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SIMGELER ve KISALTMALAR

ADP Adenozin di-fosfat
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NAADP Nikotinik asit adenin diniikleotid fosfat
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1. GIRIS

Giiniimiizde elektromanyetik radyasyon alanlarina maruz kalma ve radyasyon
kaynaklar1 giin gectik¢e artmaktadir. Ev, is yeri ve okullara yakin bdlgelerde yer alan
GSM ve baz istasyonlart 6nemli bir elektromanyetik radyasyona (EMR) maruz
kalama riski olusturmaktadirlar. Biz kendimiz kablosuz internet (Wi-Fi) kullanmiyor
olsak bile komsumuz kullaniyor olabilir. Dolayisiyla bu durum kullanmadigimiz
halde maruz kaldigimiz anlamina gelmektedir ve netice itibariyle olay icinden
¢ikilmaz bir hale doniisebilmektedir. EMR maruziyetinin viicutta nasil zararlar
olusturdugu ve bu maruz kalma durumunun hangi mesafelerde olursa zararli
etkilerinden korunulacagi konusunda yeterince bilgi olmayip, mevcut bilgi sonuglari

da tartismalidir.

Hiicre i¢i serbest oksijen radikalleri (ROT) hidroksil, siiperoksit ve hidrojen
peroksit gibi radikalleri icermektedir. Mitokondriyal fonksiyon ve fagositoz gibi
bir¢ok fizyolojik olay sirasinda bu ROT iiriinleri fizyolojik olarak olusmaktadirlar.
Bu ROT iiriinlerinin kontrol edilmesinde enzimatik ve enzimatik olmayan savunma
mekanizmalar1 énemli rol oynamaktadir. Ornegin, yapisinda bakir, ¢inko ve mangan
igeren siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi siliperoksit radikalini hidrojen peroksit e
dontistiirmektedir. Hidrojen peroksit, yapisinda selenyum igeren glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) ve yapisinda bakir ve ¢inko igeren katalaz enzimleri tarafindan
suya kadar parcalanmaktadir. Yakin zamanda yapilan bir¢ok c¢alismada hem
kablosuz internet (2.45 GHz), hem de cep telefonu frekanslarina (900 ve 1800 MHz)
bir saat maruz kalmanin serbest oksijen radikallerini artirarak zarar verdigine dair

bildirimler mevcut olmasina ragmen bu bildirimlerin sonuglar1 zitlik arz etmektedir.

Sayisiz  deneysel bulgular bizlere gosteriyor ki; diisik frekansh
elektromanyetik alana asir1 derecede maruz kalan hiicrelerde, hiicresel fonksiyonlarin
sayesinde gerceklestigi iyon kanallari, membran reseptorleri ve enzimleri de icine
alan hiicre i¢i proteinleri ve membran proteinleri zarar goriirler (Polk et al., 1996,

Hubert et al., 1998).



Epidemiyolojik c¢alismalar, diisiik frekanshh elektromanyetik alanlarda
yasayan veya boylesi ortamlarda ¢alisan insanlarda, elektromanyetik alan maruziyeti
ile neoplastik hastaliklar arasindaki muhtemel korelasyonlari ortaya gikarmistir (Polk
et al., 1996, Hubert et al., 1998). Fakat bu maruziyet ve bu hastaligin multifaktoriyel
tabiat1 ile iligkili ¢ok cakisan ve sasirtic1 de§iskenliklerden dolay1 bu caligmalarin
sonuglarin1 yorumlamak herkesin bildigi gibi zordur. Cesitli in vitro ¢alismalar
gosterdi ki temel mekanizmasi tam olarak tanimlanmamis olmasina ragmen diisiik
frekansl elektromanyetik alanlar DNA sentezi, RNA transkripsiyonu ve hiicre
¢ogalmasina zarar verebilir (Liburdy et al., 1993, Fanelli et al., 1999). Bu zararh
etkilere Ca* iyon dengesindeki degisiklerin de dahil oldugu diisiiniilmektedir ve
elektromanyetik radyasyonun uyarilmamis hiicre membrani boyunca hiicre i¢i Ca*
iyon gecisi lizerine olasi etkisi tanimlanmistir. Elektromanyetik alana maruz
birakilan ratlarin timus lenfosit hiicrelerinde, insanlarin T-lenfosit hiicrelerinde ve
Jurkat hiicrelerinde (16semili akut T hiicrelerini incelemek i¢in kullanilan T lenfosit
hiicrelerini 6liimsiizlestirmek i¢in kullanilir) ve ratlarin hipofiz hiicrelerinde hiicre ici
Ca*? iyon konsantrasyonunda degisiklik rapor edilmistir (Wallezcek et al., 1990,
Barbier et al., 1996). Fakat hiicre i¢i Ca™ iyon konsantrasyonunun artis
mekanizmasini hangi yolla sagladigini ortaya koyan uygun deneysel bir delil yoktur.
Ayni zamanda rapor edilen veriler 2,0 mT yogunluga kadar disiik frekansh
elektromanyetik alanlarm, sigir kromafin hiicrelerinde hiicre i¢i Ca* iyon
konsantrasyonu artisi lizerine herhangi bir etkisi olmadigin1 gostermistir (Craviso et
al., 2002).

Transient Receptdr Potential (TRP) kanallar alt aileleri gesitli fizyolojik ve
patolojik durumlarda énemli rol oynayan ¢esitli iyon kanallarindan biridir (Toledo et
al., 2011). TRP kanallar1 ¢esitli uyaranlar tarafindan aktive edilir bunlar; sicaklik,
mekanik uyaranlar, osmotik basing, agri, feromonlar, pH, oksidatif stres ve
kimyasallar sensor ve sinyal iletimi araci olarak vazife goriirler (Toledo et al., 2011).
Transient Receptor Potential Melastatin Type 2 (TRPM2), nonselektif katyon
kanalidir ve Adenin 5’-difosforiboz (ADPR), B-nikotinamid adenin diniikleotid
(NAD) , oksidatif stres ve sicaklik (>35 °C) tarafindan aktive edilir ve aktif hale
gelmesi neticesinde de intraselliler kalsiyum iyon konsantrasyonunda artis
gozlemlenir (Toledo et al., 2011, Takahashi et al., 2011).



Diger taraftan, Transient Receptor Potential Vanilloid Type 1 (TRPV1) da
nonselektif katyon kanali olmakla birlikte kapsaisin (CAP), sicaklik (>43 °C),
hipertonisite ve oksidatif stres tarafindan aktive edilir ve agr1 reseptorii oldugu iyi
bilinmektedir (Montiel et al., 2012, Naziroglu et al., 2012).

Ilgingtir ki, inflamatuvar mediyatorlerinin varhiginda (6rnegin ATP ve
Prostaglandin E2 ) TRPV1 aktivasyon esik sicakligi diiser, viicut sicakligina esit hale
gelir (Montiel et al., 2012). Boylece, TRPM2 ve TRPV1 nonselektif katyon
kanallariin oksidatif stresi de i¢eren ¢esitli uyaranlar1 vardir. Fakat TRP kanallarinin
iyonize radyasyonun biyolojik etkileri etkilerine araci olup olmadigi
kanitlanmamustir. Kaynagi gama 1simm1 olan DNA hasari, Poli (ADP-ribose)
polymerase (PARP)’in aktivasyonuna sebep oldugu, sirasiyla Poli-ADPR’ nin
tiretilmesi, bunu takiben de NAD azalmasi rapor edilmistir (Vodenicharov et al.,
2000). Poli-ADPR tarafindan iiretilen ADPR ‘un artmasindan dolayt TRPM?2
kanallar1 aktif hale gelir, iyonize radyasyonun tetiklemesiyle DNA hasar1 sonrasinda
tiretilen ADPR yoluyla TRPM2 kanallar1 aktive edilir, ayn1 zamanda DNA hasarina
hiicresel ~ yanitlar1 iceren bir TRPM2 kanal aktivasyonu gerceklestigi
degerlendirilebilir. Yakin zamanda yapilan calismalarda EMR’nin basta rektal 1s1

olmak tizere viicutta 1s1 artiglarina neden oldugu rapor edilmistir (Akoev et al., 1995).

Yukarida bahsedildigi gibi TRPV1 kanallar1 da yiiksek 1s1 ile aktive
olmaktadir. Bu nedenle EMR nin neden oldugu viicut 1sis1 artigst, TRPV1 kanallarini
aktive ederek, Sitozolde Ca*? artisina bagli olarak bazi zararli etkilere (kanser
hiicrelerinin asir1 ¢gogalmasi ve apoptozis vb.) neden olabilir. Arastirilmas1 gerekli
olan bu konu bu tez calismasinin amaglarindan bir tanesidir. Sitozole Ca* akist,
mitokondriyal depolarizasyon, ROT, apopitozise neden olur. Hiicre i¢ine disaridan
Ca* iyon akisi, oksidatif stres, kapsaisin ve 1s1 ile fiziksel olarak aktive edilen
TRPV1 katyon kanallar1 ile saglanabilmektedir. Asiri Ca* iyon akis1 hiicrelerde

apoptozise kadar giden bir siireci baglatmis olur.



Bu tez cahismasinda daha c¢ok asagida belirtilen konular iizerinde

durulmustur;

A- Mesafenin etkisi: MCF-7 meme kanser hiicre hatlari, cep telefonu
frekanslarinda (1800 MHz, 900 MHz ve 2450 MHz): kontrol grubuna ilaveten O cm,
1 cm, 5cm, 10 cm, 20 cm ve 25 cm farkli 6 mesafelerde Elektromanyetik
Radyasyona (EMR) 1 saat maruz birakilmak suretiyle gerekli kalsiyum sinyali ve

apoptozis analizleri yapilarak degerlendirildi.

B- Is1ile TRPV1 aktivasyonu: Kapsaisin reseptorii TRPV 1, etkisinin hassas
niteligi tartismali olmasina ragmen, phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate(PIP;)
tarafindan regiile edilir. Bunun yan1 sira, TRPV1 kanallar1 1s1 (43 °C), diisiik pH,
oksidatif stres ve kirmizibiberde yaygin olarak bulanan kapsaisin (CAP) ile aktive
olabilmektedir. EMR nin rektal ve fotal 1silar artirdigina dair bildirimler mevcuttur
(Akoev et al., 1995). Sitozole Ca*? akigiun artisimin da kanser hiicrelerinde
proliferasyonu artirdigi ve apoptotik yolaklar1 tetikledigi de iyi bilinmektedir. Bu
nedenle, EMR 1s1 artirici (thermal) etki ile TRPV1 kanallarim agarak, Ca*? girigini

MCEF-7 kanser hiicrelerinde artirabilir. Bu konunun arastirilmas gereklidir.

C- MCF-7 kanser hiicrelerinde oksidatif stresin rolii: Sitozolde Ca*? artisi
mitokondriyal depolarize eder ve ROT (Reaktif Oksijen Tiirleri) iiretimi artar.
Ayrica, hiicre zarlarindaki yaglar, proteinler ve niikleik asitlerin oksidasyonu ile
EMR'nin serbest oksijen radikallerinin tiretimini artirdigi da iyi bilinmektedir
(Naziroglu et al., 2013). Bu projenin, bir diger amaci cep telefonu ve kablosuz
internet frekanslarinin MCF-7 kanser hiicrelerinde hiicresel kalsiyum sinyali, hiicre

ici ROT diizeyleri, kaspaz-3 ve kaspaz-9 ile apoptozis aktivitelerinin belirlenmesidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kalsiyum (Ca*?)

Kalsiyum, toprak alkalileri grubundan metalik bir elementtir. Sembolii
“Ca*®dir. ismi Latincede “kire¢” anlamina gelen “calx” sozcigiinden gelmektedir.
Ik defa 1808’de Lumphru Davy tarafindan kalsiyum hidroksitten elektroliz yoluyla
elde edilmistir. Metalik kalsiyum giimiis gibi parlaktir. Ozgiil agirlig1 1,55 g/cm3tiir.
851 °C’de erir. 1439 °C’de kaynar. Viicudumuzda makro yapida bulunur. Elektrigi
iyi iletir. Gevrek (kirilgan) olmasina ragmen yumusaktir. Sertligi sodyum ile
aliminyum arasindadir. Haddelenebilir ve doviilebilir. Cekme mukavemeti 438
kg/cm?dir. Oksidasyon degeri ‘+2’dir. Atom numarasi 20, atom agirligi 40,078 dir.

Yeryiiziinde alt1 fitri izotopu bulunmaktadir: Casg, Casp, Cass, Cass Ve Cayg.

Diinya ftizerindeki kalsiyum elementinin % 97°si Cago izotopudur. Sun’i
olarak pek ¢ok radyoaktif izotoplari elde edilmektedir. Bunlardan birisi Cass olup,
kemikte kalsiyum kalintis1 iizerinde yapilan arastirmalarda, su tasfiye islemlerinde,
deterjan aktivitesi i¢in ve ylizey 1slanmasit hadiseleri iizerindeki ¢aligmalarda

kullanilmaktadir.
2.1.1. Kalsiyum ve Apoptozis

Programli hiicre 6liimiiniin molekiiler mekanizmasi tam olarak bilinmemekle
birlikte hiicrelerin genetik olarak belleklerinde var olan intihar programinin gesitli
sinyallerle, patofizyolojik kosullarla ve oksidatif stres gibi olaylarla aktive olmasiyla
baslamaktadir (Naziroglu et al., 2013). Ayrica apoptozis mekanizmasi, uyarana ve
hiicre tipine gore farkliliklar géstermektedir. Apoptozisi etkileyen hiicre i¢i uyaranlar
genel olarak: biiylime faktorleri, kanserojenler, tiimor baskilayici genler olmak iizere

tic ana grupta toplanabilir (Vaux et al., 1994).
Apoptozisi etkileyen uyaranlarin bazilari su sekilde siralanabilir:

1. Biiyiime faktorlerinin geri ¢ekilmesi,
2. Hiicre i¢i kalsiyum miktarindaki artig

3. TGF-B (Transforming Growth Factor), Fas/FasL sisteminin aktive olmasi
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DNA hasar1 nedeniyle bir tiimor siipresor gen olan p53'in aktive olmasi
Viral-bakteriyal enfeksiyonlar ve glukokortikoidler

Timor nekroz faktor (TNF)

Sitokinler

N o g s

2.1.1.1. Hiicre Oliimiindeki Morfolojik Degisiklikler

2.1.1.2. Apoptozis

Sekil 1. Apoptozise giden hiicrenin deformasyon agamalari

Apoptozis, tek bir hiicrede, biiziisme ve c¢evre hiicrelerle olan temasin
kaybolmasi ile karakterizedir. Hiicresel biiziismenin nedeni, Na, K, CI tasiyici
sisteminin durmasi1 nedeniyle hiicre i¢i ve dis1 arasindaki sivi hareketinin
olmamasidir (Lipponen et al., 1999). Apoptotik uyarim alan hiicre, hacminin yarisina
diiser, ¢evre ile olan baglantilarin1 keser ve mikrovilluslar1 kaybolur. Elektron
mikroskobunda gozlenen degisikliklerde, oncelikle plazma membraninin sekli

bozulur ve kabarciklanmalar olusur; bu yap1 "zeiozis" olarak tanimlanir.

Zardaki tomurcuklanma ve parcalara ayrilma olayinda transglutaminaz
enzimi etkili olmaktadir. Hiicre zarinda i¢ yilizeyden disariya fosfatidilserin
translokasyonu olur. Plazma ve ¢ekirdek kondenzasyonu takiben kromatinin

kiimelenmesi sekillenir. Kromatindeki degisikliklerin baglamasinin hemen dncesinde



sitozolik Ca*? diizeyinde 6nemli bir artis olmaktadir. Kromatin kondenzasyonu,
nukleozomlar arasindaki baglant1 bolgelerinin ayrilmasi ile karakterizedir. 180-200
baz c¢iftinden olusan pargalar, elektroforezde ip merdiven (ladder) goriintiisi
olusturur (Malagoli et al., 2010). Interniikleozomal DNA par¢alanmasinin kalsiyum

artisina duyarli Endontikleazlar ile oldugu ileri siiriilmektedir.
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Sekil 2. Apoptozis ve hiicre hayati reaksiyonlart

Endoniikleazlar timositler gibi bazi hiicrelerde yapisal olarak bulunur, bazi
hiicrelerde ise apoptozis baglamasindan 6nce transkripsiyon ile olusturulur. Hiicrenin
parcalanmasiyla niikleer materyal iceren zarla gevrili "apoptotik cisimcikler" olusur.

Iki katli lipit tabakada fosfolipit asimetrisi, hiicre zarinim bir dzelligidir.
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Sekil 3. Oliim algilayicilarindan olan TNFR1 ve ona baglanan yapilar

Fosfolipidler, yani i¢ tabakada bulunan fosfatidilserin (PS) ve
fosfatidiletanolamin (PE) ve dis tabakada bulunan fosfatidilkolin (PC) asimetrik
olarak dagilmislardir. Normal hiicrelerde bu asimetri ATP’ye baglh translokaz ile
aktif olarak korunmaktadir. Apoptozis sirasinda ya ATP translokaz yetmezligi ya da
diger enzim sisteminin aktivasyonu PS’nin dig yilizey tabakaya yerlesmesi ile
sonuglanir. Bu durum, apoptotik cisimcigin fagositozu i¢in bir uyaridir (Wyllie et al.,
1980). Apoptotik cisimcikler, sitokin salgilanmasini ve inflamasyon olusumunu
uyarmaksizin, makrofajlar ya da komsu hiicreler tarafindan fagosite edilirler.
Apoptozis 30-60 dakika gibi bir siirede tamamlanir (Lipponen et al., 1999). Hiicre
iskeleti apoptozisde oOnemli bir role sahiptir ve stabilizasyonu apoptozisi
engellemektedir. Apoptotik hiicrelerin dokudan uzaklastirilmasi ve yerine yenilerinin
konmasi ise giinlik 1x10"" hiicre olarak tahmin edilmektedir ve bu yetigkin bir
bireyin total viicut agirhiginin her 18- 24 ayda bir degisimine esittir (Takahashi et al.,
2011).



Apoptozom Formasyvonunun ilk Asamasi
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KASPAZ AKTIVASYONU

Sekil 4. Kaspaz aktivasyonu

Reaktif oksijen tiirleri neticesinde olusan i¢ hasarlar hiicrenin i¢indeki 6zel bir
sistem ile algilanir. Bu da mitokondrinin yiizeyinde bulunan BCL-2 proteini, Bax
adl1 bir bagka protein ile etkilesime girmesine sebep olur. Bunun neticesinde ise
mitokondrinin yiizeyinde delikler olusur. Bu deliklerden ise Sitokrom C adh
molekiiller salinir. Sitokrom C molekiilleri Apaf-1 adl1 bagka proteinlerle etkilesir ve
apoptozom adli 6zel bir molekiil meydana gelir. Apoptozom gorevi ise Kaspaz-9 adli
inaktif molekiili aktif hale ¢evirmektir. Kaspaz-9’un aktif hale gecmesi ile
zincirleme bir reaksiyon meydana gelir ve diger baska bazi kaspazlar aktif olur ve

hiicrenin 6liimii adim adim gergeklesir (Hay et al., 2004).



