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1. GIRIS

Son donem teknolojilerinin giinliik yasamdaki etkileri belki de en ¢ok mobil
iletisimde hissedilmektedir. Nitekim GSM (Mobil iletisim icin kiiresel sistem) Birligi web
sayfas1 verilerine gore su andaki cep telefonu kullanici sayist 3.2 milyar1 gegmis
durumdadir (1). Bununla birlikte Cep telefonu 6rneginde oldugu gibi yeni teknolojiler,
hayat:1 kolaylastirirlarken diger yandan bir takim saglik sorunlarna da yol
acabilmektedirler.

Giintimiizde kullanilan bircok elektronik cihaz bir takim elektromanyetik dalgalar
tiretmekte ve boOylece elektromanyetik alanlar olusturmaktadir Dolayisiyla elektronik
sistemlerin yogunlugu dikkate almirsa giinlilk hayat aslinda bu manyetik alanlar i¢inde
siirdiirilmektedir. Yogun bir sekilde maruz kalinan bu elektromanyetik dalgalar ve
bununla ilgili olarak cep telefonlarmin biyolojik etkileri son zamanlarda bilimsel
caligmalara konu olmaya baslamistir.

Nitekim standart cep telefonlarmin elektromanyetik radyasyon iirettikleri ve bu
nedenle viicutta cesitli doku hiicrelerinde oksidatif stresi ve apoptozisi arttirdiklar: yapilan
caligmalarla ortaya konmustur (2). Fakat elektromanyetik dalgalarm testis iizerine olan
etkilerini arastiran ¢aligmalar bulunmakla birlikte direk olarak cep telefonunun arama veya
stand-by konumundayken testis dokusunda apoptozis veya oksidatif stres olusturup
olusturmadigini arastiran herhangi bir calisma bulunmamaktadir (3, 4). Ayrica birer
antioksidan olan Vitamin E (Vit E) ve Vitamin C (Vit C)’ nin bu etkileri ile oksidatif stres
ve dolayisiyla apoptotik etkileri azalttiklar1 bilinmektedir (2). Dolayisiyla bilgilerimize
gore ilk olarak bu caliymada standart arama veya stand-by modundayken cep telefonlarinin
urettikleri elektromanyetik dalgalarin testis dokusunda apoptozisi arttirp arttirmadigi,
oksidatif stres olusturup olusturmadig1 ve birer antioksidan olan Vit C ve Vit E’ nin bu

olas1 apoptozis ve oksidasyonu diizeltip diizeltemedigi arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Cep telefonu teknolojisi

2.1.1 Tarihge

Telefon, ilk olarak 1876’da Alexander Graham Bell tarafindan kesfedilmistir. 1973
yilinda Motorola firmasida c¢alisan Martin Cooper ilk elde tasmabilir telefonu tasarlamis
ve 3 Nisan 1973’ te ilk olarak yine bu telefonla Bell laboratuarlarin Arastirma boliimiiniin
sefi ve aym1 zamanda rakibi olan Joel Engel ile goriigsmiistiir. 10 yil sonra Motorola firmasi
tarafindan bu iirlin piyasaya uyarlanarak Motorola DynaTAC 8000X adiyla satisa
sunulmustur (5). Takip eden 7 yil icinde ABD’ de elde tasmabilir telefon kullanict sayis1
1,000,000’ u asmustir (6).

2.1.2. Cep telefonu sistemlerinin ¢calismast

Cep telefonu, basitce bir radyo vericisi ve alicisinin birlikte tek bir elektronik cihaz
tizerinde birlestirilmis sekli olarak diisiiniilebilir. Cep telefonu yer istasyonu ile
elektromanyetik dalgalar iireterek baglanti kurmaktadir.

Iki cep telefonu yan yana dursalar dahi birbirleriyle dogrudan iletisim kuramazlar.
Aradaki iletisim genellikle yiiksek yerlere (ev ¢atilari, direkler, vb.) yerlestirilmis olan ve
hiicresel haberlesme sistemlerinde merkezi istasyonlar olarak gorev yapan “baz
istasyonlar1” araciligi ile yapilmaktadir (7, 8). Baz istasyonlar1 olmadan cep telefonlari
iletisim saglayamazlar. Iletisim hizmeti verilecek alani kapsayan baz istasyonlari, bal
petegine benzetilebilecek ag yapisindaki bircok hiicrenin merkezlerine yerlestirilmis alici-
verici antenli sistemlerden olusmaktadir. Haberlesmenin yapilacagi alan “hiicre” denilen
kiiciik alanlara boliinmiistiir. Her hiicrenin merkezinde bir baz istasyonu bulunur ve bu
hiicreler birleserek bir iletisim ag1 olustururlar. Herhangi bir cep telefonundan gelen ¢agri
isteginin 1ilgili kullaniciya ulastirilmasi bu ag yapisit tarafindan gerceklestirilir. Baz
istasyonlari, Hareketli Anahtarlama Merkezleriyle (MAM) ve MAM’ lar birbiriyle ya
kablo ya da yonlii radyolinklerle baghdirlar (Sekil 1). Cep telefonlar: ile baz istasyonlar1
arasindaki iletisim, elektromanyetik dalgalar yoluyla gerceklestirilmektedir. Hiicresel yap1
sayesinde ayni anda daha ¢ok kullanic1 haberlesebilir. Baz istasyonlarinin sebep oldugu
toplam elektromanyetik enerji sabit bir degerde degildir; kullanici yogunluguna gore
degisir (8). Baz istasyonu konusmay1 sabit bir kablo iizerinden ya da yodnlendirilmis
elektromanyetik dalga demeti halinde (yonlii radyolinklerde) MAM’ lara ulastirir.
Konusma oradan, “Cep telefon sistem sunucusunun” ana bilgisayarmna iletilir. Bu

bilgisayar, tiim cep telefonlari, nerede olduklarini bildiginden, konusmay: alici cep



telefonunun bulundugu en yakin baz istasyonuna yollar. Bu sekilde alicinin cep telefonuna
ulagir. iletisim bu yolla saglanmis olur (7).

Mobil telefon, arama sirasinda en yiiksek c¢ikis giicii ile baz istasyonuna ulagmaya
calisir. Baz istasyonu ile baglant1 kurulduktan sonra ¢ikis giicii haberlesme saglanabilecek
en ekonomik seviyeye diiser. GSM sistemlerinde mobil telefonlar ve baz istasyonu
arasinda karsilikl iletisim olmasi gerekir. Bundan dolay1 baz istasyonu ve mobil telefon
arasindaki uzaklik arttikga, iletisimin saglanabilmesi icin hem kulenin hem de mobil
telefonlarin ¢ikis giiclerinin arttirilmasi gerekir. Iletisimin hiicresel yap: kullanilmadan
sehir disina kurulan bir kule ile saglanacagi bir yapida, kuleye yakin mesafelerde ve kuleye
uzak olan mobil telefonlarda cok yiiksek elektromanyetik alan seviyeleri olusur. Mobil
telefonlar i¢cin 900 MHz’ de en yiiksek ¢ikis giicii 2 W, 1800 MHz’ de 1 W’ tir.

