirir. Lipid peroksit radikalleri, membrandaki diger yag asitleri ile
etkileserek yeni lipid radikallerini olusturur. Agiga ¢ikan hidrojen atomlar1 lipid peroksit
radikalleri (LOOe) ile birleserek lipid peroksitlerine (LOOH) donisiir. Lipid
peroksidasyonu ¢ogu toksik olan, lipid deperoksitler, malondialdehit (MDA; HOC-CH,-
CHO) gibi aldehitler, lipid alkoksil radikalleri (LO"), alkoller ve alkanlarin olusmasi ile
sonlanir. Tepkimenin siiresi reaksiyon ortaminda bulunan oksijen miktar1 ve

antioksidanlara bagli olarak degisir (44).

2.2.1.1. Malondialdehit

Malondialdehit (MDA), yag asiti zincirlerinden bir  hidrojen atomunun
koparilmasiyla baglayan oksitlenme reaksiyonlari sonucunda meydana gelen baslica
reaktiftir. MDA ikiden fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin otooksidasyonunda ve

eikozanoid sentezinde serbestlesen endoperoksitlerdir (Sekil 2-4) (45).

MDA toksik etkisini fosfolipidlere, niikleik asitlere ve proteinlerin amino
gruplarina baglanarak gosterir. MDA, membranlarda polimerizasyona ve capraz
baglanmalara neden olarak membrandan iyon tasimmimini degistirir. Membranlardan
kolaylikla difiize olabilen MDA, DNA yapisim1 etkileyerek karsinojen, mutajen ve
genotoksik etkiler gosterir. Ayrica kollagen gen liretimini ve ekspresyonunu artirir (37,
46).

Dokulardaki lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak kabul edilen MDA
miktar1 doku hasarinin 1y1 bir gostergesidir. MDA’nin miktarim1 belirlenmesi
Tiyobarbitiirik asitle reaksiyon veren maddelerin (TBARS; ‘‘Thiobarbituric Acid
Reactive Substances’’) 6l¢iimii ile gergeklestirilmektedir (45, 47, 48, 49, 50, 51).
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Sekil 2-4: Malondialdehit Olusumu

Antioksidan savunma sistemleri, serbest radikallerin organizmaya zarar verici
etkilerini engellemeye ¢alismaktadir. Organizmada antioksidan sistem ve serbest
radikaller arasindaki denge korundugu miiddetce organizmada herhangi bir aksaklik

meydana gelmez. Fakat dengenin serbest radikaller tarafindan bozulmasi durumunda
oksidatif stres meydana gelir (27, 37).
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2.3. Antioksidanlar

Organizmada bulunan antioksidan savunma sistemleri oksidatif stresin
olusumunu engellemeye ve oksidatif stresin meydana getirdigi hasar1 Onlemeye
calismaktadir. Canlilarda oksidatif stres kaynakli olusan ¢esitli hastaliklarin tespit
edilmesi ile birlikte oksidatif stresi engelleyen antioksidanlar {izerine yapilan
arastirmalarin sayilar1 artmistir. Antioksidanlar, serbest radikallerin canlilar {izerinde
meydana getirdigi olumsuz etkileri ortadan kaldirmak i¢in farkli etkime

mekanizmalarina sahiplerdir:

1. Temizleme etkisi: Enzimler tarafindan gergeklestirilen bu etki oksidanlart

zay1f bir molekiile ¢evirme seklinde gerceklesir.

2. Baskilama etkisi: Vitaminler ve flavonoidler ile gergeklestirilen baskilamada

oksidanlara bir hidrojen aktarilarak oksidanlar etkisiz hale getirilir.

3. Onarma etkisi: DNA tamir enzimleri ile oksidatif stresin olusturdugu hasar

engellenmeye ¢alisilir.

4. Zincir koparma etkisi: Hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini ile

oksidanlarin baglanmasi ve fonksiyonlarinin engellenmesi seklinde gergeklesir (51, 52,
53).

Farkili etki mekanizmalarina sahip birgok antioksidan vardir. Antioksidanlar
enzimatik-enzimatik olmayan veya endojen-ekzojen olarak ¢esitli sekillerde
simiflandirilabilir (Tablo 2-2) (50).



Tablo 2-2: Antioksidanlarin Siniflandirilmasi
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Endojen

Ekzojen

Enzimatik

Antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz,
katalaz, GSH-Px,
Glutatyon rediiktaz
(GSH R), Glutatyon-

S-transferaz

Enzimatik
Olmayan
Antioksidanlar

Melatonin,
seruloplazmin,
transferin,
miyoglobin,
hemoglobin,
ferritin, bilirubin,
glutatyon, sistein,
metiyonin, iirat,
laktoferrin,

albimin

Vitamin
Antioksidanlar

a-tokoferol
(vitamin E), B-
karoten, askorbik
asit (vitamin C),
folik asit (folat)

[lag Olarak Kullanilan

Antioksidanlar

Ksantin oksidaz
inhibitoérleri, NADPH
oksidaz inhibitorleri,

rekombinant

stiperoksit dismutaz,
nonenzimatik serbest

radikal toplayicilar,
demir redoks dongiisii

inhibitorleri, demir
selatorleri, sitokinler,
barbitiiratlar, notrofil

adezyon inhibitdrleri

2.3.1. Siiperoksit Dismutaz

Stiperoksit dismutaz (SOD) siiperoksit radikalinin hidrojen perokside ve

molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyen enzimdir. SOD tarafindan katalizlenen

dismutasyon tepkimesi asagidaki gibidir.

20; +2H" —2 5 H,0, + 0,

Bu tepkime ile siiperoksit radikalinden daha reaktif olan hidroksil radikalinin

(OH") olusumu engellenmektedir. Biyolojik sistemlerde tanimlanmis ii¢ tip SOD

izoenzimi bulunmaktadir. Bunlardan biri hiicre sitozoliinde bulunan ve dimerik yapida

olan CuZn-SOD, digeri mitokondride bulunan ve Mn igeren tetramerik yapidaki Mn-

SOD. Ekstraselliiler sivida bulunan tetramerik glikoprotein yapidaki izoenzim ise yine
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Cu ve Zn igerir EC-SOD olarak isimlendirilmektedir. Hiicrede genel olarak daha ¢ok
bulunan izomer, sitozolik Cu-Zn SOD’ dir (41, 54, 55).

SOD enzimi fizyolojik olarak oksijen metabolize eden hiicrelerin siiperoksit
radikallerinden kaynakli zararli etkilerini inhibe etmektedir. Bodylece lipid
peroksidasyonu olusumu engellenir. Oksijen kullanim: fazla olan dokularda SOD
aktivitesi doku oksijen basmci artisi ile artarmaktadir. Bu sekilde yiiksek oksijen
basincina bagli olarak metabolizma sirasinda siiperoksit iiretimi fazla olmasina ragmen
SOD enzimi sayesinde hiicre i¢i siiperoksit radikalinin diizeyi diisiik tutulmaktadir.
Hiicre disinda SOD’1n aktivitesi oldukga diisiiktiir. SOD’1n, siiperoksit radikaline olan
etkisi asagidaki sekildedir.

SOD-Cu'? +0,” —>SOD—Cu* +0,
SOD-Cu* +0,” +2H*——SOD—Cu* + H,0,

SOD, fagosite edilmis bakterilerin sitozolde zararsiz hale getirilmesi gibi ¢esitli
hiicresel fonksiyonlarin yerine getirilmesine destek olmaktadir. Buna bagli olarak
lenfositler fazla miktarda SOD bulundurmaktadir. SOD enziminin Katalitik aktivitesinin
yiiksek olmasi hiicrelerde siiperoksit birikimini engellemektedir. Fakat gesitli patolojik
durumlarda hiicrelerde siiperoksit radikallerinin artmasi ile siiperoksite 6zgii tepkimeler
goriilebilmektedir (55) .

2.3.2. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), yapisinda 4 adet selenyum atomu barindiran
tetramerik yapidaki bir selenoproteindir. GSH-PX, hiicre icerisinde hidroperoksitlerin
(ROOH) ve H2O2’nin indirgenmesinden sorumludur. Selenyuma bagimli veya
selenyuma bagimsiz olan iki formu vardir. Selenyuma bagimli formu H20. ve
ROOH’leri, selenyumdan bagimsiz formu ise yalnizca ROOH’leri metabolize eder.
H202 ve ROOH’lerin indirgenmesi sirasinda hidrojen verici olarak gorev yapan
glutatyon (GSH), okside haline (GSSG) yiikseltgenir. GSSG ise glutatyon rediiktaz
(GSH R) enzimi tarafindan tekrar GSH’a indirgenir. Glutatyonun bu sekilde
yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonu nikotinamid adenin diniikleotit fosfata

(NADPH) bagimlidir.
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ROOH +2GSH —S-> , ROH +GSSG + H,0
H,0, + 2GSH —S1P* , GSSG + 2H,0

GSSG + NADPH+H* —SHR _s95GSH + NADP*

GSH-Px’in farkli dokularda bulunan ve farkli gorevleri olan 5 izoenzimi
tanimlanmistir. GSH-Px, solunum patlamasi sirasinda diger antioksidanlarla birlikte
fagositik hiicrelerin serbest radikallerin etkisinden korur. E vitaminin yetersizliginde
membranlarin oksidadif strese kars1 korunmasinda GSH-Px etkin bir rol oynamaktadir.
Ayrica eritrositleri oksidatif strese karsi en etkili antioksidan GSH-Px’dir. Se eksikligi
sonucu GSH-Px yetersizligi ortaya c¢ikar ve GSH-PX yetersizligi, hidrojen peroksidi
arttirarak siddetli hiicre hasarma yol agar (51, 56, 57).

2.3.3. Selenyum

Ik kez 1817°de kesfedilen selenyum, canlilarda birgok enzimin kofaktdrii olarak
bilinen esansiyel bir elementtir . Dogada iki sekilde bulunmaktadir; hava ve suda erimis
halde, karada ise kat1 halde bulunur (58).

Canlilardaki Se onceleri toksik 6zelligiyle bilinse de, 1957 yilinda yapilan bir
calisgmada Se’un E vitamini eksik sicanlarda karaciger nekrozuna karsi koruyucu
etkisinin oldugu tespit edilmistir. Canlilarda normal biiyiime, gelisme ve homeostatik
fonksiyonlarin siirdiiriilmesinde Se’un gerekli oldugu tespit edilerek esansiyel bir
element olarak tanimlanmasindan sonra Se ile ilgili yapilan arastirmalarin sayisi

artmustir (59).

Canlilardaki selenyumun en biiyiilk kaynagi diyettir ve alinan miktar,
besinlerdeki Se konsantrasyona baglidir. Yetiskinlerde Se’un tavsiye edilen giinliik
alimi1 55pg olarak belirtilmisse de Avrupa, Asya ve Afrika toplumlarinda gilinlik Se
alim1 bu degerin altinda kalmaktadir. Giinliikk Se alimimin 100-200 pg olmas: genetik
hasar1 ve kanser gelisimi baskilarken, bu degerin 400pg/giin olmasinin toksik etki
meydana getirdigi belirtilmektedir. Insan viicudunda Se baslica karaciger, kas, bobrek

dokularinda ve plazmada bulunmaktadir (58, 60).
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Selenyum, organik olarak selenometiyonin ve selenosistein formlarinda,
inorganik olarak ise selenit (+4), selenat (+6) ve selenid (-2) formlarda bulunur. Selenat
ve selenit in vivo olarak selenosisteine doniisiir. Barsaktan absorbe edilen organik
formdaki selenometiyonin, metiyonin ile yarisir Ve metiyonin igeren viicut
proteinlerinde depolanir veya transsiilfiirasyon ile selenosisteine g¢evrilir. Tiim seleno
bilesikleri hidrojen selenide katabolize edildikten sonra trimetilselenonyum iyonu
olarak idrarla veya dimetil selenid seklinde solunum yoluyla atilir. Selenyum

metabolizmasi Sekil 2-5’te gosterilmistir (60, 61).

Genel viicut proteinleri Selenit
Selenometiyonin Selenoproteinler (i5-8e-5G

(selenosistein olarak)

| ! |

Selenosistein Selenofosfat GS-SeH
\ H:SE /

CH,SeH
(CH;),5¢ |::> Nefes
(CH;):8e’ —"> Idrar

H.Se: hidrojen selenid, CHs;SeH: metil selenid, (CH3)2Se: dimetil selenid,
(CH3)3Se+: trimetilselenonyum iyonu, GS-Se-GS: selenodiglutatyon,
GS-SeH: glutatyon selenid

Sekil 2-5: Se Metabolizmasi

Selenyumun ogranizmaya etkisi selenoproteinler ile gerceklesmektedir.
Selenoproteinlerin yapisinda bulunan selenosisteinler belirli pH’larda anyonik halde
bulunarak redoks reaksiyonlarinin gergeklesmesini saglar. Selenoproteinler ayrica

yapisal ve transport fonksiyonlari ile de organizmaya etki ederler.
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Organizmada Se selenosistein halinde GSH-Px, tiyoredoksin rediiktaz ve
Iyodotironin deiyodinaz enzimlerinin yapisinda bulunur. GSH-PX, indirgenmis GSH ile
birlikte H202 ve lipid hidroperoksitler nedeni ile olusan, oksidatif stresi azaltan veya
onleyen antioksidan bir enzimdir. E vitamini ile sinerjik olarak ¢alisan GSH-PX, hiicre
biiyiimesi Ve p53 tiimor supresor proteinin ¢alismasinin diizenlenmesinde etkilidir (8, 61,
62). Selenyum yetersizligi, Se igeren enzimlerin suboptimal islevleri ile meydana gelen

azalmis antioksidan savunma, redoks regiilasyonu ve enerji tiretimi ile iliskilidir (63).

2.3.4. Cinko

Cinko (Zn), yiizlerce enzim ve proteinin yapisinda bulunarak énemli biyolojik
fonksiyonlara sahip bir eser elementtir. Yer kabugunda en fazla bulunan elementlerden
biri olan ¢inko genellikle oksijen, klor ve kiikiirt ile bilesik halde bulunur. Cinkonun
biyolojik mekanizmalardaki 6nemi 1869 senesinde anlasilmistir. Cinkonun canlilar i¢in

esansiyel oldugu uzun yillar bilinmesine ragmen Zn eksikligi ilk kez 1961 yilinda

belirtilmistir (64,65).

Organizmadaki Zn miktar1 genellikle diyet ile saglanmaktadir ve diyetteki Zn
konsantrasyonu, Zn emilimini etkileyen maddeler ve gebelik gibi faktorler alinan Zn

miktarini degistirmektedir (66).

Saglikli yetigkin bir bireyde tavsiye edilen giinliik Zn ihtiyaci i¢in 8-11 mg/giin
olarak tespit edilmistir. Zn’nun biyolojik yar1 Omrii yaklagik 280 giin olarak
belirlenmistir ve yetigkinlerdeki tolere edilebilir maksimum giinliik alim 40mg/giin
kadardir (11, 65, 66).

Insan viicudunda Zn’nun homeostazi gastrointestinal sistem epitel hiicreleri
tarafindan diizenlenir (11, 67). Diyet ile alinan Zn’nun % 15-30 kadar1 absorbe edilir
(68, 69). Diyet ile alinan Zn baglayici ajanlar ¢inkonun biyoyararliligina etki etmektedir
(11, 68, 70). Histidin, methionin gibi aminoasitler Zn emilimini arttirirken; musir, piring,
tahil ve baklagillerde bulunan fitat gibi Zn ile kararli bilesik olusturan organik maddeler
Zn biyoyararliligini inhibe eder. Cinko iyonlarinin viicuttan atilimi , ¢ézlinemeyen
kompleks bilesikler ile gerceklesir. Yiyeceklerde bulunan diger elementler de Zn
emilimini etkileyebilmektedir. Ornegin diyetteki Fe miktar1 arttika Zn emilimi

azalmaktadir (71). Ayrica B6 vitamini, D vitamini, D-penisilamin ve prostoglandin Zn
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emilimini artirirken; oksalat, kalay, toprak ve fosfatlar emilimini engelleyebilir (11, 66,
68, 70).

Plazmadaki Zn’nun yaklasik olarak %60°’1 albiimine, %10’u diisiik bir afinite ile
transferrine ve %30’u siki bir sekilde o2-makroglobulin’e baglidir. Plazmadaki Zn
diizeyi ile albiimin arasinda bir uyum vardir. Albiimin diizeyindeki diisiis Zn diizeyini
de diistirmektedir (11, 70).

Memelilerde Zn’yu hiicre i¢ine veya disina tasiyan belirli tasiyicit proteinler
vardir. Zn’nun sitoplazmaya tasinmasinda transmembran proteinler (ZIP, Zinc-lron
Related Transporter Protein) gorev alirken, Zn’nun hiicre disina veya vezikiillere

tasinmasi Zn tastyici proteinler (ZnT) ailesi ve tarafindan gergeklestirilmektedir.