2.1.2. Kalsiyum ve Mitokondri
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Sekil 5. Mitokondri organeli

Mitokondri ¢ift katli zarla c¢evrilmistir. iki katli zar mitokondriyi matrix adi
verilen bir i¢ boliime ve zarlar aras1 bolge (intermembrandz aralik) denilen ikinci bir
boliim olmak tizere ikiye ayirir. Bu zarlardan her biri lipid ¢ift tabakasindan olusur.
Dis zar organelin korunmasiyla ilgilidir. I¢ zar ise kivrimlar (krista), borular (tiibiili)
ve kesecikler (sakkuli) seklinde cikintilar olusturarak yiizeyini genisletir. I¢c zarda
solunum enzimleri yer alir. Ornegin bunlardan "ATP sentetaz" matrix’e bakan
yilizeyde bulunmaktadir. Mitokondrinin i¢ kisminda ¢esitli maddeleri yikan enzimler
yerlesmistir. Sitrik asit dongiisii enzimleri ve B-oksidasyon gibi yag asiti
katabolizmasini saglayan enzimler burada bulunur. Mitokondrinin bir diger gorevi
kalsiyum iyonlarmi depolamaktir. Kalsiyum mitokondrilerin i¢inde kalsiyum fosfat
olarak tutulur. Mitokondrilerde bulunmasinin nedeni, sitoplazma iginde kalsiyumun
bulunmasi karmasikliga yol agmasidir. Mitokondri zarlar1 endomembrandz sistemin
dinamigine katilmaz. Mitokondriler otonomdur, diger bir deyisle kendi baslarina
calisirlar. Bunlarin kendilerine 6zel DNA lar1 vardir. Memelilerde hiicre DNA smin

yaklasik %1'1 mitokondrilerde bulunur.
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Sekil 6. Mitokondri ve Apoptozis reaksiyonlari

Mitokondriyal DNA, dairesel halde i¢ zara baglidir. Mitokondriye ait 6zel
ribozomlar, transfer riboniikleikasit (tRNA) ve enzimler mitokondriyal DNA da
kodlanmis proteinlerin ifade edilmesinde yardimci olurlar. Mitokondriyal enzimlerin
biiylik bir kismu ¢ekirdek tarafindan kodlanir, sitozoliin ribozomlarinda sentezlenir ve
sonra mitokondri i¢ine tasinirlar. Proteinlerin ve niikleik asitlerin mitokondriden
sitozole tasinmasi s6z konusu degildir. Mitokondrilerin ¢ogalmasi daima, var olan
organellerin biiyiimesi ve boliinmesi seklinde olur. Bu ¢ogalma hiicrenin interfaz
evresi boyunca siirebilir. Buna bagl olarak organel DNA sentezinde otonomdur.
Hiicre siklusunun S-fazi ile baglantili degildir. Mitokondriler hiicre boliinmesi
esnasinda sitoplazmayla birlikte yavru hiicrelere gelisigiizel dagilirlar. Bu nedenle
mitokondriyal genlerin kalittimlari Mendel yasalarina uymaz. Burada sitoplazmik

kalitim s6z konusudur.
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2.1.3. Kalsiyum (Ca*?) Sinyali
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Sekil 7. Hiicre i¢i Kalsiyum sinyali

Bir dizi molekiiler ve biyofiziksel olaylar ihtiva eden kalsiyum sinyali siireci,
bir sinyal olarak dis wuyaranlarla baglantili sitoplazmik kalsiyum iyon
konsantrasyonundaki artis yoluyla bazi hiicre i¢i uygun yanitlardir. Harici
Uyaranlarin en yaygini norotransmitter, hormon ya da biiyime faktortidiir; fakat
uyarilabilir hiicrelerde, baslangigtaki kimyasal uyarici membran eksitasyonuna sebep
olabilir ve boylece kalsiyum yolag: aktiflesmis olur. Hiicre ici Ca * iyon salinimi
oncelikle Inositol 1,4,5-trisphosphate reseptorleri ve Ryanodine reseptérleri yoluyla
aracihik eder. Hiicre ici [Ca ™ ]; sinyaline sebep olan kalsiyum iyonlart bir veya iki
kaynaktan gelebilir.
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Bunlar:
2.1.3.1. Hiicre i¢i Kalsiyum Depolari
2.1.3.2. Plazma zarindan giren dis kalsiyum

Tipik olarak her iki kaynakta kullanilmaktadir. En sik karsilagilan hiicre igi
kalsiyum salinim mekanizmasi ikincil haberci IP3‘ten tiiretilmis fosfoinozitid spesifik
Fosfolipaz C (PI-PLC) igerir, bu, Endoplazmik Retikulum iizerindeki 6zel bir
reseptore baglanarak ya da Endoplazmik Retikulumun 6zel bir bileseni olarak galisir.
Fonksiyonel IP; reseptorii/kanali IP3 igin dort baglanma bolgesi igeren bir
homotetramer olarak goziikmektedir. Reseptoriin farkli alt tiplerinin var olmasi, en
az li¢ ayr1 gen Uriinlerini temsil eder ve sonu¢ olarak mRNA nin alternatif birlestigi

ek formlar ortaya ¢ikmustir.

Sekil 8. Kalsiyum iyonunun hiicre zarindan gegisi

IPs‘in kendi reseptorii ile etkilesimi komplekstir ve reseptor arasindaki
etkilesimlerin diizenlenmesi az anlagilmustir, IP3 ve Ca*?, reseptdriin hem sitoplazmik
hem de luminal yonlerden ikinci etki uygulamir. ER liimenindeki Ca*?, IPs
reseptoriine kars1 duyarli goriiniir. Sitoplazmik yilizeydeki reseptorler yiliksek Ca*?
konsantrasyonuna inhibitdr iken diisiik Ca*? konsantrasyonuna duyarlidir. Bu olaylar,
ayn1 tip hiicrelerde goriilen ‘ya hep ya hi¢ ¢ yasasina gore cahisan [Ca*? ]i salimm
davranis sinyallerine katkida bulunabilirler. Bir diger 6nemli bir Ca** reseptor tipi
olan hareketli bir reseptér olan Ryanodine reseptoriidiir. Ryanodine ismini yiiksek
afinite ile molekiile baglanan ve onun saflastirilmasi ve karekterizasyonuna sebep
olan bir toksinden alir. Ayni zamanda o bir homotetramerdir ve IP; ile Ryanodine

reseptorleri kayda deger yapisal tiirdeslik gosterirler.
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2.2. Hiicre I¢i Depolardan Kalsiyum Cikisim Saglayan Yapilar
2.2.1. Ryanodin Reseptorii

Kas hiicrelerindeki ER ’nin modifiye olmus sekline Sarkoplazmik Retikulum
(SR) ismi verilmektedir (Melzer et al., 2006). SR’dan Ca*? salinimini saglayan kanal
ise, Ryanodine reseptoridiir (RyR). RyR’lerin aktivasyonu oncelikle voltaj bagimli
Ca*? kanallarindan hiicre i¢ine giren tarafindan olmakta, bu reseptorler Ca™ ile
zaman igerisinde once aktive, ardindan inhibe olmakta, aktif halde iken Ca*? kanal
ozelligi gostermektedirler. Inhibisyon durumu [Ca2+] biraz daha arttirildigi zaman
asildig1 icin, adaptasyon olarak adlandirilmaktadir (Keizer ve Levine, 1996).
Reseptorlerin - Ca™ ile aktivasyonu, Ca‘’-Ca*?etkili salimi olarak (CICR)
adlandirilmaktadir. Bu mekanizma, kas kasilmasii saglayan temel unsurlardan
biridir. RyR” ler, bu etkinin daha belirgin goriilebilmesi icin, kas hiicrelerinde
t-tiibtilleri ¢evresinde kiimelenmiglerdir. Reseptorleri Ca*® diginda kafein de aktive
etmekte, Ryanodine ise  reseptorlere  yiiksek afinite ile  baglanip, reseptorleri
diistik gecirgenli bir duruma getirmektedir (Shapiro et al., 2001). Bunun disinda
Adenozin trifosfat (ATP), magnezyum (Mg) ve protein protein iligkilerinde
bu reseptoriin diizenlenmesinde gorev almaktadir. Bu reseptoriin memelilerde ¢ alt
tipi bulunmaktadir ve kas hiicreleri disinda ozellikle sinir hiicrelerinde de Ca'™?

sinyalinde gorev almaktadirlar (Laver et al., 2006).
2.2.2. Inositol 1,4,5-trisfosfat Reseptorleri

Hiicre i¢i sinyal iletiminde en yaygm ikincil habercilerden biri olan Inositol
1,4,5-trisfosfat (IP3) etkisi ile aktive olup kanal dzellikleri ile ER’ den Ca*? salimina
yol acan reseptorler, Inositol 1,4,5-trisfosfat reseptorii  (IPsR)  olarak
adlandirilmaktadir. Reseptorlerin protein yapisi, RyR’ler ile dort belirgin sekilde
benzerlik tasimaktadir. IPsR’ler, IP3 ve RyR’ ler gibi Ca' ile aktive olmakta, yine
RyR benzeri sekilde, fakat ozellikle yiiksek derisimdeki Ca*? ile inaktif hale
gelmektedir (Averill et al., 1999). Reseptoriin IP3’e adaptasyon gosterdigine dair de
bulgular vardir (Dufour et al., 1997) Reseptoriin ayrica ATP, fosforilasyon ve
FKBP12 ve kalmodiilin gibi proteinler ile de etkilestigi ve bu proteinlerin reseptor

fonksiyonunu diizenledigi bilinmektedir (Averill et al., 1999).
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Uyarilabilir olmayan hiicrelerde, Ca* sinyalini olusturan temel mekanizma,
IP; etkili Ca*® salimidir. Bu salimi saglayan IP3 molekiilii, hiicre zarinda bulunan
Fosfaditil Inositol 4,5-bifosfatin (PIP2), Fosfolipaz C (PLC) tarafindan IP3 ve
Diagilgliserol (DAG) pargalanmasi ile olusur. Bagka bir sinyal molekiilii olan
DAG, hiicrede 6nemli fonksiyonlari olan Protein Kinaz C’yi (PKC) ve bazi TRP
kanallarini aktive ederken, IPs, IPsR’lerden Ca*? salinimina yol agar. IP3 olusumunu
saglayan PLC’nin  ¢esitli alt tipleri arasinda en  Onemlilerden birisi
PLC-B’dir. Bu protein, G protein kenetli reseptorlerin (GPKR), dis ortamdan gelen
ligandlarla etkilesmesi sonucu aktive olur. Cesitli G proteini alt tiplerinden biri olan
Gq proteinleri ile kenet olusturan reseptorler, ligandlar vasitasi ile uyarildiginda,
heterotrimerik yapida olan, Ga ve Gy alt tinitelerinden olusan Gq proteinlerinde,
uyartlmamig durumda guanozin difosfat (GDP) bagl olan Ga alt iinitesinde,

GDP/guanozin trifosfat (GTP) degis tokusu yasanir.

Aktive olan Ga, PLC-f’y1 aktive ederek IP3 olusumunu saglamis olur.
Bu stiregte GTP’nin GDP’ ye hidrolizi, Ga’nin tekrar Gy ile bir araya gelmesine
yol agar, bu sayede sinyal bir sonraki dongiiye dek sonlanmis olur (Alberts et al.,
2002). Aym fonksiyona sahip, fakat farkli uyarilarla aktive olan baska PLC alt
tipleri de vardir. Bunlar, PLC-y, PLC-6 ve PLC-¢ proteinleridir. Bunlar arasinda
fonksiyonu en iyi agikliga kavusturulan PLC-y, reseptor tyrosin kinazlarin dis
ortamdan gelen uyaranlarla aktivasyonu sonucu aktive olmaktayken, PLC-6’ nin
Gh kenetli reseptor aktivasyonu ve CCE ile aktive oldugu disiiniilmektedir.
PLC-g’un ise, G12 ve Gs kenetli reseptorleri de igeren, birden fazla sinyal yolagini
kullandigina dair bulgular vardir (Evellin et al., 2002).

2.3. Hiicre ici Ca* Sinyalinin Olusumu
2.3.1. Hiicre Disindan Hiicre i¢ine Kalsiyum Girisi

Endotel kaynakli maddelerin sentezi veya saliniminda Ca* iyonunun
gerekliligi indirekt arastirma yontemleri ile belirlenmesine karsin, molekiiler islemler
genelde mikro spektrofluorometrik, elektrofizyolojik ve molekiiler arastirma
tekniklerin gelistirilmesi ile kismen de olsa aydinliga kavusturulmustur. Son yillarda

gelistirilen patch-clamp ve mikro spektrofluorometric arastirma teknikleri ile beraber
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floresan 1s181na duyarl ¢esitli boyalar hiicre igerisindeki iyonik akimlar1 ve hiicre i¢i
serbest iyon seviyelerinin olgiilmesini miimkiin hale getirmistir (Berridge et al.,

1998).
2.3.2. Hiicre i¢i Kalsiyum Depolarindan Kalsiyumun Salinmasi

[Ca+2]i, hem hiicre dig1 ortama hem de hiicre icinde Ca*? depolayan yapilara
gore ok diisiik seviyededir. Bu nedenle Ca*? hiicre icinde sinyal molekiilii gorevi
yapabilir. Oyle ki hiicre disindaki [Ca*?]'u yaklasik olarak 10°M, Ca*? depolarinda,
6rnegin  Endoplazmik Retikulum (ER) 5x10* M civarlarinda iken, [Ca™]; bu
degerlerden binlerce kez daha diisik olan 107 seviyelerindedir. Bu yiizden, hem
hiicre i¢i ile dis1 arasinda, hem de ER ile sitoplazma arasinda, ¢ok yiiksek bir Ca*?
derisim farki vardir. Bu fark, Ca*? icin cok biiylik bir siirdiiriici kuvvet olusmasina
sebep olur. Hem hiicre zar1, hem de ER zarindan Ca*? gegisi, bu siirdiiriicii kuvvetin
etkisi ile protein yapidaki kanallardan olur. Bu kanallar, cogunlukla kapali durumda
olup; voltaj, mekanik uyar1 ya da Ligand baglanmasi ile aktive olur ve Ca®
gecirgenligini saglarlar (Betto et al., 1997). Hiicrenin islevini etkileyen hiicre igi
serbest Ca*? iyon artisi iki yolla olusmaktadir, bunlar; hiicre disindan hiicre igine
kalsiyum girisi ve hiicre i¢i kalsiyum depolarindan kalsiyumun salinmasidir

(Bejarano et al., 2007).

2.3.3. Hiicre Disindan Sitoplazmaya Ca*? Girisini Saglayan Kanal Tipleri

Sunlardir:
2.3.3.1. Voltaj Bagimhi Ca*? Kanallari

Membran depolarizasyonu sonucu aktive olur. Bu aktivasyon, kanallari Ca™a

gecirgen hale getirir. Bu sayede hiicre zarindaki elektriksel olaylar, hiicre i¢indeki

fizyolojik olaylarla ¢iftlenir (Boitano et al., 1997).
2.3.3.2. Ligand Bagimh Ca*? Kanallari

Hiicre disindan gelen ligandlarin baglanmasi ile aktive olur ve Ca*?a gecirgen

hale gelirler.
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Bu kanallar aym1 zamanda birer reseptdr gorevi goriirler. Bu kanallara

Nikotinik Asetilkolin (ACh) reseptorleri 6rnek verilebilir (Bootman et al., 2001).
2.3.3.3. Ca' Sizma Kanallan

Bu kanallarin aktivasyon mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte,
hiicre i¢i Ca*? depolari, Ca* sinyali sonucu, ya da daha farkli sekillerde bosaldigi

zaman, bu kanallar hiicre disindan sitoplazmaya Ca® girisine sebep olurlar.
2.3.3.4. Na-Ca Exchange (Degis-Tokus)

Na-Ca degistiricic (NCX) hiicrelerden kalsiyum iyonunu uzaklagtiran
antiporter zar proteinidir. NCX proteini bir Ca*? iyonunu uzaklastirmanin karsilig

olarak ii¢ Na" iyonunu hiicre i¢ine alir. NCX farkli bir¢ok hiicre tipinde mevcuttur.

Sekil 9. Kalsiyum saliniminin IP3 reseptorii tarafindan uyarilmasi

2.3.4. Hiicre i¢i Ca* Depolarindan Ca*? Cikisim Saglayan Yapilar ise

Sunlardir

Kalsiyumun hiicre i¢i depolardan salinmasinda kalsiyum ve Inositol trifosfat
(IP3) ile wuyarilan molekiiller rol almaktadir. Hiicre membraninda bulunan
reseptorlere agonistlerin baglanmasi ile aktive olan G proteininin uyardig1 Fosfolipaz
C (PLC), Membran fosfolipidlerinde 1P3; ve Diagilgliserol sentezine yol agmaktadir.
Fosfotidilinositol 4,5-bifosfat (PtdIns 4, 5P2) ve Diagilgliserol (DAG), Protein Kinaz
C (PKC) vyi aktive ederek bir seri fosforilasyon ve bunu izleyen aktivasyon veya
inaktivasyona neden olurken; IP3 hiicre i¢i depolardan heparinle bloke edilebilen
Ca*? salimmini saglamaktadir. Hiicre i¢i serbest Ca*? artigmimn tetikledigi kalsiyum

salinimi, pozitif geri-besleme mekanizmasi olarak is gérmektedir.
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Sekil 10. Hiicre i¢i kalsiyum salinimi

2.4. Hiicre ic¢i depolara Ca*®‘un Alinmas Baska Bir Deyisle Sitozolden

Ca**un Uzaklastinlmasi U¢ Yolla Gergeklesir

A. Endoplazmik Retikulum (ER) membranindaki Ca™-ATPaz enzim

aktivitesinin artmasiyla ER’ a Ca+2 aliminin artmast.

B. Hiicre membranindaki Ca-ATPaz yardimyla hiicre disina Ca*? atilmas.

C. Diger ikisine oranla daha az olmak iizere Na — Ca “exchange” (degis

tokus) yardimiyla olmaktadir. Dinlenim durumunda hiicre dis1 kalsiyum

iyon yogunlugu, hiicre i¢ine oranla 10.000- 20.000 kat daha yiiksektir

(Cullen et al., 1998).
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2.5. Oksidatif Stres

SERBEST RADIKALLERIN OLUSUMU
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Sekil 11. Normal saglikli bir hiicre DNA’sina serbest radikallerin ve oksidatif stresin zarari

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) {iretilmesiyle biyolojik bir
sistemin reaktif ara triinleri kolayca detoksifiye etme (zehirsiz hale getirme) ya da
olusan hasar1 onarma yetenegi arasindaki bir dengesizligi belirtir. Dokularin normal
redoks (yiikseltgenme indirgenme) sathasindaki bozukluklar, peroksitlerin ve serbest
radikallerin tiretilmesiyle toksik etkilere neden olabilir. Bunlar, proteinler, lipitler ve
DNA gibi biitiin hiicre bilesenlerine zarar verir. Bazi reaktif oksidatif tiirler, redoks
sinyali ad1 verilen bir olgu vasitasiyla haberci gorevi bile gorebilir. Insanlarda,
oksidatif stres birgok hastalikla iliskilidir. Ornegin, orak hiicre anemisi,
aterosklerosis (damar sertligi), Parkinson hastaligi, kalp yetmezligi, miyokard
enfarktiisti, Alzheimer hastaligi, sizofreni, bipolar bozukluk, kirilgan X sendromu,
kronik yorgunluk sendromu. Ama kisa siireli oksidatif streste, “mitohormesis” adli
bir islemin harekete ge¢mesi sayesinde yaslanmanin 6nlenmesinde 6nemli olabilir.
Reaktif oksijen tiirleri faydali olabilir ¢linkii bunlar, bagisiklik sistemi tarafindan

patojenlere saldirmak ve onlar1 yok etmek igin kullanilir.
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Sekil 12. Son yoriingedeki elektronun kaybedilmesi ve serbest radikal olusumu
2.5.1. Serbest Radikaller

Viicudumuzda kanser ve kalp gibi hastaliklar i¢in bir savas veriyoruz.
Kontrol edilmesi gereken diigmanlardan biri de serbest radikaller. Serbest radikaller
somatik hiicrelere ve bagisiklik sistemine saldiran molekiillerdir. Antioksidanlar da
bu serbest radikallerin etkilerini nétralize eden, kanser, kalp hastaliklar1 ve erken

yaslanmaya neden olabilecek zincir reaksiyonlarini engelleyen molekiillerdir.

Oksidasyona neden olan serbest radikaller temel olarak oksijen kaynakli
metabolitler, (siiperoksit anyonlart O, hidrojen peroksit H,O,, hidroksil radikali
(OH") hipoklorik asit, klor aminler, azot dioksit, ozon ve lipit peroksitlerdir. Bunlar
organizmalar tarafindan hiicre i¢cinde mitokondriyal solunum zincirinde, ya da hiicre
disinda, 6zellikle de fagositler tarafindan olusturulur. Kuantum kimyasina gore ancak
iki elektron bir bagm yapisina girebilir. Ayrica iki elektronun ters doniis
dogrultusunda olmasi gerekir. Yani yukariya dogru dénen bir elektronun esi asagiya

dogru donen bir elektrondur.