Cep telefonundan yayilan mikro dalga istmas1 400-1780 megahertz (MHz) frekans
araligimnda daha iyi calisir. Tiirkiye” de kullanilan hiicresel haberlesme sistemleri GSM900
ve DCS1800° diir. GSM900’ iin c¢alisma frekans bandi 880-960 MHz, DCS1800’ iin
frekans bandi ise 1710-1880 MHz’ dir (8).

Baz istasyonu

!“Hljcre

Baz istasyonlannin olugturduklarn hicreler

Sekil 1. Baz istasyonlart hiicresel ag yapis1 ve cep telefonu ile etkilesim



2.1.3. Elektromanyetik dalgalar

Elektromanyetik dalgalar, bircok dogal ve insan yapimi kaynaklar tarafindan
yayilabilmektedir. Radyo Frekans (RF) bolgesinde yer alan elektromanyetik dalgalar
iletisimde, radyo ve televizyon yayinlarinda kullanilmaktadir. Teknolojideki gelismelerin
bir sonucu olarak elektromanyetik dalgalarin kullanimi her gecen giin artmakta ve bundan
dolay1 elektromanyetik dalgalara olan maruziyet artmaktadir.

Frekans, elektromanyetik dalgalarin saniyede yaptigt salmim sayist yani
elektromanyetik dalgalarin tekrarlama sikligidir ve birimi Hertz (Hz)’ dir (8). 1 Hz
saniyede bir salimmm; 1 kilohertz (kHz) saniyede 10° Hz; 1 MHz saniyede 10° Hz; 1
gigahertz (GHz) saniyede bir milyar Hz ya da 10° Hz’ dir. Elektromanyetik dalgalarmn bir
salmimda aldiklar1 yola dalga boyu denir. Dalga boyunun birimi mesafe birimleridir.

Elektromanyetik dalgalar binalarin igine girebilirler. Biitiin cisimler elektriksel
iletkenliklerine bagl olarak elektromanyetik dalgalar1 yansitma ya da gecirme ozelligine
sahiptir. Elektromanyetik dalgalar, bina duvarindan gecerken havada yayilmalarina gore
enerjilerinin daha biiyiik bir kismimi kaybederek zayiflayarak ilerlerler.

Bir noktadaki elektromanyetik enerji miktari, kaynagindan olan uzakliga, kaynagin
etkin ¢ikis giiciine ve yayilim ortamina baghdir.

2.1.4. Radyasyon ve iyonlasma

Radyasyon (1s1ma) genel anlamda enerjinin uzayda dalgalar ya da tanecikler
(fotonlar) halinde yayilmasidir. Isi, 151k ve radyo dalgalar1 giinliik yasamdan bildigimiz
1s1ma yoluyla yayilma 6rnekleridir.

Iyonlasma, atomlardan ve molekiillerden elektron koparilmasidir. Enerji yiiklii
fotonlardan olusan elektromanyetik dalgalar, carptiklari cisimlerden elektron kopararak
onlarin iyonlagmalarina yol acabilirler. Yiiksek frekansli ve dolayisiyla yiiksek enerjili olan
x-1g1nlar1 ve gama 1sinlar1 iyonlastirict radyasyonlardir. Daha diisiik frekansh yani diisiik
enerjili elektromanyetik dalgalar (RF gibi) ise iyonlastirici olmayan radyasyon olarak
adlandirilirlar. Mobil iletisim sistemlerinin neden olduklar1 1gin1m, iyonlastirici olmayan
radyasyon bolgesi icinde yer almaktadir (8). Iyonlastirici ve iyonlastirict olmayan
radyasyon bolgelerinin frekanslara gore dagilimi, kaynaklar1 ve bunlarin viicutta bilinen

etkileri Tablo 1’ de gosterilmistir.



Tablo 1. Elektromanyetik spektrum. Iyonlastirict ve iyonlastirici olmayan radyasyon
bolgelerinin frekanslara gore dagilimi, kaynaklar1 ve bunlarin viicutta bilinen etkileri (9).

IYONIZE OLMAYAN RADYASYON IYONIZE RADYASYON

RADYO FREKANSLARI VE MIKRODALGALAR Kiml Mor X-GAMA ISINLARI
Frekans Cok Cok Diisiik Radyo Mikro Otesi Otesi Yumusak  Sert X Gama
Araliklan Diisitk Frekanslar Frekanslart Dalgalar X 1ginlart sinlant 1sinlan

Frekanslar

Goriiniir

Tipik Tagima, Denizcilik Haberlesme = Haberlesme  Fliioresan Isik Flioresan ~ Medikal Niikleer Patlama
Uygulamalar ~ Dagitma, I¢  Haberlesme  Cihazlan Cihazlan, Lambalar Lambalar
(Kaynaklar) tesisat, Cihazlan Radar, Finin

Endiistride

kullanilan

cihazlar
Bilinen Kan Merkezi Katarakt, Katarakt, Katarakt Goz Deri Kanser,
Etkiler hastaliklari, Sinir Dogumsal Diisiik, yorulmast kanseri, Genetik hasar,

Losemi, Sistemi zararlar, Dogumsal ve Goz Katarakt Erken dogum

Kanser, Etkileri, Merkezi zararlar, gerilmesi

Hiicre Immun sinir sistemi  Genetik

biiytimesi, sistem hasar

Embriyo etkileri,

etkileri Hiicre zan

etkileri

2.1.5. Elektromanyetik radyasyonun biyolojik etkileri ve SAR

Ozgiil Sogurma Hizi SAR (Specific Absorption Rate), elektromanyetik enerjinin
viicut dokular1 tarafindan sogurulma hizidir. Birimi W/kg’ dir. Bugiine dek yapilan
arastirmalar insan viicudunun bir derecelik sicaklik artigini diizenleyemedigini ve bir takim
sorunlara neden olabildigini gostermektedir. Iinsan viicudunda bir derece sicaklik artis1 icin
bir kilogram doku basma 4 W giic sogurulmas: gerekmektedir. Insanlarin genel yasam
alanlarinda bu degerin 50’ de biri olan 0.08 W/kg SAR sinir degeri olarak kabul edilmistir.

Ozgiil sogurma hizinin dogrudan &lciilmesi hemen hemen olanaksizdir. Bundan
dolayi, smir degerlerin belirlenmesinde kolay Olciilebilen ve/veya gozlemlenebilen
parametreler kullanilmaktadir. Bu parametreler, elektrik alan siddeti, manyetik alan siddeti
ve gii¢c yogunlugudur.