Zn ¢esitli dokulara farkli tasiyici proteinler ile tasinmaktadir. Gastrointestinal
sistemden Zn’nun absorbsiyonu ZIP-4 proteinleri ile saglanirken, ZnT-1 ince barsak
hiicrelerinde, ZnT-2 barsak, bobrek ve testislerde, ZnT-3 sadece beyin ve testislerde
gorev almaktadir (11, 65, 70, 72).

Hiicre icinde Zn’nun hareketi siki bir sekilde kontrol edilmektedir. intraseliiler
stvidaki serbest Zn seviyesi ZIP, ZnT ve hiicre i¢i Zn deposu olarak bilinen
metallotiyonin (MT) ile oldukga diisiik degerlerde tutulmaktadir (Sekil 2-6) (72,73).

MT, Zn iyonlar1 i¢in depo gorevi yapmasinin yani sira, oksitlenmis glutatyon
(GSSH) ile bagladigt Zn iyonlarim1 serbestlestirerek gerekli olan Zn’yu
saglayabilmektedir. MT’nin hiicrelerdeki etkisi glutatyonla esdeger olarak
goriilmektedir (11, 74).

Insan viicudundaki Zn’nun %851 kemik ve kaslarda, %11°i karaciger ve deride,
%2-3’1 ise diger dokularda bulunmaktadir. Total viicut Zn seviyesinin en iyi belirtegleri,
plazma ve serum Zn seviyeleridir. Plazma seviyesi i¢in sabahlar1 aclik alt limiti 11,5

umol/L (750 mg/L) olarak belirlenmistir (66, 70).

Zn’nun viicuttan atilminin %70’1 digk: ile, bir miktar1 da idrar ve ter yoluyla
gerceklesmektedir. Zn eksikliginde dokular arasindaki Zn kayb1 birbirinden farklidir (11,
69).
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Sekil 2-6:Memelilerde Zn Homeostazi

Organizma i¢in esansiyel bir element olan Zn, intraseliiler bir diizenleyicidir.
Molekiiler etkilesimlerde karbonhidrat ve proteinlere yapisal destek saglar. Zn-parmak
motifi ile DNA ile etkilesir. Zn, membranlarin biitiinliiglinii koruyarak iyon kanallarinin
stabilitesini saglar. Redoks reaksiyonlarina katilmayan Zn organizmada kararli halde
bulunur. Hiicresel homeostazin saglanmasinda, membran onariminda, hiicrenin serbest
radikallere kars1 korunmasinda, gen ekspresyonunda, hiicre ¢gogalmasinda ve apoptozun

engellenmesinde gorev alirlar (11, 13, 66, 69, 72, 74).

Zn'nun dokular1 serbest radikal hasarindan korumasi yeterli miktarda MT ile
tutunmasima, SOD' un yapisinda bulunmasina, tioller i¢in koruyucu ajan olmasina

baglidir (70).

Intestinal sistemden Zn kayb1 artmasi veya emilimin azalmasiyla Zn eksikligi
meydana gelir. Hiicre aracili immiinitenin baskilanmasi, ¢ocuklarda yetersiz biiyiime,
gelisim geriligi, yaralarin geg iyilesmesi, saglarin kolay kirilmasi, dokiilmesi, renginin

degismesi Zn eksikliginin belirtileridir. Zn sinir sisteminde de etkilidir ve eksikliginde
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ataksi, sinir iletiminde azalma, noéropsikolojik ve saskinlik performansinda diisiis
gozlenir (66, 69).

Organizmanin savunma mekanizmasi Zn homeostazi ile yakindan iliskilidir. Zn
seviyesindeki azalma antikor olusumunu da azaltip bagisiklik sistemini yetersiz
birakmaktadir (74). Zn’nun oksidatif stres ile iliskisi ve redoks reaksiyonlarina

katilmiyor olmasi sebebiyle diyabetik hastalar i¢in 6nem tagimaktadir (66).

2.4. Apoptoz
Apoptoz, organizmada gereksinim duyulmayan veya fonksiyonlari bozulan
hiicrelerin, kendi kendine 6lmesi anlaminda kullanilmaktadir. Hiicre 6liimiiyle ilgili ilk
calismalar 1920 yilinda 151k mikroskobunun kesfiyle baslamissa da apoptoz tanimi ilk
olarak 1972 yilinda Kerr, Wylie ve Currie tarafindan kullanilmistir (75).

Apoptotik mekanizma, bagka bir deyisle programli hiicre 6limi tim yiiksek
canlilarda embriyonik donemden itibaren yasamlari boyunca goriilmektedir.
Organizmada hiicrelerin yasam siireleri birbirinden farklidir. Sinir hiicreleri gibi bazi
hiicreler yillarca yasarken, deri veya gastrointestinal sistem hiicrelerinin yasam stireleri
oldukca kisadir. Apoptoz dokularin kendini yenilemesinde, tamirinde ve hiicresel
homeostazin korunmasinda organizma igin yiiksek &neme sahiptir (76). Insan
viicudunda saniyede yaklasik olarak bir milyon hiicre apoptoz ile viicuttan
uzaklagtirilirken bu hiicrelerin yerine yenileri yapilmaktadir. Saglikli yasam, hiicresel
yapim (mitoz) ve yikim (apoptoz) arasindaki homeostatik denge var oldugu miiddetce
miimkiin olmaktadir. Bu dengenin apoptoz yoniine bozulmas: hiicre kaybi olusturarak
iskemik hasar veya dejeneretif hastaliklar gibi sonuglar dogurabilirken, dengenin hiicre
yapimi tarafindan bozulmasi otoimmiin veya kanser gibi hastaliklar1 ortaya

¢ikarmaktadir (76,77).

2.4.1. Apoptozun Asamalari
Apoptoz, hiicre i¢inden veya disindan gelen sinyallerle baslatilan ve birbirini

takip eden bir olaylar zinciri olarak seyreder.

Bu asamalar asagidaki sekilde siralanabilir:
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1. Hiicre i¢inden veya disindan gelen 6liim sinyalinin alinmast,
2. Proteazlarin (Kaspaz) aktivasyonu,

3. Aktiflesen kaspazlarin hedef proteinleri yikmasi, hiicre i¢i yapisal ve

biyokimyasal degisimler,
4. Apoptotik cisimlerin olusumu,

5. Apoptotik cisimlerin fagositozu (78).

Apoptozu baslatan sinyaller ¢evresel uyaranlara bagh olarak hiicre disindan veya
hiicre icindeki degisimlerden kaynaklanabilir. Hiicre dis1 uyaranlar koloni uyarici
faktorler (CSF), timor nekroz faktorii (TNF), insiilin benzeri bliylime faktorii (IGF),
ndron biiylime faktorii (NGF), ilaclar, ¢esitli antijenler, glukokortikoidler ve radyasyon
gibi pozitif uyaranlar olabilmektedir (79). Apoptotik sinyaller sitoplazmada ikinci
habercilerin sayisimi arttirarak 6zellesmis farkli apoptotik yollarla hiicreyi apoptoz

gotiirebilmektedir (80).

Apoptozda goriilen morfolojik ve biyokimyasal degisimler; ¢ekirdek biiziilmesi,
kromatin = yogunlagsmasi, sitoplazma matriksi ve organellerin yogunlagmasi,

tomurcuklanma ve DNA pargalanmasi seklinde ger¢eklesmektedir (81, 82).

Apoptozun en Onemli belirte¢lerinden biri DNA’nin  internukleozomal
fragmantasyonudur. DNA, yaklasik olarak 180-200 baz ¢ifti boyutunda parcalar
olusturacak sekilde parcalanir. Bu durum jel elektroforezinde merdiven goriintiisii
verdigi i¢gin DNA merdiveni (DNA ladder) olarak adladirilmaktadir (83). Komsu
hiicrelerin apoptotik hiicre veya cisimcikleri fagosite etmesi inflamasyon olusumunu

engellemektedir.

Hiicreler c¢evrelerine kars1 bir yanit olarak apoptozu secerler. Belirli faktorlerin
eksikligi veya oliimciil faktorlerin varligi sonucunda apoptoz meydana gelir. Hiicre
canlilig, hiicrelerin ¢evrelerinden gelen yasam sinyallerine baglhidir. Hiicre disindan
gelen hipertermi, hipoksi veya radyasyon gibi sinyaller, hiicre membranindaki 6liim

reseptOrlerini aktive ederek apoptozu baslatirlar.
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Hiicrede apoptoz iki temel yolak ile gergeklesmektedir. Bunlardan biri gevresel
uyaranlara bagli olan reseptor aracili apoptoz, digeri ise hiicre i¢i uyaranlar sonucu

gerceklesen mitokondri aracili apoptozdur (Sekil 2-7).

EKSTRINSIK INTRINSIK

Fas, TNFR iskemi, ROS, Hipoksi

I “DISC” Ca2+ I

FADD, TRADD
| Bak

Kaspaz-8 ———————» Bid
L L g

/ l Mitokondriyal
Kaspaz-9 Bog
d(asiaﬁ, Q—wc@ 4+ ,. ndoG.
l Apoptozom \
Oliim Pargaciklarinin kP 4 N
Ayrimasi DNA Fragmantasyonu

Sekil 2-7 : Reseptor Aracili ve Mitokondri Aracili Apoptoz Yolaklari

Reseptor aracilt apaoptozda rol alan en Onemli membran reseptorleri TNFR
(Ttimor Nekroz Faktor Reseptor) ailesidir ve en az 19 liyeden olusmaktadir. Apoptoz
olusturan TNFR’den en 6nemlileri TNRF1 ve Fas reseptorleridir. Bu reseptorler uyarici
sinyali aldikarinda, hiicre sitoplazmasindaki adaptdr proteinlere baglanir. Adaptor
proteinlerin yapilarindaki 6liim pargalar1 da apoptozu baglatacak olan prokaspazlari
(kaspaz 8) aktif hale getirirler (84). Kaspaz 8’in aktivasyonu apoptozun ilerlemesini

saglayacak diger kaspazlari (kaspaz 3,6,7) aktive eder (81, 82, 85).

DNA hasar1, pH’daki degisim, hiicre dongiisiindeki bozukluklar gibi hiicre i¢i
sinyaller hiicreyi apoptoza gotiirmektedir ve bu hiicre i¢i sinyallerde, mitokondri 6nemli
rol oynamaktadir. Hiicre i¢inde Oliim sinyallerinin olugmasi kaspaz aktivasyonunu
(kaspaz 3) gerceklesitirerek hiicreyi geri doniisiimsiiz olarak apoptoza gotiiriir (86, 87,

88).
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2.4.2. Apoptozun Diizenlenmesi

Apoptozun diizenlenmesinde genel olarak seramid, kalsiyum, bcl-2 ailesi gibi
molekiiller, kaspazlar, p53, sitokrom-c gibi proteinler ayrica mitokondriyonlar rol alir.
Apoptotik siire¢ esnasinda hiicre disindaki kalsiyum iyonu hiicre igine girerek gen
regililasyonunu, proteaz, endoniikleaz ve transglutaminaz enzimlerinin aktivasyonunu,

ve hiicre iskeleti organizasyonunu etkiler (89).

2.4.2.1. Bcl-2 ailesi:

Bcl-2 (B-hiicre lenfoma/lésemi-2), 26 kDa agirliginda, mitokondri, ¢ekirdek ve
endoplazmik retikulum gevresine yerlesmis proteinlerdir. Bcl-2, Caenorhabditis elegans
lizerinde yapilan genetik calismalarda bulunan ve apoptozu engelleyen Ced-9 adli

molekiiliin memelilerdeki karsiligidir (90, 91).

Bcl-2, bir ¢ok sistemde mitokondri aracili apoptozun ana diizenleyicileridir. Bcl-
2 ailesi genleri, heterodimer veya homodimer forma sahip olmalar: hiicrenin apoptoza
egilimini gostermektedir. Bcl-2 ailesi birbirine zit etki gosteren iki tip protein

grubundan olugmaktadir.
o Proapoptotik proteinler: Bad, Bax, Bid, Bak, BclXs, Bim, Noxa, Puma
o Antiapoptotik proteinler: Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1

Hiicrede proapoptotik proteinlerin fazla olmasi hiicreyi apoptoza egilimini
arttirmakta, bunun tam tersi olarakta antiapoptotik proteinlerin fazla olmas1 hiicrenin

apoptoza egilimini azaltmaktadir.

Proapoptotik proteinler sitozolde yer alirlar. Proapoptotik proteinlerden olan
bax, apoptoz esnasinda sitoplazmadan mitokondriye geger ve mitokondri membraninda
kanallarin agilmasini ve sitoplazmaya sitokrom-c serbestlesmesini saglar. Proapoptotik
proteinler AIF’iin (Apoptoz Indiikleyici Faktdr) salinimimi arttirip apoptozu indiiklerler.
Antiapoptotik proteinler ise mitokondrinin dis membraninda, ¢ekirdek membraninda ve
endoplazmik retikiilimde yer alirlar ve apoptozu engelleyip hiicre yasamini uzatir.
Antiapoptotik proteinler 6zellikle Ca™ iyonunu kontrolde tutar ve por olusumunu
saglayarak iyon transportunu diizenlerler. Ayrica kaspazlarin 6ncii formlariyla

sitokrom-c ve AIF sebestlesmesini bloke edip apoptozu inhibe ederler (89, 92, 93, 94).
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Bcl-2 ailesi, biiyiime faktor eksikligi, oksidanlar, hipoksi, radyasyon ve Ca™"
iyon artis1 ile uyaralirlar. Bcl-2 ailesinin hiicre yasami {izerindeki etkileri proapoptotik

ve antiapoptotik proteinler arasindaki denge {izerine kuruludur.

Hiicrelerin yasami bcl-2/bax orani ile belirlenir. Bcl-2 proteinlerinin artisi
hiicreleri hayatta kalmasina, bax proteinlerinin artigi ise hiicrelerin Sliimiine sebep

olmaktadir (82, 86, 95).

2.4.2.2. Mitokondri:

Mitokondri apoptozun olusmasinda kritik dneme sahiptir. Apoptoz esnasinda
mitokondri i¢ membrandan sitoplazmaya serbestlesen sitokrom-c ve AIF apoptozun
ilerlemesine katki saglar. Bundan bagimsiz olarak mitokondriyon transmembran
potansiyelinin (A¥m) azalmas1 membran1 gecirgen hale getirir. Mitokondride meydana
gelen hasar farkli hiicre oliim yollaklarin1 aktifler. Mitokondriden serbestlesen

sitokrom-c kaspaz aktivasyonunu kolaylastirir (95).

2.4.2.3. Kaspaz Ailesi:

Kaspazlar (Cysteine Aspartate Specific Proteases- CASPASE) yapilarinda
bulunan sisteinden dolay1 sistein proteazlar olarak adlandirilan ve sitoplazmada inaktif
olarak bulunan (prokaspaz) bir grup preteolitik enzimdir. Kaspazlar ilk olarak
Caenorhabditis elegans’in hiicre 6liimiiniin gergeklismesi i¢in gerekli olan genin iiriinii
olarak tanimlanmistir. Bu iiriiniin memelilerdeki karsilig1 olan kaspaz-1 bu ailenin ilk

tanimlanan tiyesidir (96).

Kaspaz ailesinin amino asit dizilimlari birbirine benzerdir ve 30-50 kD
agirhigindadir. Tiim kaspazlar proenzimler olarak {iretilirler ve NH — terminali, kiiciik alt
tinite (10kD civari), biiyiik alt tinite (20kD civar1) seklinde 3 kisimdan olusurlar.
Aktivasyona ugrayan kaspazlarda kiigiik ve biiyiik alt {initeler arasinda heterodimer bir

yap1 olusturacak birlesmeler ortaya ¢ikar (97).

Kaspazlar i¢ veya dis kaynakli olarak uyarilabilir ve parcalanarak aktif enzim
formuna doniisiirler. Aktiflesen kaspazlar birbirlerini uyararak proteolitik reaksiyonlar

ile apoptoza neden olurlar.
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Kaspaz ailesine ait memelilerde tanimlanan ve ¢ogu apoptozda gorev alan 14
kaspazin 12 tanesi insanda tespit edilmis. Kaspazlar benzer 6zelliklerine bagl olarak 3

gruba ayrilmistir (98) ;
1) Baslatic1 kaspazlar — Kaspaz 2,8,9,10
2) Efektor kaspazlar — Kaspaz 3,6,7
3) Inflamatuar kaspazlar — Kaspaz 1,4,5,11,12,13,14

Kaspaz reaksiyonu, inaktif halde bulunan baslatic1 kaspazlar ile adaptorlerinin
etkilesimi sonucunda baslar. Ilk aktivasyon proapoptotoik ve antiapoptotik proteinler ile
kontrol edilir ve bu apoptoz reaksiyonlarini diizenleyici adim olmaktadir. Baslatici
kaspazlarin aktive olmalar1 diger efektor kaspazlari aktive ederler. Efektor kaspazlar,
hiicrede yapisal proteinleri ve enzimleri pargalayarak hiicre yapisinin degisimlerine yol
acarlar. Inflamatuar kaspazlarin fonksiyonu daha az bilinmektedir fakat fonksiyonlar:

daha fazladir.