Elektron ciftleri oldukca kararlidir ve insan viicudunun neredeyse tiim
elektronlar1 elektron ¢ifti halinde bulunur. Bir bag koptugunda elektronlar ya birlikte
kalir (ikisi de bir atoma katilir) ya da ayrilirlar (biri bir atoma, digeri digerine). Eger

birlikte kalirlarsa olusan atom bir iyon olur, eger ayrilirlarsa da serbest radikaller
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olusur. Bu eslesmemis elektronlar yliksek enerjilidir ve eslesmis elektronlar1 ayirip
islerine engel olurlar. Bu islem serbest radikalleri hem tehlikeli hem de kullanigh
yapar. Serbest radikaller yasam i¢in gereklidir. Elektron taransferi enerji liretimi ve
pek cok diger metabolik islevde temel olusturur. Ama eger zincir reaksiyonu
kontrolsiiz bir davranis gosterirse hiicrede hasarlara neden olur. Bilim adamlari
1954'lerden beri serbest radikallerin yaglanma ve dejeneratif hastaliklara neden
oldugunu bilmektedirler. Cogu elektronlar ¢ift halde bulunurken, serbest radikal bu
elektronlar1 birbirinden ayirarak reaksiyonu durdurur. Ama sonugta serbest radikal
kendine bir ¢ift elektron alarak elektron cifti haline gecer, diger elektron serbest
radikal olur. Antioksidantlar ise serbest radikaller i¢in kolay bir elektron hedefi
olusturur. Baglanan serbest iki serbest radikali birlestirerek noétralize edebilme
Ozelligine sahip bir enzime (Glutatyon peroksidaz, Katalaz, Siiperoksit Dismutaz

vb.) tasinana kadar radikalle stabil bir yap1 olusturur.

Eger serbest radikaller notralize edilmezlerse viicutta ciddi hasarlara neden

olabilirler:
A. Hiicre membrani proteinlerini yikarak hiicreleri 61diirmek

B. Membran lipit ve proteinlerini yok ederek hiicre membranini sertlestirip

hiicre fonksiyonunu engellemek

C. Nuklear membranin1 yararak nukleustaki genetik materyale etki edip

DNA’y1 kirilma ve mutasyonlara agik hale getirmek

D. Bagisiklik sistemindeki hiicreleri yok ederek bagisiklik sistemini

zorlamak

Bu etkiler oksidatif stres olarak bilinen DNA mutasyonlari, hiicre 6liimleri ve
hastaliklar1 gibi hasarlara neden olur. Peki, serbest radikaller bu hasarlari nasil
verirler? Bu sorunun cevabi ¢ok ¢esitli mekanizmalara dayandirilabilmekle beraber
en temel etkileri, lipit peroksidasyonu, proteinler arasinda disiilfit bag1 olusumu ve

DNA hasaridir.
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2.5.2. Membran Lipitlerinin Peroksidasyonu

Bu, serbest radikaller hiicrenin membranina saldirdiklarinda gergeklesir.
Serbest radikaller, hiicre membraninin stabilizasyonunu ortadan kaldirarak, hizli

hiicre ve doku bozulmalarina neden olurlar.
2.5.3. Disiilfit Bag1 Olusumu

Glutatyon (GSH) gibi tiyollerin (R-SH) oksidasyonu tiyol ve oksijen
radikallerinin olusumuna neden olur. Her ne kadar hidroksil radikallerinden daha
zay1f olsalar da tiyol radikalleri baz1 biyolojik sorunlara neden olurlar. Bunlar siilfiir
merkezli radikallerdir (RSH) ve proteinlerdeki homolitik fisyon (siilfiirlerin kargilikli
baglanmasi) reaksiyonlar1 disiilfit bagimi olusturur. Bu da proteinlerin

konfigiirasyonlarini bozarak viicuttaki metabolik aktivitelerini engeller.
2.5.4. DNA Hasan

Bir canlinin elektromanyetik, ultraviyole ve X-1sinlarina maruz kaldig: sirada
DNA, hidroksil radikallerinin de saldirisina ugrayabilir. Serbest radikal etkisiyle
DNA’nin yapisinin degismesi mutasyonlara ve hatta canlinin esey hiicrelerindeki

mutasyona bagli olarak doéllerin 6lmesine neden olur.
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Sekil 13. Basit bir sekilde oksidan veya radikal olarak tanimlanan reaktif oksijen, reaktif nitrojen ve
klorlanmus tiirlerin potansiyel olarak agiga ¢ikarilmis etkileri, yaslanma siirecinde etkili olabilir.

Viicuttaki en temel serbest radikaller agagida verilmistir:
2.5.5. Siiperoksit Radikalleri (O2--)

Stiperoksit radikalleri hiicrede enerji metabolizmasinda oksidasyon sirasinda
ya da oksidazlar gibi bazi enzimlerin aktivitesi sonucu olusurlar. Asagidaki
reaksiyonlar olusumlarin1 agiklar: Siiperoksit radikalleri siiperoksit dismutaz adi
verilen bir enzimle inaktive edilirler, siiperoksit radikali iki mekanizmayla caligirlar.
Bu fagositlerin bakterisit etkilerinin temel mekanizmasidir. Ayn1 zamanda yangi

reaksiyonlarinda normal dokulara bile zarar verebilecek bir aracilardr.
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2.5.6. Hidroksil Radikalleri (OH-)

Hidroksil radikalleri birkag yolla olusur. Suyun hidroliziyle ya da
parcalanmasiyla hidrojen radikalleri ve hidroksil radikalleri olusturabilir: Ayni
zamanda hidrojen peroksit ve demirin birlesmesiyle olusabilir (Fenton reaksiyonu):
Digeri de Haber-Weiss reaksiyonudur: Hidroksil radikalleri en reaktif serbest

radikallerdir ve vicuttaki serbest radikal hasarinin en 6nemli sorumlularidir.
2.5.7. Nitrik Oksit (NOe)

Nitrik oksit hiicresel patofizyolojide onemli bir rol oynayan c¢oziinebilir,
serbest radikal gazidir. Vazodilator mesaj1 endotelyumdan diiz kasa tasiyan bir enerji
aktaricis1 olarak, sentral ve periferal sinirsel aktarimda ve bagisiklikta aktif rol alir.

Sonugta hiicrede ve hiicre disinda tasinan NO™ miktar1 ¢ok hassastir.
2.6. Serbest Radikallerin Biyolojik Etkileri

Antioksidan savunma mekanizmasi ve serbest radikaller arasindaki denge
oksidanlarin lehine bozuldugunda serbest radikaller; lipid, protein, karbonhidrat ve
DNA gibi biyomolekiiller ile etkileserek hiicrede yapisal ve metabolik degisikliklere
neden olmaktadir (Del Rio et al., 2005)

2.6.1. Membran Lipitleri Uzerinde Etkileri

Serbest radikaller, hiicre komponentleri ile etkilesim i¢ine girebilmeleri i¢in
hiicre membranin1 gegmek zorundadir. Hiicre zari, igerdigi PUFA nedeniyle oksidatif
hasara olduk¢a duyarhdir. Yag asidi zincirinden, serbest radikallerin etkisi ile
hidrojen atomunun uzaklasmasi, bu yag asidi zincirinin de radikal Ozelligi
kazanmasina neden olur. LPO, PUFA’ nin radikaller ile oksidasyonu sonucu baslar,
zincir reaksiyonlart seklinde devam eder ve sonucunda MDA, 4-hidroksinoneal
(HNA), alkoller, etan ve pentan olusur. LPO sonucu membran biitiinliigii bozulmasi
ile membran proteinleri, reseptorleri ve ayrica bunlara baglanan enzimler inaktive

olurlar.

Ikiden daha fazla cift bag iceren linolenik ve arasidonik asit gibi PUFA nin

peroksidasyonu sirasinda, tiyobarbiitirik asitle oOlg¢iilebilen MDA olugmaktadir.
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MDA, yag asidi oksidasyonunun spesifik veya kantitatif bir belirleyicisi degildir,
fakat LPO’nun derecesiyle iyi korelasyon gostermektedir. Yag asitlerinin
peroksidasyonunda olusan MDA, membran komponentlerinin ¢apraz baglanma ve
polimerizasyonuna neden olur. Bu da iyon gegirgenliginin, enzim aktivitesinin ve
hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran 6zelliklerinin
degisimiyle sonuglanir. MDA bu 6zelligi nedeniyle DNA’nin nitrojen bazlari ile
reaksiyona girebilir ve bundan dolay1 mutajenik, hiicre kiiltiirleri iizerinde genotoksik
ve Karsinojenik etkilidir. LPO ile meydana gelen membran hasart geri

dontisimsiizdiir (Camello-Almaraz et al., 2006).
2.6.2. Proteinler Uzerinde Etkileri

Serbest radikallerin etkilerine kars1 proteinler, lipitlere gore daha az
hassastirlar ve etkilenme dereceleri aminoasit igeriklerine baglidir. Serbest radikal
atagi sonucu proteinlerde aminoasitlerin modifikasyonu, proteinlerin fragmantasyonu
ve agregasyonu veya capraz baglanmalar1 gibi yapisal degisiklikler meydana
gelmektedir. Ayrica bu yapisal degisiklikler, proteinin proteolize daha duyarli hale
gelmesine neden olmaktadir. Serbest radikaller, membran proteinleri ile de
reaksiyona girerek bu proteinlerde fragmantasyon ve capraz baglanmalara neden
olabilirler. Béylece enzim, ndrotransmitter ve reseptor proteinlerinin fonksiyonlarini
bozabilir, immiin sistemi uyarabilecek antijenik degisikliklere de yol agabilirler

(Erden et al., 1984).
2.6.3. Karbonhidratlar Uzerinde Etkileri

Karbonhidratlar iizerine de ROT’nin etkileri vardir. Glukoz, mannoz ve
deoksi sekerler otooksidasyona ugrayarak, (02 -) ve H,O, radikallerini meydana
getirirler. Monosakkaritlerin otooksidasyonu, ¢esitli hastaliklarin patogenezinde
onemli rol oynamaktadir. DM ve komplikasyonlarmin gelisimi, koroner kalp
hastaligi, hipertansiyon, g6z hastaliklari, kanser, hipertansiyon, romatoid artrit,
psoriazis gibi pek ¢ok hastalikta ve yaslhilikta serbest radikal iiretiminin arttig1 ve

antioksidan mekanizmalarin yetersiz oldugu gosterilmistir (Fischer et al., 2010).
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2.6.4. DNA Uzerinde Etkileri

DNA {izerinde serbest radikaller, niikleik asit-baz modifikasyonlarina nokta
mutasyonlara, DNA ¢ift sarmalinin agilmasina, depiirinasyona, ¢apraz baglanmalara
neden olabilir. Bu etkilerin bir veya birden fazlasinin meydana gelmesi, kromozomal
mutasyonlar ve sitotoksisite ile sonug¢lanir. (-OH") radikali, deoksiriboz ve bazlarla
kolayca reaksiyona girerek degisikliklere yol agar; piirin ve pirimidin bazlarinda
mutasyonlara neden olur. (O;’) radikalinin niikleik asitlerle tepkimeye girme yetenegi
daha smirlidir ancak giiclii bir oksitleyici oldugundan, guanin gibi yiiksek elektron
yogunluklu bolgeler igeren molekiillerle daha kolay reaksiyona girer. (O2)’nin, DNA
hasarina yol acan -OH’, H,O,ve O2 -’in gecis metalleriyle reaksiyonu sonucu

olustugu gosterilmistir (Imlay et al., 1988).

Eklemler Beyin
Romatoid artrit, Alzheimer, Parkinson, Migren,
Kemik Hastaligi inme, Otizm
Goz Kalp
Makiiler dejenerasyon, Kalp - damar hastalig,
Retina dejenerasyonu, Hipertansiyon, Iskemi
Katarakt
Akcigerler
Astim, Alerjiler,
o Kanser, ARDS
Bobrek '
iskemi-reperfiizyon,
Akut bobrek hastaligi,
Nefrit
Kan
Diéer Ateroskleroz, Kan akimi,
Yaslanma Pihtilagma bozukluklari,
Obesite Hipertansiyon
Seker Hastaligi
Deri Bagisiklik Sistemi
Cilt yaslanmasi, Ganes yaniklari, inflamasyon, Otoimmiin Sorunlar,
Dermatit, Melanom, Sedef Hastalig Lupus. Multipl Skleroz, Kanser

Sekil 14. Oksidatif stres ve ¢esitli hastaliklar ile iligkisi
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2.7. Antioksidanlar

Notrofil, makrofaj gibi immiin sistem hiicrelerinin savunma mekanizmasi i¢in
serbest radikal reaksiyonlar1 gerekli olsa da serbest radikallerin fazla iiretimi, doku
hasart ve hiicre o6limii ile sonuglanmaktadir (Klouche et al., 2004). ROT’ nin
yarilanma Omiirleri kisadir fakat baslattiklar1 serbest radikal zincir reaksiyonlar: ile
doku hasarmma sebep olmaktadirlar. Dolayis1 ile serbest radikallerin tetikledigi
oksidatif hasara kars1i savunma mekanizmalar1 harekete gecer. Bunlar oOnleyici
mekanizmalar, tamir mekanizmalari, fiziksel savunmalar ve antioksidan

savunmalardir

Paglasilmamis €lgRiron

“AntiokRsidanlar

SlgRtron
Uardim

Serbest Radikal

Sekil 15. Antioksidanlar ve Serbest Radikaller

Antioksidan savunma; canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbonhidrat
ve DNA gibi oksitlenebilecek maddelerin oksidasyonunun Onlenmesi veya
geciktirilebilmesidir. Bu siiregte rol oynayan maddelere antioksidanlar denir
(Kleinova et al., 2007). Enzimatik antioksidanlar SOD, CAT ve GSH-Px
enzimleridir. SOD’1n yapisinda bakir, ¢inko ve manganez, GSH-Px’da ise selenyum
iyonu bulundugundan bu enzimler metalloenzim olarak da adlandirilirlar (Blokhina
et al., 2003). Hiicre i¢i ortamin aksine hiicre dis1 ortamda gerceklesen enzimatik
olmayan antioksidan savunmadan ise E ve C vitamini, transferrin, seruloplazmin,
albumin, bilirubin, B-karoten sorumludur. SOD, GSH-Px ve CAT enzimlerinden ayr1
olarak E ve C vitamini de hiicre i¢i antioksidan 6zellige sahiptir. Her ikisi de hiicre
membranlarindaki LPO zincir reaksiyonlarimi kiran antioksidanlardir. Hiicre igi
ortamin aksine hiicre dis1 sivilarda enzimatik antioksidan sistemin aktivitesi siirlidir

(Gutteridge et al., 2000).
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2.7.1. Antioksidanlarin Etki Mekanizmalari

Antioksidanlar, ROT ve nitrojen tilirlerinin temizlenmesi, oksidatif stresle
hasarlanmis dokularin tamiri, diger antioksidanlarin onarimi/yenilenmesi ve metal
selasyonu gibi farkli etki sekillerinden birini veya birkagin ortaya koyarlar. ideal bir
antioksidan, bu etki sekillerinden ¢ogunu yerine getirebilir. Biyolojik sistemlerde
oksidanlarin yikimi ve olusumu arasindaki denge, hiicre ve dokunun biyolojik

biitiinliigiiniin siirdiiriilmesinde 6nemlidir (Gutteridge et al., 1995).
2.8. Wi-Fi Kablosuz Internet (2450 MHz) EMR ve Saghk

Kablosuz internet cihazlarinin veri paylasiminda yaygin bir sekilde kullanimi
ve uluslararasi kanser arastirma ajansi (IARC) tarafindan radyo frekanslarimin son
zamanlarda 2B ajanlari olarak siniflandirilmasiyla birlikte, elektromanyetik alana
(EMF) maruziyet ile ilgili saglik riskleri hakkindaki sorular artmaya basladi (Baan et
al., 2011). Gelismekte olan doku ve organlar, zararli ajanlara karsi hayli hassas
olmasindan dolayi, ¢ocuklarin potansiyel hassasiyet kaygisi, Diinya Saglik
Orgiitii’niin mikro dalganmn yasamim erken donemlerinde etkisi iizerine yiiksek
oncelikli olarak EMF iizerine 1srarli ¢aligmalar yapmasina neden oldugu 2006 ve
2010 giindemlerinde vardir (Deventer et al., 2011). Bir risk degerlendirme
perspektifi, saglik risklerinin yeni olarak tanimlanma ve ortaya ¢ikarilma Bilimsel
komitesi (Scenihr et al., 2009) tarafindan elektromanyetik alan iizerinde rapor
edilmig, ayrica ¢ocuklarda RF-EMF olas1 etkileri hakkinda bilgilerin hala smirli

oldugu sonucuna varilmigtir (Scenihr et al., 2009).

Cesitli ¢calismalarda rapor edilmistir ki, eger spesifik absorbsiyon oran1 (SAR)
annenin viicut sicakligini c¢ok artiracak kadar yeterli diizeyde ise mikro dalga
elektromanyetik alanlar (Mw-EMFs) teratojenikdir (Heynick and Merritt., 2003,
Juutilainen., 2005). Fakat dogum Oncesi maruziyet tizerindeki calismalar ve 1s1l
olmayan SAR diizeyleri ile yapilan ¢ok nesilli bir c¢alismada, hayvanlarda
dogurganlik iizerine EMF (elektromanyetik radyasyon alani) maruziyetinin
biiyiimede ve dogurganlikta zararsiz etkiye sahip oldugu bulundu (Lee et al., 2009,
Ogawa et al., 2009, Sommer et al., 2009).
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Fakat diger ¢alismalar ise serebellumda (Canan et al., 2010) ve hipokampusta
(Odaci et al., 2008) ve davranislarda (Kumlin et al., 2007) degisiklik tanimlanmustir.
Immiin hiicreler iizerindeki potansiyel tehlike arzeden EMF maruziyeti termal
etkilerini baglatmak i¢in yeterli diizeylerde olmadigi yetiskin hayvanlarda ya da
yetigkinlerden izole edilen hiicrelerde 6zellikle incelenmistir. Oysaki ¢ogu ¢alismalar
EMF maruziyetinin saglik agisindan kayda deger bir problem olusturmadigini sadece
bazi yan etkilerinin oldugu rapor edilmistir ( Heynick et al., 2003, Gatta et al., 2003,
Vijalayaxmi et al., 2004, Kheifets and Shimkhada., 2005, Nasta et al., 2006, Scarfi
et al., 2006).

2.9. Cep Telefonu (900 MHz ve 1800 MHz) EMR ve Saghk

Her ne zaman gii¢ acildiginda, cep telefonlar1 elektromanyetik radyasyon
yayan —hatta bekleme modunda bile- cepte, kemerde, ya da ciizdanda olup
olmamasina bakmaksizin viicudun diger bolgeleri de zararli ELF radyasyona maruz
kalir. flave ¢alismalar gosterdi ki, uyurken cep telefonu yataginda olan kisiler zayif
REM (Rapid Eye Movements) sahiptirler ve 6grenme ve bu durum hafizanin
bozulmasina sebep olur. Bunun sebebi ise uyuyan kisinin yakininda bulunan Wi-Fi
ya da cep telefonu cihazlarinin yaydigi ELF radyasyonun melatonin iiretimini
bozmasiyla ilgilidir. Bilimsel ¢alismalar gosterdi ki, elektromanyetik radyasyon ve
saglik sorunlart arasindaki tam olarak olan sey, sizin cep telefonunu her
kullanimimizda elektromanyetik alanlarin (ELF) viicudunuza ve beyninize siirekli

bombardiman tiretmesine izin vermenizdir.