RF elektromanyetik dalgalarinin foton enerjileri, atomlar1 ve molekiilleri
iyonlastiracak diizeyde degildir. Elektromanyetik radyasyonun goreceli olarak diisiik
frekansh bicimleri olan goriinen 151k, kizilotesi radyasyon ve RF dalgalar iyonlastirict
olmayan radyasyona Ornektir. Iyonlastirict olmayan elektromanyetik dalgalarin etkisinde
kalma sonucunda canlilarda iki tiir etki olusabilir: Isil etkiler ve 1s1l olmayan etkiler.

Isil etkiler, viicut tarafindan sogurulan elektromanyetik enerjinin 1siya doniismesi ve
viicut sicakligini arttirmasi olarak tanimlanir. Sicaklik artigi, 1sinin kan dolasimu ile atilarak
dengelenmesine dek siirer. Cep telefonlar1 gibi RF dalga kaynaklarinin sebep olabilecegi
sicaklik artis1 gercekte cok diisiiktiir ve biiyiik olasilikla viicudun normal mekanizmalari ile
kolayca etkisizlestirilebilir. Elektromanyetik radyasyonun 1sitma yOniinden insan

viicudunda en etkili oldugu bolgeler baska bolgelerden farkli olarak fazla 1s1y1 dagitacak



kan akisi olmamasindan dolayr gozler ve testislerdir. Ancak mobil telefon ve baz
istasyonlar1 antenleri tarafindan yayilan gii¢, bu tiir bir 1sinmaya neden olmayacak denli
diisiiktiir.

Isil olmayan etkilere bagh olarak RF dalgalarm etkili oldugu iddia edilen bozukluk
ve hastaliklar arasinda beyin aktivitelerinde degisiklikler, uyku bozukluklari, dikkat
bozukluklari, bas agrilar1 bulunmaktadir.

Yiiksek enerjili iyonlastiric1 elektromanyetik dalgalar, DNA ve genetik malzemeyi
kapsayan biyolojik dokuda hasara yol acabilen molekiiler degisikliklere yol acabilirler (8).

2.2. Apoptozis

2.2.1. Terminoloji

Apoptozis Yunanca kokenli bir kelime olup, apo (ayr1) ve ptozis (diisen)
kelimelerinin birlesmesinden olusmustur. “Son baharda yaprak dokiimii” anlamina
gelmektedir (13, 14). Apoptozis terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr JF, Wyllie AH, Currie
AR. adl arastiricilar tarafindan kullanilmis ve canli dokulardaki hiicre azalmalarindan
sorumlu olan, yapisal olarak Ozgiin bir hiicre Olim tipi olarak tanimlanmistir (10).
Literatiirde “programlanmis hiicre 6liimii, fizyolojik hiicre Oliimii, hiicre intihari, hiicre
kayb1" apoptozisle es anlamli olarak kullanilmistir (10, 12).

2.2.2. Apoptozisin biyolojik siireclerdeki rolii

Apoptozis bircok biyolojik siirecte etkin rol oynamaktadir. Dokularin gelismesi,
yaslanmasi ve kanama kontroliiniin saglanmasinda oldugu gibi, normal dokulardaki hiicre
topluluklarinin korunmasi siirecinde de meydana gelmektedir (11). Deri, barsak epiteli, kan
hiicreleri gibi hiicre yenilenmesinin hizli1 oldugu dokularda yaslanan hiicreler apoptozisle
ortadan kaldirilirlar. Embriyogenez ve metamorfoz siirecinde; fetusun implantasyonundan
organogenezise kadar tiim gelisim siirecinde apoptozis rol alir. Embriyolojik siirecte;
parmak aralarindaki zarin, sinir sisteminde istenmeyen noronlarin ortadan kaldirilmasinda
apoptozis rol oynar. Eriskinde hormona bagl involiisyonda; 6rnegin, menstriiel siklusta
endomentriyal hiicre yikimi, menapozda folikiil atrezisi, laktasyonun kesilmesinden sonra
meme bezlerinin kiiciilmesinde apoptozis goriilir. Bagisiklik sistemi hiicrelerinin
seciminde de apoptozis onemli rol oynamaktadir. Apoptozisin en klasik Ornegi sayilan
yenidogan timusunun involiisyonu sonucunda T lenfositlerin yaklasik % 98’1 seleksiyona
ugramaktadir. B hiicrelerinde ise apoptozisin baskilandigi belirtilmektedir. Bunun
fizyolojik ©Onemi, B lenfositlerinin duyarli oldugu uyaranla yeniden karsilagmasi
durumunda hazir bulunmasini saglamaktir (14). Ayrica zararl ajanlarin veya hastaliklarin

yaptig1 hiicre hasarlarina veya immun reaksiyonlara yanitta da rol almaktadir (15).



Apoptozisin bir dokuda uygunsuz bir sekilde az veya yetersiz meydana gelmesiyle
bircok norodejeneratif hastalik, iskemik hasar, otoimmun hastalik ve kanser tipi meydana

gelebilmektedir (Tablo 2) (11).

Tablo 2. Hastaliklarda apoptozisin rolii (14)

Apoptozisin artmasiyla ilgili hastaliklar

Apoptozisin azalmasiyla ilgili hastaliklar

1.Norodejenaratif bozukluklar
Alzheimer hastalig
Amiyotrofik lateral skleroz
Creutzfeld-Jakob hastaligi
Huntington hastalig
Parkinson hastalig1
Retinitis pigmentosa
Spinal muskular atrofi
2.Hematolojik bozukluklar
Aplastik anemi
Fanconi anemisi
Hodgkin hastalig
Myelodisplastik sendromlar
Polycythemia vera
3.0toimmiin bozukluklar
Fulminant hepatit
Graft-versus-host hastalig
Hashimoto tiroiditis
Insiiline bagiml1 diyabet
Multipli skleroz
Romatoid artrit
Skleroderma
Sjogren sendromu
4.iskemik yaralanma
Iskemi ve reperfiizyon
Bobrek enfarktiisii
Miyokardial enfarktiis
inme
5.Toksinlere bagh hastaliklar
Alkole bagli hepatit
Pulmonar fibrozis
Sepsis
6.Bakteriyal ve viral enfeksiyon

Kazamlmis immiin yetersizlik sendromu (AIDS)

Ebola viriisii
Chlamydia trachomatis
Helicobacter pylori
Neisseria meningitis
Salmonella typhimurium
Shigella flexneri
7.Digerleri
Travmatik spinal kord yaralanmasi
Tumor kargi-atagi (immun ayricalik)

1.Kanser
Blastom
Karsinom
Losemi
Lenfoma
Malign gliom
Sarkom
Seminom
2.Premalign hastaliklar
Ataxia telangiectasia
Paroksimal nocturnal hemoglobiniiri
Myelodisplastik sendromlar
Xeroderma pigmentosum
3.0toimmiin bozukluklar
Otoimmiin lemfoproliferatif sendrom (tip I ve II)
Sistemik lupus erythematosus
4.Ateroskleroz
5.Metabolik bozukluklar
Niemann-Pick hastalig
Osteoporozis
Wilson hastaligi
6.Viral enfeksiyonlar
Adenoviruses
Baculoviruses
Epstein-Barr Virus
Herpesviruses
Poxviruses

Prematiir ve fizyolojik yaslanmada apoptozis
Down sendromu
Erken yaslanma (Progeria)
Xeroderma pigmentosum

2.2.3. Kaspazlar

Kaspazlar, sistein proteazlardir ve aspartik asitten sonraki peptid bagim kirarlar.