Mitokondri aracili apoptozun baslatict kaspazi kaspaz-9’dur ve sitozolik adaptor
protein Apaf-1’c baglanarak apoptozom adi verilen protein kompleksini olusturur.
Olim reseptdrii aracili apoptozun baslatict kaspazlari ise kaspaz-8 ve 10’dur.
Kaspaz- 2’de mitokondriyel hasar olusturan baglatici kaspaz olarak bilinmektedir.
Kaspazlar i¢in tanimlanan 40’dan fazla substrat vardir. Apoptoz inhibitér proteinleri
(IAP) olarak bilinen Survivin, Livin, clAP-1/2 ve XIAP o6zellikle kaspaz-3,7,9’u inhibe
ederek apoptozu engellerler (86, 87, 88)

Sonlandirict kaspazlarin aktive olmalart ile sitoplazmada ve ¢ekirdekte hedef
proteinlerin yikimi gergeklesir. Cekirdekte DNA endoniikleaz ile bag yapan protein,
kaspazlar tarafindan yikilarak endoniikleaz serbestlesir. Ca*™*-Mg** bagimli endoniikleaz
cekirdek icine girerek DNA kiriklar1 olusturur. Diger bir yandan aktiflesen kaspazlar

aktini filamanlarinin yikan bir proteini aktiflestirir ve hiicrenin normal sekli kaybolur.

Kaspazlarin etkisiyle asimetrisi bozulan hiicre membraninin i¢ yiiziindeki
fosfatidilserin membranin dis yiiziine yerlesir ve olusan membran degisiklikleri ¢evre

fagositler tarafindan fark edilerek hiicre fagosite edilir (84, 99).

Apoptoza giren hiicrelerin ylizeylerinde meydana gelen degisiklikler sonucunda
diger hiicrelerle olan temas yiizeyleri bozulur. Hiicreler su kaybederek biiziisiirler ve

dolayisiyla sitoplazma yogunlasarak organeller birbirlerine yakinlagir. Membranlarin
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biitiinligli korundugu i¢in genel olarak organeller saglamdir. Fakat ribozomlarda ¢okme
ve endoplazmik retikulumda geniglemeler goriilebilir. Genel olarak sitoplazmada

mikrofilamanlar kiimelesirken, mitokondrilerin normal yapilarinda bir degisiklik olmaz
(84).

Apoptoz oOzellikle hiicre cekirdeklerinde degisiklik meydana getirmektedir.
Hiicre gibi ¢ekirdekte de biiziilmeler goriiliir ve kromatinin ¢ekirdek membrani
yakinlarinda yogunlagmaktadir. Isik mikroskobuyla boyanmis hiicre kesitlerinde
apoptoz gozlemlenebilir. Mikroskop altinda hiicre ¢ekirdegi membraninda yogunlasan
kromotin seklinde izlenebilir. ilerlemis apoptotik siiregte hiicreler “apoptotik cisim” adi

verilen kiiglik kesecikler halinde pargalara ayrilmaktadir (84).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

3.1.1. Kimyasallar ve Kitler

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Wisent)
Phosphate Buffered Saline (PBS) (Wisent)
Fetal Bovine Serum (FBS) (Wisent)
Tripsin — EDTA (Wisent)

Dimetyhl Sulfoxide (DMSO)
Penicillin-Streptomicyne (Wisent)

Tripan Mavisi (Gibco)

Tiyobarbitiirik Asit (TBA) (Sigma)
Trikloroasetik Asit (TCA) (Sigma)
Hidrojen Peroksit (H202) (Merck)
Paraformaldehit (Merck)

Triton X —100 (Merck)

Fenilmetanesiilfonil Florid (PMSF) (Sigma)
Protease Inhibitor Coctail (Sigma)

Etilen Diamin Tetra Asetik Asit (EDTA) (Sigma)
Tween-20 (Amresco)

Entellan (Merck)

Proteinase K (Wisent)

Tris Base Powder (Wisent)

Hematoksilen (Merck)

Cinko Siilfat (Merck)

Sodyum Selenit (Sigma)

Ksantin oksidaz (Sigma)

Ksantin (ABRC GmbH)

Sodyum Karbonat (Sigma)

Bakir Kloriir (Aldrich)

Amonyum Siilfat (Merck)

Nitro Blue Tetrazolium (N.B.T) (Sigma)
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Bovine Serum Albumin (BSA) (Sigma)

Apoptag Plus in situ Apoptosis Detection Peroksidase Kit (Millipore)
AEC Substrate Kit (Life Technologies)

Histostain-Plus Bulk Kit (Life Technologies)

Anti-Caspase 3, active form (Millipore)

Bcl-2 Antibody (Novus)

Glutathione Peroxidase Activity Kit (Enzo)

3.1.2. Cihazlar

COgz inkiibatorii (ESCO Cell Culture CO2 Incubator)

Laminer akim kabini (ESCO Sentinel Gold Microprocessor Control System)
Isik mikroskobu (Leitz-Diavert)

Isik mikroskobu (Leica DM 2500)

Sogutmali satrifiij (Z 326 K - Hermle Labortechnik)

Otoklav cihazi (Niive Steam A- OT 40L),

Inkiibator (Niive Cooled Incubator ES120)

Derin dondurucu (-80 °C) (Niive Direct Freeze DF 490)

Azot tanki (Lab Systems Taylor-Wharton)

Spektrofotometre (UV-1800 Shimadzu UV-VIS Spectrophotometer)
Mikroplate okuyucu (Synergy H1 Hybrid Reader-BioTek)

Hassas Terazi (Kern PFB)

Deiyonize Su Cihaz1 (Niive NS104)

Buzdolabi (Argelik)

Su banyosu (Niive BM302)

Gerilim kontrollii osilator (Feedback, England, 532/VCO/0138)
Spektrum analizérii (Rohde&Schwarz)

Dogru gerilim kaynagi (Yildirim, AC/DC Switching Power Supply, CYS 152)



3.1.3. Calismada Kullanilan Eriyikler

3.1.3.1. Hiicre Kiiltiirii Orneklerinin Hazirlanmasinda Kullanilan Eriyikler

Lizis Tamponu

% 0.5 TritonX-100
1mM PMSF

10 mM Tris-HCI (pH:7.4)
1mM EDTA

Proteaz Inhibitér Kiti

3.1.3.2. Malondialdehit (MDA) Tayininde Kullanilan Eriyikler

% 0.75 TBA Cozeltisi
% 30 TCA Cozeltisi
5M HCI

3.1.3.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Tayininde Kullanilan Eriyikler
400 mmol/L  N2COs

0.6 mmol/L  N:EDTA

0.3mmol/L  Ksantin

150 pmol/L  NBT

0.86 mg/mL  Bovine Serum Albumin (BSA)

0.8 mmol/L  CuCl>2H.0

167 U/L Ksantin Oksidaz

2 mol/L (NH4)SO4
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3.1.3.4. Morfolojik incelemede Kullanilan Eriyikler

%4°’liik Paraformaldehit

4gr Paraformaldehit PBS eriyigi ile 100m1’ye tamamlandi ve 65 °C’de karistirict ile
¢ozelti berraklasincaya kadar 1N NaOH damlatilarak karistirildi.

900.05 Tween-20/PBS

25 pl Tween 20

50 ml PBS

Metil Yesili

1.36 ¢ Sodyum asetat
059 Metil yesili

100 ml Distile su

33
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3.2. YONTEMLER

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

I.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali Hiicre Kiiltiirii
Laboratuvarinda gerceklestirdigimiz deneysel caligmalarimizda kullanilan insan
embriyonik bobrek hiicreleri (Human Kidney Embriyonic Cells-HEK293), ticari olarak
Amerikan Hiicre Kiiltiir Koleksiyonundan (American Type Culture Collection-ATCC)
temin edildi (Sekil 3-1).

ATCC Number: CRL-1573
Designation:

Low Density High Density Scale Bar = 100pm

Sekil 3-1: HEK293 Hiicreleri

Soguk zincir ile teslim alinan hiicreler ¢ogaltilmadan dnce -196 °C’de siv1 azot
tankinda muhafaza edildi. Hiicre kiiltiirii ¢calismalar1 i¢in standart kiiltiir ortami %89
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), %10 1s1 ile inaktive edilmis sigir serumu
(FBS) ve %1 Penisilin-Streptomisin antibiyotik icerecek sekilde hazirlandi.
Karbondioksit inkiibatorii dekontamine edildi ve inkiibator standart kiiltiir ortami
ayarlarina (37°C’de %5 CO2 ve % 97 nemli hava) getirildi. Calismalara baslamadan
once calisma sirasinda kullanilacak materyaller otoklavlandi ve 37°C’lik etiivde sterilize
edildi. Calismada kullanilacak eriyikler hazirlandiktan sonra steril filtrelerden gegirildi
ve otoklavlandi (Niive Steam A- OT 40L, Tiirkiye) (Sekil 3-2). Her ¢alismadan 6nce
laminar akim kabini (ESCO Sentinel Gold Microprocessor Control System, USA)
(Sekil 3-3) ve hiicre kiiltiirii laboratuvar1 15 dakika boyunca ultraviole 151k (UV) ile
sterilize edildi. Laboratuvar igerisinde kullanilacak tiim yiizeyler ve laminar akim

kabininin i¢i %70’lik etil alkol ile temizlendi.



Sekil 3-2: Otoklav Cihazi

Sekil 3-3:Laminar Akim Kabini
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3.2.1.1. Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

Hiicreler deneysel c¢alismamizda kullanilmak tiizere sivi azot tankindan
cikartilarak 37°C’deki su banyosunda hizli bir sekilde c¢oziilmesi saglandi. Su
banyosundan alinan kriyotiipler kurulanip alkolle silindikten sonra laminar akim
kabininde 9 ml besiyeri bulunan santrifiij tiipliniin icerisine aktarildi. 1000 rpm’de
(revolutions per minute) 5 dakika santrifiij edildikten sonra iist sivist atildi. Hiicre peleti
tizerine 2 ml besiyeri konularak pipetaj yapildi. Elde edilen hiicre siispansiyonu 25
cm?’lik kiiltiir kabma (T-25 flask) aktarildi ve iizerine 3 ml besiyeri daha eklendi.

Hiicreler CO: inkiibatoriinde inkiibasyona birakildi.

3.2.1.2. Hiicrelerin Pasaj islemi

Kiiltiir kaplarinda bulunan hiicreler 2-3 giinde bir ters mikroskop ile kontrol
edildi. Hicreler kiiltiir kabinin yiizeyini en az %80 yogunlukta kapladigi zaman laminar
akim kabini igerisinde pasajlama islemi gerceklestirildi. HEK 293 hiicreleri kiiltiir
kabinin tabanina yapisma ozelligi gosterdigi icin pasajlanacak hiicreler iizerindeki sivi,
steril pipetler aracilig1 ile bos bir kaba aktarildi. Hiicrelerin yikanmasi i¢in hiicreler
tizerine 1xPBS konuldu ve 5 dakika bekletildikten sonra sivi aspire edildi. Hiicreleri
kiiltiir kab1 zemininden kaldirmak ig¢in Tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklendi ve 10 dakika
CO; inkiibatoriinde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda hiicreler laminar akim
kabinine alinarak tizerine besiyeri (%89 DMEM, %10 FBS, %1 Penisilin-Streptomisin)
eklendi ve tripsinin aktivitesi durduruldu. Steril pipet ile 25-30 kez pipetaj yapilarak
hiicrelerin birbirinden iyice ayrilmasi saglandi. Elde edilen hiicre siispansiyonu 15°lik
dibi konik falkon tiiplere aktarildi ve 2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Satrifiij
sonunda olusan pelet iizerindeki siv1 atildi ve besiyeri eklenerek pipetaj yapildi. Pipetaj
islemi sirasia kopiik olusmamasia dikkat edildi. Hiicreler 1-2 X 10° hiicre/ml olacak
sekilde 25cm?’lik veya 75 cm?’lik yeni steril kiiltiir kaplarmna ekildi. 25 cm?’lik flasklar
icin 5 ml, 75 cm?’lik flasklar icin 10 ml besiyeri eklendi. Kiiltiir kab1 saga-sola ve one-
arkaya dogru yavasca hareket ettirilerek hiicrelerin homojen bir bigimde dagilmasi

sagland1 ve hiicreler CO> inkiibatoriinde ¢ogalmaya birakildi.
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3.2.1.3. Hiicrelerin Dondurularak Saklanmasi

HEK?2983 hiicreleri Tripsin-EDTA ile tutunduklar1 yerden kaldirilarak toplandi
ve 15 ml’lik dibikonik falkon tiiplere alindi. 2500 rpm’de 5 dakika sanrifiij edildikten
sonra pelet lizerindeki sivi atilarak yeni besiyeri konuldu ve pipetaj yapildi. Soguga
dayanikli olan kriyotiiplere 1400 pl hiicre siispansiyonu, 400 ul FBS ve 200 ul DMSO
eklenerek hizlica -20 °C’ye kaldirildi. Kriyotiipler -20 °C’de 1-2 saat bekledikten sonra
-80 °C’ye alindi. Hiicreler -80C ‘de yaklasik olarak 24 saat bekledi ve ardindan sivi

azot tankinin (-196°C) igerisine konularak hiicre soyunun devamliligi saglanda.

3.2.1.4. Hiicre Sayisinin ve Canlhiligmn Belirlenmesi

Kiiltirde gogalan hiicreler Tripsin-EDTA ile ylizeyden kaldirilarak toplandi ve
15 ml’lik santrifiij tiiplerine alindi. 2500 rpm’de 5 dakika sanrifiij edildikten sonra pelet
tizerindeki sivi atilarak yeni besiyeri konuldu ve pipetaj yapildi. 1.5 ml’lik steril bir
ependorf icerisine aktarilan hiicre siispansiyonu 1/1 oraninda %@4’liik tripan mavisi ile
karistirlldt ve 5 dakika bekletildi. Sayim islemi thoma laminda gerceklestirildi.
Mikroskop ile hiicre sayimma gegmeden Once thoma lami ve lamel akol ile silindi.
Otomatik pipet ile lam ile lamel arasina tripan mavisi ile karigtirilan hiicre stispansiyonu
konularak sayim yapildi. Thoma lami 16 biiyiik kare, her biiyiik karede 25 kiigiik kare
olmak {izere toplam 400 kiigliik kareden olusmaktadir (Sekil 3-4). Thoma lami ile
yapilan sayimda lam ile lamel arasinda kalan hiicre silispansiyonunun hacmi
0.1 mm3=10"* ml olarak kabul edilmektedir. Mikroskop ile thoma laminda 16 biiyiik

kare igerisindeki hiicreler (N) sayilarak toplam hiicre sayis1 hesaplandi (100).

/THOMA >

Sekil 3-4: Thoma Lam
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Hiicre sayist/ml = N x 10* x seyreltme faktirii

Toplam hiicre sayist = (Hiicre sayisi/ml) x toplam hacim

Canli hiicrelerin membran biitlinliikleri ve gecirgenlikleri bozulmadigi igin
tripan mavisi hiicre i¢ine giremez. Bu 6zellige dayanarak mikroskop ile bakildiginda 6lii
hiicreler mavi boyanmis, canli hiicreler boyanmamis olarak goriildii. Buna baglh olarak

% canlilik hesaplanmasi asagidaki formiile gore hesaplandi.