Cep telefonun yaydig1 radyasyonun yan etkileri zaman zaman bas agrilar1 ve
yorgunluktan enzim degisikliklerine kadar degisiklik gosterir ki bu da DNA ve hiicre
biiylimesini etkiler ve netice de kansere sebep olabilir. Fakat hepsi bu degil. Cep
telefonlar1 antenin yani sira devreler ve pil de elektromanyetik radyasyon yayar ve
bunlarin hepsi zararli biyolojik etkilere sebep olabilir. ABD de satilan her bir cep
telefonu modeli i¢in cep telefondan beyne ne kadar mikro dalga enerji niifuz

edebileceginin spesifik olarak bir Sl¢iiliimii vardir.
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2.9.1. Cep Telefonu Radyasyonu (900 MHz ve 1800 MHz)

Calismalar gostermistir ki cep telefonu sinyalleri yaninda tutuldugu takdirde
insanlarin %70 inde beyin dalgalarinda degisiklik gorilmiistir. Bu test yaklagik
olarak 2mW/cm? diizeyinde yapildi. Tipik mobil bir cihazdan denenmis gergek cep

telefonu radyasyon maruziyeti sadece bir bolimidiir.
2.9.2. Cep Telefonlar1 ve Baz istasyonlar:

Cep telefonlar1 son 30 yildir giinliilk hayatimizin bir parcasi haline gelmistir.
Ilk olarak 1981 yilinda kullanilmaya baslanns, sonraki yillarda ise kullanimi
giderek artis gostermistir. Cep telefonlar1 kullanilmaya baslandigi giinden bugiine
kadar hizla farkli 6zellikler kazanarak gelmistir. Analog olarak adlandirilan ilk cep
telefonlar1 1. jenerasyon cep telefonlar: olarak 1981 yilinda kullanilmaya baglanmis
olup, bu grup mobil telefonlarin frekans hizlar1 yaklasik 450 MHz civarindadir.
1990’11 yillarin basinda ise 2. jenerasyon cep telefonlar1 kullanilmaya baslanmistir.
Bu grup telefonlarin en énemli 6zelligi ise dijital sistem cep telefonlar1 olup Global
System for Mobile (GSM) o6zelligindedir. 3. jenerasyon cep telefonlar: ise 2000’11
yillarda iiretilmeye baslanmis olup bu grup cep telefonlar 800-1900 MHz frekansa
sahiptirler (Habash et al., 2009). Ulkemizde yaklasik 35 milyon kisi cep telefonu
kullanmaktadir ve 104 milyonu kayithh toplam 113 milyon cep telefonu oldugu

tahmin edilmektedir.

Tim diinyada ise yaklasik 4,6 milyar kisinin cep telefonu kullandig
diisiiniilmektedir. Bu rakamin 2012 yilinda 6 milyara ulagsmasi beklenmektedir
(Trosic et al., 2009). Genel olarak cep telefonu kullanimi 2000°1i yillardan sonra hizli
bir sekilde artmakta olup bu artisin gelismis {ilkelerde ¢ok daha fazla oldugu
goriilmektedir. Baz istasyonlar1 cep telefonlarinin daha kolay kullaniimasini
saglamaktadir. Tipki cep telefonlar1 gibi baz istasyonlarmin da insan sagligi iizerine
olumsuz etkisi olduguna dair geliskili bilgiler mevcuttur. Ulkemizde yaklasik 45 bin
baz istasyonu bulunmakta iken, bu rakam Almanya i¢in yaklasik 140, Fransa i¢in ise

100 bin civarindadir.
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Baz istasyonlarinin kanser ve diger saglik sorunlar1 yarattigina dair bilgiler
yani sira fazla sayidaki baz istasyonunun cep telefonu ¢ekim alaninmi kolaylastirdigini

ve daha az enerji yaydiklarindan da bahsedilmektedir (Moulder et al., 1999).

Cok sayida bilimsel komite cep telefonlar1 ve elektromanyetik alanin olasi
zararli etkilerine yonelik yapilan calismalar sonucunda halki bilgilendirmek adina
aciklama yapma geregi duymuslardir. Diinya Saglik Orgiitii, FDA, Health Physics
Society, European Cancer Prevention Organization gibi saglik kuruluslari kabaca
radyo frekans alanlarinin giiniimiiz verilerine gore kanser riskini arttirmadigini, bas
agrisi, bas donmesi ve hafiza kaybina neden olmadigini, sag kalim iizerine olumsuz
bir etkisinin olmadigin1 ve bu konudaki verilerin heniiz yeterli olmadigin1 ifade

etmektedirler.
2.9.3. Cep Telefonlari, Baz istasyonlari ve Kanser

Uzun stireli cep telefonu kullaninminin veya baz istasyonlarina yakin mesafede
yasamanin kanser riskini arttirdigi konusundaki bilgiler son derece celigkilidir. Bu
konudaki ilk ciddi endise; 1993 yilinda, Florida’da yasayan bir kisinin, “cep telefonu
kullanim: nedeni ile karisinin beyin kanserinden o6ldiigiinii” iddia etmesi ile
baslamistir. Bugiine kadar bu konuda olumlu ve olumsuz sonuglarin bildirildigi ¢ok
sayida yaymmlanmis calismaya rastlamak miimkiindir. Diisiik frekansh
elektromanyetik alanlar The International Agency for Research on Cancer (IARC)
tarafindan 2002 yilinda grup 2B olarak, yani “insanlar i¢in olas1 karsinojenik™ olarak
simiflandirilmistir. Bugiline kadar cep telefonlar1 ve baz istasyonlar1 ile kanser
arasindaki iliskinin incelendigi c¢ok sayida c¢alisma yayimlanmakla birlikte bu
yayinlarin sonuglari bir birileriyle geliskili sonuglar vermektedir. International study
group investigating the effects of mobile phone radiation (INTERPHONE) grubunun
2010 yilinda yapmis olduklar1 bir ¢alismada, 13 farkli iilkeden katilim saglanarak
vaka-kontrol seklinde planlandi, cep telefonu kullanimi ile menengiom ve gliom
arasindaki iliski degerlendirilmistir. Cep telefonu kullanim siiresi ve diger bilgilerin
anket formu doldurularak elde edildigi bu calismanin sonuglar1 cep telefonu

kullaniminin menengiom ve gliom riskini arttirmadig1 géstermistir.
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Sadece uzun siireli kullanim sonrasinda gliom riskinde az da olsa bir artis
oldugu rapor edilmis ve bu sonuglarin iyi planlanmis ¢alismalarla desteklenmesi
gerektigi vurgulanmistir. Norveg’te yapilan bir diger calismada da cep telefonu ve
beyin tiimorii arasindaki iliski degerlendirilmis olup bu g¢alisma sonucunda da
menengiom ve gliom gibi kanser riskinde bir artma olmadigi ortaya konmustur
(Klaeboe et al., 2007). Bir diger vaka-kontrol ¢alismasinda da diizenli ve diizensiz
cep telefonu kullanimu ile birlikte, cep telefonu kullanim stiresi goz Oniine alinarak
yapilmistir (Takebayashi et al., 2008). Bu ¢alismada bireylerdeki gliom, menengiom
ve pitititer adenom riski degerlendirilmis olup bu tiir kanserlerin goriilme sikliginda
herhangi bir artis oldugu gosterilememistir. Benzer olarak yapilan ¢caligmalarda glial
timor ve parotis bezi tiimorlerinde artis gézlenmemistir (Lonn et al., 2006). Uzun
stireli cep telefonu kullanimi ve beyin timorii arasindaki iligkiyi degerlendiren
calismalar mevcuttur (Hardell et al., 2006). Cep telefonlar1 ve artmis kanser riski
arasinda pozitif bir iliski oldugunu gosteren en 6nemli ¢alismalar (Lonn et al., 2006,
Hardell et al., 2010) tarafindan yapilmis olan caligmalardir en az 10 yillik cep
telefonu kullaniminin kanser iizerine olan etkisini anket ve Retrospektif verilerin
degerlendirilmesi sonrasinda incelemislerdir. Daha 6nceden yayinlanmis ¢alismalarin
Retrospektif olarak taranarak degerlendirildigi ¢alismada 18 arastirmanin sonuglari

analiz edilmistir.

Amerika, Isveg, Danimarka, Finlandiya, Ingiltere, Almanya ve Japonya’da
yapilmis olan 1997-2004 yillarim1 igeren caligmalarin incelenmesi sonucunda 10
yillik cep telefonu kullaniminin ipsilateral gliom ve akustik norinom riskini arttirdig,
ancak menengiom riskinde bu artisin izlenmedigini ortaya koymaktadir. Solid
tiimorlerin olugmasi i¢in uzun stireli maruziyet s6z konusu oldugundan uzun siireli
cep telefonu kullannminin (10 yi1l ve fazla) kanser olusumu iizerine olan etkilerini
inceleyen calismalar, gercek etkinin anlagilmasi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.
Benzer sekilde Lonn ve digerleri tarafindan, Isveg’te yasayan 752 kisi iizerinden
yapilan bir calismada, en az 10 yillik cep telefonu kullaniminin akustik néroma
riskini arttirdigr belirtilmistir (Lonn et al., 2004). Elde edilen bu sonuglar, 6zellikle
uzun siireli cep telefonu kullaniminin kanser iizerine ciddi etkilerinin olabilecegini

isaret etmektedir.
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Cogunlugunu INTERPHONE caligsmalarinin olusturdugu bir¢ok calismada 10
yil ve iizeri cep telefonu kullanimmin beyin tiimorleri riskini arttirmadigini
gostermektedir. 2010 yilinda Kuzey Italya’da yapilan elektrik hatlarindaki manyetik
alanlara maruz kalma ile iligkili hematolojik malignite riski adli vaka-kontrol
calismasinda elektromanyetik alan yogunlugu hesaplanmis, sonug olarak 14 yas alti
cocuklarda hematolojik kanser riski artmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir.

Yine 2009 yilinda yapilan popiilasyon tabanli Alman ¢aligmasinda,
ebeveynlerin mesleki nedenle diisiik frekansli radyasyona maruziyeti ve ¢ocukluk
cag1 kanserleri arasindaki iliski incelenmistir. Analize 2382 kontrol ve 2049 kanser
tanil1 vaka secilmistir. Sonug¢ olarak maternal mesleki maruziyet (plastik enddistrisi,
laboratuvar teknikerleri, doktorlar, dis hekimleri, fizik ve kimya miihendisleri)
kanser riskinde artisa neden olmadig tespit edilmistir (Hug et al., 2010). Mobil
telefon baz istasyonlar1 ve erken ¢ocukluk ¢agi kanserleri ile yapilmis vaka kontrol
calismasinda, gebelik boyunca annenin baz istasyonu ve radyo frekans maruziyeti ile
kanser riski arastirilmistir. Bu ¢aligma da erken ¢ocukluk cagi kanserleri ile gebelik
boyunca maruziyet arasinda bir iliski olmadigin1 ortaya koymustur (Elliott et al.,
2010).

2.10. Radyasyonun Zararlari

X 1gilari, ultraviyole isinlar, goriilebilen 1sinlar, kizil 6tesi 1sinlar, mikro
dalgalar, radyo dalgalar1 ve y-1sinlar1 elektromanyetik spektrumun farkli pargalaridir.
Elektromanyetik alanlar, frekans ve dalga boylari ile tanimlanir. X 1ginlari ve y-
isinlart  ¢ok yliksek frekanslarda oldugundan, olusan radyasyon kimyasal baglari

kirabilecek enerjiye sahiptir. Bu radyasyona iyonlagan radyasyon denir.
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Sekil 16. EMR’nin Tiimor gelisimine sebep olmasi

Iyonlasabilen elektromanyetik radyasyonlari, hiicrenin materyali olan
DNA’y1 parcalayacak kadar enerji tasimaktadir. DNA’nin zarar gérmesi ise hiicreleri
6ldiirmektedir. Bunun sonucunda doku zarar goriir. DNA’da ¢ok az bir zedelenme,
kansere yol agabilecek kalic1 degisiklere sebep olur. Radyoaktif kirleticiler 6zellikle
insan, hayvan ve bitki sagligina olumsuz etkiler yaparak ¢evreyi ve ekolojik dengeyi
bozmaktadir. Ayrica radyasyon, canlilarda genetik degisiklere de yol agmaktadir.

Radyasyonun etkisi; cins, yas ve organlara gore degismektedir.

Ozellikle goz en fazla etkilenen organ olup, gorme zayifligi, katarakt ve goz
uyumunun yavaglamasma sebep olmaktadir. Deri ise, radyasyona kars1i daha
dayaniklidir. Radyasyonun zararlar1 genellikle zamanla ortaya ¢ikan bir etki olup, ani
etki ancak atom bombalarimin yol actig1 dliimler ve yliksek radyasyondaki yanmalar

seklinde kendini gostermektedir.
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Resim 1. Kanser hiicresi

X iginlart ya da rontgen i1smnlart temas ettikleri maddelerin elektron
kaybetmelerine yani iyonize olmalarina neden olan yiiksek enerjili radyasyondur. Bu
1sinlar tan1 amach kullanilan filmlerin ¢ekilmesinde kullanilirlar. Doza bagli olarak
hiicre boliinmesi ve genetik yapisinda bozulmalara neden olabilirler. Rontgen
1sinlarin da dahil oldugu iyonize radyasyona en hassas olan hiicreler hizli boliinen
hiicrelerdir bu nedenle gelismekte olan fetus ve ona ait dokular bu 1sinlardan en fazla
zarar gormesi beklenilen yapilardir. Burada dikkat edilmesi gereken nokta sadece
1sin ile temas eden dokunun etkilenmesi ve bu iginlarin viicut iginde seyahat
etmemesidir. Ornegin ¢ekilen bir el filminde alman 1smnlar viicut iginde ilerleyerek

rahime kadar ulasmaz.
2.10.1. EMF Maruziyeti icin Temel Simirlamalar ve Referans Seviyeleri

Maruziyet (maruz birakma, elektriksel alanlarin etkisinde kalma)
sinirlamalari, dogrulanan saglik etkileri temelinde ve wuzun siireli temel
sinirlamalardir. EMF’ye maruziyette temel sinirlamalar1 belirleyen fiziksel degerler,
frekansa bagl olarak akim yogunlugu, SAR yogunlugudur. Eger ol¢iim degerleri

referans degerlerden daha yiiksekse, asilan temel sinirlarin takip edilmesi gerekli
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degildir. Fakat daha detayli incelemeler temel sinirlamayla uyarliligr degerlendirmek

i¢in gereklidir.

Farkli bilimsel temellerde cesitli frekans bolgelerinde temel maruziyet

sinirlamalart gelistirilmesinde:

e 1 Hz - 10 MH7 arasinda temel simwrlamalarda, sinir sistemi

fonksiyonlarindaki etkilerini onlemek icin akim yogunlugu belirlenmistir.

* 100 kHz - 10 MHz arasinda temel simirlamalarda, tim viicut isitnmasi ve

aswrr yerel doku isinmasini onlemek icin; her iki akim yogunlugu belirlenmigtir.

* 10 MHz - 300 GHz arasindaki sinirlamalarda, viicut yiizeyine yakin dokuda

fazla isinmayr 6nlemek igin gii¢c yogunlugu belirlenmistir.

Birkag Hz’den 1 kHz’e kadar, 100 mA/m?nin istinde akim yogunluguna
neden olan seviyelerde esik degerde, kolay uyarilmaya neden olan merkezi sinir
sistemindeki akut degisimler ve diger akut etkiler olabilir, hayal gérme gibi bir ters
etkiye yol agmaz. Gilivenlik onlemleri dikkate alinarak, 4 Hz — 1 kHz arasindaki
frekanslarda mesleki maruziyet igin, 10 mA/m?den daha az akim yogunluguna
neden olan alanlarla sinirlandirilmis olacagindan, 10 kat giivenlik katsayis1 olmas1 ve
halk i¢in ilave katsay1 5 kat uygulanmasi ile 2 mA/m2 temel maruziyet sinirlamasina
karar verilmistir. Bu temel sinirlama, bu frekans araliginda sinir uyarilmasi i¢in esik
degerindeki artisa uymaktadir. 10 MHz’ den birka¢ GHz’e kadar frekans bandinda
biyolojik ve saglik etkilerin ortaya konulmasi, 1°C’den daha fazla bir viicut sicaklig
yiikselisine verilen cevapla uyusur. Uygun c¢evresel sartlar altinda bireylerin
maruziyetinde 1°C’lik 1s1 artisinda tiim-viicut SAR degeri, 30 dakikada yaklasik
olarak 4 W/kg’dir. Mesleki maruziyet i¢in uygun korumay1 saglayan tiim-viicut SAR
ortalamasi 0,4 W/kg’dir.

Ilave olarak, halk maruziyeti i¢in 5 misli bir giivenlik faktorii alinarak, tiim-
viicut ortalama SAR limiti 0.08 W/kg degeri ortaya c¢ikarilmistir. Halk ve isci
maruziyeti i¢in farklilik gosterebilen saglik durumu ve yaslar1 gercekte hesaba
katilarak daha diisiik temel kisitlamalar konulabilir. Diisiik frekans ve kisa siireli
akimlarda saglik etkilerini igeren birkag veri vardir. International Commission on
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Non-lonizing Radiation Protection (ICNIRP), bundan dolayr zaman ortalamali
olmayan, anlik degerlerle uyusan ¢ok kisa donem pik alanlar ya da gecici akim
yogunluklarina neden olan alanda sinirlamalar1 tavsiye eder. Avrupa Birligi ve
Ingiltere EMF maruziyeti konusunda ICNIRP Kilavuzu'nu benimsemistir. Ulkeler

maruziyet siirlarin1 zaman zaman degistirmektedirler (Schiiz et al., 2008).

ELF (oldukga alg¢ak frekans/extremely low frequency) elektrik ve manyetik
alan maruziyetin (maruz kalma) kétii etkisini onlemek i¢in temel maruziyet sinirlar
belirlenmistir. Maruziyet siirlart uygun bilimsel incelemelere dayanmalidir. Yalniz
ani ve siddetli kisa siiren (akut; acute) etki i¢in yeterli bilimsel g¢aligmalar
gerceklestirildiginden, bu etkilere karst 6nlem igin iki tane uluslararasi kilavuz
gelistirilmistir. Ani ve siddetli, kisa siiren etki i¢in yeterli bilimsel calismalar
gerceklestirildigi halde; ELF manyetik alan maruziyeti ve ¢ocuk kanseri (l6semi)
arasindaki delillerin smirli olmasindan dolayr uzun siireli etkinin varliginda
belirsizlik vardir. Bilimsel kanitlar ortaya ¢iktikca; ELF elektrik ve manyetik alan

maruziyet sinir degerleri azaltilmalidir (Coble et al., 2009).
2.10.2. Elektromanyetik Kirlilik ve Kaynaklar:
2.10.2.1. Dogal Elektromanyetik Kaynaklar

» Giines,
» Bazi uzak yildizlar
» Atmosferik desarjlar. (yildirim)

Resim 2. Dogal elektromanyetik kaynaklar
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2.10.2.2. Elektromanyetik Kirlilik ve Standartlar

Teknolojinin gelismesiyle birlikte giinlilk hayatta sikca kullandigimiz
elektrikli ve pilli cihazlarin olusturdugu elektromanyetik alanlarin insan sagligi
izerine etkisi 6nem kazanmaktadir. Elektrik enerjisi ile ¢alisan bir¢ok cihaz ve
sistem elektromanyetik enerji yaymaktadir. Evlerde kullandigimiz tiras makinasi, sa¢
kurutma makinasi, mikrodalga firinlar, elektrik siiptirgeleri, floresan lambalar, TV ve
bilgisayar ekranlar1 gibi ev aletleri ve kisisel aletler ile bunlara ek olarak enerji nakil
hatlar1 ve trafo istasyonlari, elektrikli trenler, endiiksiyon firinlari, radyo TV ve telsiz
verici istasyonlari, radar sistemleri, uydu haberlesme sistemleri, tedavide ¢esitli
frekanslarda kullanilan tibbi cihazlar, sanayi ve endiistride RF frekansinda c¢alisan
sistemler, GSM haberlesme sisteminin temel yapi taglari olan radyo baz istasyonu ve
cep telefonu anteni elektrik ve manyetik alan yaymakta olan kaynaklara 6rnek olarak
gosterilebilmektedir.