Hiicrede inaktif (zimojen) olarak bulunurlar ve proteolitik olarak birbirlerini aktiflestirirler.

Boylece bir kaskad seklinde islerler. Apoptoziste hiicreyi parcalayan yani apoptotik

morfolojinin olusumunu saglayan etkenler “effectors” olarak bilinirler.

Kaspazlar; Kaspaz-1 (ICE), Kaspaz-2 (ICH-1, Nedd-2), Kaspaz-3 (CPP32, Apopain,
Yama), Kaspaz-4 (ICH-2, TX, ICEre,), Kaspaz-5 (ICErel,, TY), Kaspaz-6 (Mch2),
Kaspaz-7 (ICE-LAP3, Mch3, CMH-1), Kaspaz-8 (FLICE, Mch5, MACH), Kaspaz-9



(Mch6, ICE-LAP6), Kaspaz-10 (Mch4), Kaspaz-11 (ICH-3), Kaspaz-12, Kaspaz-13
(ERICE), Kaspaz-14 (MICE) seklinde siniflandirilmaktadir.

Inaktif (zimojen) formdaki kaspazlar kirilarak aktiflesirler ve dimerize olurlar.
Kaspaz aktivasyonu (dimerizasyonu) ya hiicre yiizey 6liim reseptorlerinin aktivasyonu ya
da kaspaz-9 baglayici protein olan Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-1)’ in
oligomerize olmak iizere indiiklenmesi ile gerceklesir.

Apaf-1’ in indiiksiyonu ise Sitokrom c¢ (Sit C)’ nin mitokondriden saliverilmesi ile
gerceklesir. Apaf-1" in oligomerizasyonu kaspaz-9 monomerlerinin bir araya getirilmesini
saglar. Boylece aktiflesen kaspaz-9, kaspaz-3’ ii aktiflestirir.

Mitokondriden ayrica AIF (apoptozis indiikleyici faktor)’ ler saliverilir. Bunlar heniiz
bilinmeyen bazi niikleazlar1 aktiflestirerek DNA degredasyonuna yol agarlar ama bunlarin
niikleusda yol actig1 morfoloji degisikligi apoptoziste tipik olarak goriilen tipte degildir.
Daha ziyade, net olarak secilebilen sinirlardan ziyade diizensiz smirli ve periferik
yerlesimli daginik niikleus parcalar1 seklindedir. Her dokunun eksprese ettigi kaspaz tipi
farkli olabilir. Bu durumda farkli dokular icin farkli kaspazlarin aktivasyonu yoluyla
apoptozisin gerceklestigi diisiiniilebilir. Ornegin, periferik T hiicreleri ultraviyole ile
indiiklenmis apoptozise gitmek i¢in ne kaspaz-3’ e ne de kaspaz-9’ a gereksinim duyarlar.
Oysa embriyonik stem hiicreler bu durumda her iki kaspaza da gereksinim duyarlar. (12).

2.2.4. Apoptozisin olusumu

Bir¢ok fizyolojik ve patolojik durum veya faktor apoptozise neden olabilir. Fakat her
hiicre aym: faktore ayni sekilde yani apoptozisle cevap vermez (11). Apoptozisi etkileyen
faktorler kabaca biiyiime faktorlerinin geri c¢ekilmesi, sitokinler, hiicre ic¢i kalsiyum
miktarindaki artig, TNF (tiimor nekroz faktor), Transforming Growth Factor 3, Fas/FasL
sisteminin aktive olmasi, DNA hasar1 nedeniyle bir tiimor supresor gen olan pS3’ iin aktive
olmasi, viral-bakteriyel enfeksiyonlar ve glukokortikoidler seklinde siralanabilir. Ayrica
hipertermi, radyasyon, sitotoksik antikanser ilaglar1 ve hipoksi gibi nekroz olusturabilen
etkenler de hafif dozlarda apoptozis meydana getirebilirler (14).

Simdiye kadar yapilan arastirmalarda, apoptozise iki ana yolagin neden oldugu
gosterilmistir. 1) Ekstrensek veya oliim reseptor yolak, 2) Intrensek veya mitokondriyal
yolak. Bununla birlikte bu iki yolun birlestigi ve birbirlerini etkileyebildiklerine dair
kanitlar vardir. T hiicre aracili sitotoksisiteyi ve perforin-granizim bagiml hiicre 6liimiinii
iceren ek bir yolak da mevcuttur. Perforin/Granzim yolagi apoptozisi hem Granzim A hem
de Granzim B vasitasiyla indiikleyebilir. Ekstrensek, intrensek ve Granzim B yolaklar:

ayn1 son noktada yani infaz yolaginda birlesirler. Bu yolak kaspaz-3 ayrimiyla baslatilir ve



DNA parcalanmasi, hiicre iskeletinin ve cekirdek proteinlerinin yikilmasi, proteinlerin
capraz baglanmasi, apoptotik cisimlerin olusmasi, fagositik hiicre reseptorleri icin
ligandlarin ekspresyonu ve son olarak da hiicrenin fagositik hiicreler tarafindan fagositozu

ile sonu¢lanir. Granzim A parelel bir kaspaz-bagimsiz yolagini aktive eder (Sekil 2).

Stetoksik T hicreleri
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Sekil 2. Apoptoziste yolaklar.

2.2.4.1. Ekstrensek yolak

Ekstrensek yolak apoptozisi transmembran reseptor-aracili etkilesimler ile baslatir.
Bu reseptorler TNF reseptor gen ailesinin iiyeleri olan “Oliim reseptorlerini” icerir. Bu
reseptorlerin hiicre disinda sistinden zengin baglanma bolgeleri (domain), sitoplazmik
tarafta ise 80 aminoasitten olusan “Oliim baglant1 bolgesi” (death domain) adi verilen
baglama bolgeleri vardir. Bu 6lim baglant1 bolgesi 6lim sinyalinin hiicre ylizeyinden
hiicre icine aktariminda kritik rol oynar (11). Giincel olarak en iyi tamimlanmis Olim
reseptorleri; DR1 (TNFR1, CD120a, p55, p60), DR2 (Fas, CD95, APO-1), DR3 (APO-3,
LARD, TRAMP, WSL1), DR4 (TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor 1



(TRAILR1), APO-2), DRS (TRAILR2, KILLER, TRICK2), DR6, Ectodysplasin A
reseptor (EDAR), Nerve growth faktor reseptor (NGFR)’ diir (16).