Hiicre canliligt (%) = (Canli hiicre sayist / Toplam hiicre sayist)x100

3.2.1.5. Elektromanyetik Alan Uygulamasi

Tez caligmasinda farkli gruplardaki HEK293 hiicrelerine 2.4 GHz frekansinda
elektromanyetik dalga, gerilim kontrollii osilator ile verildi (Sekil 3-5). Gerilim
kontrollii osilatore (Feedback, England, 532/VVC0O/0138) sabit gerilim olarak 15 volt,
degisken gerilim olarak 3.3 volt ¢ikis veren iki adet dogru akim gerilim kaynagi
(Yildirim, AC/DC Switching Power Supply, CYS 152) baglandi. Osilatérden monopol
anten ile 2.4 GHz frekansinda sinyal ¢ikist saglandigi spektrum analizorii
(Rohde&Schwarz) ile kontrol edildi (Sekil 3-6). Osilatoriin ¢ikis giicii 2.67 dBm ve
anten dibindeki elektriksel alan kuvveti 8 V/m olarak o6lgiildi. EMA uygulamasi
yapmak i¢in olusturdugumuz deney diizeneginde hiicre kiiltiir kaplari, antenden 18 cm
uzaklikta konumlandirildi.  Hiicre kiiltiir  kaplarmin =~ bulundugu  mesafedeki
elektromanyetik alanin giicii -40 dBm ve elektriksel alan kuvveti 2 V/m olarak olgiildii.
Kabin igerisinde radyasyon yansimalarimi onlemek icin cihazin ve hiicre kiiltiir
kaplarinin konulacagi diizenek pleksiglas ekipmanlardan olusturuldu (Sekil 3-5/A,
Sekil 3-7/A). Calismamizda EMA uygulamasi, disaridan gelebilecek herhangi bir
sinyalin calisma sonuglarini etkilemesini Onlemek i¢in dis ylizeyr aluminyum ile
kaplanmis, i¢ ylizeyinde de EMD absorblayict materyal bulunan kabini igerisinde
gerceklestirildi. (Sekil 3-5/B, Sekil 3-7/B).
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(1) Gerilim kontrollii osilator (Feedback, England, 532/VCO/0138)
(2) Monopol Anten
(3) Hiicre kiiltiir kablar

(1) EMA uygulama diizenegi
(a) EMA absorblayict yiizey
(b), (d) Aliiminyum yiizey

(c) Yansitici olmayan yiizey

Sekil: 3-5: Elektromanyetik Alan Uygulamamizin Sematik Gosterimi.



Sekil 3-7 : Elektromanyetik Alan Uygulamas1 Yaptigimiz Deney Diizenegi.

40
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3.2.1.6. Calisma Gruplarimnin Olusturulmasi
Deneysel islemler igin 6 farkli grup olusturuldu. Kiiltiir kablarinda (T-75 flask)

cogaltilan hiicreler yeterli yogunluga ulastiklarinda tripsinizasyon islemi ile yerlerinden
kaldirild1 ve hiicrelerin sayimi yapildi. Deneysel islemlerin yapilacag: flasklara her bir

grup icin 10° hiicre ekildi ve deneyler alt1 defa tekrarland.

1. Grup (Kontrol Grubu): Hiicre ekimi yapildiktan sonra hiicreler 48 saat
standart hiicre kiiltiirii ortaminda (37 °C ve %5 CO.) inkiibe edidi ve
hiicrelere hi¢bir uygulama yapilmadi.

2. Grup (2.4 GHz Grubu): Hiicre ekimi yapildiktan sonra hiicreler 48 saat
standart hiicre kiiltiiri ortaminda (37 °C ve %5 CO2) inkiibe edildi ve
inkiibasyon sonunda 1 saat siire ile 2.4 GHz frekansl elektromanyetik alana
maruz birakildi.

3. Grup (50 uM Zn + 2.4 GHz Grubu): 50 uM Zn eklenerek hazirlanmis besiyeri
ile ekilen hiicreler, standart hiicre kiiltiirii ortaminda 48 saat inkiibe edildikten
sonra 1 saat siire ile 2.4 GHz frekansh elektromanyetik alana maruz birakildi.

4. Grup (100 uM Zn + 2.4 GHz Grubu): 100 uM Zn eklenerek hazirlanmis
besiyeri ile ekilen hiicreler, standart hiicre kiiltiirii ortaminda 48 saat inkiibe
edildikten sonra 1 saat siire ile 2.4 GHz frekansl elektromanyetik alana maruz
birakildi.

5. Grup (100 nM Se + 2.4 GHz Grubu): 100 nM Se eklenerek hazirlanmis
besiyeri ile ekilen hiicreler, standart hiicre kiiltiirii ortaminda 48 saat inkiibe
edildikten sonra 1 saat siire ile 2.4 GHz frekansl elektromanyetik alana maruz
birakildi.

6. Grup (200 nM Se+ 2.4 GHz Grubu): 200 nM Se eklenerek hazirlanmis
besiyeri ile ekilen hiicreler, standart hiicre kiiltiirii ortaminda 48 saat inkiibe
edildikten sonra 1 saat siire ile 2.4 GHz frekansl elektromanyetik alana maruz

birakildi.
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3.2.1.7. Hiicre Lizatlarinin Hazirlanmasi

1.

o oA W N

10.
11.

12.

Deneysel islemler bittikten sonra laminar akim kabinine alinan hiicrelerin tizerindeki
stvi aspire edildi.

Hiicreler PBS ile yikandi.

Hiicrelerin iizerine tripsin eklenerek 10 dak. inkiibasyona birakildi.

Inkiibatdrden alinan hiicrelerin iizerine besiyeri eklenerek pipetaj yapildi.

Hicreler santrifiij tiiplerine alinarak 2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasinda hiicrelerin st sivilari atild1 ve pelet tizerine PBS konulup pipetaj
yapildi.

Hiicreler tekrar 2500 rpm’de santrifiij edildi.

Hiicrelerin st sivilari atildi ve pelet PBS’ta ile tekrar coziinerek hiicre sayimi
yapild.

Deney basina hiicre siispansiyonundan 10° hiicre alind: ve ependorfa aktarild.
Ependorflar 2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve hiicrelerin st sivilari atildi.
Pelet tizerine 200 pl lizis tamponu konuldu ve hiicreler buz iizerinde insiilin
enjektori yardimiyla ¢ek-birak yapilarak patlatildi.

Hiicre lizatlar1 +4 °C’de 10000 rpm’de 1 saat santrifiij edildi.

Santrifiijiin sonunda siipernatantlar yeni bir ependorfa aktarildi ve daha sonra galisilmak

tizere -80 °C’lik derin dondurucuya kaldirildi.
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3.2.2. Biyokimyasal Analizler

3.2.2.1. Malondialdehit (MDA) Tayini
MDA tayini Buege ve ark.’nin (47) metoduna gore calisildi. "Tiyobarbitiirik Asit
Metodu" , MDA’ nin tiyobarbitiirik asitle 90-95 °C’de reaksiyona girerek kirmizi renk

olusturmasina ve olusan rengin 535 nm' de absorbansinin okunmasina dayanmaktadir.

Eriyikler:

% 30 TCA: %100’luk TCA ¢ozeltisinden 30 ml alimip distile su ile 100 ml’ye
tamamlandi.

% 0.75 TBA: 0.75 gram TBA distile su ile 100 ml’ye tamamlandu.

5M HCI: %37°lik HC1 ¢ozeltisinden 41.666 ml alinip distile su ile 100 ml’ye
tamamlandi.

Analizi yapilacak olan érneklerden 125 pl vidali kapakli cam tiiplere alindi. Orneklerin
tizerine Oncelikle 750 ul % 0.75’lik TBA koyuldu, ardindan 500 pl % 30’luk TCA
koyuldugunda opak beyaz renk olustugu gézlemlendi. Daha sonra 100 ul 5 M’lik HCI
karisima eklendi. Tiipler kaynamakta olan suda (en az 95 °C) 30 dakika inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyonun sonrasinda tiipler sogutularak havasi alindi. Cozeltilerde berrak
bir goriintii eldesi i¢cin 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij islemi gergeklestirildi. Son olarak
orneklerin absorbansi 535 nm’de okundu ve absorbans degeri asagidaki denklemde

yerine konularak sonuglar nM/ml cinsinden ifade edildi.

Sonug = (OD/1.56 x10°)x (Total hacim/6rnek hacmi)x (10°)
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3.2.2.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Tayini

SOD enzim degerleri Sun ve ark. (101) tarafindan oOnerilen metotla 1.U.
Cerrahpasa T1p Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali1 Laboratuvarinda 6l¢iildii. Bu metot
Ksantin/Ksantinoksidaz ~sistemi ile iretilen siiperoksit radikallerinin nitroblue
tetrazolium’u (NBT) indirgemesi esasina dayanmaktadir. Olusan siiperoksit
radikallerini ortamdaki NBT’yi indirgeyerek renkli formazonlar olusturur. Siiperoksit
dismutaz enziminin bulunmadig1 veya aktivitenin diisiik oldugu ortamda bu indirgenme
meydana gelir ve mavi-mor renk olusur. Bu kompleks 560nm’de maksimum absorbans

Verir.

XOD
Ksantin — Urik Asit + 0,

N.B.T.+0,"” — Formazan Boyasi

LoD
0,*~ + 0,*~ + 2H* — 0, +H,0,

SOD’un bir {initesi %50 oraninda ksantin oksidaz aktivitesini inhibe eder. Bu
sonu¢ ¢alisma sirasinda reaksiyon ortamina koyulan ornekteki SOD aktivitesidir.
Calismamizda SOD aktivitesi tinite/ml (U/ml) olarak ifade edildi.

Aktivite Olciimii

Substrat karisimi:

Konsantrasyon Reaktif Sﬁlif;“ Yapilan islem

0.3 mM Ksantin 9.13mg 200 ml saf suda ¢oziildii

0.6 mM EDTA 22.3 mg 100 ml saf suda ¢oziildii

150 mg/L N.B.T. 12.3 mg 100 ml saf suda ¢oziildii

400 mM Na>COs3 2.544q 60 ml saf suda ¢oziildii

1g/L Sigir serum (BSA) 30 mg 30ml saf suda ¢oziildii

2M (NH4)2S04 2.643 9 10 ml’ye saf su ile tamamland1
0.8 mM CuCl2.2H,0 13.6 mg 100 ml’ye saf su ile tamamlandi

(167 U/L) Ksantin oksidaz 18 ml 3 ml 2 M (NH4)2S04 da ¢oziildii
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Deneyin yapilisi:

Kor Numune
1. Substrat karisimi 500 uL 500 uL
2. Omek e 50 uL
3. Ksantin oksidaz (XOD) 25 uL 25 uL
4. 25°C de karanlikta 20 dakika bekletilmistir.
5. CuCl; 25 uL 25 ulL
6. Karanlikta inkiibasyona birakilir.
7. 560 nm’de suya karst okunur

SOD icin Aktivite Hesaplanmasi:

Sonug = [( Kér OD — Numune OD)/Kér OD] x 20 U/ml

3.2.2.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Tayini

GSH-Px aktivitesinin spektrofotometrik dl¢iimii 1.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarinda ticari olarak temin edilen kit (Glutathione
Peroxidase Activity Kit-Enzo, ADI-900-158,USA) prosediiriine uygun olarak
gercgeklestirildi. GSH-Px hidrojen peroksit varliginda rediikte glutatyonun (GSH) okside
glutatyona (GSSG) yiikseltgenmesini katalize eder. Hidrojen peroksidin bulundugu
ortamda GSH-Px’in olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz ve NADPH yardimu ile
GSH’a indirgenir.

H,0, + 2GSH —%* »GSSG + 2H,0

GSSG+ NADPH+H* —2% 52GSH + NADP*

GSH-Px aktivitesi, NADPH’in NADP*’ya yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans
degerindeki azalmasinin 340 nm’de 1 dakika araliklarla 15 dakika boyunca zamana

kars1 okunmasiyla hesaplandi ve sonuglar {linite/ml (U/ml) seklinde elde edildi.
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3.2.3. Morfolojik Goriintiileme Yontemleri

HEK?293 hiicrelerinde apoptoz tayini ve immiinohistokimya incelemeleri 24
kuyucuklu kiiltiir kaplarinda gergeklestirildi. 75°lik T-flasklarda c¢ogaltilan hiicreler
tripsinizasyon islemi ile kiiltiir kab1 zemininden kaldirildi ve gerekli islemler yapilarak
hiicre sayimi gergeklestirildi. Onceden sterilize edilmis olan 12 cm’lik yuvarlak lameller
alevden gecirilerek 24’liikk kuyulara yerlestirildi. Kuyucuklara her bir grup igin
hazirlanan ¢cDMEM’ler eklendi ve iizerine 15x10* hiicre ekildi. Ekim sonrasinda
hiicreler 48 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon ardindan kontrol gruplarma direkt
tespit islemi uygulanirken EMA uygulanacak gruplar tespit islemi 6ncesinde 1 saat siire

ile EMA’a maruz birakildilar.

3.2.3.1. Hiicrelerin Tespiti

24 kuyucuklu kiltir kabinda bulunan hiicreler iizerine yapilan deneysel
uygulama bittikten sonra kuyulardan besiyeri uzaklastirildi. Hiicreler Tween-20/PBS ile
3 kez 5 dakika stireyle yikand1 ve ardindan %4’liik paraformaldehit ile 20 dakika fikse
edildi. Ardindan hiicreler tekrar Tween-20/PBS ile 3 kez 5 dakika siireyle yikandi.
Morfolojik incelemeler yapilana kadar hiicrelerin iizerine 1 ml PBS eklendi ve +4C’ye

kaldirildi.

3.2.3.2. Apoptoz Tayini

Apoptoz tayini, DNA kiriklarinin in situ olarak saptanmasina dayanan TUNEL
(TdT-dUTP nick and labeling- In Situ DNA Ug Isaretleme Yontemi) yontemi ile
I.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Hiicre Arastirmalar
Laboratuvarinda yapildi. TUNEL yontemi ticari olarak temin edilen kit ile
gerceklestirildi (ApopTag Plus, In Situ Apoptosis Detection Peroksidase kit, S7101-
KIT, Chemicon). Kit icerisinde tavsiye edilen islem siras1 bazi degisiklikler yapilarak
optimize edildi ve dlglimler yapildi. Apoptotik siiregte kirilan DNA pargalar1 boyanarak

mikroskopta goriiniir hale getirildi.
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Hiicreler 2 defa PBS ile 5 dakika yikandi.

PBS ile 20 pl/ml’lik Proteinaz K hazirlanarak hiicrelere 15 dakika oda 1sinda
uygulandi.

Hiicreler 3 defa distile su ile yikanda.

PBS ile hazirlanmis %3 H20: ile hiicreler 5 dakika oda 1s1sinda muamele edildi.
Hiicreler, 2 defa 5’ser dakika PBS ile yikandi.

Hiicrelerin tizerine dengeleyici tampon konulup 30 dakika oda 1sisinda inkiibe
edildi.

Dengeleyici tampon pipet ile alinarak tzerlerine TdT enzimi konuldu ve
37°C’lik etiivde 1 saat inkiibe edildi.

Hiicreler durdurma/yikama tamponu ile oda 1sisinda 10 dakika yikandi.

Hiicreler 3 defa 1’er dakika PBS ile yikandi.

Her lamel tizerine Anti-Digoksigenin-Peroksidaz konuldu ve oda 1sisinda 30
dakika inkiibe edildi.

Hiicreler 3 defa 2’ser dakika yikandi.

Her bir kuyucuga DAB (diaminobenzidine) substrat soliisyonu damlatildi. 3-6
dakika sonra pozitif renk reaksiyonu mikroskop altinda kontrol edildi.

Renk reaksiyonunun olugmasindan sonra hiicreler distile su ile 3 defa 1’er
dakika yikandi.

Hiicreler zit boyama igin metil yesili ile 2 dakika boyandi, distile su ile boyama
durduruldu.

Lamaller ince uglu pens ile dikkatlice kaldirildi ve lamellerden fazla boyanin
uzaklasmasi i¢in %100 alkole muamele edildi.

Alkol sonrasinda lameller touol ile muamele edildi.

Lamellere entellan damlatilarak lamlar {izerine kapatildi.

Lameller 1 saat 37C’lik etlivde inkiibasyona birakildiktan sonras1 mikroskop ile

gbzlem yapildi.

Uygulama esnasinda taze olarak hazirlanan soliisyonlar:
% 3 H202: 1ml H202/ 9mI PBS
Tdt: 77 pl Reaksiyon Tamponu + 33 pl Tdt Enzimi = 110 pl

Durdurma/Yikama tamponu: 10 pl Yikama soliisyonu + 340 pl Distile Su =350 pl
DAB Substrat: 147 ul DAB Diliisyon soliisyonu + 3 ul DAB Substrati= 150 pl
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TUNEL Boyama ozgiinliigiiniin kontrolii:

Boyamanin kontrolii i¢in negatif kontrol kullanildi. Negatif kontrol olarak TUNEL

Islem sirasindaki Tdt enziminin yerine distile su damlatildi.

3.2.3.3. Apoptotik Indeks

Lameller tizerine ekilen hiicrelerde apoptoz tayini TUNEL yontemi ile yapildi.
Apoptotik indeks, 1s1tk mikroskopunda x20 biiyiitmede rastgele secilen 10 alanda
TUNEL pozitif olarak isaretlenen apoptotik (kahverengi boyanan) ve normal nukleuslar

(yesil renkli boyanan) sayilarak hesaplandi (88).