S
{QTIP

« X / Gamma Isinlan
(1,000-10,000 GHz)

= Kizilotesi / Mordtesi
(1-1000 GHz)

@adyo, TV, GSM Vericileri

(0-3 GHz)
» Dusiik Frekansh Alanlar
(0-1000 Hz)

Sekil 17. Iyonize ve iyonize olmayan radyasyonun ana kaynaklar1 genel hatlariyla tiim
elektromanyetik spektrum olarak farkli frekanslarda gosterimi

Elektromanyetik radyasyon, enerjinin dalga ya da parcacik seklinde yayilmasi
olarak tamimlanmaktadir. Giiniimiizde Ozellikle haberlesmede sinirsiz ortamda
kullanilan elektromanyetik dalgalar elektrik ve manyetik alan bilesenleri birbirine dik
olacak sekilde ve boslukta 300.000 km/s hizla yayilmaktadir. Boslukta s6z konusu
dalgalarin hizi, dalga boyu ve frekansi arasindaki iligski A = c¢/f olarak tanimlanmakta;

bagintinin yorumlanmasindan anlasilacagi gibi hiz sabit oldugundan dalgalarin
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frekanslari, dalga boylari ile ters orantili olmaktadir. Elektromanyetik radyasyonun
frekans ve dalga boyuna gore siniflandirilmasi elektromanyetik spektrum olarak
adlandirilmaktadir. Sekil 17 ve 18’de Elektromanyetik Spektrum ve dalga boyu
iliskisi verilmektedir.

Dalga

Rovii
BS0vyu

Enerji (oV) 7x107 2x104 0,3 0,5 20 3x104
Dal m) 0,3 0,0001 7,6 x 107 38x107 8x10° 6x10%
Frekans (Hz) 109 3Ix10M 3.9 x10% 7.9 x 104 34x10 5x10™

MAe S @

Sekil 18. Elektromanyetik spektrum ve ayrintili gosterimi

Oranlamasi

2.10.3. Diisiik Frekansh Radyasyon Etkileri ve Standartlar:

(0-10 kHz) arasindaki diisiik frekansli radyasyonun insan sagligi agisindan
irdelenmesi: Sifir ile 10 kHz frekans araligindaki statik ve diisiik frekansl elektrik ve
manyetik alanlara maruz kalan insanlardaki olumsuz etkilerin 6nlenmesi igin
spektrumun bu bolgesindeki elektrik ve manyetik alanlar “dogrudan etkiler”, “dolayh
etkiler” goz Oniine almarak ayr1 ayri ele alinmaktadir. Insan viicudunun elektrik ve
manyetik alanlarla dogrudan etkilesmesi sonucu olan etkiler “dogrudan etkiler”;
elektrik ve manyetik alan etkisinde kalmis olan metal cisimlere temas sonucu olan

etkiler “dolayh etkiler” olarak tanimlanmaktadir (Habash et al., 2009).

Dogrudan etkilenmede; insan viicudunda degisken elektrik veya manyetik
alanin giddetine, frekansina ve viicudun yiizey alaninin biiyiikliigiine bagh olarak bir
akim olusmaktadir. Dolayli etkilenmede; elektrik veya manyetik alan etkisinde
kalmis olan metal cisimlere dokunma sonucu “temas akimi” olugmaktadir.
Dogrudan ya da dolayli etkilerde insan viicuduna zarar vermeyecegi Ongoriilen

kisitlamalar viicutta elektromanyetik radyasyon sonucu olusan akim yogunlugu ve
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0zgiil sogurulma orani1 gibi biyolojik agidan anlami olan biiyiikliikler cinsinden

verilmektedir.

Elektromanyetik alanlarla etkilesme sonucu, elektromanyetik alan etkisi
altinda kalma siiresi maruziyet sartlar1 olarak tanimlanmakta ve mevcut alan
hareketli cisimler ve insanlar olmadiginda bir baska deyisle “degisiklige ugramamis
alan” degeri ile karakterize edilmektedir. Insan sagligina zarar vermemek igin
tanimlanan temel sinirlamalar kontrol edilmesi gereken biyolojik etkiler ile yakindan
ilgili olan sartlar; belirli deger ve miktarlardir. S6z konusu sinirlamalar goz Oniine
aliman frekans aralig1 icin indiiklenen akim yogunlugu, temas akimi, elektrik ve
manyetik alan terimleri cinsinden belirlenmektedir. Referans seviyeleri, temel
simnirlamalardan ¢ikarilan alan seviyeleri gibi Olciilebilir degerler olup temel
sinirlamalarla uyumlulugu kontrol etmektedir. Referans seviyeleri genis kapsamli
maruziyet durumlar1 da gbéz Oniine alinarak; alanin degerinin tanimlanmis olan
referans seviyelerinin altinda olmasi durumunda dahi en kotii durumda temel
sinirlamalarin  asilamayacagi sekilde tiiretilmistir. Dis ortamdaki degisken alana
devamli maruz kalma durumunda bas ve kalp bolgesine indiiklenecek akim
yogunluklart ile temel smirlamalar is¢i ve genel halk sagligi igin Tablo-1 de

verilmektedir.

Tablo 1. Is¢i ve Genel Halk Saghgi icin Indiiklenen Akim Yogunlugu Degerleri

Isci Saghp Genel Halk Saghin
Frekans(fHz) | Indiiklenen AknuYoélulllléll(um;’uf.nns) Indiiklenen Akleolemlugu(mA.-"uf.nns]
0.1-1 40 16
1-4 40/f 16/f
4-1000 10 4
1000 - 10000 | £/1000 f/250

Degisken alan iginde bulunan cisimlere dokunmak suretiyle etkili olan temas

akimu ile ilgili sinirlamalar Tablo-2 de verilmektedir.
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Tablo 2. isci ve Genel Halk Saglig1 i¢in Temas Akimi Degerleri

Isci Saghgr Genel Halk Saghgi
Frekans(f Hz) Temas Akimi(mA.rms) Temas Akimi(mA.ms)
0,1-7500 335 15
7500-10000 3.5 23107

Standartlar genel olarak viicuda paralel elektrik alanla ilgili referans
seviyelerini biitiin viicut i¢in 0-0,1Hz arasinda 42kV/m(tepe deger) ve 0,1 Hz‘in
iistiinde 30kV/m (rms) olarak belirlemektedir.

2.10.4. iyonlastirict Olmayan Radyasyon

Iyonlastiric1 olmayan radyasyonlarmn enerjisi, iyonlastirici radyasyonlara gére
cok daha kiiciiktiir ve madde igerisinden gegerken yiiklii iyonlar olusturmak yerine,
molekiil ve atomlarin dongiisel, titresimsel veya elektronik degerligini degistirme
yetenegine sahiptirler. Ancak, iyonlastirict olmayan radyasyonlarmm canli
organizmalar iizerindeki zararli etkileriyle ilgili ¢aligmalar halen sonug¢landirilabilmis
degildir. Bununla birlikte, farkli cesitlerdeki iyonlastirici olmayan radyasyonlarin
canli organizmalar iizerinde farkli etkiler biraktiklar1 gozlenmektedir. Iyonlastirict
olmayan radyasyonlar, iyonizasyon enerjisi sicaklifina cikartacak kadar bir 1s1

verdiklerinde, termal-iyonizasyona bile sebep olabilirler.

Bir atesteki alev iyonizasyonu ve kizartma tipi yemeklerdeki pisirme islemi
esnasinda besin maddesindeki kizilotesi radyasyonun neden oldugu esmerlesme,
termal iyonizasyona iyi birer Ornek olarak gosterilebilirler. Bununla birlikte,
iyonlagtirict olmayan radyasyonlarin canli organizmalar lizerindeki zararl etkileriyle
ilgili g¢aligmalar halen sonuglandirilabilmis degildir. Bununla birlikte, farkli
cesitlerdeki iyonlastiric1 olmayan radyasyonlarin canli organizmalar lizerinde farklh

etkiler biraktiklar1 gézlenmektedir.
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2.10.4.1. iyonlastirict Olmayan Radyasyon Cesitleri
1- Radyo dalgalar

2- Mikro dalgalar

3-Terahertz

4- Kizil otesi

5- Goriilebilir 151k

6- Mor 6tesi(kismen)
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3. MATERYAL VE METOD

Bu calisma Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik A.D.
arastirma laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Siileyman Demirel Universitesi

Bilimsel Aragtirma 3167-YL2-12 proje numarasi ile desteklenmistir.
3.1. Materyal

MCEF-7 hiicreleri American Type Cell Culture (ATCC) firmasindan Dateks
Teknik Sistemler, Ankara, Tirkiye araciligi ile alindi. Silleyman Demirel
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali hiicre kiiltiirii laboratuvarinda
RPMI-1640 medium igerisine %10 FBS (Fetal Bovine Serum) ve %1 Penicillin
Streptomycin ilave edilerek hazirlanan besiyeri ile steril 37 °C ve %5 CO,
ozelliklerine sahip inkiibator ortamina birakildilar. Her iki giinde bir mediumlari
degistirilerek hiicre kontaminasyonlarina miisaade edilmeyerek hizlica g¢ogalip
konfluent olmalar1 saglandi. Flasklarin yiizeyine tamamen konfluent olan hiicreler
pasajlama islemleri neticesinde duruma gore ya daha biiyiik ve de sayica daha ¢ok
flasklara ekildi ya da kalsiyum sinyali, Apoptozis ve de kaspaz analizlerinde
kullanildi.

Sinyal iiretici tarafindan yayilan RF radyo frekanslarinin siirekli dalgalar
(900 MHz, 1800 MHz ve 2450 MHz) baslangigta giiglendirilmis ve daha sonra bir
anten vasitasiyla su banyosu igerisinde bulunan kanser hiicreleri i¢ine beslenmistir
(Biger Elektronik, Sakarya, Tiirkiye). Bu antenler uygun vasatlar i¢indeki hiicreleri
iceren falkon tiiplerin (15 ml sterile polypropylene cnical bottom Screw cap tup
92159, Biolab, Macaristan) yerlestirildigi sisteme uygun maruz kalma kosullar i¢in
ayarlanmistir. Radyo frekansi enerji spektrumunun tekrarlama zamani, frekans ve
amplitidii uydu seviye Olger tarafindan izlenmistir (PROMAX, MC-877C,
Barcelona, Spain). Radyasyon yansimasi ve maruz kalma islemi tagmabilir radyo
frekansi (RF) arastirma sistemi ile 6l¢iildii (HOLADAY, HI-4417, USA). EMR dozu
elektrik alan yogunlugu (V/m) olarak hesaplandi ve dijital anatomik modeller FDTD
sayisal koduna gore 6l¢iildii. EMR sisteminin probu ile hiicrelerin bulundugu falkon
tiipler arasindaki mesafeler Ocm, 1 cm, 5 cm, 10 cm, 20 cm, 25 c¢m olarak ayarlandi.

Kontrol grubundaki hiicreler 1 saat ayni ortamda EMR’s1z olarak bekletildi.
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A. Deney Diizenegi-1 (900 MHz ve 1800 MHz)

P 15ml falcon tube
“\*\K\ 4> /) /
5400, : s
>
—15ml falcon tube 37 oC Water

—Plexi glass
~—Medium

—Plexi glass table
~Cells

Sekil 19. 900 MHz, 1800 MHz Transmitter ile birlikte farkli mesafelerde EMR’a maruz
biraktigimiz (37 °C ve %5 CO,) Deney diizenegimiz

SAR degerleri (0 cm):

(900 MHz) (1800MH?z)
1: 046 (Wikg) 4: 041 (WIkg) 1: 0,79  (Wkg) 2: 0,82 (W/kg)
2. 066 (Whkg) 5 0,62(Wikg) 3: 0,85 (W/kg) 4: 0,80 (W/kg)
3: 035 (Wkg)  6: 0,32 (Wrkg) 5: 0,74 (W/kg) 5. 0,71(W/kg)
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B. Deney Diizenegi-11 (2450 MHz)

25 cm 1T 25¢cm

37 °c water

Plexi glass
Transmitter

Plexi glass table

5% CO,
— 31°C

_—15ml falcon tube

Medium

—Cells

Sekil 20. 2450 MHz Transmitter ile birlikte farkli mesafelerde EMR’a maruz biraktigimiz
(37 °C ve %5 CO,) deney diizenegimiz

SAR degerleri (25cm) 2450 MHz:

1. 0,002 (W/kg) 4: 0,002 (W/kg)
2: 0,004 (W/kg) 5: 0,004 (W/kg)
3: 0,003 (W/kg) 6: 0,002 (W/kg)

EMR’ye maruz birakma sisteminin detaylarina anlatacak olursak, MCF-7
meme kanseri hiicreleri, yukarida resmedildigi tizere sirkiilasyon 6zellikli su
banyosunda 37 °C’de tutulmustur (Naziroglu et al., 2012c). Olas1 radyasyon
yansimalar1 6nlemek icin 6zel bir oda i¢cinde, masa ve sandalyeler de dahil tamamen
plastik ekipmanlar kullanilmistir. Disaridan gelebilecek harici elektromanyetik
radyasyon parazitlerini engellemek i¢in bu 6zel odanin duvarlari 1mm kalinliginda

krom-nikel alasimli ¢elik ile tamamen kaplanmustir.
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Resim 3. 900 MHz, 1800 MHz ve 2450 MHz Elektromanyetik Radyasyon cihazlari, EMR odasi ve
37 °C su banyosu

T A

EMR odasi, disaridan gelebilecek her hangi bir radyasyon dalga parazitlerinin
calisma sonuglarini yanhs etkilemesini 6nlemek i¢in 1mm kalinliginda Nikel-Krom
alagimindan olusan ¢elik ile duvarlar1 tamamen kaplanmuis bir odadir. Bu EMR odas1
elektromanyetik radyasyona maruz birakma deneyleri icin tahsis edilmis olup Prof.
Dr. Mustafa Naziroglu (Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik A.D.
Bagkani) tarafindan bilimsel projelerden elde edilen bilimsel basar1 puanlari ile

alinmigtir.
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C. Deney Diizenegi-111

Resim 4. Otomatik kuyucuk okuyucu cihaz (Plate Reader Fluorescence, Infinite 200 PRO, TECAN,
Avusturya)

EMR’ye maruz biraktigimiz biitiin gruplarimizin Apoptoz, ROT, MTT,
Kalsiyum sinyali, Kaspaz-3, Kaspaz-9 analizlerini yaptigimiz otomatik kuyucuk
okuma sistemimiz. Her bir kuyucuk bir defa kullanild1 ve reaksiyon esnasinda renk
degisimleri gozlendi. EMR’a maruz kalan hiicrelerde goézlenen molekiiler

reaksiyonlar neticesinde renk degisimleri floresans okuma ile total tayin edildi.
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D. Hiicre Kiiltirii Laboratuvanr

Resim 5. Hiicre Kiiltiirindeki LAminer flow cihazi ve Steril, Non-Steril Inkiibatorler

Resim 7. (-196 °C) s1v1 azot tanki ve galkalamal1 su banyosu
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3.1.1. Kullanilan Malzemeler ve Aletler

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Laminer Akim Kabini Jouan B41 (Fransa)

Hassas Terazi, Scaltec SPB 32 (isvicre)

Sogutmali Santrifiij, Kubota, (Japonya)

Derin Dondurucu, Ugur (Tirkiye)

Inverted Floresan Mikroskop, Zeiss, Axiovert 40CFL (Almanya)
Otomatik Pipetler, Eppendorf (Almanya), Gilson (Fransa)

pH metre, Hanna Instruments (Portekiz)

Manyetik Karistirici, Niive (Turkiye)

CO, Inkiibatér, Heal Force, Smart Cell (Japonya)

Hiicre Kiiltiirti Flask, Cell Star, Greiner bio-one (Almanya)

96 Kuyucuklu seffaf mikroplate, Greiner Bio-one (Almanya)

96 Kuyucuklu siyah mikroplate, Greiner Bio-one (Almanya)

Plate Reader Fluorescence, Infinite 200 PRO, TECAN (Avusturya)
Vorteks, Nitve NM 100 (Tiirkiye)

Floresan Spektrofotometre: (Cary Eclipse, Varian Firmasi, Avustralya)
2450 MHz frekansta EMR cihazi (Almanya)

1800 MHz frekansta EMR cihaz1 (Almanya)

900 MHz frekansta EMR cihazi (Almanya)
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3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16

Fetal Bovine Serum, Merck (Almanya)

DMSO(Dimethyl Sulphoxide) Hybri-Max, Sigma (Almanya)

Falkon tiip (15 ml sterile polypropylene cnical bottom Screw cap tup

92159, Biolab, Macaristan)

Penicillin Streptomisin

RPMI-1640

25 cm?’lik kiiltiir kabi (25, 24cm?, Tissue culture flasks, TTP, Isvicre)
75 cm? kiiltiir kabi (75 cm?, Tissue culture flasks, TTP, Isvigre)
Penisilin-G (100 U/ml) Streptomisin (100ug/ml), (Hyclone, USA)
RPMI 1640 (Hyclone, USA)

Dihydrorhodamine-123 ( DHR-123)

EGTA, Merck (Almanya)

Triton X-100, Sigma (Almanya)

Fura-2 AM, Invitrogen (ABD)

5,5’-Dithiobis(2-nitro-benzoic acid) (DTNB), Sigma (Almanya)

Caspaz-3, Sigma (Almanya)

. Caspaz-9, Bachem (Isvicre)
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3.1.3. Deney Gruplari

Grup 1: Kontrol: Bu gruptaki hiicreler elektromanyetik alana maruz
birakilmadi. Kontrol grubundaki hiicreler EMR gruplarinin bulundugu ortamda (37
°C’de 1 saat) bekletildi.

Grup Il : (900 MHz) Cep Telefonu EMR, Bu gruptaki hiicreler 0 cm, 1 cm,
5 cm, 10 cm, 20 cm, 25 cm farkli mesafelerde (37 °C’de 1 saat) elektromanyetik
alana maruz birakildi.

Grup I11: (1800 MHz) Cep Telefonu EMR: Bu gruptaki hiicreler 0 cm, 1
cm, 5 cm, 10 cm, 20 cm, 25 cm farkli mesafelerde (37 °C’de 1 saat) elektromanyetik
alana maruz birakild.

Grup 1V: (2450 MHz) Wi-Fi EMR, Bu gruptaki hiicreler 0 cm, 1 cm, 5 cm,
10 ¢cm, 20 cm, 25 cm farkli mesafelerde (37 °C’de 1 saat) elektromanyetik alana
maruz birakildi.

3.2. Yontem
3.2.1. Hiicre Kiiltiiri

Hiicre kiiltiirti, hiicrelerin kontrollii sartlar altinda yetistirilmesi siirecidir.
Ticari olarak Amerika Hiicre Kiiltiir Koleksiyonundan satin alinan MCF-7 insan
meme kanser hiicre soylari kriyovial (Cryogenic vial, Corning, ABD) kaplar
icerisinde -196 °C’de sivi nitrojen tankinda saklandi. Kullanilan hiicre hatlarmin

Ozellikleri asagida belirtilen sekildedir.

3.2.1.1. MCF-7 Hiicre Hatt1:

Insan meme kanseri hiicre hatt

e Ostrojen reseptorii (+)
e E-kaderin (+)
o Kaspaz 2: (+/-), Kaspaz 3: (-)

e Daha az oranda yayilabilen
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Hiicreler cogaltilmak amaciyla sivi nitrojen tankindan alinarak 37°C’deki
sicak su banyosunda hizli bir sekilde ¢oziildi. Kriyovialin igindeki hiicre
siispansiyonu 5 ml besiyeri igeren falkon tiipe (15 ml sterile polypropylene cnical
bottom Screw cap tup 92159, Biolab, Macaristan) yavasca aktarildi. Tiip 800 rpm’de
5 dk. santrifiij edildikten sonra (sogutmali santrifiij cihazi, Kubota, Japonya) iistteki
s1vi kismi atildi. Hiicre pelleti 1 ml hiicre besiyeri ortami igerisinde iyice ¢oziildiikten
sonra iizerlerine4 ml besiyeri eklendi. 5 ml’lik hiicre siispansiyonlar1 25 cm®lik
kiiltiir kabina (25, 24 cm?, Tissue culture flasks, TPP, Isvicre) aktarildi. 37 °C’de, %5
CO2’li inkiibator’de inkiibasyona birakildi. Ertesi giin hiicre besiyeri ortami
yenilenerek hiicrelerin biiyiimeleri saglandi. Kiiltiir kab1 her giin mikroskop (Inverted
Floresan Mikroskop, Zeiss, Axiovert 40CFL (Almanya)) altinda kontrol edildi ve
hiicrelerin kiiltiir kap yiizeylerini tamamen kaplamis (konfluent) olduklarinda
tripsinizasyon islemi ile daha biiyiik hacimli 75 cm? kiiltiir kaplarma (75 cm?, Tissue
culture flasks, TPP, Tarasadingen, isvigre) aktarildi. Tripsinizasyon islemi icin

konfluent hiicrelerin lizerindeki besiyeri aspire edilerek uzaklastirildi.