Art arda gelisen olaylar zinciri en iyi FasL/FasR ve TNF-o/TNFR1 modelleri ile
tanimlanmigtir. Fas ligandinin Fas reseptoriine baglanmasi sonucunda FADD (Fas-
associated death domain), TNF ligandinin TNF reseptoriine baglanmasi sonucunda
TRADD sitoplazmik adaptor proteinleri baglanir. Takiben FADD oliim efektor baglanti
bolgesinin dimerizasyonu sonucunda prokaspaz-8 ile birlesir. Bu noktada prokaspaz-8’ in
oto-katalitik aktivasyonu ile sonug¢lanan, bir 6lim baslatici sinyal kompleksi (death-
inducing signaling complex (DISC)) olusur.

Kaspaz-8 aktive edilince apoptozisin infaz fazi tetiklenir. Oliim reseptor aracilikli
apoptozis, FADD ve kaspaz-8 e baglanarak onlar1 inaktif hale getiren c-FLIP (FLICE-
inhibitory protein) adinda bir protein ile inhibe edilebilir (11). Apoptozisi regiile eden bir
baska potansiyel nokta Toso adinda bir proteini i¢erir. Bu proteinin T hiicrelerinde kaspaz-
8 siirecini inhibe ederek Fas-baslatic1 apoptozisi bloke ettigi gdsterilmistir (17).

2.2.4.2. Intrensek yolak

Intrensek yolak dogrudan hiicre ici hedeflere etki eden reseptorden bagimsiz uyarinin
farkli bir diizenini igerir ve mitokondriyal baslangicli olaylardir. Hiicre icindeki pozitif
veya negatif bir sinyal, intrensek yolagi baslatabilir. Negatif sinyaller biiyiime
faktorlerinin, sitokinlerin ve hormonlarin eksikligini icerir. Pozitif sinyaller ise radyasyon,
toksinler, hipoksi, hipertermi, viral enfeksiyonlar ve serbest radikallerdir.

Tiim bu wuyarilar i¢ mitokondri membranin gegirgenliginde bir degisime,
mitokondriyal transmembran potansiyel kaybina ve iki ana grup olan pro-apoptotik
proteinlerin intermembran bosluktan sitozole salinmalarina neden olur. ilk grupta Sit C,
Smac/DIABLO (Second mitochondrial activator of caspases/direct IAP binding protein
with low PI), serin proteaz HtrA2/Omi (High-temperature requirement) bulunur. Bu
proteinler kaspaz aracilikli mitokondriyal yolagini aktive ederler. Sit C, prokaspaz-9’ a ve
Apaf-1’ e baglanir ve onlar1 aktive eder, bdylece bir “apoptozom” olusur (11).
Smac/DIABLO ve HtrA2/Omi’ nin IAP (inhibitors of apoptosis proteins) aktivitesini
inhibe ederek apoptozisi ilerlettigi rapor edilmistir (18, 19).

Pro-apoptotik proteinlerin ikinci grubu olan AIF, endoniikleaz G ve CAD (Caspase-
Activated DNAse) apoptozis siiresince mitokondriden salinir, fakat bu hiicre 6liime teslim
olduktan sonra gerceklesen gec bir olaydir. AIF DNA’ nin parcalara ayrilmasina ve
periferal niikleer kromatinin yogunlagsmasina neden olur. Endoniikleaz G niikleer kromatini

ayirarak oligoniikleozomal DNA parcalar iiretir. CAD sonradan mitokondriden salinir ve
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oligoniikleozomal DNA parcalanmasina, daha fazla giiclii ve ilerlemis kromatin
yogunlasmasina neden olur.

Bu apoptotik mitokondriyal olaylarm diizenlenmesi ve kontrolii Bcl-2 ailesi
proteinleri tiiyeleri vasitasiyla olusur. Timor baskilayict protein p53, Bcl-2 ailesi
proteinlerinin  diizenlenmesinde kritik bir role sahiptir. Bcl-2 proteinleri ailesi
mitokondriyal membran gegirgenligi yonetir ve hem pro-apoptotik hem de anti-apoptotik
olabilirler. Bcl-2 ailesinin ana hareket mekanizmasimin mitokondriyal zar ger¢irgenliginin
degistirilerek Sit C’ nin mitokondriden salinmasi oldugu diisiiniilmektedir (11). Bu
proteinlerinin mitokondri membranini hedeflemesinin, apoptotik hiicrede mitokondrinin
fonksiyonlarin kontrol agisindan 6nemli bir rol oynadig1 diisiiniilmektedirler ve hiicrenin
apoptozise mi gidecegini yoksa siirecin bozulacagini m1 belirlediklerinden 6zel oneme
sahiptirler (11, 20). Apoptoziste onemli diger organellere Ornek olarak lizozomlar ve
endoskopik retikulum verilebilir (21).

2.2.4.3. Perforin/granzim yolag

Sitotoksik T lenfositler hedef hiicrelerini ekstrensek yolak ve transmembran delik
acan perforin adinda bir molekiilii sekrete edip sonradan salgilanan sitoplazmik graniillerin
bu deliklerden hiicre i¢ine gecisini iceren bir bilinmeyen yolak vasitasiyla oldiirebilirler.
Serin proteazlar olan granzim A ve granzim B bu graniillerdeki en 6nemli bilsenlerdir
(Sekil 2).

Granzim B, proteinleri aspartat kalintilarma ayirir, prokaspaz-10’ u aktive eder ve
ICAD (Inhibitor of Caspase Activated DNAse) gibi faktorleri ayirabilir. Bid” in 6zgiin
boliinmesi ve Sit C’ nin salinmasiyla 6liim sinyalinin giiciinii arttrmak i¢cin mitokondriyal
yolagi da kullanabilir ve ayrica direkt olarak kaspaz-3’ ii aktive de edebilir.

Granzim A da sitotoksik T hiicre ile baglatilmis apoptoziste onemlidir ve kaspaz
bagimsiz yolagini aktive eder. Granzim A hiicre i¢indeyken DN Ase NM23-H1 vasitasiyla
DNA kodlarm aktive eder ve bir tiimor baskilayici gen iiretir. Bu DNAse timor hiicre
apoptozisini uyarma yoluyla kanseri engellemede immun denetleme yoniinden 6nemli bir
role sahiptir. Niikleozom toplayici protein (The nucleosome assembly protein) SET
normalde NM23-H1 genini inhibe eder. Granzim A proteaz, SET kopmleksini ayirr,
boylece NM23-H1’ in inhibisyonu kalkar, apoptotik DNA’ nin yikimi gergeklesir (11).