Apoptotik Indeks (APOI)= Apoptotik nukleus sayisi / Toplam hiicre sayist X 100

3.2.3.4. Immiinhistokimya

Isaretlenmis antikorlar kullanilarak hiicre ve doku antijenlerini bulunduklar1 yerde
gostermek amaciyla Streptavidin-Biotin-Peroksidaz yontemi ile immiinohistokimyasal
boyama uygulandi. Apoptoz yolaklarimin aydinlatilmasini saglayacak belirteclerden
aktif kaspaz-3 antikoru (Millipore, 1:50 diliisyon) ve Bcl-2 (Novus, 1:50 diliisyon)
antikoru kullanilarak %4’liik paraformaldehit ile tespit edilen hiicrelerde kit (Histostain-
Plus Bulk Kit, Life Technologies) iginde tavsiye edilen islem siras1 antikorlara gore

modifiye edilerek immiinhistokimyasal boyama yapildi.

Hiicreler, 5 dakika PBS ile yikandi.
%3 H202’de 10 dakika muamele edildi.
Hiicreler, 3 defa 5’er dakika PBS ile yikandi.

M wnp e

Istenmeyen antijenlerin baskilanmas1 icin maskeleme soliisyonu ile 10 dakika
muamele edildi.

5. Aktif kaspaz-3 antikoru (1:50) ve Bcl-2 (1:50) antikoru ile bir gece +4°C’de
nemli ortamda muamele edildi.

Hiicreler, 3 defa 5’er dakika PBS ile yikandi.

Biotin ile isaretli ikinci antikor ile 10 dakika muamele edildi.

Hiicreler, 3 defa 5’er dakika PBS ile yikandi.

© © N o

Streptavidin-Peroksidaz kompleksinde 8 dakika muamele edildi.
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10. Hiicreler, 3 defa 5’er dakika PBS ile yikandi.

11. Substrat-kromojen (AEC = 3-aminoetil 9-karbazol) soliisyonu ile 20 dakika renk
reaksiyonu gézlenene kadar inkiibe edildi.

12. Distile suda yikandi.

13. Hiicrelere 40 saniye boyunca metil yesili zit boyasi uygulandi.

14. Distile suda yikandi.

15. IHK y6ntemi uygulandiktan sonra kuyulardaki lameller dikkatli bir sekilde ince
uclu pens yardimiyla kaldirilip, lamlar iizerine damlatilan gliserin-jelatin ile
kapatildi ve 1 saat 37 C’lik etiivde tutuldu.

Immiin boyama ézgiilliigiiniin kontrolii:

Immiin boyamanin kontrolii i¢in negatif kontrol kullanildi. Negatif kontrol olarak THK

islem sirasinda primer antikor yerine PBS damlatildi.

3.2.4. istatistiksel Analiz

Deney sonucglarinin istatistiksel olarak karsilastirilmast SPSS  bilgisayar
programi kullanilarak yapildi. Sonuclar ortalama + standart sapma [mean + standard
deviation (SD)] seklinde ifade edildi. Gruplar arasinda normal dagilima uygunluk
kontrolii Kolmogorovsmirnov testi ile yapildi. Istatistiksel dnem varligini gdstermek
igin normal dagilim gosteren gruplara ANOVA Tukey testi uygulandi, normal dagilima
uymayanlar i¢in Kruskal Wallis testi uygulandi ve p<0.05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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4. BULGULAR

HEK?293 hiicrelerine farkli derisimlerde Zn ve Se uygulandiktan sonra bir saat
siire ile EMA’a maruz birakilmalariyla meydana gelen hiicre canliligi, biyokimyasal ve
morfolojik degisimleri incelendi. Gruplar arasi yapilan degerlendirme sunuglar1 Tablo
4-1, 4-2, 4-3, 4-4, 4-5, 4-6, 4-7, 4-8, 4-9, 4-10, 4-11, 4-12, 4-13, 4-14 ve Sekil 4-1, 4-2,
4-3, 4-4, 4-5, 4-6, 4-7, 4-8, 4-9,4-10, 4-11, 4-12, 4-13, 4-14, 4-15, 4-16’te verildi.

4.1. Hiicre Canlihg1 Analizi

Isik mikroskobu ile yapilan incelemede 2.4 GHz EMA uygulanan grup ile
kontrol grubu karsilastirildiginda, hiicre canliliginin EMA uygulanan grupta azaldigi
tespit edilidi. Hiicrelere farkli konsantrasyonlarda uygulanan Zn ve Se takviyesinin
EMA’nin hiicre canlilig1 iizerine yaptig1 olumsuz etkisini azalttigi, 6zellikle 200 nM Se

uygulanan grupta hiicre canliliginin kontrolden daha yiiksek oldugu tespit edildi (Tablo
4-1).

95

90

85

% Canhlik

80

75

70

Kontrol 2.4 GHz 50uM Zn + 100 uM Zn + 100nM Se + 200 nM Se +
2.4 GHz 2.4GHz 2.4 GHz 2.4 GHz

Sekil 4-1: Zn ve Se’un EMA uygulanan HEK293 hiicrelerinde canlilik oranlari
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4.2. Biyokimyasal Bulguar

4.2.1. Malondialdehit (MDA) Analizi

Arastirmamizda, 2.4 GHz frekansh EMA uygulanan gruptaki HEK293
hiicrelerinde MDA seviyesinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak ileri derecede
anlamli (p<0.001) arttig1 goriildii (Tablo 4-1, 4-2, Sekil 4-2, 4-3). Bununla birlikte
50 uM ve 100 uM Zn uygulanmasi sonrasi 2.4 GHz frekansli EMA’a maruz birakilan
gruplarda oOlgiilen MDA seviyelerinin sadece 2.4 GHz frekansli EMA uygulanan
gruptaki MDA seviyesine gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) azaldig1 tespit edildi
(Tablo 4-1, Sekil 4-2).

Arastirmamizda, 2.4 GHz frekansli EMA uygulamasi yapilan gruptaki MDA
degerlerine gore,100 nM ve 200 nM Se uygulanmasi sonrast 2.4 GHz frekansli EMA’a
maruz birakilan gruplarda olgiilen MDA degerlerinin her iki grupta da istatistiksel
bakimdan anlamli (siras1 ile, p<0.05; p<0.001) olarak azaldigi bulundu (Tablo 4-2,
Sekil 4-3).



Tablo 4-1: Zn’nun farkli dozlarinin, EMA uygulanan HEK293 hiicrelerindeki MDA
seviyeleri tizerine etkileri

50uM Zn 100uM Zn
Parametre Kontrol 2.4 GHz
+2.4 GHz + 2.4 GHz
MDA
0.78+0.1 2.16+0.02? 1.81+0.17° 1.954+0.05"
(nmol/ml)
ortalama * standart sapma (M£SD)
& p<0.001 ve kontrol grubuna kiyasla,
b 0p<0.05 ve 2.4 GHz EMA gruplarina kiyasla istatistiksel karsilastirma.
MDA Seviyesi
2,5
a
b
2 b T
I
=15
£
[=]
£
£ 1
05 -
0 -
Kontrol 2.4GHz 50uM Zn + 2.4 GHz 100 UM Zn + 2.4 GHz

Sekil 4-2: Zn’nun farkl dozlarinin, EMA uygulanan HEK293 hiicrelerindeki MDA seviyeleri
ve Karsilastirilmasi

4p<0.001 ve kontrol grubuna kiyasla,

®0<0.05 ve 2.4 GHz EMA gruplarina kiyasla istatistiksel karsilastirma.
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Tablo 4-2: Se’un farkli dozlarinin, EMA uygulanan HEK293 hiicrelerindeki MDA
seviyeleri tizerine etkileri

100 nM Se 200nM Se
Parametre Kontrol 2.4 GHz
+ 2.4 GHz + 2.4 GHz
MDA
0.78+0.1 2.16+0.022 1.97+0.1° 1.58+0.08°
(nmol/ml)

ortalama * standart sapma (M£SD)

& p<0.001 ve kontrol grubuna kiyasla,

b 0p<0.05 ve 2.4 GHz EMA grubuna kiyasla

¢ p<0.001 ve 2.4 GHz EMA grubuna kiyasla istatistiksel karsilastirma.

MDA Seviyesi
2,5
a
b
2 T
1
c
- 15
£
=
[=]
£
|
0,5 -
0 = T T
Kontrol 2.4GHz 100 nM Se + 2.4 GHz 200nM Se +2.4GHz

Sekil 4-3: Se’un farkli dozlarimin, EMA uygulanan HEK293 hiicrelerinde MDA
seviyeleri ve karsilastirilmasi.

& p<0.001 ve kontrol grubuna kiyasla,
b p<0.05 ve 2.4 GHz EMA grubuna kiyasla,
°p<0.001 ve 2.4 GHz EMA grubuna kiyasla istatistiksel karsilastirma.
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4.2.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Analizi

Deney gruplarindan elde edilen lizatlarda Sun ve ark. (1988 sod sun) yontemine
gore Olgiilen SOD enzim aktivitesi sonuglarmin istatistiksel degerlendirmesi Tablo 4-3
ve 4-4 ile Sekil 4-4 ve 4-5 de verilmektedir. Bulgularimiza gore, 2.4 GHz EMA
uygulanan grup ile kontrol grubu SOD aktivite degerleri karsilastirildiginda, 2.4 GHz
EMA uygulanan grubun SOD aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bir
azalma saptandi. Yalnizca 2.4 GHz EMA uygulanan grup ile 2.4 GHz EMA ve farkli
dozlarda Zn (50uM ve 100uM) uygulanan gruplara ait SOD aktivitelerinin istatistiksel
karsilagtirilmasinda, Zn ile birlikte 2.4 GHz EMA uygulanan gruplarda SOD
aktivitesinin 2.4 GHz EMA grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<<0.05) bir artma
oldugu bulundu (Tablo4-3,Sekil 4- 4).

Benzer sekilde, yalmzca 2.4 GHz EMA uygulanan grubun dlgiilen SOD
aktivitesine gore 2.4 GHz EMA ile birlikte Se (100nM ve 200nM) uygulanan gruplara
ait Olclilen SOD aktivitelerinde istatistiksel olarak anlamli artis (p<0.05) oldugu
saptand1 (Tablo 4-4, Sekil 4-5).
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Tablo 4-3: Zn’nun farkli dozlarin, EMA uygulanan HEK293 hiicrelerindeki SOD
aktiviteleri tizerine etkileri

50uM Zn 100uM Zn
Parametre Kontrol 2.4 GHz
+ 2.4 GHz +2.4GHz
SOD
0.27+0.04 0.14+0.01%2 0.35+0.03" 0.42+0.02°
(U/ml)

ortalama * standart sapma (M£SD)
& p<0.05 ve kontrol grubuna kiyasla,
®p<0.05 ve 2.4 GHz EMA gruplarina kiyasla istatistiksel karsilastirma.

SOD Aktivitesi

0,5

0,45

0,4 b

ol

0,35

0,3

E s -
=

0,2
0,15 ~
0,1 -

0,05

Kontrol 2.4 GHz 50 UM Zn + 2.4 GHz 100 uM Zn + 2.4 GHz

Sekil 4-4: Zn’nun farkli dozlarinin, EMA uygulanan HEK293 hiicrelerindeki SOD aktivite
degerleri ve karsilagtirilmasi.

& p<0.05 ve kontrol grubuna kiyasla,
®p<0.05 ve 2.4 GHz EMA gruplarina kiyasla istatistiksel karsilastirma.



Tablo 4-4: Se’un farkli dozlarinin, EMA uygulanan HEK293 hiicrelerindeki SOD
aktiviteleri lizerine etkileri

Parametre

Kontrol

2.4 GHz

100 nM Se
+ 2.4 GHz

200nM Se
+ 2.4 GHz

SOD

(U/ml)

0.27+0.04

0.14+0.01°

0.38+0.07°

0.32+0.05"

ortalama * standart sapma (M£SD)

& p<0.05 ve kontrol grubuna kiyasla,

®p<0.05 ve 2.4 GHz EMA gruplarina kiyasla istatistiksel karsilastirma.

SOD Aktivitesi

0,45

0,4

0,35

u/ml

0,05 -

Kontrol

2.4 GHz 100 nM Se + 2.4 GHz

200nM Se +2.4 GHz

Sekil 4-5: Se’un farkli dozlarimin, EMA uygulanan HEK?293 hiicrelerindeki SOD aktivite

degerleri ve karsilagtirilmasi

& p<0.05 ve kontrol grubuna kiyasla,

® p<0.05 ve 2.4 GHz EMA gruplarina kiyasla istatistiksel karsilastirma.




57

4.2.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Analizi

HEK?293 hiicreleri ile yapilan ¢alismamizda kontrol grubu ve 1 saat siire ile
24 GHz frekansli EMA uygulanan gruplarin GSH-Px  aktivitesinin istatistiksel
degerlendirmesinin sonuglar1 Tablo 4-5, 4-6 ve Sekil 4-6, 4-7°da verilmektedir. Bu
degerlendirmeler sonucunda; 2.4 GHz frekansli EMA uygulanan gruptaki GSH-Px
aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla anlamli (p<0.05) olarak azaldig1 bulundu. EMA
uygulamasi Oncesinde S0uM Zn ve 100uM Zn ilavesinin GSH-Px seviyesini
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde degistirmedigi goriildi (Tablo 4-5 ve Sekil 4-6).

GSH-Px aktivitesinin, 2.4 GHz frekansli EMA uygulama oncesinde 100 nM Se
ve 200 nM Se ilavesi yapilan gruplarda yalmiz 2.4 GHz frekansli EMA uygulanan
gruba gore istatistiksel olarak p<0.05 anlamlilikta arttigi saptandi (Tablo 4-6 ve
Sekil 4-7).
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Tablo 4-5: Zn’un farkli dozlarinin, EMA uygulanan HEK293 hiicrelerindeki GSH-Px

aktivitelerine etkileri

50uM Zn 100uM Zn
Parametre Kontrol 2.4 GHz
+ 2.4 GHz +2.4 GHz
GSH-Px
21.7+4.1 14.4+0.42 15.0+1.8 16.4+0.5
(U/ml)

ortalama + standart sapma (M+SD)

& p<0.05 ve kontrol grubuna kiyasla istatistiksel karsilastirma.

GSH-Px Aktivitesi
25
20
a
15 - I
£
—
=2
10
5 -
0 - T
Kontrol 2.4 GHz 50 yM Zn + 2.4 GHz 100 pM Zn + 2.4 GHz

Sekil 4-6: Zn’nun farkli dozlarinin, EMA uygulanan HEK293 hiicrelerinde GSH-Px
aktiviteleri ve karsilastirilmasi

& p<0.05 ve kontrol grubuna kiyasla istatistiksel karsilastirma.
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Tablo 4-6: Se’un farkli dozlarinin, EMA uygulanan HEK293 hiicrelerindeki GSH-Px
aktivitelerine etkileri

100 nM Se 200nM Se
Parametre Kontrol 2.4 GHz
+ 2.4 GHz +2.4 GHz
GSH-Px
21.7+4.1 14.440.4 2 21.3+3.3P 22.843.8"
(U/ml)

ortalama + standart sapma (M+SD)
2 p<0.05 ve kontrol grubuna kiyasla,
®p<0.05 ve 2.4 GHz EMA gruplarina kiyasla.

GSH-Px Aktivitesi
30
25 b b
20 - I
_ a
£ 15 -
)
10 ~
5 -
0 - T
Kontrol 2.4 GHz 100 nM Se + 2.4 GHz 200 nM Se + 2.4 GHz

Sekil 4-7: Se’un farkli dozlarmin, EMA uygulanan HEK293 hiicrelerinde GSH-PX
aktiviteleri ve karsilastirmasi.

& p<0.05 ve kontrol grubuna kiyasla,
® p<0.05 ve 2.4 GHz EMA gruplarina kiyasla istatistiksel karsilastirma.
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4.3. Morfolojik Bulgular

4.3.1. Apoptoz Tayini

Apoptotik hiicreleri belirlemek amaciyla TUNEL yontemi ile boyanan
hiicrelerden nukleuslar1 kahverengi boyanmig hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi.
Saglikli olan hiicreler ise metil yesili ile nukleuslar1 yesil renkli boyandi. Hiicrelerin 151k
mikroskobu ile degerlendirilmesinde rastgele secilen 10 alandaki TUNEL (+) ve sagliklt
hiicreler (Sekil 4-10) sayilarak apoptotik hiicre indeksi hesaplandi ve istatistiksel
degerlendirme yapildi. EMA uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla apoptotik hiicre
sayisinda anlamli artis (p<0.001) gozlemlendi. EMA Oncesinde farkli dozlarda (50-100
uM) Zn ve Se ( 100-200 nM) uygulanmasinin apoptotik hiicre sayisin1 (p<0.001)
anlamli olarak azalttig1 tespit edildi. (Tablo 4-7, 4-8 Sekil 4-8, 4-9).