Hiicrelerin serumdan arindirilmak i¢in Tuzlu Fosfat Tamponu (PBS,
Dulbecco’s Phosphat Buffered Saline 10x; Sigma, D1283, ABD) ile yikand:.
PBS aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra hiicrelere 0,5 ml tripsin soliisyonu
eklenerek 37 °C’de, %5 CO,’li ortamda inkiibe edildi. Mikroskop altinda hiicre
kabindan ayrildig1r kontrol edilen hiicrelere 5 ml besiyeri ortami eklenerek hiicre

stispansiyonu falkon tiipe (15 ml sterile polypropylene conical bottom blue screw

Cap, Greiner bio-one, Macaristan) aktarildi. Tiip 800 rpm’de 5 dKk. santrifiij
edildikten sonra iist sivi kismi atildi. Elde edilen hiicre pelleti 1 ml hiicre besiyer
ortami igerisinde iyice ¢oziildiikten sonra tizerlerine 9 ml besiyeri eklendi. 10 ml’lik
hiicre siispansiyonlar1 75 cm®lik kiiltiir kabma aktarildi. 37 °C’de, %5 COy’li
ortamda kiiltiire edildi. Bu sekilde hiicrelerin istenilen sayiya ulagincaya kadar
cogaltilmalar1 saglandi. MCF-7 insan meme kanseri hiicre soyu i¢in %10 Fetal bovin
serum (Biochrom AG, Berlin, Almanya), %1 Penisilin-G (100 U/ml)
Streptomisin(100pg/ml), (Hyclone, USA) iceren RPMI 1640 (Hyclone, USA)

sollisyonu kullanilda.
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3.2.1.2. Hiicrelerin Sayilmasi

Resim 8. Biyofizik Laboratuvarinda kullandigimiz Casy TT system hiicre sayim cihazi (Almanya)

Hiicreleri sayabilmek amaciyla tripsinizasyon islemi sonucunda elde edilen
hiicre siispansiyonundan 10 pl CASY tiiplere alindi. Bu tiipteki hiicre soliisyonu
tizerine ilave olarak CASY TON soliisyonu (10 ml) ilave edildi. Cihazimiz ile okuma
yapilmadan 6nce Clean diigmesine basilarak sistemin {i¢ kez yikanmasi saglandi.
Creating a new setup’tan hiicremizin adi, hiicre c¢api, diliisyon orani, okuma sayisi
gibi hiicremize uygun gerekli prosediir uygulandi. Gerekli sistem ayarlamalar
yapildiktan sonra ikinci olarak ta Saving adjusted setup parameters’ten 0’dan 19’a
kadar setup numaralarindan herhangi bir numara belirlendi. Enter tusuna basilarak
her bir ¢alisma grubumuzda 1 ml medyumda ne kadar hiicre oldugu cihazimiz

vesilesiyle tayin edildi.
3.2.1.3. Hiicre I¢i Kalsiyum (Ca*?) Sinyali Analizi

MCF-7 meme kanser hatt1 hiicreleri hiicre sayim cihazi (CASY Model TT
System, Germany) ile sayilip her bir kalsiyum sinyali esit hale getirildikten sonra her
bir gruptaki hiicrelerin hiicre igi kalsiyum salinig miktarlarmm  6lgiimii
gerceklestirildi. Bu sebeple hiicreler 37 °C’de 45 dakika boyunca (DMSO ile
hazirlanmis 1mM stok soliisyondan Sumol /L son konsantrasyona diliie edilir) 4 uM

Fura-2 AM floresan boyasi ile boyandi: (Min Woo Hwang and Hee jung Lee, 2013).

53



Bu boyanma isleminden sonra ii¢ kez Ca**’lu Na-HEPES (1 litre Ca**lu Na-HEPES
soliisyonu i¢in gram cinsinden kimyasallarin miktarlari, NaCl: 8.182, KCI: 0.350,
MgCl,: 0.230, HEPES: 2.383, Glukoz: 1.80 ve bunlara ilaveten CaCly:1ml) ile
yikandi. Yikanan hiicrelerimiz 800 rpm de 5 dakika santrifiijlendi (Naziroglu et al.,
2012). Boyama ve ardindan yikama islemlerinden sonra hiicre yogunlugu 2x10°
olacak sekilde Ca**lu Na-HEPES (pH 7,4) soliisyonu igerisinde otomatik ¢oklu
kuyucuk okuyucu (Plate Reader Fluorescence, Infinite 200 PRO, TECAN,
Avusturya) haznesine yerlestirildi. Fura-2 AM igin eksitasyon dalga boylar1 340 nm
ve 380 nm, emisyon dalga boyu 505 nm olarak ayarlandiktan sonra floresan isiklar
ile uyarild1 ve kayitlar alindi. Hiicre i¢i serbest kalsiyum iyon degisim diizeyleri bu
dalga boylarindaki eksitasyon ve emisyon degerlerinde okunarak daha Onceki
yaymlarda belirtildigi tizere (Uguz et al., 2009) kaydedildi ve hesaplandi
(Grynkiewicz et al., 1985).

3.2.1.4. Metiltiazoltetrazolium (MTT) Canlihik Metodu

MTT metodu ile bir hiicre toplulugundaki canli hiicrelerin oran1 kolorimetrik
yontemle kantitatif olarak saptanabilmektedir. Yasayan hiicrelerde mitokondride
bulunan‘‘siiksinat dehidrogenaz’’> enziminin aktivitesi gozlenirken, 6len hiicrelerde
gozlenmemektedir. Total dehidrogenaz aktivitesi ile canli hiicre sayisi arasinda dogru
iliski oldugu (Mosmann et al., 1983) tarafindan gosterilmistir. Boylece,
elektromanyetik radyasyon (EMR) ortamina konulan hiicreler igin yanit olarak eger
hiicreler oliirse, enzim aktivitelerinin azaldig1 veya kayboldugu gozlenmektedir.
Bunun i¢in, hiicreler bu enzimlerin degisime ugrattigi 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-difeniltetrazolimbromid (MTT) maddesine maruz birakilmaktadir. Canli
hiicrelerde mitokondride bulunan bu enzimin aktivitesi ile MTT boyasinin
tetrazolium halkas1 parcalanmakta, bunun sonucunda soluk sar1 renkli MTT boyasi

koyu mavi-mor formazan tiriiniine (kristallerine) dontismektedir.

Ardindan bu kristaller SDS (eritici tampon) kullanilarak suda ¢oziiniir hale
getirmekte ve olusturduklart renk siddeti otomatik kuyucuk okuyucu (Plate Reader
Fluorescence, Infinite 200 PRO, TECAN, Avusturya) ile Oolgiilmektedir. Bu
baglamda her bir ependorf tiip icerisinde 1x10° hiicre olacak sekilde hiicre sayim

cihaz1 (CASY Model TT system) ile sayilarak paylastirildi. Her bir tlip igerisinde
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bulunan hiicre soliisyonu iizerine 15 ul MTT (Metiltiazoltetrazolium) ilave edilerek
biitiin ependorf tiipler yavas¢a ¢alkalanip, 37 °C’de ¢alkalamali su banyosunda 90
dakika boyunca boyanmaya birakildi. Boyanma sonrasinda biitiin ependorf tiipler
800 rpm de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 siipernatant atildi. Her
bir ependorfa 400’er ul DMSO (dimetil siilfoksid) ilave edildi. Dipteki hiicre pelleti
DMSO ile pipetaj yapildi ve her bir kuyucuga 90ul bu ornekten konuldu. Daha
sonra, her bir ependorf 3’er kez olmak iizere otomatik kuyucuk okuyucu (Plate
Reader Fluorescence, Infinite 200 PRO, TECAN, Avusturya) cihazinda 490nm ve
650 nm dalga boylarinda okunup bu iki dalga boyunda okunan degerler
birbirlerinden ¢ikartildi.

3.2.1.5. Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 Aktiviteleri

Kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivitelerinin tayini igin, hem kontrol grubundaki
hiicreler hem de elektromanyetik radyasyona maruz birakilan MCF-7 kanser
hiicreleri (20 mM HEPES [pH 7,4 ], 2 mM EDTA, 0,1% CHAPS, 5 mm DTT ve
8.25 um kaspaz substrat1) kimyasal maddeler ile 37 °C %5 CO; inkiibator ortaminda
maruz birakildi ve derhal okuma iglemi gerceklestirildi. Asagidaki sekilde hazirlanan
reaksiyon buffer’lar ve kaspaz buffer’lar kullanilarak, her bir kuyucuga 15 yl hiicre
solusyonu ve onun iizerine de 50 yl reaksiyon buffer ilave edilir. Reaksiyon buffer
hazirlanirken kaspaz boyalari en son ilave edildi. Kuyucuklara hiicreleri paylastirma
islemleri el cabuklugu ile ve kuyucuklara paylastirdigimiz hiicre soliisyonlarinin
miktarlarina azami dikkat ederek islem tamamlandi ve okuma islemine gecildi.
Numunelerin  kuyucuklara bilinen sirasiyla yerlestirilip okuma isleminin

gerceklestirilmesi her bir ¢alisma i¢in 30-45 dk. araliginda stirdii.

Ozgiil florojenik substrat béliinmeye istinaden kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivite
hesaplamalar1 yapildi. Florojenik substrat boliinme otomatik kuyucuk okuyucu
spektroflorumetre cihazindan 360 nm eksitasyon, 460 emisyon dalga boylarinda
okundu (Uguz et al., 2009). Her bir grupta bulunan esit miktardaki hiicrelerimiz, 100
yl kalsiyum buffer ile sulandirilarak 15 yl’er paylastirilarak 6 kuyucuga
yerlestirilerek kuyucuk okuyucu ile okumalar yapildi. Her bir turdal5 okuma

yaptirilarak deneyimizin hassasiyeti istenilen sevilere ¢ikartildi.
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Bildigimiz gibi kaspazlar apoptozis esnasinda 6nemli rol oynayan sistein-
proteaz grubu enzimlerdir. Ac¢ilimi; "Cysteine Aspartate Specific ProteASEs-
CASPASE" seklindedir. Oncelikli olarak inaktif proteinler olarak sentezlenen bu
enzimler ¢esitli yollarla aktive edilirler ve hiicresel hedeflerdeki tetrapeptit motifleri
tanir ve mevcut substrati, bir karboksil tarafindan ayirir. Hiicre 6limi sirasinda
meydana gelen pek ¢ok hiicresel ve sekilsel degisimler, bu enzimlerin rol oynadigi
birtakim siiregler neticesinde gelisir (Wyllie AH et al., 1980, Lipponen P et al.,
1994)

Okuma isleminde kuyucuk, otomatik kuyucuk okuyucu (Infinite 200 PRO
TECAN, Austria GmbH Untersbergstrasse 1A, A-5082 Grodig/Salzburg
AUSTRIA/EUROPE) cihazina yerlestirildi ve cihazin kapagi kapatildi. Dalga boylar1

ve cihaza uyumlu programdaki diger isaretlemeler asagidaki sekilde olmaktadir:
Reaksiyon Buffer Hazirlanisi
Kaspaz ( 3 ) Reaksiyon Buffer hazirlamisi:
12,5yl 1 M DTT (final konsantrasyon, 5mM)
2,5 yl NP40 (%1 likten 2,5 yl, son ylizde: % 0,0001)
2,5 yl kaspaz-3 boya
2,5 ml kaspaz-3 buffer
Kaspaz (9) Reaksiyon Buffer hazirlanisi:
2,5 yl NP40 (%1 likten 2,5 yl, son ylizde: % 0,0001)
12,5yl 1 M DTT (final konsantrasyon, 5mM)
2,5 yl kaspaz-9 boya

2,5 ml kaspaz-9 buffer
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Kaspaz Buffer hazirlanisi:
Kaspaz-3 Buffer (100ml):

0,1 M HEPES = 2,38 g, pH 7,5; % 10 sucrose = 10g % 0,1 CHAPS=
100g, (C 9426 Electrophoresis Reagent, CAS#: 75621-03-3,Synonyms: 3-[(3-
Cholamidopropyl) dimethylammonio]- 1-propanesulfonate, Sigma Aldrich)

Kaspaz-9 tamponu (100ml):

0,1 M Mes hydrat = 10 ml (M2933, 4 - Morpholineethanesulfonic acid
hydrate; 2- (N - Morpholino) ethanesulfonic acid hydrate, sigma Aldrich). pH 6,5

% 10 PEG [poly (ethylene glycol)], 81240, Sigma Aldrich, (CAS - No.:
25322 — 68 — 3) = 10 g, %0,1 Chaps = 100mg , % 0,1 Chaps = 100g, (C 9426
Electrophoresis Reagent, CAS#: 75621-03-3, Synonyms: 3-[(3-Cholamidopropyl)
dimethylammonio]- 1-propanesulfonate, Sigma Aldrich)

Plate definition: [BD96ft_FluoroBlok]-BD Falcon 96 Flat Transparent/Black

Kinetic Cycle: Number of cycle: 15, Use kinetic interval time= 00:02:00

(hh:mm:ss)

Shaking: Duration= 5 sec, Amplituted: 1,5mm, Mode= Orbital,
Frequency=335,8 rpm

Fluorescence Intensity: Wavelenth: Excitation= 360 nm, Emission=460 nm,

Mode = Orbital, Frequency = 335,8 rpm

Disardan gelen olim sinyallerini algilayip igeri aktarmak igin yaratilmis
almaglara olim almaglar1 denmektedir. TNFR1, CD95 ve TRAIL olarak bilinen
cesitleri vardir. Oliim sinyalini tastyan madde, aliciya baglandiginda alicilar uyarilir.
Daha sonra 6liim alicilart kiimelenirler. Bu kiimelenme sinyalin giiciiniin artirilmasi
icin 6nemlidir. Alicilarin hiicre i¢ine bakan yiizlinde ise degisiklikler olur. Bunun
neticesinde alicinin hiicre i¢ine bakan bolgesine ¢esitli proteinler baglanir ve 6rnegin

TNFR1 almaci igin DISC adli protein kompleksini olustururlar. Iste bu bolgelere
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suskun haldeki 6liim makinelerinden kaspazlar baglanir. Kaspazlar bu sayede aktif
hale getirilir. Aktif hale gelen kaspazlar diger kaspazlar1 harekete gecirir ve boylece

hiicre 6liimii baslamis olur.
3.2.1.6. Apoptozis Siireci

MCF-7 meme kanseri hiicreleri alt1 farkli mesafede (Ocm, 1 cm, 5 cm, 10 cm,
20 cm, 25 cm) 1 saat boyunca elektromanyetik radyasyon’a maruz birakildi. APO
Percentage apoptozis kiti (Biocolor, Belfast, UK) tanimina gore elde ettigimiz hiicre
sipernatant1 otomatik kuyucuk okuyucu (Plate Reader Fluorescence, Infinite 200
PRO, TECAN, Avusturya) cihazinda 550 nm dalga boyunda okundu. Sonuglar
gruplarin absorbans degerlerine goére grafik olarak ifade edildi. Kitin ¢alisma
prensibinden bahsetmek gerekirse, sadece apoptozis siirecine giden hiicreler

tarafindan olusturulacak olan renk degisimi prensibine dayanmaktadir.

Apoptotik siireci baslamamis hiicrelerin hiicre zarindan boya gecemez,
apoptotik siireci baslamis, diger bir ifade ile hiicre zar1 asimetrisi bozulmus
hiicrelerin zarindan boya rahtlikla gecebilmektedir. Boylece kit igerisindeki boya
apoptozis siireci baslatilan hiicre grubunun bireylerinin sitoplazmalar1 igerisinde
birikir ve biriken bu boya yine kitin igerisinde hazir olan boya salar madde ile
inkiibasyon ortamina ge¢mesi saglandi. Hiicrelere ilk Once apoptotik ajan ilave
edildi. Daha sonra Kkitin igerisinde bulunan 6zel boya ile boyandilar, yeterli
inkiibasyon siirecinden sonra yine kitin igerisinde bulunan boya salici madde
ilavesinden sonra hiicreler yikandi, taze mediumlar1 ile homojenize edildi ve

slipernatant otomatik kuyucuk okuyucu cihazinda 550 nm degerinde okundu.
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Hiicre zan dis kismm

CANLIHUCRE

Asimetrik hiicre membram

APOPTOTIK HUCRE

Asimetrik vap1 kayvbedilmis

Fosfotidilkolin ve Fosfatidil

kol . Fosfatidilserin APOP% bovama
sfingomivelin etanolamin -

Sekil 21. Apoptotik bir hiicrenin hiicre zar1 reaksiyonlari. (Biocolor, APOPercentage apoptozis Kiti)
3.2.1.7. Hiicre i¢i ROT (Reaktif Oksijen Tiirleri) Analizi

Biitiin gruplardaki MCF-7 hiicre siispansiyonu DHR-123 (dihydrorhodamine)
final konsantrasyonu 2 pM olacak sekilde ayarlandiktan sonra 30 dakika boyunca
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda PBS ilave edilerek 800 rpm de 5 dakika
santrifiijlenerek okuma yapilmadan once yikama islemi gergeklestirildi. Bu yikama
islemini yapmamizin sebebi 30 dakika boyanma siiresini asmamak ve okuma
hassasiyetini etkilememek i¢indir. Biitiin gruplarimizdaki boyanmis ve yikama iglemi
gergeklestirilmis hiicrelerimizi 96 kuyucuklu floresans okumalar i¢in kullanilan
mikro plate kuyucuklarma yerlestirildi. Hiicre icerisine boyama siiresince giren
DHR-123 boyanin rhodamine-123 (Rh-123) kismui hiicre i¢indeki oksidasyon ile
aktive edilerek floresan 6zellik gostermeye baslamaktadir. Rh-123 (rhodamine-123)
maddesinin total miktar analizi ise 488nm eksitasyon ve 543 nm emisyon dalga
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boylarinda otomatik kuyucuk okuyucu (Plate Reader Fluorescence, Infinite 200
PRO, TECAN, Avusturya) araciligi ile yapildi.

3.2.1.8. istatistiksel Analiz

Biitiin veriler ortalama + standart sapma [mean + standard deviation (SD)]
olarak verildi. MCF-7 hiicrelerinde ¢aligilan bilimsel degerlerin aritmetik ortalama
degerleri arasindaki farkliliklar, SPSS lisansli paket bilgisayar programi (version
17.0 software, SPSS Inc. Chicago, Illinois, USA ) kullanilarak istatistiksel olarak
karsilagtirildi.  Gruplarda istatistiksel anlamlilik nonparametrik testlerden 2
Independent test' kullanilarak tespit edildi. Daha sonra gruplardaki istatistiksel
onemler Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi. Istatistiksel karsilastirmalarda
anlamlilik diizeyleri (p<0,001, p<0,01 ve p<0.05) olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Oliimii (APOPTOZIS) Sonuclari

4.1.1. MCF-7 Meme Kanseri Hiicrelerinde, 900, 1800 ve 2450 MHz EMR

Frekanslarinin ve Mesafenin Apoptozis Uzerine Etkileri

Apoptozis degerleri (900, 1800 ve 2450 MHz EMR frekanslarinin neden
olduklart) sirasiyla Grafik 1, Grafik 2 ve Grafik 3’te gosterilmistir. Sonuglar
incelendiginde, apoptozis diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla, ((p<0.001, p<0.01,
p<0.05)) biitiin mesafe gruplarinda (0 cm, 1 cm, 5 cm, 10 cm, 20 cm ve 25 cm)
elektromanyetik radyasyon kaynagindan uzaklastikga Onemli Olgiide azaldig
belirlenmistir. Bununla birlikte 900 MHz ve 2450 MHz gruplarinda 0 cm ve 1 cm
mesafelerde apoptozis diizeyi hemen hemen esit olmakla birlikte, degerlerde 1 cm
sonrasinda O6nemli Olglide diislis gozlemlendi. 1800 MHz grubunda ise 0 cm
mesafede maksimum apoptozis seviyesi goriilmekle birlikte 0 cm sonrasinda
degerlerde diisiis gozlenmektedir. Diger bir ifadeyle, apoptozis diizeyleri kontrol
grubuna kiyasla biitiin gruplarda EMR kaynagindan uzaklastik¢a (p<0.05) 6nemli

diizeyde azaldigi belirlenmistir. Ayrica, en fazla azalma orani en uzak mesafede (25
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cm) (p<0.05) gozlenmistir.
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Grafik 1. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde, 900 MHz EMR farkli mesafelerin (kontrol, Ocm, 1 cm,
5cm, 10 cm, 20 cm, 25 cm) Apoptozis aktiviteleri tizerine etkileri (ortalama+SD ve n=4).

p<0.001 ve kontrol grubuna kiyasla, °p<0.01 ve kontrol grubuna kiyasla, °p<0.05 ve 0 cm grubuna
kiyasla, “p<0.01 ve 0 cm grubuna kiyasla.
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Grafik 2. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde, 1800 MHz EMR farkli mesafelerin (kontrol, Ocm, 1
cm, 5.cm, 10 cm, 20 cm, 25 cm) Apoptozis aktiviteleri {izerine etkileri (ortalama+SD ve n=4).
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Grafik 3. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde, 2450 MHz EMR farkli mesafelerin (kontrol,0cm, 1
cm, 5 ¢cm, 10 cm, 20 cm, 25 cm) Apoptozis aktiviteleri izerine etkileri (ortalama+SD ve n=4).