2.2.4.4. Infaz yolag

Ekstrensek ve intrensek yolaklarinin ikisi de apoptozisin son yolagi olarak diisiiniilen
infaz (execution) fazinda sonlanirlar. Bu fazi baslatan infaz kaspazlarinin aktivasyonudur.

Infaz kaspazlari niikleer materyali pargalayan, sitoplazmik endoniikleazi, niikleer ve
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sitoplazmik hiicre iskelet proteinlerini parcalayan proteazlari aktive ederler. Kaspaz-3,
kaspaz-6, kaspaz-7 efektor veya “infazci” kaspazlar olarak is goriirler. Hiicre icindeki
bircok substratlar1 ayirir ve sonunda hiicrede apoptozise ait morfolojik ve biyokimyasal
degisikliklere neden olurlar.

Kaspaz-3’ iin en 6nemli infaz kaspazi oldugu ve herhangi bir baslatici kaspazla
(kaspaz-8, kaspaz-9, kaspaz-10) aktive oldugu diisiiniilmektedir. Kaspaz-3 6zellikle
endoniikleaz CAD’ 1 aktive eder. Takiben CAD cekirdekteki kromozomal DNA’ yi1
parcalar ve kromatin yogunlagsmasina neden olur. Kaspaz-3 ayrica hiicre iskeletinin tekrar
diizenlenmesini ve hiicrenin apoptotik cisimcikler i¢inde par¢alanmasini uyarir.

Apoptotik hiicrelerin fagositozu apoptozisin son bilesenidir ve bu hiicrelerin
yiizeyinde fosfolipid asimetrisi ve fosfatidilserinin dis yiizeye ¢ikmas1 ve onlarin parcalar:
bu fazin ayiric1 6zelligidir. Hiicrelerin dis yiizeylerinde fosfatidilserinin ortaya cikisiyla
noninflamatuar fagositik tanima kolaylasir ve hiicreler erkenden ortadan kaldirilirlar.
Inflamatuar olmayan cevaptan esas olarak bu siirecin erken, etkili gerceklesmesi ve
hiicresel bilesenlerin salinmamas1 sorumludur.

2.2.5. Apoptozis ve Nekroz

Apoptozis, nekrozdan olduk¢a farkli bir hiicre 6liim mekanizmasidir. Nekroz,
kontrolsiiz ve pasif bir siirectir ve genelde genis alanlari, hiicreleri etkiler. Aksine
apoptozis kontrollii, enerji bagiml bir siirectir ve tek bir hiicreyi veya bir grup hiicreyi
tutabilir.

Nekrotik hiicre hasar1 esasen iki ana mekanizma ile gerceklesir; 1) Hiicreye enerji
desteginin kesilmesi ve 2) Direkt hiicre zarinin hasarlanmasi (11). Nekroz fizyolojik bir
Olim sekli olmamasma ragmen apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik sartlar altinda
meydana gelebilir (12).

Apoptozis morfolojik ve mekanizma yoniinden nekrozdan 6zgiindiir. Nekrozda hiicre
icine asir1 siv1 girmesi ile hiicre siserken, apoptotik hiicre tam tersine kiiciiliir. Nekrozda
kromatin paterni hemen hemen normal hiicredekine benzerdir ama apoptotik hiicrenin
kromatini niikleus membraninin cevresinde toplanir ve kondanse olur (11, 12). Nekrotik
hiicre plazma membran biitiinliigiinii kaybeder ve hiicre icinden digina hiicre ic¢i
materyallerinin ¢ikis1 gerceklesir. Apoptotik hiicre membrani intaktir ve iizerinde kiiciik
cepgikler olusur. Nekrotik hiicre sonra lizise ugrar ama apoptotik hiicre kiigiik cisimciklere
parcalanir. Apoptotik cisimcikler membranla kaphdir, degisen miktarlarda niikleus veya
diger hiicre i¢i yapilar icerirler (12). Nekrozda hiicrenin sitoplazmik igerigi doku aralarina

cikar, inflamatuar hiicrelerin toplanmasi icin kemotaktik sinyaller gonderilir ve
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inflamasyon uyarilir. Apoptoziste hiicre zar1 hasarlanmadigindan inflamasyon olusmaz ve
hiicre veya cisimcikler komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan hizlica fagosite edilir.
DNA’nm interniikleozomal bolgelerden yaklasik 180-200 baz cifti veya bunun katlari
boyutunda DNA parcalar1 olusturacak sekilde ayrilmasi apoptozisin en Onemli 6zgiin
yOniidiir. Bu durum ultraviyole 151k altinda agaroz jel elektroforezinde merdiven goriintiisii
imajmimn (ladder pattern) ortaya ¢ikmasima neden olur. DNA’ y1 parcalayan enzim, Ca** ve
Mg** bagimli bir endoniikleazdir (11, 12). Apoptotik hiicrede goriilen onemli
degisikliklerden biri de plazma membranmin i¢ yiiziinde bulunan fosfatidilserinin erken
evrede membranin dis yiiziine dogru transloke olmasidir. Bu mekanizma apoptotik
hiicrelerin komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan taninmasini saglar (11, 12).

2.3. Oksidatif Stres

Organizmada reaktif oksijen tiirlerinin olusum hizi ile bunlarin intraselliiler ve
ekstraselliiler olarak ortadan kaldirilma hizi bir denge icerisindedir ve bu durum oksidatif
denge olarak tanimlanir (22, 23). Oksidatif denge saglandig1 siirece organizma, serbest
radikallerden etkilenmemektedir. Oksidatif stres olarak da adlandirilan, serbest radikal
olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi1 arasindaki ciddi dengesizlik, doku
hasarinda, kanser, diyabet ve ateroskleroz gibi patolojik durumlarin gelismesinde etkin
olur.

Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA ve karbonhidratlar gibi tiim 6nemli
bilesiklerin yapilarinin bozulmalarma neden olurlar. (22).