Tablo 4-7: TUNEL yontemi ile boyanan hiicrelerin apoptotik indeksinin istatistiksel analizi.

50uM Zn 100uM Zn
Parametre Kontrol 2.4 GHz
+ 2.4 GHz + 2.4 GHz
APOI
4.51+1.46 77.5+22 8 25.546.2° 35.9+11°
Ortalama = SD

4 p<0.001 kontrol grubuna kzyasla, ® p<0.001 2.4 GHz EMA grubuna kiyasia.

Apoptotik indeks

90

a
80

70

60

50

%

40

30

20

10

Kontrol 2.4 GHz 50uM Zn+2.4GHz 100 uM Zn+2.4 GHz

Sekil 4-8: TUNEL yontemi ile boyanan hiicrelerdeki apoptotik indeks ve karsilagtirilmasi



Tablo 4-8: TUNEL yontemi ile boyanan hiicrelerin apoptotik indeksinin istatistiksel

analizi.
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Parametre Kontrol

2.4 GHz

100 nM Se
+ 2.4 GHz

200nM Se
+ 2.4 GHz

APOI

Ortalama + SD

4.51+1.46

77.5+22%

22.5+2.90

8.10+4.6°

& p<0.001 kontrol grubuna kiyasla,

®p<0.0012.4 GHz EMA grubuna kiyasla.

90

Apoptotik indeks

80

a
-

70

60

50

%

40

30

20

10

Kontrol

o

b

.

2.4 GHz

100 nM Se+2.4 GHz

200 nM Se+2.4 GHz

Sekil 4-9: TUNEL yontemi
karsilastirilmasi

ile boyanan hiicrelerdeki

apoptotik

indeks ve
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P e a A B _,
Sekil 4-10: HEK 293 hiicrelerinde TUNEL yontemi ile apoptotik hiicrelerin
gosterilmesi.
(A)Kontrol grubu, (B) 2.4 GHz grubu, (C) 50uM Zn grubu, (D) 100 uM Zn grubu, (E)
100 nM Se grubu, (F) 200 nM Se grubu. Zit Boya, Metil Yesili, TUNEL pozitif hiicreler (—),
Bar; 40 um.
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4.3.2. Immiinohistokimyasal Bulgular

4.3.2.1. Bcl-2

Monoklonal bcl-2 (Novus ,Bcl-2 Antibody) antikoru ile boyanma sonucu sitoplazmasi
kirmizi olarak boyanan hiicreler bcl-2 immiinpozitif olarak belirlendi. HEK 293
hiicrelerinde istatistiksel degerlendirme, rastgele segilmis 10 bolgede bcl-2 (+) olan
hiicreler (Sekil 4-13) sayilarak gerceklestirildi. Yapilan istatistiksel degerlendirmeye
gore EMA’1n bcl-2 immiinpozitifligini anlamli olarak (p<0.001) azalttif1 belirlendi.
EMA o6ncesinde 100 uM Zn ve 100 nM Se uygulamasinin ise bcl-2 immiinpozitifligini
arttirdi@i  istatistiksel olarak saptandi  (swrasiyla; p<0.01, p<0.001). Bcl-2
imminpozitifligindeki artis 200 nM Se uygulanan grupta istatistiksel olarak anlamli
(p<0.01) bulunmustur (Tablo 4-9, 4-10, Sekil 4-11, 4-12).

Tablo 4-9: Bcl-2 immiin boyamast yapilan hiicrelerin pozitifliklerinin degerlendirilmesi.

50uM Zn 100uM Zn
Parametre Kontrol 2.4 GHz
+ 2.4 GHz + 2.4 GHz
Bcl-2 (+) 21.245.3 5.242.82 6.842.5 1945.7°
Ortalama + SD

4 p<0.001 ve kontrol grubuna kiyasla, ® p<0.01ve 2.4 GHz EMA gruplarina kiyasla,

Bcl-2 Immiinpozitifligi
25
b

- 20 -
]
-
A
1]
S 15 -
=
T
=
=
9
a 10 -
[
£
E ‘ !

5 1

o0 -

Kontrol 2.4 GHz 50uM Zn+2.4GHz 100 uM Zn+2.4 GHz

Sekil 4-11: Immiinohistokimyasal boyama yapilan hiicrelerde bcl-2 immiinpozitifligi
karsilagtiriimasi.
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Tablo 4-10: Bcl-2 immiin boyamas: yapilan hiicrelerin  pozitifliklerinin
degerlendirilmesi.
100 nM Se 200nM Se
Parametre Kontrol 2.4 GHz
+2.4 GHz +2.4 GHz
Bcl-2 (+) 21.2+5.3 5.2+2.8° 26+9.3° 18+5.1°
Ortalama + SD
& p<0.001 kontrol grubuna kiyasla,
®p<0.01ve 2.4 GHz EMA gruplarina kiyasla,
¢ p<0.001 2.4 GHz EMA grubuna kiyasla istatistiksel karsilagtirma.
Bcl-2 Immunpozitifligi
30
c
25 I
3 b
v 20 -
2
S
I
= 15 -
S5 10 -
£
E
5 1
0 _
Kontrol 2.4 GHz 100 nM Se+2.4GHz 200 nM Se+2.4 GHz

Sekil 4-12: Immiinohistokimyasal boyama yapilan hiicrelerde bel-2 immiinpozitifligi
karsilastirilmasi.
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Sekil 4-13: HEK 293 hiicrelerinde bel-2 immiinohistokimyasal boyamasi.

(A) Kontrol grubu, (B) 2.4 GHz grubu, (C) 50uM Zn grubu, (D) 100 uM Zn grubu,
(E) 100 nM Se grubu, (F) 200 nM Se grubu. Zit Boya,; Metil Yesili, Immunpozitif
hiicreler (—), Bar; 40 um.



66

4.3.2.2. Kaspaz-3

Aktif kaspaz-3 antikoru (Millipore, Anti-Caspase-3, active form) ile
immiinohistokimyasal boyama sonucu sitoplazmasi kirmizi olarak boyanan hiicreler
kaspaz-3 immiinpozitif olarak degerlendirildi. Rastgele segilen 10 alanda kaspaz-3
immiinpozitif hiicrelerin (Sekil 4-16) sayimi ile yapilan degerlendirme sonuglarina
bakildiginda 2.4 GHz EMA uygulanan gruptaki kaspaz-3 immiinpozitif hiicre sayisinin
kontrol grubuna gore artmis oldugu (p<0.05) tespit edildi. EMA o6ncesi 50-100 uM Zn
ve 100-200 nM Se uygulamasinin kaspaz-3 imminpozitif hiicre sayisini istatistiksel
olarak anlamli (p<0.001) azalttig1 belirlendi (Tablo 4-11, 4-12, Sekil 4-14, 4-15).

Tablo 4-11: Kaspaz-3 immiin boyamasi yapilan hiicrelerin imminpozitifliklerinin

degerlendirilmesi
50uM Zn 100uM Zn
Parametre Kontrol 2.4 GHz
+ 2.4 GHz + 2.4 GHz
Kaspaz-3 (+)
7.6+3.6 17.4+1.22 6.442.7" 2.8+0.8°
(Ortalama + SD)

3 p<0.05 kontrol grubuna kiyasla ® p<0.001 2.4 GHz EMA grubuna kiyasla

Aktif Kaspaz-3 Immiunpozitifligi
20
a
18 T
_ 16
z
R
1]
5 12
b=}
==
= 10
=
N
g ® b
:E 6 | I
E
4 b
T
. I
0 _
Kontrol 2.4 GHz 50uM Zn+2.4GHz 100 uM Zn+2.4 GHz

Sekil 4-14: Immiinohistokimyasal boyama yapilan hiicrelerde aktif kaspaz-3
immiinpozitifligi karsilagtirilmasi.
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Tablo 4-12: Kaspaz-3 immiin boyamasi yapilan hiicrelerin imminpozitifliklerinin

degerlendirilmesi
100 nM Se 200 nM Se
Parametre Kontrol 2.4 GHz
+ 2.4 GHz + 2.4 GHz
Kaspaz-3 (+) b b
7.6+£3.6 17.4+1.28 3.8+1.5 1.4+1.4

(Ortalama + SD)

4 p<0.05 kontrol grubuna kiyasla ® p<0.001 2.4 GHz EMA grubuna kiyasla

Aktif Kaspaz-3 immiinpozitifligi

20

a

18

16
14

12

10

immiinpozitif Hiicre Sayisi

o oe] &~ o] co
|

b
==
b
Kontrol 2.4 GHz 100 nM Se+2.4 GHz 200 nM Se+2.4 GHz

Sekil 4-15: Immiinohistokimyasal boyama yapilan hiicrelerde aktif kaspaz-3
immiinpozitifligi karsilagtiritlmasi.
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AL

Sekil 4-16: HEK 293 hiicrelerinde aktif kaspaz-3 immiinohistokimyasal boyamasi.

(A) Kontrol grubu, (B) 2.4 EMA grubu, (C) 50uM Zn grubu, (D) 100 uM Zn grubu, (E) 100
nM Se grubu, (F) 200 nM Se grubu Zit Boya, Metil Yesili, . Aktif kaspaz-3 imminpozitif
hiicreler (—), Bar, 40 um.
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5. TARTISMA

Kablosuz yerel alan ag (WLAN) teknolojisi 1990’larin baslarinda ortaya ¢ikmis
olup endiistriyel, askeri, bilimsel ve medikal bir ¢ok alanda kullanim1 hizla artmaktadir.
Bu alanlarin kullaniminda iletisim, elektromanyetik dalgalar ile saglanmaktadir ki
bunun sonucu olarak insanlar yogun bir sekilde EMA’a maruz kalmaktadir. EMA
olusturan ve giliniikk yasantimizda sik¢a kullanigimiz mikrodalga firinlar, bilgisayarlar,
internet ersimini saglayan modemler ve cep telefonlar1 yasantimizin bir pargasi
olmustur (26, 102). Ingilterede yapilan bir calismada Khali ve ark. (26) 6 okul ve 12
derslikte kablosuz internet aglarinin kullanimi ile 6grencilerin maruz kaldiklar1 EMA
degerleri Olcililmiistiir. Bu arastirmada, smifta bir erisim noktasi ve 30 diziistii
bilgisayarin 0.5 m mesafede ayni anda maksimum gii¢ yogunlugu ile calistirildiginda
kisisel maruziyet 16 mW/m? olarak Olciilmiistiir ki; bu deger, 10 mW/m? olan
ICNIRP’in referans araliginin oldukc¢a iistiinde oldugu goriilmektedir. Yapilan
caligmalar 2.4 GHz frekansh EMA’in insan saglhigini olumsuz etkiledigini ortaya

koymaktadir (10, 103, 104, 105).

Biyolojik sistemlerde reaktif oksijen olusumlar1 ile EMA arasinda pozitif
korelasyon oldugu bilinmektedir ve bu olusumun altindaki hiicresel ve molekiiler
mekanizmalar arastirilmaya devam etmektedir (102). Molekiller diizeyde EMA
hiicrelerde iyon kanallari, membran reseptorleri ve enzimleri etkileyerek intraseliiler ve
molekiiler membran potansiyellerini degistirmektedir (4). EMA’a maruz kalma sonucu
reaktif oksijen tiirleri olusumunun artmasiin birincil nedeni mitokondride sitokrom
aktivitesinin azalmasina baglhi olarak ATP sentez hizinin azalmasi olarak
bildirilmektedir. Yapilan c¢aligmalarda EMA sonucu olusan oksidatif stresin
mitokondriyal enerjinin tlikenmesine, proteolitik enzimlerin artmasmna ve DNA

fragmantasyonuna yol agarak hiicreyi apoptoza gotiirdiigii belirtilmektedir (5, 102).

Salah ve ark.’nin (3) 2.45 frekansli Wi-Fi sinyali ile indiiklenen oksidatif stres
ve metabolik bozukluklar {lizerine yaptiklar1 ¢aligmada sicanlara uygulanan EMA’mn
bobrek ve karaciger dokusunda GSH-Px, CAT ve SOD aktivitelerini diislirdiigiinii,
MDA seviyesini ise arttirdig tespit edilmistir.

EMA’1n biyolojik dokulara etkilerinden biri, olusturdugu hipertermik etkilerdir.

Bunun tireme sistemindeki olumsuz etkilerinden dolay: infertilite sikligini arttirdigi
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bilinmektedir (12). Saygin ve ark. da (1) 2.45 GHz frekansli EMA’mn 28 giin boyunca 1
saat/glin uygulanmasinin testis dokusuna olan etkisini arastirmiglardir. EMA uygulanan
grupta Leyding hiicre sayisinin kontrol grubuna gore azaldigi, fakat TNF-a, kaspaz-3 ve
bcl-2°nin ise gruplar arasinda degismedigi belirlenmistir. Calismada bax ve kaspaz-8
ekspresyonunun artmast EMA’in apoptozu tetikledigini, ve testis dokusunda
dejenerasyona sebep olarak infertilite meydana getirilebilecegini ileri siirmektedirler.
Naziroglu ve ark.’nin (106) yaptiklar1 ¢alismada siganlara 2.45 GHz frekansli EMA’in
1 saat/giin olarak 30 giin siireyle uygulanmasinin néron hiicrelerinin igerisine Ca girigini

arttirdigini, buna bagh olarak oksidatif toksisiteye neden oldugunu gdstermislerdir.

Insan viicudunda olusan reaktif oksijen tiirlerini etkisiz hale getirerek hiicrelerde
olusabilecek zararlari engelleyen SOD, GSH-Px ve katalaz (CAT) gibi enzimatik
antioksidanlar ile vitaminler, mineraller gibi enzimatik olmayan antioksidan sistemler
mevcuttur. Canli organizmada antioksidan ve oksidanlar arasindaki dengenin bozulmasi

sonucunda cesitli hastaliklarin olustugu bilinmektedir (5, 102).

Stander ve ark’nin (107) kanserli meme hiicrelerinde yaptiklar1 ¢alismada 900
MHz frekansli EMR’un reaktif oksijen tiirlerini arttirdigini, bununla birlikte apoptotik
hiicre sayisinda da artis oldugunu tespit etmislerdir. Chaturvedi ve ark.’nin (108)
yaptikar1 c¢alismada farelere 2.45 GHz EMA’in 2 saat/giin olacak sekilde 30 giin
uygulanmasiin eritrosit ve lokosit sayisini arttirdigi ve beyin hiicrelerinde DNA

kiriklar1 olusturarak hafiza tizerine etkili oldugunu gézlemlemislerdir.

Canlilarda bliylime ve gelisme icin gerekli olan ve antioksidan enzimlerin
kofaktorii olarak bulunan Zn, canliligin devam etmesinde hiicre boliinmesi, apoptoz ve
hiicre i¢i haberlesmede biiyiik dnem tasimaktadir (109). Insanlar, deney hayvanlar ve
hiicre kiiltiirli ¢alismalart Zn eksikliginin oksidatif stresin regiilasyonu ile iliskili
oldugunu desteklemektedir. Cinko, Cu/Zn, SOD ve metallotiyoninler gibi oksidatif

strese kars1 koruyucu etki gosteren proteinlerin esansiyel bir kofaktoriidiir (110).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar ile canlilar i¢in 6nemi anlasilan selenyum,
insanlar ve hayvanlarda hiicre dongiisii ve apoptoz i¢in kritik dneme sahiptir. Selenyum
eksikligi immiin sistem bozukluklar1 gibi cesitli hastaliklarla iliskilendirildigi, ayrica Se
takviyesinin bazi kanser tiirlerine kars1 koruyucu etki gosterdigi belirtilmekle birlikte
yapilan caligmalar Se etkinliginin kimyasal formu ve dozu ile iligkili oldugunu

belirtmektedir (8). Yapisinda Se bulunan antioksidan bir enzim olan GSH-Px,
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indirgenmis glutatyon varliginda hidro ve organik peroksitleri etkisiz hale
getirmektedir. Se’un, bir diger 6nemli antioksidan enzim olan tiyoredoksin rediiktazin
katalitik aktivitesi i¢in de gerekli oldugu bilinmektedir (102). Selenyumun ayrica sinir
sistemi ve ¢esitli kanser tiirleri i¢in koruyucu etkiye sahip anti-inflamatuvar 6zellikte bir
element oldugu bilinmektedir. Farkli kanser hiicrelerinde yapilan calismalarda Se’un

hiicre proliferasyonunu arttirdigi, apoptozu inhibe ettigi belirtilmistir (10, 111, 112 ).