#p<0.001 ve kontrol grubuna kiyasla, °p<0.01 ve kontrol grubuna kiyasla, p<0.05 ve 0 cm grubuna
kiyasla, dp<0.01 ve 0 cm grubuna kiyasla.

4.2. KASPAZ-3 Aktivitesi

4.2.1. MCF-7 Meme Kanseri Hiicrelerinde, 900, 1800 ve 2450 MHz EMR

Frekanslarimn ve Mesafenin Kaspaz-3 Aktivitesi Uzerine Etkileri

Kaspaz-3 diizeyleri Grafik 4, Grafik 5, Grafik 6°‘da gosterilmistir. Bu
sonuglara bakildiginda her {i¢ grupta da (900 MHz, 1800 MHz ve 2450 MHz) mesafe
arttikca kaspaz-3 degerlerinde istatistiksel olarak 6nemli diizeyde [(p<0.001, p<0.01,

p<0.05)] azalma oldugu gozlendi. Genel olarak incelendigi zaman yakindan uzaga
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dogru mesafeler 5 cm’ye gelinceye kadar 6nemli 6lglide azalma gozlenmekle birlikte

5 cm sonrasindaki azalig sabit seyirde devam etmektedir.
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Grafik 4. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde, 900 MHz EMR farkli mesafelerin (kontrol,0cm, 1 cm,

5c¢m, 10 cm, 20 cm, 25 cm) kaspaz-3 aktiviteleri tizerine etkileri (ortalama+SD ve n=4).

#p<0.001 ve kontrol grubuna kiyasla, °p<0.01 ve kontrol grubuna kiyasla, p<0.05 ve 0 cm grubuna
kiyasla, °p<0.01 ve 0 cm grubuna kiyasla.
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Grafik 5. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde, 1800 MHz EMR farkli mesafelerin (Ocm, 1 cm, 5 cm,

10 cm, 20 cm, 25 cm) kaspaz-3 aktiviteleri tizerine etkileri (ortalama+SD ve n=4).
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Grafik 6. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde, 2450 MHz EMR farkli mesafelerin (kontrol,0cm, 1
cm, 5 cm, 10 cm, 20 cm, 25 cm) kaspaz-3 aktiviteleri tizerine etkileri (ortalama+SD ve n=4).

#p<0.001 ve kontrol grubuna kiyasla, °p<0.01 ve kontrol grubuna kiyasla, p<0.05 ve 0 cm grubuna
kiyasla, dp<0.01 ve 0 cm grubuna kiyasla.

4.3. KASPAZ-9 Aktivitesi

4.3.1. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde, 900, 1800 ve 2450 MHz EMR

frekanslarimin ve mesafenin Kaspaz-9 aktiviteleri iizerine etkileri

Kaspaz-9 diizeyleri Grafik 7, Grafik 8, Grafik 9°da gosterilmistir. Bu sonuglar
incelendiginde biitiin gruplarda (900 MHz, 1800 MHz, 2450 MHz) mesafeler arttikca
yani elektromanyetik radyasyon kaynagindan uzaklastik¢a kaspaz-9 seviyelerinde
azalma gozlemlendi (p<0,05). Baska bir ifade ile hiicrenin programli 6liimii olarak
da ifade edilen apoptozisi netice verecek kademeli reaksiyonlardan Onemli bir
kademe olan kaspaz-9 diizeyleri mesafenin artirilmasiyla 6nemli olgiide azalarak,
elektromanyetik radyasyonun hiicreyi apoptozise siirikklerken mesafenin buna engel
oldugu gozlendi. Ozellikle de biitin gruplarda dikkatimizi ¢eken sey ilk iic
mesafedeki (Ocm, 1cm, 5 cm) kaspaz-9 diizeylerindeki biiylikten kiigiige dogru
onemli seviyede degerlerde azalis oldu. 10 cm ve daha biiyilk mesafelerde azalma

seyrinde diisiis tespit edildi.
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Grafik 7. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde, 900 MHz EMR farkli mesafelerin (kontrol,0cm, 1 cm,
5c¢m, 10 cm, 20 cm, 25 cm) kaspaz-9 aktiviteleri tizerine etkileri (ortalama+SD ve n=4).

p<0.001 ve kontrol grubuna kiyasla, °p<0.01 ve kontrol grubuna kiyasla, °p<0.05 ve 0 cm grubuna
kiyasla, ®p<0.01 ve 0 cm grubuna kiyasla.
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Grafik 8. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde, 1800 MHz EMR ve farkli mesafelerin (0 cm, 1 cm, 5
cm, 10 cm, 20 cm, 25 cm) kaspaz-9 aktiviteleri {izerine etkileri (ortalama+SD ve n=4).
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Grafik 9. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde, 2450 MHz EMR farkli mesafelerin (Ocm, 1 cm, 5 cm,
10 cm, 20 cm, 25 cm) kaspaz-9 aktiviteleri lizerine etkileri (ortalama+SD ve n=4).

p<0.001 ve kontrol grubuna kiyasla, °p<0.01 ve kontrol grubuna kiyasla, °p<0.05 ve 0 cm grubuna
kiyasla, ®p<0.01 ve 0 cm grubuna kiyasla.

4.4. Hiicre ici Serbest Oksijen Radikalleri (ROT) Uretimi

4.4.1. MCF-7 Meme Kanseri Hiicrelerinde, 900, 1800 ve 2450 MHz EMR
Frekanslarimin ve Mesafenin Hiicre I¢i Serbest Oksijen Radikalleri Uretimi

Uzerine Etkileri

Reaktif oksijen tiirleri diizeyleri, Grafik 10, Grafik 11 ve Grafik 12 de
gosterilmistir. Bu sonuglar incelendiginde {i¢ grupta da (900 MHz, 1800 MHz ve
2450 MHz) elektromanyetik kaynaga olan mesafeler azaldikca ROT seviyeleri
onemli diizeyde artis gosterdi (p<0.001, p<0.01, p<0.05). MCF-7 hiicrelerinde ROT
seviyeleri mesafe arttitkga 900 MHz ve 1800 MHz gruplarinda belirgin bir sekilde
2450 MHz grubunda ise kismi bir azalma gdzlendi. Gruplardan 900 MHz grubunda 1
cm den itibaren keskin ve anlamli bir azalma oldu. Bunun yani sira 1800 MHz
grubunda ise ilk ii¢ mesafe olan Ocm, 1 cm ve 5 cm mesafelerde ciddi bir azalma s6z
konusu iken 10cm ve daha biiyiik mesafelerde kontrole kiyasla degerlerde
istatistiksel olarak fark gozlenmedi fakat 0 cm’ye kiyasla anlamlhi fark gozlendi
(p<0.05). Son grubumuz olan 2450 MHz’de ise mesafe artisiyla ters orantili bir
azalis olmakla beraber bu azalis diger iki gruba kiyasla daha hafif oldu. Genel olarak
baktigimiz zaman biitiin gruplarda 10 cm’ye kadar hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri

degerleri, elektromanyetik radyasyon sebebiyle artis gosterdigi tespit edildi.
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Grafik 10. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde, 900 MHz EMR farkli mesafelerin (Ocm, 1 ¢cm, 5 cm,
10 cm, 20 cm, 25 cm) ROT (Reaktif Oksijen Tiirleri) aktiviteleri tizerine etkileri (ortalama+SD ve
n=4).
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Grafik 11. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde, 1800 MHz EMR farkli mesafelerin (Ocm, 1 cm, 5
cm, 10 cm, 20 cm, 25 cm) ROT aktiviteleri {izerine etkileri (ortalama+SD ve n=4).

THTHT

Kontrol 10cm 20cm 25cm
Mesafe

Grafik 12. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde, 2450 MHz EMR farkli mesafelerin (kontrol, Ocm, 1
cm, 5 cm, 10 cm, 20 cm, 25 cm) ROT aktiviteleri iizerine etkileri (ortalama+SD ve n=4).
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#p<0.001 ve kontrol grubuna kiyasla, bp<0.01 ve kontrol grubuna kiyasla, “p<0.05 ve 0 cm grubuna
kiyasla, “p<0.01 ve 0 cm grubuna kiyasla.
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45. MTT (Hiicre Canlihg)

45.1. MCF-7 Meme Kanseri Hiicrelerinde, 900, 1800 ve 2450 MHz EMR

Frekanslarinin ve Mesafenin MTT Hiicre Canhhg Degerleri Uzerine Etkileri

MTT degerleri Grafik 13, Grafik 14 ve Grafik 15 te gosterilmistir. Bu
sonuglar incelendiginde EMR kaynagina olan mesafeler azaldik¢a yani
elektromanyetik radyasyon kaynagina yaklastik¢a biitiin gruplarda (900 MHz, 1800
MHz ve 2450 MHz), Ocm 1 cm ve 5 cm mesafelerde hiicre canliligi degerlerinde
istatistiksel olarak onemli diizeyde (p<0,001) azalis oldugu gozlemlendi. EMR
kaynagindan uzaklik olarak 10 cm ve daha biiyiik mesafelerde kontrole kiyasla
istatistiksel anlamlilikta fark bulunamadi. Cep telefonu (900 MHz, 1800 MHz) ile
en az 1 saat konusmak veya kablosuz interneti (2450 MHz) en az 1saat kullanmak
onemli Olclide hiicre canliligini azaltmakla birlikte mesafenin artisiyla bu oran

onemli dl¢giide diiserek korunmada mesafenin énemli bir rolii oldugunu gosterdi.
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Grafik 13. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde, 900 MHz EMR farkli mesafelerin (Ocm, 1 cm, 5 cm,
10 cm, 20 cm, 25 cm) MTT Hiicre Canlilig lizerine etkileri (ortalama+SD ve n=4).
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Grafik 14. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde, 1800 MHz EMR farkli mesafelerin (Ocm, 1 ¢cm, 5 cm,
10 cm, 20 cm, 25 cm) MTT Hiicre Canlilig1 iizerine etkileri (ortalama+SD ve n=4).
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Grafik 15: MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde, 2450 MHz EMR farkli mesafelerin (Ocm, 1 cm, 5 cm,
10 cm, 20 cm, 25 cm) MTT Hiicre Canlilig lizerine etkileri (ortalama+SD ve n=4).

MTT, Hiicre Canlihg:
(Kontrole Kiyasla Misli Artis)

#p<0.001 ve kontrol grubuna kiyasla, ®p<0.01 ve kontrol grubuna kiyasla, °p<0.05 ve 0 cm grubuna
kiyasla, dp<0.01 ve 0 cm grubuna kiyasla.

4.6. Kalsiyum (Ca*?) Sinyali

4.6.1. MCF-7 Meme Kanseri Hiicrelerinde, 900, 1800 ve 2450 MHz EMR
Frekanslarimn ve Mesafenin, Kalsiyumlu Soliisyonlarda Kalsiyum (Ca*?)

Sinyali Degerleri Uzerine Etkileri

Hiicre i¢i Ca*? diizeyleri, Grafik 16, Grafik 17, Grafik 18, Grafik 19, Grafik
20 ve Grafik 21 de gosterilmistir. Hiicreler Casy TT hiicre sayici sistemle sayilip

69



esitlendikten sonra Ca*? sinyali yapilmistir. Hiicre soliisyonu olarak hem kalsiyumlu
soliisyonlar kullanilarak yapilmistir. Bu sonuglar incelendiginde [Ca+2]i diizeyi biitlin
gruplarda (900 MHz, 1800 MHz ve 2450 MHz), Ocm, 1 cm ve 5 cm mesafelerde
elektromanyetik radyasyon kaynagia yaklastikca kontrole kiyasla (p<0,001)
kalsiyum akis1 artmaktadir. EMR kaynagindan uzaklastik¢a sitozole kalsiyum iyonu
akis1 azalmakta oldugu belirlendi. 10 cm ve daha biiylik mesafelerde ise kontrol
grubuna kiyasla biitiin gruplarda istatistiksel olarak fark gozlenmedi fakat bu
mesafelerde(>10 cm), 0 cm mesafe hiicre grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli

(0,05) fark tespit edildi.
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Grafik 16. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde, 900 MHz EMR farkli mesafelerin (Ocm, 1 cm, 5 cm,
10 cm, 20 cm, 25 cm) kalsiyum buffer ile Ca*? sinyali degerleri iizerine etkileri (ortalama+SD ve
n=4).
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Grafik 17. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde, 1800 MHz EMR farkli mesafelerin (Ocm, 1 cm, 5 cm,
10 cm, 20 cm, 25 cm) kalsiyum buffer ile Ca*? sinyali iizerine etkileri (ortalama+SD ve n=4).
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Grafik 18. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde, 2450 MHz EMR farkli mesafelerin (Ocm, 1 cm, 5 cm,
10 cm, 20 cm, 25 cm ) kalsiyum buffer ile Ca* sinyali iizerine etkileri (ortalama=SD ve n=4).
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#p<0.001 ve kontrol grubuna kiyasla, °p<0.01 ve kontrol grubuna kiyasla, p<0.05 ve 0 cm grubuna
kiyasla, °p<0.01 ve 0 cm grubuna kiyasla.
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5. TARTISMA

Teknolojinin her gegen giin bas dondiiriicii bir hizla gelismesiyle, pek ¢ok
avantajlar sagladig icin hayatimiza giren ve olmazsa olmazimiz haline gelen cep
telefonlarinin (900 MHz ve 1800 MHz), kablosuz internet aglarinin (2450 MHz)
acaba kanserli hastalarin bulundugu ortamlarda bu cihazlarin yaydigi radyasyon,
molekiiler boyutta hiicresel apoptozis, ROT, kalsiyum sinyali, MTT, protein vb.
degerlerini nasil etkiler, oksidatif stresi tetikler mi? ve korunmak i¢in mesafenin
onemi nedir? Sorularindan yola ¢ikarak bu yiiksek lisans tez calismasini yapmaya
karar verdik. Bu tez galismasi, kanser hiicrelerinde elektromanyetik radyasyona
maruziyetinin molekiiler diizeyde calisildigi nadir ¢alismalardandir. Calismamizda
elektromanyetik radyasyonun uygulamalar1 hiicre canlilif1 testi olan MTT yOntemi

sonucunda bulunan siire olan bir saat olarak uygulandi.

Kablosuz yerel alan ag sistemleri (WLAN), is merkezlerinde, evlerde ve
kamuya mahsus alanlarda iletisim ve bilgi alisverisinde kablolu internete alternatif
olmaktadir. Kablosuz yerel aglar, giindelik yasamimizda klinik, akademik c¢evrelerde
insan saglig tizerinde olasi riskler tasimaktadir (Naziroglu et al., 2013). Bu endise
WLAN sinyallerine maruz kalmanin olasi biyolojik etkilerini daha fazla arastirmay1
gerekli kilmaktadir (Mailanko et al., 2009). En son deliller hem iyonize radyasyonun
hem de iyonize olmayan radyasyonun oksidatif stresi tetikledigini gostermektedir
(Gul et al.,, 2009, Esmekaya et al.,, 2011). Fakat EMR maruziyetinin serbest
radikallerin ortamda artigini tetikledigine dair sinirlt bilgiler mevcuttur (Naziroglu.,

2013).

Kalsiyum iyonu (Ca*?) sinirsel uyarilabilme ve hiicre ¢ogalmasi dahil olmak
tizere c¢ok sayida fizyolojik olaylardan sorumlu Onemli bir ikincil habercidir
(Naziroglu, 2007: Espino et al., 2009, Espino et al., 2010, Espino et al., 2011).
Epilepsinin indiiksiyonunun Ca**a bagh oldugu ¢ok iyi bilinmektedir. Bazi
¢aligmalar gdstermistir ki hipokampal néronlarda Ca*? girisi ile oksidatif stres ve
EMR maruziyeti arasinda, bazi ¢aligmalarin sonuglariyla uyum saglamasalar bile
(Platano et al., 2007, O’Connor et al.,, 2010) bir korelasyon bulunmaktadir
(Manikonda et al., 2007, Ammari et al., 2008).
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Hiicre zar1 kalsiyum kanal ailelerinden biri olan TRP katyon kanallar1 yedi
tane alt aileden olusur ki bunlardan sadece bir tanesi TRPV dir (Naziroglu., 2011,
Naziroglu et al., 2012). TRPVI tipi kanal ise secici olmayan bir iyon kanalidir,

merkezi ve periferik néronlarda bir hayli fazla bulunur (Caterina et al., 1997).

Oksidatif stres, fagosit ve mitokondriyal fonksiyonlar gibi fizyolojik olaylar
sirasinda meydana gelir, apoptozis, mitokondriyal depolarizasyon ve hiicreye
kalsiyum girisi yoluyla katyon kanallar1 ve sitozolik ikincil habercilerin
aktivasyonuna neden olur (Kovacic et al., 2008, Naziroglu., 2009, Espino et al.,
2012). TRPV1 yiiksek 1s1 (43 °C), kapsaisin (CAP, kirmiz1 ac1 biberde bulunan bir
maddedir) ve oksidatif stres gibi fiziksel uyaranlarla aktive olur (Susankova et al.,
2006, Naziroglu., 2011). Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarla dorsal kok gangliyon
(DRG) hiicrelerinde TRPV1 katyon kanalinin aktivasyonun sebebiyle artan hiicre i¢i
serbest kalsiyum konsantrasyonu [Ca*?]i, oksidatif stres ve apoptotik hiicre hasarina
neden olmaktadir (Naziroglu et al., 2013). TRPV1 kanallarinin artan ekspresyon ve
fonksiyonlar1 epileptik hastalarin hipokampiislerinde yakin zamanlarda rapor
edilmistir (Sun et al., 2013). Son zamanlarda yapilan hayvan deneyleri gostermistir
ki epilepsinin indiiksiyonunda TRPV1’in rolii biiyiiktiir (Bhaskaran et al., 2010;
Manna et al., 2012). Hipokampal ndronlarda epilepsinin ana sebebi hiicre igi
kalsiyum iyon konsantrasyonunun asirt artmasi ile ortamda ROT’nin olusmasidir
(Naziroglu., 2009). Hala molekiiler mekanizmalar1 net olmamakla birlikte 900 MHz
EMR ‘a maruz kalan noronal hiicrelerde asir1 ROT tiretimi olmus ve hiicre igine Ca*?
girisi gézlenmistir (Piacentini et al., 2008).Yine baska bir ¢calismada 900 MHz EMR
‘nun deri ve kulak sicakliginda artisa neden oldugu rapor edilmistir (Bortkiewicz et

al., 2012).