2.3.1. Serbest Radikaller

Atomlarin cekirdekleri etrafinda donen elektronlar, belirli enerji diizeylerinde,
birbirine zit momentli ciftler seklinde bulunmaya egilimlidirler. En dis yoriingede bulunan
elektron ciftinin dengesi, yoriingeye bir elektron girmesi ya da cikmasiyla bozulursa,
momenti dengelenmemis bu tek elektron; atoma (ya da molekiile) biiyiikk bir aktiflik
kazandirir. En dis yoriingede eslenmemis bir elektronu bulunan molekiil ya da molekiil
gruplarina “radikal” ad1 verilmektedir ve molekiiliin kimyasal simgesinin sag iist kosesine
konan nokta veya ¢izgiyle gosterilir (R, R) (24). Bir veya daha fazla sayida eslenmemis
elektron iceren ve yiiksek reaktivite gosteren atom veya molekiillere “serbest radikal” denir
(23). Ayrica bu molekiillere “oksidan molekiiller” veya “Reaktif oksijen tiirleri (ROS)” da
denmektedir (22). ROS her iki serbest oksijen radikallerini (O, siiperoksid ve OH’) ve bazi
radikal olmayan oksijen tiirlerini (H,O», hidrojen peroksid) kapsayan ortak bir terimdir. Bu
molekiiller elektronlarimi1 paylagsmak i¢in diger molekiillere elektron verir veya onlardan

elektron alirlar ve daha stabil tiirler olustururlar (Sekil 3) (23).
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Sekil 3. Memeli hiicrelerinde reaktif oksijen ve reaktif nitrojen tiirlerinin (RNS)
meydana gelisi (IR: iyonize radyasyon, Sit: Sitriillin, D-AA: D-Amino asit, BHy:
Tetrahidrobiopterin, Gli: Glisin, Le: Lipit radikali, SOD: Siiperoksit dismutaz, MPO:
Miyeloperoksidaz, GSH-Px: Glutatyon peroksidaz, CAT: Katalaz)

Her ne kadar serbest radikal reaksiyonlari, notrofil, makrofaj gibi bagisiklik sistemi
hiicrelerinin savunma mekanizmasi i¢in gerekli olsa da, serbest radikallerin fazla iiretimi
doku hasar1 ve hiicre 6liimii ile sonu¢lanmaktadir.

Hiicrelerdeki oksidatif hasarm olusumunda ilk swrada yer alan serbest radikaller
normal hiicresel bilesenleri baglayarak, membran lipidlerinin doymamis baglar1 ile
reaksiyona girerler, proteinlerini denatiire ederler ve niikleik asidlerine saldirirlar (22).
ROS fazla iiretildiginde apoptotik ve nekrotik mekanizmalar ile hiicrenin 6liimiine neden
olur (23). ROS’ nin ilk hedefleri hiicre zarindaki ¢coklu doymamis yag asidleri olup, bunun
sonucunda zarlarda lipid peroksidasyon sonucu hiicre yap1 ve fonksiyonunda Onemli
hasarlara neden olurlar. Ayrica DNA ve niikleik asidler iizerine serbest radikallerin
etkisiyle DNA zincirinde kopmalar meydana gelmektedir. Proteinler agisindan ise

Triptofan, Tirozin, Fanilalanin, Histidin, Metiyonin gibi siilfiir iceren aminoasitlere sahip

14



proteinler serbest radikaller ile reaksiyonlar1 daha hizli gerceklesmektedir. Bircok molekiil
elektron kazanarak ve kaybederek serbest radikal haline gelebilirken, sadece smirli bir
kismi patolojik olaylarda yer alirlar (22).

Giincel olarak degeri yeni anlagilan bir grup molekiil olan RNS diger bir serbest
radikal olan nitrik oksidden (NO) elde edilir. NO hem pro-oksidan hem de anti-oksidan
olarak davranabilir. O,", NO ile tepkimeye girerek bir sitotoksik oksidan olan peroksinitriti
(ONOQ") olusturur (Sekil 3) (23).

2.3.1.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Oksijen 8 atom numarali dogada dioksijen (O,) olarak bulunan kararsiz bir
elementtir. Bu kararsiz konumu, enerji diizeylerinde bulunan elektronlarinin yapisiyla
iliskilidir.

Oksijen molekiilindeki ayn1 yonde donen iki elektrona sahip 2P son orbitali
onemlidir. Bu orbitallerden herhangi birindeki elektron, bir orbitali birakip digerine
gectiginde veya farkli yonde dondiigiinde “singlet oksijen” olusur. Orbitallerden birine ters
doniislii iki elektron veya ikisine ters doniislii iki elektron daha gelirse “oksijen radikali”
elde edilir. Olusan radikal eslesmemis tek elektronu nedeniyle ¢ok dengesizdir ve hizla
ortamdan kaybolur. Bu yilizden bu radikaller tek elektronlarini bir baska molekiile verebilir
(rediiksiyon) ya da bir baska molekiilden elektron alarak elektron cifti olusturabilirler
(oksidasyon). Sonugta nonradikal yapiy1 radikal sekle doniistiirebilirler (24).

Serbest oksijen radikalleri 02”, O,, H,O, ve HO- olup bu radikaller oksijenli
solunum metabolizmas1 esnasinda olusurlar. Bu radikallerin yarilanma Omiirleri birkag
milisaniye ile saatler arasinda degismektedir (22). Oksijen tiirevi bilesikler Tablo 3 de

listelenmektedir.

Tablo 3. Oksijen tiirevi bilesikler (24)

Radikaller Radikal Olmayanlar
Hidroksil (HO-) Hidrojen Peroksit (H,O, )
Alkoksil (RO-) Singlet Oksijen (0O,™)
Peroksil (ROO-) Ozon (03)

Stiperoksit (O5-) Hipoklorid (HOCI )

Nitrik oksit (NO-) Lipid hidroperoksit (LOOH )
Azot dioksit (NO,-) Peroksinitrit (ONOO-)

Molekiiler oksijen, aerobik canlilarin enerji metabolizmasimdaki rolii sebebiyle hayati

bir oneme sahiptir. Molekiiler oksijenin toksik etkisi yoktur, fakat aerobik hiicre
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metabolizmasinda molekiiler oksijen, serbest oksijen radikaline doniisiir. Enzim
reaksiyonlar1 da ROS olusumuna neden olmaktadir. Oksijen radikalleri doku hasarina
neden oldurlar.

Biyokimyasal reaksiyonlar sonucu olusan oksijen tiirevli radikaller Sekil 4’ te

gosterilmistir:

H* H* H* H*
o, \ » HO, ; H,0 %’ OH ¥> H,0
Molekiiler Siiperoksit Peroksit Hidroksil

Oksijen Radikali (05 H,O Radikali
(Triplet) (02)

Sekil 4. Oksijen tiirevli radikaller.

A) Singlet Oksijen(0,")

Molekiiler oksijenin yiiksek enerji ile uyarilmis formudur ve yapisinda iki adet
ciftlenmemis elektron tasir. Biyolojik sistemlerde fotosentez reaksiyonlar: sirasinda
olusmaktadir. Oksijenin bu sekilde uyarilan formunun reaktivitesi ¢ok yiiksektir. icerdigi
bu yiiksek enerjiyi ¢evreye dalga enerjisi seklinde vererek yeniden oksijene donebilir veya
kovalent tepkimelere girer. Yarilanma omrii 10 ile 10” saniye arasindadir, bunun i¢in de
cift baglar ile tepkimeye girmeye egilimlidir. Hiicre membranindaki ¢oklu doymamis yag
asitleriyle dogrudan reaksiyona girerek lipid peroksitlerin olusumuna neden olur (22).