Bu literatiir bilgileri dogrultusunda tez ¢alismamizda 2.4 GHz frekansli EMA
uygulanan HEK293 hiicrelerinde Zn ve Se’un antioksidan etkinligi, biyokimyasal ve
morfolojik degerlendirmeler yapilarak incelendi. Bu amagla arastirmamizda, HEK293
hiicreleri Zn ve Se ilavesiz, ayrica Zn ve Se ile 48 saat inkiibe edildikten sonra 1 saat
stire ile 2.4 GHz EMA’a maruz birakildi. Olusturdugumuz ¢alisma gruplarina deneysel
uygulamalarimiz sonrasinda hazirlanan hiicre lizatlarinda biyokimyasal parametrelerden
MDA, SOD ve GSH-Px ol¢timii yapilirken, morfolojik degerlendirme igin TUNEL
yontemi ile apoptoz tayini yapildi, bcl-2 ve kaspaz-3 immiinohistokimyasal olarak

degerlendirildi.

Deneyimizde HEK293 hiicrelerinde EMA uygulanmasi sonrasinda oksidatif
strese neden olan lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak kabul edilen MDA
degerlendirmesi sonucunda, 2.4 GHz frekansli EMA’m kontrol grubuna kiyasla MDA
seviyesini ileri derecede anlamli (p<0.001) olarak arttirdig1 gorilmiistiir. Bunun yani
sira 50 uM ve 100 uM Zn uygulanmasinin 2.4 GHz frekansli EMA’in lipid
peroksidasyonunundaki artig1 anlamli olarak (p<0.05) onledigi bulundu. Benzer sekilde,
EMA uygulanmasi1 SOD aktivitesini (p<0.05) azaltirken, 2.4 GHz EMA uygulanmadan
once HEK293 hiicrelerinin Zn ile inkiibe edilmesi EMA’in neden SOD aktivitesindeki
diisiisii anlamli olarak (p<0.05) engelledigi tespit edildi.

Shahin ve ark.’nin (113) fareler tizerinde yaptiklar1 ¢aligmada 2 saat/giin olarak
45 giin uygulanan EMA’1n reaktif oksijen tiirlerini artirirken SOD, CAT ve GSH-Px

aktivitelerini azalttigini bildirilmektedirler.

900 MHz EMA uygulanan siganlarin bobrek dokularinda yapilan arastirmada
Ozguner ve ark. (114) EMA’in MDA ve nitrik oksitin miktarimi arttigini, SOD, CAT ve
GSH-Px aktivitelerini azalttig1 belirlemislerdir. Kuyubulu ve ark.’nin (115) yaptiklari
calismada, 2.45G Hz frekansli EMA’a maruz birakilan siganlarin bobrek dokularinda
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total oksidan ve MDA seviyesinin arttigini, total antioksidan seviyesi ve SOD

aktivitesinin ise azaldigini belirtmislerdir.

Bediz ve ark.’larmin (6) yaptiklar1 ¢alismada EMA’in indiikledigi lipid
peroksidasyonun iizerine Zn’nun etkisi incelenmistir. Deneyde kullanilan siganlar1 6 ay
boyunca giin asir1 5 dakika 50 Hz frekansli EMA’ maruz birakilmistir. Plazma ve beyin
dokularindan yapilan ol¢iimlerde uzun siireli diisiik frekansli EMA’a maruz kalma
sonucunda lipid peroksidasyon seviyelerinin arttigi, EMA ile birlikte Zn uygulanan
gruplarda ise lipid peroksidasyonun diisiik seviyelerde kaldigi tespit edilmistir. Bu
caligmada uygulama farkliliklart olmasina ragmen Zn’nun EMA’m olusturdugu lipid
peroksidasyonuna karsi koruyucu etki gosteriyor olmasi bizim ¢alismamizla paralellik

gostermektedir.

2.4 GHz frekansli EMA uygulanan gruptaki GSH-PXx aktivitesinin de kontrol
grubuna kiyasla anlamli (p<0.05) olarak azalmis ve EMA uygulamasi 6ncesinde 50 uM
Zn ve 100 uM Zn ilavesi yapilan gruplarda olgiilen GSH-Px aktivitesinde EMA
uygulanan gruplara gore farklilik gdzlemlenmemistir. Bu bulgularimizin sonucu olarak
Zn ilavesinin, EMA uygulanmasi sonucu HEK293 hiicrelerinde anlamli olarak azalan

GSH-Px aktivitesinde etkili olmadig1 saptanmustir.

2.4 GHz frekansli EMA’in HEK293 hiicrelerinin MDA seviyelerinde meydana
getirdigi anlamh artisin (p<0.001), 2.4 GHz frekansli EMA 0Oncesinde 100 nM Se
uygulanmast ile anlamli olarak azaldigi (p<0.05), 200 nM Se uygulandiginda ise bu
azalmanin ileri derece anlamlilikta (p<0.001) oldugu bulundu. Calismamizda SOD
enzim aktiviteleri bulgulart ise EMA’in SOD aktivitesini anlamli (p<0.05) olarak
azalttigini, elektromanyetik alan uygulanmadan 6nce Se (100nM ve 200nM) ile inkiibe

edilmesi ise bu azalis1 anlamli olarak (p<0.05) arttirdigin1 gostermektedir.

Calisgmamizda HEK?293 hiicrelerinin kontrol grubuna gore 1 saat siire ile 2.4
GHz frekansli EMA uygulanmasinin GSH-Px aktivitesini anlamli olarak (p<0.05)
azalttig1 bulunmustur. EMA 6ncesinde besiyerine Se eklenerek inkiibe edilen hiicrelerde
ise 2.4 GHz frekansli EMA sonucu meydana gelen GSH-Px seviyesindeki azalmaya

gore anlamli (p<0.05) olarak arttig1 tespit edilmistir.

Tiiker ve ark. (102) ile Giimral ve ark.’nin (116) siganlar {izerinde yaptiklari
calismada 2.45 GHz frekansli EMR’un olusturdugu oksidatif stres {izerine sodyum

selenitin koruyucu etkisi incelenmistir. 28 giin boyunca 1 saat siire ile uygulanan
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EMA’mn etkileri sicanlarin kalp dokusu, plazma ve eritrositlerinde incelenmistir.
Caligmamizla ayni frekansh elektromanyetik alanin farkli uygulamasinin degisik
dokularda 6lgiilen lipid peroksidasyonunu arttirdigit ve GSH-Px aktivitesini azalttigi,
selenyum uygulamasinin ise lipid peroksidasyonunu azalttigi ve GSH-Px aktivitesini
arttirdigin1 belirten bu arastirma bulgularinin c¢alismamizda elde edilen bulgularla

uyumlu oldugu goriilmektedir.

Organizmada GSH-Px’in sententezlenmesinde GSH substrat, Se ise kofaktor
olarak kullanilmaktadir (117). Dolayisiyla canlilarda oksidatif stresin artmasi , GSH-PX
enzim tiikketiminin artmas1 ve GSH diizeylerinin azalmasi ile birlikte gézlemlenmektedir

(118, 111).

Oksidatif stress, reaktif oksijen tiirleri ile antioksidan savunma sistemleri
arasindaki dengesizlik olarak tanimlanmaktadir. EMA sonucu olusan oksidatif stresin
apoptozu indiikledigi bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarda EMA’1n hiicre membranlarini
etkileyerek lipid peroksidasyonu olusturdugu ve dolayisiyla apoptozu baslattigi
belirtilmektedir (119). Radyasyonun hiicre membranlari iizerine etkisi sonucunda olusan
lipid peroksidasyonunun, apoptozu baglatici etkiler arasinda yer aldig1 yapilan
calismalarda belirtilmistir (119). Bir¢cok yayinda EMA’in oksidatif stres ve apoptozu
indiikledigi belirtilmektedir (120, 121, 122, 123, 124).

Hiicresel proliferasyon ve apoptoz gibi hiicresel fonksiyonlarin gevresel stresler
ile modiile edildigini gosteren gesitli caligmalar vardir. Yapilan aragtirmalarda EMA’in
onkogen traskripsiyonu ve 1s1 sok proteinleri gibi c¢esitli hedefleri aktive ettigi
gosterilmistir (125, 126). Apoptoz, canlilarda embriyogenezden ¢ok hiicreli organizma
olusumunda 6nemli bir fizyolojik olaydir ve apoptoz yolaklarindaki diizensizlik cesitli

hastaliklarin olugsmasina sebep olmaktadir (127, 128).

EMA’1in canl ile etkilesimi {izerine yapilan calismalarda; EMA’mn bazi
proteinleri aktive ettigi, membran proteinlerini etkileyerek hiicre potansiyelini etkiledigi,
DNA’da kiriklart olusturdugu belirtilmektedir (104). Giinliikk yasantimizda artan bir
sekilde maruz kaldigimiz EMA’in hiicrede apoptotik mekanizmalar1 aktive ederek
mevcut dengeyi bozduguna dair ¢aligmalar mevcuttur. Kaspaz ailesi iiyeleri, hiicresel

apoptozun en belirgin belirtegleri olarak kabul edilmektedir (129, 130).

Merola ve ark.’lar1 (131) bazi telefonlarin SAR degerlerinin ICNIRP’1n mesleki

maruziyet i¢in belirlenen sinir degerinden daha yiiksek oldugunu ve bu degerin
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ndroblastoma hiicrelerinde apoptoz lizerine etki ettigini tespit etmislerdir. 900 MHz
frekansli EMA’1n sigan tiroid dokusu iizerine etkisini morfolojik olarak degerlendiren
Esmekaya ve ark. (130) 3 hafta siiresince 20 dak/giin olarak uyguladiklart EMA’n
kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivasyonunu arttirdigi ve apoptotik keseciklerin olusumunu
gozlemlediklerini bildirmislerdir. Oral ve ark.’nin (7) 900 MHz frekansli EMA ile
sicanlar ilizerinde yaptigi calisma sonucunda EMA’mn endometriyal dokusunda lipid
peroksidasyununu arttirdig1 tespit edilmistir. Bu c¢alismada immiinohistokimyasal
degerlendirmede ise EMA uygulamasi sonucunda kaspaz-3, kaspaz-8 ve bax’in arttigi
gozlemlenmistir. Giiler ve ark.’in (2) yaptiklar1 ¢alismada 1800 MHz frekansli EMA
hamile ve hamile olmayan tavsanlara uygulanmistir. Deney hayvanlarinin beyin, goz,
bobrek, akciger, karaciger, kalp ve dalaklari histopatolojik ve immiinohistokimyasal
olarak degerlendirilmistir. Hamile olanlar, olmayanlar ve infantlarda TUNEL boyamasi
yapilan beyin dokusunda, gbéziin 6n epitel hiicrelerinde ve lenste apoptotik hiicreler
tespit edilmistir. Ait-Aissa ve ark.’nin (13) yaptigi calismada hamile siganlar
ICNIRP’nin belirledigi kritik seviyeler olan 0, 0.08, 0.4 ve 4 W/kg SAR degerleri
olusturacak Wi-Fi sinyaline maruz birakilmistir. Beyin dokusunda TUNEL yontemi ile
belirlenen apoptoza bakildiginda, pre ve postnatal donemlerde EMA’a maruz kalan
siganlarin beyinlerinde apoptotik agidan bir degisim gozlenmedigi belirtilmektedir.
Insan lenfosit hiicrelerinde Hansteen ve ark.’nm (132) yaptiklar1 ¢alismada 2.3 GHz
EMR’un 10 W/m? degerinde pulslu ve siirekli uygulanmasi sonucunda EMA’in
kromozomal parametreler iizerinde istatistiksel olarak herhangi bir degisiklige sebep
olmadig: belirtilmigse de EMR’un pulslu uygulanmasinin siirekli uygulanmasina karsin
zay1f bir etkilesim olusturdugu goriisiine varilmigtir. Ghazizadeh ve ark. (4) 2.45 GHz
frekansli EMA’n etkisini TRPV1 kalsiyum (Ca) kanali ile iliskilendirilmis ve TRPV1
‘in 2.45 GHz frekansli EMA etkisi ile hiicre i¢i Ca miktarini arttirdigi ve bu sekilde
reaktif oksijen tiirlerini olusturarak hiicrede apoptotik faaliyeti baslattig1 belirtilmistir.

Calismamizda, HEK293 hiicrelerine EMA uygulamasiin ve bununla birlikte
bu hiicrelerin Zn ve Se ile inkiibasyonu sonrast EMA ’a maruz birakilmasinin HEK293
hiicrelerinde meydana getirdikleri etkileri degerlendirmek igin Olgiilen biyokimyasal
parametrelerin yaninda apoptotik aktiviteleri de arastirilmistir. Ayrica apoptoz
yolaklarinin belirlenmesi amaciyla HEK293 hiicrelerine immiinohistokimyasal boyama

yapilarak bcl-2 ve kaspaz-3 tayini yapilmistir.
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Cinko, tiim canli organizmalarin hiicre farklilagmasi, gelismesi ve boliinmesi
gibi pek cok fizyolojik fonksiyonlarini siirdiirebilmesi icin gerekli bir esansiyel element
olup, eksikligi beyin, akciger, kalp ve bobrek gibi pek cok hayati 6neme sahip organin
gelisimini ve fonksiyonunu etkiyebilir (133, 134). Yapilan arastirmalarda ¢inko
yetersizliginin, farkli organlarda (karaciger, bobrek, testis, deri, timus) degisik
seviyelerde apoptoz yolu ile hiicre dliimiinde bir artisa neden oldugu bildirilmektedir.
Cinko homeostazindaki degisikliklerin hiicrenin apoptoza duyarliligini etkileyebildigi
gosterilmistir (135, 136, 137). Cinko’nun hiicre oliimlerinin azaltilmasindaki rolii;
antioksidan ozelliginden ve metallotiyonin (MT) ekspresyonunda belirgin bir artisa
neden olmasi ile de agiklanmaktadir (138, 139). Yapilan c¢alismalarda bdbrek
dokusunda Zn ve Zn ile indiiklenen MT’in degisik kosullarda oksidatif stres sonucu
olusan bobrek hasarina karsi anlamli bir koruma sagladigi belirtilmektedir (140, 141).
Cinkonun pek ¢ok fizyolojik sistemlerdeki mubhtelif roliine ek olarak apoptozun
diizenlenmesinde de 6nemli oldugu gosterilmistir. Hem in vivo hem de in vitro yapilan
calismalarda Zn uygulamasinin, farkli ajanlarin tetikledigi apoptozu Onleyebildigi
gosterilmistir (142, 143, 144).Cinkonun apoptoz regiilasyonunda onemli oldugu ilk
olarak 1970’li yillarda ortaya konmustur. Yapilan c¢alismada Zn eksikligi bulunan
sicanlarin ince bagirsaginda apoptotik hiicre sayisinin fazlaligr dikkat ¢cekmektedir. Bu
fazlaligin DNA sentezi sirasinda meydana gelen bir hatadan dolayr olustugu one
stiriilmiistiir (145). Sonraki yillarda gergeklestirilen hiicre kiiltiirii caligmalarinda, hiicre
kiiltiri ortaminda Zn selatlanmasiin apoptozu arttirdigi, bununla birlikte, apoptotik
hiicrelerin bulundugu besiyerine Zn eklenmesinin ise apoptozu engelledigi tespit
edilmistir (146, 147). Yapilan calismalar Zn eksikliginin apoptozu arttirdigi, Zn
takviyesinin ise apoptozu engelledigini ortaya koymaktadir (9). Schrantz ve ark.’nin (9)
Zn ve kaspaz aktivitesi arasindaki iliskiyi arastirdiklar1 ¢alismada, insan B lenfoma
hiicrelerinde belirli konsantrasyonlardaki Zn’nun, kaspaz-3 ve kaspaz-9’u aktive ederek
apoptozu regiile ettigi tespit edilmistir. Bu ¢alismalarin sonucu olarak Zn’nun kaspaz
aktivasyonu ile hiicre canliligini kotrol ettigi gosterilmistir. Ancak ¢inkonun apoptozun

diizenlenmesinde oynadigi rol ve yolaklar tam olarak aydinlatilamamistir (148).

Calismamizda HEK293 hiicrelerinde 2.4 GHz frekansli EMA uygulanmasinin
apoptotik hiicre sayisinda anlaml artisa (p<0.001) sebep oldugu gozlemlenmistir. 50
uM ve 100 uM Zn ile inkiibe edildikten sonra 2.4 GHz frekansli EMA uygulanmasinin
apoptotik hiicre sayisindaki artig1 anlamli olarak (p<0.001) azaltt1g1 tespit edilmistir.
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Cinkonun anti-apoptotik mekanizmalarindan biri, hiicresel oksidatif hasari
azaltarak apoptoza yol agan bazi yolaklar1 ve bdylece kaspaz aktivasyonunu

engelleyebildigi one siiriilmektedir (137).