Bu nedenlerle 900MHz, 1800 MHz ve 2450 MHz EMR maruziyeti ile 1s1ya
duyarli TRPV1 katyon kanallar1 aktive edilirse dolayisiyla hiicre i¢ine agir1 kalsiyum
girisi tetiklenmis olabilir. Iste bu yiizden oksidan bir etkiye sahip olan EMR TRPV1
kanallarinda apoptozis, oksidatif stres ve kalsiyum iyonunun hiicre igine akigini
tetikleyebilir. Bildigimiz kadartyla MCF-7 meme kanser hiicrelerinde EMR

maruziyeti ile olusturulan bir oksidatif stres modeli i¢eren ¢alisma bulunmamaktadir.
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Bu ¢alismamizda ilk kez MCF-7 hiicrelerinde 1 saat siireyle EMR maruziyeti
(900 MHz, 1800 MHz ve 2450 MHz) sonucunda 0 cm, 1 cm 5 ¢cm 10 cm 20 cm ve
25 cm mesafelerde apoptozis, kaspaz-3, kaspaz-9, MTT, kalsiyum sinyali analizleri
yapilmustir. Yapilan bir¢ok calisma ile biyolojik sistemlerin radyasyona karsi hassas
oldugu tespit edilmistir (Aweda, 2003, Cruozier et al., 2007). Baz1 ¢aligmalarda da
evlerde ¢ok yaygin kullanilan mikro dalga firin, cep telefonlari, kablosuz internet
(Wi-Fi) ve bilgisayarlar gibi radyasyon yayici cihazlarin kansere bile sebep olacagi
gosterilmistir (Omura et al., 1993). EMR’ a maruz kalmanin sonuglarindan bir tanesi
de ROT (reaktif oksijen tiirleri) iiriinlerinden olan siiperoksit anyon, hidrojen peroksit
(H20,) tiretimini artirtr (Aweda, 2003 ve Murphy et al., 1993). Bu serbest radikaller
EMR maruziyeti neticesinde artirilabilecegi tahmin edilmekle birlikte mekanizmasi
hiicresel ve molekiiler olarak hala tam olarak anlasilabilmis degildir (Irmak et al.,

2002, Kim et al., 2004).

EMR’nin, endojen antioksidan savunma sisteminin koruma kapasitesine zarar
vererek oksidatif stresi arttirdigini (Irmak et al., 2002) ve olusan reaktif oksijen
tiirlerinin hiicre zar1 ve lipoproteinlerindeki ¢oklu yag asitleri ile etkilesime girip,
lipit peroksidasyon siirecini baslattigini gosterdi (Eroglu et al., 2006). Olusan
oksidatif strese bagli asir1 serbest radikal iiretimi basta voltaja duyarli kalsiyum
kanallar1 olmak {izere bir¢cok kanali uyararak sitozole kalsiyum akigini daha da
uyarmaktadir. Bunun sonucunda, mitokondrinin daha fazla depolarize olmasi sonucu
serbest radikallerin iretimi daha da artmaktadir. Bu olay apopitozise kadar
gitmektedir (Irmak et al., 2003). Calisgmamizda, 0 cm mesafede biitiin gruplarda (900
MHz, 1800 MHz ve 2450 MHz), sitozole kalsiyum iyonu [Ca*?]; saliimi kontrol,
gruplarima gore anlamli olarak yiiksek bulundu. Ayrica, EMR kaynagindan
uzaklastik¢a, sitozole Ca*? akigmnin azaldigi, apoptozis ile Kaspaz degerlerinin
azaldig1 ve mitokondriyal depolarizasyon degerlerinin azaldigi gozlemlendi. Bu
durum, radyasyon kaynagina yakin mesafelerde EMR maruz kalmanin sitozole Ca*?
akisini artirarak mitokondriyal depolarizasyon sonucu serbest oksijen radikallerinin
iiretimi artis1 ve apoptozisin uyarildigir sonucunu gostermektedir. EMR’nin yapilan
diger calismalarla uyumlu olarak EMR’nin apopitozis yollarini tetikledigini
disiindiirdi (Irmak et al., 2002).
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Ca* iyon homestazi, hiicrelerin c¢cok Onemli fonksiyonlarindan birdir.
Hiicrelerin gogalmasi, apoptozise ugramasi, oksidatif stresin indiiksiyonu ve
fizyolojik sinyal iletimi gibi c¢esitli fonksiyonlar Ca*? iyon homestazinin bir
parcasidir (Putney., 2009). Sitozolik serbest kalsiyum iyon konsantrasyonu [Ca*?];,
membrana bagimli olan hem plazma hem de intraselliler membranda lokalize
edilmis bir¢ok iyon kanallar1 tarafindan kontrol edilmektedir. Transient Receptor
Potential (TRP) ailesi bu kanallardan biridir ve bu kanallar 6nemli nonselektif katyon
kanallaridir (Naziroglu., 2011). Bu kanallarin alt aile tiyesinden olan TRPV1 ise
kapsaisin ile aktive edilebilen ve ayni zamanda 1siya duyarli (43 °C) bir katyon
kanalidir. Elektromanyetik radyasyonun termal etkileriyle alakali sicaklikta
degisikliklere sebep oldugu rapor edilmistir (Adair, 1999). EMR maruziyetin sicaklik
tizerindeki etkileri 450 MHz ve 2450 MHz frekanslarda insanin ¢esitli dokularinda,
toplam kan akis1 incelemelerinde ve deride olup sicaklik artigina sebep oldugu rapor
edilmistir (Adair et al., 1999). Bu konuda incelendiginde bir¢ok gelismis metotlar
kullanilarak yapilan deneysel c¢alismalarda genellikle farelere Kkarosel tipinde
(papatya yapraklart modeli gibi) EMR maruziyeti uygulanmis ve kan, doku Vs.

analizleri yapilmistir.

Bu tez calismasinda oksidatif stresin neden oldugu apoptozisi dnlemede ve
hiicre canliligini devam ettirmede 1’er saat ve 0 cm, 1cm, 5cm, 10cm, 20cm ve 25
cm farkli mesafelerde elektromanyetik radyasyona maruz birakilan hiicrelerde
mesafenin kontrole kiyasla koruyucu etkileri arastirildi. Apoptotik hiicre dliimi ve
hiicre canlilig1 test sonuglarinda bu maruziyet neticesinde mesafenin arttirildikga
istatistiksel anlamlilikta (p<0.001, p<0.01, p<0.05) Snemli diizeyde zararhi etkinin
azaldig1 gozlemlendi. Bizim bilgilerimize gore, MCF-7 hiicrelerinde farkl frekans ve
mesafelerde elektromanyetik radyasyona maruziyet ile hiicrelerin apoptotik
diizeyinin arastirildigi ¢alisma heniiz mevcut degildir. Bu sonucumuz EMR’nin
oksidatif stres parametrelerinin molekiiler diizeyde arastirildigi calisma sonuglarinca

da dogruland: (Gul et al., 2009, Naziroglu, 2013).

ROT, mitokondriyal respirasyon ve fagositik immiin savunma yollar1 gibi
hiicresel fizyolojik fonksiyonlar siiresince meydana gelir (Naziroglu, 2007). EMR

tarafindan baskilanan antioksidanlarla da oksidatif stres olugsma ihtimali vardir (La
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vignera et al., 2012). 2450 MHz EMR yayan cihazlar, biyolojik sistemlerde serbest
radikalleri artirmaktadir (Naziroglu et al., 2012). Giiniimiizde endiistriyel, bilimsel,
tibbi, askeri, yerel bir¢ok alanda bu 2450 MHz radyasyon yayan cihazlar ¢evresel
radyasyon sizintisi potansiyeli tasimaktadir (Cruozier et al., 2007). ROT, serbest
radikal zincir reaksiyonlar1 tarafindan iretilmektedir. Bu durum bazen otomatik
olarak tetiklenmektedir. Serbest oksijen radikalleri, kanser hiicrelerinde yaglar,
proteinler ve niikleik asitlerle tepkimeye girerek hasara yol agmalarinin yani sira

antioksidanlar1 tilketmektedirler (Reuter et al., 2010).

Bir manyetik alan elektronlarin enerji diizeylerini ve spin oryantasyonlarini
degistirebilir ve sonug olarak serbest radikallerinin aktivasyon ve konsantrasyonunu
artirtr ve de omriinii uzatir. Cesitli raporlarda EMR’nin 6zellikle Fenton tepkimesi
yoluyla hiicre igi serbest radikalleri artirdigi tespit edilmistir. Fenton reaksiyonu
hidrojen peroksitin, mitokondrideki oksidatif solunum bir tiriinii olan ve ¢ok toksik
etkiye sahip serbest hidroksil radikaline doniistiigii katalitik bir siiregtir (Birsenki et
al.,, 2011). Uzun siireli maruziyetler de dahil olmak tizere EMR’a maruziyet
sonucunda serbest radikallerin olusumunun artmasi kanser olusumunun biyolojik
mekanizmasi olarak degerlendirilebilir. Bu ihtimal 6zellikle giic hattina yakin
mesafelerde yasayanlarda ¢ocukluk c¢agi kanser riski ve meslek geregi uzun siireli
maruz kalan insanlarda l6semi ve beyin timori riskinin artmasina neden olur.
Organlarda fakat ozellikle de lenf diigiimlerinde ve kemik iliginde ROT (reaktif
oksijen tiirlerinin) artmasi genellikle lenfoma, 16semi ve hatta meme kanseri riskini
artirabilir (Lai et al., 2004). Hiicrelerdeki gesitli antioksidan mekanizmalar ROT’ nin
zararli etkilerini notralize etmektedir. Bununla birlikte EMR ‘a maruziyet neticesinde
antioksidan mekanizmalarinin etkinligini yitirmesi ve mitokondriyal elektron transfer
zincirinin degismesinden dolay1 ROT artmaktadir (Kovacic and Somanathan, 2008).
Bu tez ¢alisma sonuclarinda, hiicre i¢i ROT iiretim miktarlarinin 900, 1800 ve 2450
MHz EMR maruz kalmanin radyasyon kaynagina yakin mesafelerde kontrol grubuna

kiyasla dnemli diizeyde yiiksek oldugu gozlemlendi.

Sonug olarak, MCF-7 hiicrelerini EMR a maruz birakarak olusturdugumuz
oksidatif stres modelinde, mesafenin oksidatif stresten koruyucu etkilerinin oldugu,

hiicre apoptozisi baskiladigi, sitozole Ca*? saliisii azalttigi bulundu. Ayrica,
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Kapsaisin ile stimule ettigimiz kanser hiicrelerinde kontrole kiyasla, EMR
gruplarinda oldugu farz edilen oksidatif stres ve hiicre i¢i Ca*? serbestlenisi
bozukluklar1 teshis edildi ve bununla beraber mesafenin degismesi nedeniyle de
degerlerde ekstra bir iyilesme s6z konusu oldugu gozlemlendi. Calismamiz, kanser
hiicrelerinde molekiiler boyutta yapilan analizler neticesinde kablosuz internet ve cep
telefonlarinin zararli etkisini tespit etmistir ve bu haliyle ¢alismamiz hali hazirda
elektromanyetik radyasyonun zararl etkisinin teshis edildigine dair bir¢ok yayinlar
desteklemektedir (Naziroglu et al., 2013; Ozorak et al., 2013). Elektromanyetik
radyasyonun kanser hiicreleri tizerinde molekiiler ve hiicresel mekanizmalar1 heniiz
tam olarak aydinlatilamamistir fakat bu kapsamli molekiiler diizeydeki tez
calismamiz, ileride yapilacak uzun soluklu caligmalara 11k tutmasi bakimindan
manidardir. Daha uzun siireli deney hayvanlar1 ¢alismalariyla (3-5 yillik) daha da

saglikli ve anlamli sonuglar alinacagi anlasilmaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasinda sonug¢ olarak 900 MHz, 1800 MHz ve 2450 MHz farkl
ti¢ frekanslarda hiicre igi serbest radikallerde artis gdzlenmis olup yapilan apoptozis
testi, ROT, kaspaz-3 ve kaspaz-9 testleri, MTT ve Ca® sinyali molekiiler analizleri
incelendiginde 0 cm mesafede analiz sonuclar1 kontrole kiyasla onemli diizeyde
artmis olup bu degerler EMR kaynagindan uzaklastik¢a azalmistir. Mesafe olarak 10

cm sonrasindaki degerlerde degisme ¢ok az olmaktadir.

Cevremizde gerek baz istasyonlar1 gerekse kablosuz internet ag baglantilart
mevcut bulundugundan, istesek de istemesek de radyasyona maruz kalmaktayiz.
Evimizde, is yerimizde kendimiz kullanmadigimiz halde bilgisayarimizdan Wi-FI
baglanti tusunu actigimiz zaman onlarca farkli isimlendirilmis kablosuz aglar
karsimiza ¢ikmaktadir. Bununla birlikte kullandigimiz ve artik olmazsa olmazimiz
haline gelen, elimizden diismeyen cep telefonlari, sagligimizi ¢ok ciddi olarak tehdit
etmektedir. Giinlimiiz insanlarinin teknoloji ¢agr magdurlar1 olarak yaslilik siirecini
diisinmek bile istemiyorum. Kanser oranimin artmasi, stres depresyon vakalariin
yayginlasmasi teknolojinin dezavantajlari olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Eski
insanlarimiz ¢ok daha saglikli oldugu i¢in genelde sebebini sordugumuzda ‘eski
toprak’ tabiriyle cevap verilir, saglikli olmalarina fitri kaynaklarla beslenmeleri ve

teknolojiden uzak kalmis olmalar1 sebep olarak gosterilirdi.

Sonu¢ olarak mademki teknolojinin, kullanmak zaruri hale gelmis
cihazlarindan kurtulmak mimkiin degil, kablolu kulakliklar kullanarak veya
hoparlorden uzak mesafeden (caligma sonuglarimiza goére 10 cm mesafe ideal)

konusarak ve kablolu interneti tercih ederek zarari en asgari hale getirebiliriz.
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OZET

Cep telefonu (900 MHz ve 1800 MHz) ve Kablosuz internetin (2450 MHz)
Neden Oldugu Elektromanyetik Radyasyona Maruz Birakilan Kanser
Hiicrelerinde Kalsiyum Sinyali, Apoptozis ve Oksidatif Stres Degerleri Uzerine
Mesafenin Etkileri

Cep telefonlarmin ve kablosuz internetin (Wi-Fi) neden oldugu
elektromanyetik radyasyonun (EMR) kanserli hiicrelerin molekiiler mekanizmalari
tizerine olumsuz etkileri oldugu tahmin edilmekle beraber bunu bilimsel verilerle
ortaya koyan ¢alisma sayisi heniiz yetersizdir. TRPV1 katyon kanallar1 oksidatif
stres, yiiksek 1s1 (>43 °C) ve kirmiz1 biberde fazla bulunan kapsaisin ile aktive
olurlar. Iyonize olmayan radyasyonunda dokularda ismnmaya neden oldugu iyi
bilinmektedir. Hiicre i¢i kalsiyum iyon (Ca*?) dengesi ¢ok 6nemli olup, hiicre
icerisinde serbest Ca* iyon artis1 ayn1 zamanda serbest oksijen radikalleri (ROT) ve
apoptozis oranlarini artirmaktadir. Wi-Fi ve cep telefonu frekanslart 1sinma veya
oksidatif stres artisiyla TRPV1 kanallarinmi aktive ederek, hiicre ici Ca*? miktar;, ROT
ve apoptozis degerlerini artirarak kanser hiicrelerine zarar veriyor olabilir. Bu tez
calismasinda kanser hiicre kiiltiirii ortaminda cep telefonu (900 MHz, 1800 MHz) ile
Wi-Fi (2450 MHz) EMR’nin, hiicre i¢i Ca'? diizeyleri, ROT iiretimi, hiicre canliligi,
apoptozis, kaspaz 3 ve -9 aktiviteleri tizerinde mesafenin koruyucu rolii arastirildi

MCF-7 insan meme kanseri hiicre hattinin kullanildig1 ¢alismamizda hiicreler
sayilarak su sekilde 4 farkli grup olusturuldu. Tiim gruplar ayni ortamda (37 °C ve 1
saat) tutuldular.

A-Kontrol grubu: Ayni hiicre kiiltiirii ortaminda tutuldular fakat EMR maruz
birakilmadilar.

B- 900 MHz grubu: 0 cm, 1cm, 5cm 10cm 20cm 25cm mesafelerde EMR
maruz birakildi.

C- 1800 MHz grubu: 0 cm, 1cm, 5¢cm 10cm 20cm 25¢cm mesafelerde EMR
maruz birakildi.

D- 2450 MHz grubu: Ocm, 1cm, 5cm 10cm 20cm 25¢cm mesafelerde EMR
maruz birakildi.

Her mesafeden sonra hiicreler alinarak analiz edildiler ve her deney 4-6 kez
tekrar edildiler. Arastirma sonuclarinda, hiicre i¢i ROT iiretimi ve Ca*? seviyeleri,
apoptozis, kaspaz-3 ve -9 degerleri, kontrol grubuna kiyasla EMR uygulanan (B, C
ve D) gruplarda Ocm, 1cm ve 5cm yiiksek iken hiicre canliligi degeri ise diisiik
oldugu goézlemlendi. Bununla birlikte, bu degerlerin mesafelerin degismesiyle
giderek azaldigi ve hiicre canliligi degerinin ise arttigi gozlemlendi. 10 cm
mesafeden baglayarak EMR kaynagindan uzaklastik¢a kontrol (A) ve EMR gruplar
(B, C ve D) arasinda fark olmadig1 gézlemlendi.

Sonug olarak, (900 MHz, 1800 MHz, 2450 MHz) EMR’nin neden oldugu
hiicre i¢i Ca*? diizeyleri, oksidatif stres ve apoptozis artisin1 dnlemede radyasyon
kaynagindan 10 cm ve daha uzak mesafelerin koruyucu roliiniin oldugu gézlemlendi.

Anahtar Kelimeler: Cep telefonu, kablosuz internet (Wi-Fi), kalsiyum iyonu,
oksidatif stres, apoptozis, meme kanseri
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ABSTRACT

Effect of Different Distances and Electromagnetic Radiation caused by Mobile
Phones (900 MHz and 1800 MHz) and Wireless Internet (2450 MHz) on
Calcium Signalling, Apoptosis and Oxidative Stress Values in Cancer Cells

Nowadays, mobile phones (900 and 1800 MHz) and wireless internet (Wi-Fi,
2.45 GHz) are widely used although they are estimated to have a negative impact by
electromagnetic radiation (EMR) is not only in healthy cells but also cancer cells and
on the molecular mechanisms of these cells, the number of which demonstrating
studies with scientific data is still not well clarified yet. TRPV1 is a Ca** permeable
and non-selective channel, gated by noxious heat (> 43 °C), oxidative stress and
capsaicin (CAP). Cytosolic Ca®" increase through TRPV1 channel activation may
induce cytosolic reactive oxygen species (ROS) production and apoptosis in cancer
cells. In the theses study, we aimed to investigate protective effects of EMR from
mobile phones and Wi-Fi on calcium signalling, cytosolic ROS production, cell
viability, apoptosis, caspase-3 and -9 values in the breast cancer cells.

In the current study MCF-7 human breast cancer cell lines were used. The
cells were divided into four main groups. All cells were cultured in same culture
medium (37 °C) and time (one hour).

A-Control groups: The cells were not exposed to EMR but they were
incubated in same cell culture medium.

B- 900 MHz group: Cells in the groups were exposed to 900 MHz EMR at
different distances (0 cm, 1cm, 5¢cm, 10cm, 20cm and 25cm).

C- 1800 MHz group: Cells in the groups were exposed to 1800 MHz EMR at
different distances (0 cm, 1cm, 5¢cm, 10cm, 20cm and 25cm).

D- 2450 MHz group: Cells in the groups were exposed to 2450 MHz EMR at
different distances (0 cm, 1cm, 5cm, 10cm, 20cm and 25cm).

All the analyses at different distances were repeated 4-6 times. The cytosolic
ROS production and Ca®* concentrations, and apoptosis, caspase-3 and caspase-9
values were higher in Ocm, 1cm and 5 cm EMR (B, C and D) groups than in control
although cell viability values were increased. There was no statistical significance
on the values among the groups.

In conclusion, EMR (900 MHz, 1800 MHz, 2450 MHz) till 10 cm of
radiation source induced excess amount of oxidative stress, Ca** influx, apoptosis,
caspase-3 and -9 values. Uses of cell phones and Wi-Fi radiation sources which are
far from 10 cm may useful protection against oxidative stress, apoptosis and Ca2+
entry in breast cancer cells.

Keywords: Mobile phone, Wireless internet (Wi-Fi), Calcium Signalling, Oxidative
stress, Apoptosis, Breast Cancer
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