Tez c¢alismamizda, antiapoptotik protein bcl-2 ve apoptozun diizenleyici
proteinlerden olan kaspaz-3’iin immiimohistokimyasal boyama yontemi ile
immiinpozitifligi degisimi de arastirilmistir. Yaptigimiz calismada 1 saat siiresince 2.4
GHz frekansli EMA uygulanan HEK293 hiicrelerinde bcl-2 pozitifligini anlamli olarak
(p<0.001) azalttign gozlemlenmistir. 2.4 GHz frekansli EMA oncesinde 50 uM Zn
uygulamasi bcl-2 pozitifligini anlamli olarak arttirmadigi, 100 uM Zn uygulamasinin

ise bcl-2 immiinpozitifligini anlamli olarak (p<<0.01) arttirdigi tespit edilmistir.

Deneysel islemlerimiz ~ sonrasinda immiinohistokimyasal boyama ile
gozlemledigimiz kaspaz-3 immiinpozitifliginin 2.4 GHz frekanslh EMA uygulamasi
sonras1 anlamli olarak arttig1 (p<0.05) gézlemlenmistir. Hiicrelerin (HEK293) 2.4 GHz
frekansli EMA oOncesinde 50 ve 100 uM Zn ile inkiibe edilmesi sonras1 2.4 GHz
frekansli EMA uygulan gruplardaki kaspaz-3 immiinpozitifliginin EMA uygulanan

gruba gore anlamli olarak (p<0.001) azalttig1 belirlenmistir.

Kaspaz-3 hiicre igerisinde apoptotik diizenleyici protein olarak bilinmekle
birlikte kaspaz-3’tn varligt apoptozun basladigmin bir gostergesi olarak
degerlendirilmektedir (7). Cinkonun kaspaz-3 aktivitesini engelleyerek hiicreleri
apoptoz siirecinden korudugu gosterilmistir. Bununla birlikte, in vivo c¢alismalarda
apoptozda goriilen artisin hiicre i¢i ¢inko konsantrasyonundaki azalmanin, dogrudan
ya da dolayli olarak bir sonucu oldugu belirtilmektedir (149). Cinko’nun bir
antiapoptotik protein olan bcl-2 ekspresyonunu artirma, buna karsin bir proapoptotik
protein olan bax ekspresyonunu azaltarak ikisi arasinda denge kurdugu ve hiicrelerin

apoptoza olan direncini artirabildigi belirtilmektedir (150).

Hidrojen peroxide maruz birakilarak apoptozun tetiklendigi monosit hiicre
kiiltiir ortamina Zn eklenmesi ile antiapoptotik bcl-2 protein ekspresyonunun artmasi ve
proapoptotik bax protein ekspresyonunun azalmasi ile kaspaz-3 aktivitesinin inhibe
edildigi, dolayisiyla apoptotik hiicre Oliimiinde bir azalma oldugu gosterilmistir
(151, 152).
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Santon ve ark. (139) apoptozu uyaran ajanlar ile birlikte fibroblast hiicrelerine
oksidatif ajan olan Fe uygulanmasi sonucu apoptotik indeksin Zn uygulamasi yapilan
grupta Fe uygulamasi ile karsilastirildiginda anlamhi bir sekilde azaldigini
bildirmislerdir. Ayrica Zn yetersiz besinle beslenen hayvanlarin farkli dokularinda ve
memeli hiicreleri lizerinde yapilan ¢alismalarda, apoptotik indeksin arttig1 buna karsilik
Zn uygulamasinin apoptoz tizerinde inhibitor etkisinin oldugu gosterilmistir (136, 137).
Bunlara ilaveten; ¢inkonun bax aktivasyonu ve mitokondriden sitokrom-c
serbestlesmesini 6nleyerek (153) kaspaz aktivasyonunun inhibisyonunda etkili oldugu

(154) ve hiicre apoptozunu engelledigi belirtilmektedir.

Cinko uygulamasiin anti-apoptotik etkisini arastiran ve yukarida belirtilen
farkli deneysel calismalarin sonucularinda, farkli doku ve hiicrelerde diger bulgular ile
birlikte, ¢inkonun antiapopototik etkisi il kaspaz-3 aktivitesini azaltigi ve bcl-2
aktivitesini artirdig1 yoniindeki bulgulari, ¢alismamizda Zn uygulamasi sonucu bulunan
kaspaz-3 immiinpozitifligindeki azalma ve de bcl-2 immiinpozitifligindeki artma ile

uyumlu oldugu goriilmektedir.

Son zamanlarda 6nemi vurgulanan elementlerden olan selenyum, GSH-Px ‘in
kofaktorii olarak major bir antioksidan 6neme sahiptir (58). Bununla birlikte, deneysel
calismalarda selenyumun apoptozu indiiklemesi ya da inhibisyonunun uygulanan doz ile
iliskisi gosterilmistir. Diisiik dozlarda oksidatif strese bagli indiiklenen apoptozu
azaltirken yiiksek dozlarda radikal olusumunu artirarak hiicrede apoptoza neden oldugu

belirtilmektedir (155, 156).

Ayrica, kanserli hiicreler tizerinde selenyumun etkisinin yapildig arastirmalarda,
verilen Se’un dozuna, kimyasal bilesimine ve arastirma yapilan hiicre ¢esidine bagh
olarak hiicre canlilig1 iizerindeki etkisinde farklilik goriilmistir (157, 158, 159).
Arastirmalarda yiiksek konsantrasyonlardaki selenyum uygulamasinin hiicrelerde lipid
peroksidasyon artisina paralel olarak apoptozu artirarak kanser hiicrelerinin artmasini
onledigi gosterilmistir. Bununla birlikte daha az konsantrasyonlarda ise hiicrelerde lipid

peroksidasyonunu azaltarak hiicre sayilarinin arttig1 da belirtilmektedir (155, 158, 159).

Literatlir taramasinda rastlamadigimiz  HEK293 hiicrelerinin EMA’a maruz
kalmas1 sonucu olusabilecek oksidatif strese bagimli apoptozun onlenmesinde, bu
hiicrelerin  farkli konsantrasyonlardaki Se wuygulamasinin roliinii de arastirdik.

Calismamizin sonuglarinda; 2.4 GHz frekansli EMA sonucu apoptotik hiicre sayisinda
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anlamhi artis (p<0.001) goézlemlenirken, 2.4 GHz frekanslhi EMA Oncesinde farkli
dozlarda Se (100-200 nM) uygulanmasinin apoptotik hiicre sayisint (p<0.001) anlamli
olarak azalttig1 tespit edildi.

Calismamizda apoptoz diizenleyici proteinlerden kaspaz-3 ve antiapoptotik
proteinlerden bcl-2 immiinpozitifligi arastirildi.  Farkli  gruplardaki HEK293
hiicrelerimizin bcl-2 immiinpozitifligi degerlendirildiginde; 2.4 GHz frekanslh EMA’1n
bcl-2 pozitifligini anlamli olarak (p<0.001) azalttig1 belirlendi. 2.4 GHz frekansli EMA
oncesinde 100 nM Se uygulamasinin bcl-2 immiinpozitifligini arttirdigi (p<0.001),
200 nM Se uygulanan grupta ise artisin istatistiksel olarak p<0.01 anlamlilikta oldugu
tespit edildi. Aragtirmamiz sonucunda, kaspaz-3 immiinpozitif hiicre sayisini Se
uygulanan gruplarda degerlendirildiginde ise 2.4 GHz frekansli EMA uygulanan grupta
artmis olan (p<0.05) kaspaz-3 immiinpozitifligi, 2.4 GHz frekansh EMA o0ncesi
100-200 nM Se uygulanan gruplarda anlamli olarak (p<0.001) azaldig: belirlendi.

Hidrojen peroksitin hiicresel diizeyde oksidatif stres olusturmasi yolu ile
apoptozu indiikledigi ve bu apoptotik olusumun Se’un antioksidan o6zelligi ile
onlenebildigi bildirilmektedir (160, 161, 162). Deneysel hayvan ¢alismalarinda tiroid
hiicrelerine hidrojen peroksit uygulamasinda GSH-Px seviyelerinde azalma, buna karsin
kaspaz aktivitesinde artma gosterilmistir. Bu g¢alismada hiicrelere 10 ile 100nM Se
uygulanmas1 GSH-Px seviyesini artarken, kaspaz-3 aktivitesi azalmigtir. Arastirmada
hidrojen peroksite bagli lipid peroksidasyon etkisi ile apoptozdaki artigin selenyumun

antioksidan 6zelligine bagli olarak kaspaz-3 aktivitesinde azalma gosterilmistir (162).

Noronal hiicrelerde yapilan bir ¢aligmada Se’un apoptotik yolaklara baski
yaparak apoptozu engelledigi, fizyolojik seviyelerdeki Se’un primer hasari azaltarak
hiicre hasarina kars1 koruyucu oldugu bildirilmistir (164). Uguz ve arkadaslar1 (111),
HL-60 hiicrelerinde oksidatif stresin indiikledigi apoptozu, Se uygulamasinin
kaspaz-3’ii de regiile ederek diizenledigini gostermislerdir. Kahya ve ark. (10) yaptiklari
calismada metastatik meme kanseri hiicrelerine 900 MHz frekansli EMA 1 saat siire ile
uygulanmis ve selenyumum koruyucu etkisi gézlemlenmistir. Calismada hiicre canliligi,
ROT iiretimi, mitokondri membran depolarizasyonu, apoptoz, kaspaz-3 ve kaspaz-9
degerlendirilmistir. Selenyumun, oksidatif stresi azaltarak ve mitokondri potansiyelini
normallestirerek EMA’1n indiikledigi oksidatif hasar1 baskilamis ve hiicre canliliginin

artmasini saglamistir.
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Yukarida sonuglar1 verilen arastirmalar, ¢alismamizda Se uygulamasi sonucu
bulunan kaspaz-3 immiinpozitifligindeki azalma ile uyumludur. Calismamizin sonucuna
gore HEK293 hiicrelerinin 2.4 GHz EMA’a maruz birakilmasi Oncesinde Se ile
inkiibasyonunun uygulanan EMA’mn  olusturdugu apoptoza karsi, kaspaz-3

ekspresyonunu azaltan, bcl-2’yi artiran koruyucu bir ajan oldugu sdylenebilir.

Sanayi, teknik, tibbi alanlarla birlikte giinliik yasamda 2.4 GHz EMA
kullaniminin yayginlasmasi, hamile kadinlarin ve yeni doganlarin siirekli EMA’a maruz
kalmasi bakimindan da s6z konusu EMA’in diger hiicre ve dokularda oldugu gibi
bobrek hiicre ve dokusunda olasi zararlarini agiliga kavusturmak 6nem kazanmustir.

Fetal ve dogum sonrasi bobrek tizerindeki EMA’1n farkli dozlarda zararli etkileri
hakkinda oOnceki smirli sayidaki wveriler, tiibiiller, glomeruluslarda ve bdobrek
parankiminde kistik degisiklikler gibi olas1 gelisimsel anormallikleri ortaya koymustur.
Literatiir tarama sonuglarimiza gore, bobrekler ve bobrek hiicreleri tizerinde EMA’1in
toksik etkileri hakkinda smirli sayida arastirma bulunmaktadir (165, 166).

Bobrek dokusu iizerinde EMA etkilerini inceleyen ¢aligmalarda farkli sonuglar
rapor edilmektedir. Bu farkli sonuglar; cinsiyet, uygulama yontemleri, siireleri,
konsantrasyon gibi ¢esitli faktorlere bagli olabilir. Gebelerin elektromanyetik alana
maruz kalmasi dolayisi ile fetiiste EMA’in olast yan etkilerini arastiran ¢alismalar
giiniimiizde artarak devam etmektedir. Fetiis lizerine elektromanyetik alanlarin etkilerini
bildiren ¢ok az sayida ¢alisma yayinlanmstir (167, 168, 169).

Diisiik frekansli EMF (50 Hz) maruz kalma blastosid sayisinin azaltilmasi ve
blastosid DNA pargalanmasini artirarak embriyo gelisimi lizerinde zararh etkilere neden
oldugu bulunmustur (167). Hiicrelerde; oksidatif stres artisi makromolekiillerin
oksidasyonuna neden olmakta ve bu DNA mutasyonlari, yaslanma ve hiicre 6limii ile
iliskilendirilmektedir. Ayn1 zamanda, oksijen radikal olusumlari, kaspaz aktivasyonu
gibi apoptozu tetikleyebilen pro-apoptotik proteinlerin saliniminda 6nemli rol
oynamaktadir (170).

Apoptotik ve anti-apoptotik faktorler arasindaki kritik denge, bobrek hastaliklar
ve kanserlerin embriyolojik gelisimi i¢in ¢ok dnemlidir (171, 172, 173).

EMA ile ilgili DNA hasari, apoptoz ile baglantilidir. Deneysel bir ¢alismada, ¢ok diisiik
frekansli EMA’a maruz kalmanin ¢ift iplikli DNA hasarina neden oldugu ve de bcl-2
ekspresyonunu artirdigr bildirilmektedir (174). Dolayisiyla hiicre ¢cogalmasi ve hiicre

olimi arasindaki denge elektromanyetik alan maruziyeti sonrasinda bozulabildigi ileri
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stirilmektedir. Daha onceki aragtirmalarda 50-60 Hz frekansli elektromanyetik alana
maruz kalmanin apoptotik hiicrelerin sayisini artirarak beyin embriyonik hiicreler
tizerinde toksik etkilere neden oldugunu da belirtilmektedir (175).

Sonug olarak; hiicreler lizerine EMA’nin etkisi arastirilan tez ¢alismamizda, 2.4
GHz frekansinda elektromanyetik alanin HEK 293 hiicrelerine uygulanmasi sonrasi
oksidatif stres agisindan ve apoptoz indeksi ve de immiinohistokimyasal olarak
arastirtlan apoptoz belirteclerinden kaspaz-3 immiinpozitifligindeki artma ve bcl-2
immiinpozitifligindeki azalma, farkli embriyonik hiicreler iizerindeki 6nceki bulgularla
uyumludur.

Bununla birlikte HEK293 hiicrelerinin farkli dozlardaki Se ve Zn inkiibasyonu
sonrast EMA’a maruz birakilmasinda ayn1 parametrelerin 6l¢iim ve degerlendirmeleri
sonucunda, bcl-2‘de artma kaspaz-3 immiinpozitifligininde azalma dolayisiyla apoptoz
indeksinde gozlenen azalma ¢alismamizin 6onemli sonuglarindandir.

Calismamizda Se ve Zn’nun EMA tarafindan indiiklenebilecek olan oksidatif
strese bagli apoptoz artisina karst koruyucu etkisi bu elementlerin antioksidan
ozellikleri ile birlikte bu enzimlerin yapisinda kofaktoér olarak bulunuyor olmasindan
kaynaklandigini soyleyebiliriz. Bulgularimiza gore, embriyonik hiicrelerden HEK293
hiicrelerinin 2.4 GHz frekansli EMA’a maruz kalmasi sonucu bu hiicrelerde lipid
peroksidasyonunu artirarak ve antioksidan enzimlerden SOD ve GSH-Px aktivitelerinin
azaltarak oksidatif strese neden oldugu gosterildi. Ayrica elektromanyetik alan
uygulamasi oncesi ¢alismamizdaki HEK293 hiicrelerine ¢inko eklenmesinin antioksidan
enzimlerden SOD aktivitesini, selenyum eklenmesinin ise SOD ve GSH-Px
aktivitelerini regiile ederek lipid peroksidasyonu olusmasini engelledigi sdylenebilir.
HEK293 hiicrelerinin 2.4 GHz frekansli elektromanyetik alana maruz birakilmasi;
apoptoz diizenleyici proteinlerden kaspaz-3 immiinpozitifliginde artma anti-apoptotik
protein olan bcl-2 immiinpozitifliginde azalma ve dolayisi ile apoptotik indekste bir
artmaya neden oldugu goriildii. Elektromanyetik alan etkisi ile HEK293 hiicrelerindeki
apoptozda artma ve apoptotik proteinlerden kaspaz-3 ve bcl-2’nin regiilasyonundaki
bozulmaya karsi hiicrelerin EMA uygulamasi 6ncesi Zn ve Se ile inkiibasyonunun
koruyucu oldugu sonucuna varildi.

Glinlimiizde elektrikli ev aletleri ve kablosuz internet giinliik yasamimizin
vazgecilmezlerindendir ve bu EMA kaynaklari insan sagligi i¢in olumsuz yan

etkilerinin oldugu arastirilan ve tartisilan bir konu olarak devam etmektedir. Bununla
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birlikte arastirma sonuglarimiza gére EMA’nin bu olumsuz etkilerine karsi ¢inko ve
selenyumdan zengin diyetlerin hafifletici ya da Onleyici olabilecegini sdyleyebiliriz.
Ancak, arastirmamizda HEK293 hiicrelerinde gozlenen bu sonug¢larimizin daha iyi
anlasilmasi i¢in benzer arastirmalar bagka hiicre soylar1 i¢in de yapilmali ayrica hayvan

deneyleri ve epidemiyolojik ¢aligmalar ile desteklenmelidir.
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