B) Siiperoksit Radikali (O;)

Oksijen molekiilii, orbitalinde c¢iftlenmemis elektron tasiyorsa siiperoksit radikali
olarak adlandirilir (22). O, hiicrelerde rediikte elektron tasiyicilarinin otooksidasyonu ile
tiretilmektedir ve olusumu; elektron tasiyicisinin redoks durumuna ve ortamdaki oksijen
derisimine baghdir (24). Seliiler hasarlarda tek basma fazla etkili degildir. Biitiin aerobik
hiicrelerde O, olusturulur. Organizmanin normal metabolizmasi sonucu veya cevresel
kaynakli meydana gelebilir (22). Mitokondriyal elektron transport zinciri sirasinda O’ nin
otooksidasyonu sonucu olusur. O,, O, varlhiginda ksantin oksidaz’ in ksantini veya
hipoksantini indirgemesiyle, NADPH’ nin NADPH oksidaz ile oksidasyonuyla,
mitokondriyal elektron transport sistemi (METS) ile NADH, ve FADH,’ nin NAD ve
FAD’ ye doniisiimii sirasinda, O,’ nin iyonize radyasyonla, sit p450 ile ve arginin veya
tetrahidrobiopterin eksikliginde nitrik oksit sentazla indirgenmesiyle olusur (Sekil 3).

Makrofajlar ve polimorf niiveli lokositler tarafindan gerceklestirilen fagositoz sirasinda O,
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tikketimi artar ve bu durumda plazma membraninda bulunan NADPH oksidaz tarafindan

O, olusumunu tetikler.

20,+ NADPH > NADP +20,” +H*

O," dioksijen rediiksiyonunun, biyotik ve abiyotik sistemde en sik rastlanan ara
irtindiir. O,” ’nin fazla iretimi ya da enzimatik korumanin azalmasi, bilyiimenin
yavaslamasi, mutagenez ve hiicre 6liimii ile sonug¢lanir (25).

Normal metabolizma sonucu olarak molekiiler oksijenin oksidatif fosforilasyon
esnasinda ksantin oksidaz veya NADPH-oksidaz gibi enzimlerin katalizorliigiinde bir

elektron indirgenmesi sonucunda meydana gelmektedir:

Ksantin + H;O + 20, » Urikasit + 20, ™ + 2H*

Ayrica indirgeyici molekiiller oksijene tek elektron verip kendileri oksitlenirken O,
olusturabilirler. Cevresel etki sonucu olarak da alinan bir ksentobiyotigin redoks dongiisii
sirasimnda oksidasyona ugrayarak tek elektronunu kaybetmesi ve ayrica molekiiler oksijen

ile reaksiyona girmesi sonucu olusur:

O,+e” > 0,

O,” nin yarilanma 6mrii hiicrelerin farkli yerlerinde bulunan siiperoksit dismutaz
enziminin varhigma baglimlidir, fakat genel olarak milisaniye diizeyindedir. O, yiiksek
katalitik etkiye sahip SOD tarafindan katalizlenen bu reaksiyon dismutasyon tepkimesi
olarak adlandirilir.

. SOD
20,7+ 2H* > 0,+H,0,

O, kuvvetli bir rediiktan, fakat zayif bir oksidandir. Bunun i¢in de tek basmna
hiicresel hasar olusturma potansiyeli diisiiktiir. Fakat kisa yar1 dmriine ragmen H,O,’ le
reaksiyona girerek hidroksil radikalinin olusmasina ve bdylece oksidatif hasara neden olur
(22).

O,” nin kimyasal davranisi nerede coziindiigiine gore degismektedir. Suda c¢ok
reaktif degildir. Bazen bir elektron alarak, okside edici ajan olarak davranabilir. Ornegin

askorbik asidi okside etmektedir.

Askorbik asit + O, » Askorbik Asit radikali + H,O,
Organik solventlerde daha reaktif ve tehlikelidir. Biyolojik membranlarda
olustugunda olduk¢a fazla hasar meydana getirmektedir. O, cesitli organik ya da
inorganik bilesiklerle de reaksiyona girebilir. Nitrik oksit ile reaksiyona girebilir. Nitrik

asit ile reaksiyona girip peroksinitriti olusturmasi 6nemlidir (25).
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C) Hidrojen Peroksit (H,0>)

H,0, cok potent oksitleyici bir ajan olmasmma karsin c¢ok yavas reaksiyona
girmektedir. Yapisinda paylasilmamis elektron icermediginden radikal ozellik tagimaz,
reaktif bir tiir degildir. Oksijenin enzimatik olarak iki elektron ile indirgenmesiyle ya da
stiperoksitlerin enzimatik veya enzimatik olmayan dismutasyonu tepkimeleri sonucu
olugurlar (22). Siiperoksit anyonunun (O,) hidrojenle yaptigi reaksiyona Dismutasyon
reaksiyonu ad1 verilir ve Dismutasyon hizi asidik pH degerlerinde hizlanir.

Reaksiyon su sekilde ifade edilir;

20, + 2H* > H,0:+0;

Bazi1 enzimler ya tekli (NADPH oksidaz) ya da ciftli (Glukoz oksidaz) elektron

eklenmesini katalize ederek O, veya H>O, olusmasini saglarlar (24).

2NADP + 20,
R-CHO-H,0,

v

NADPH + 20,
R—CHon + 202

v

H,0,’ in oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin demir, bakir gibi metal iyonlarinin
varhigma baghdir. H,O, ozellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile
tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarmi olusturur. Bu
formdaki demir c¢ok giiclii oksitleyici o©zelliklere sahip olup, hiicre zarinda lipid
peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baslatabilir.

Oksitleyici 6zelligi nedeni ile biyolojik sistemlerde olusan H,O, derhal ortamdan
uzaklastirilmas: gerekir. Bu gorevi 6nemli antioksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz
yerine getirir. Hidrojen peroksidin dogrudan gosterdigi hasar, protein tiyollerini okside
etmesi ve DNA ipliklerine hasar vermesidir. Gosterdigi daha 6nemli hasar ise Haber-Weiss
reaksiyonunda bir substrat gorevi gorerek cok daha gii¢lii bir serbest radikal olan hidroksil
radikalini olusturmasidir (Sekil 5).

D) Hidroksil Radikali (HO')

Hidroksil radikali, en aktif ve en toksik oksijen radikali olup iiretildigi her yerde
bircok molekiil ile reaksiyon verebilmektedir. Hidroksil radikali, iyonlastiric1 radyasyonun
etkisiyle su molekiillerinin hemolitik kirilmasi sonucunda olusabildigi gibi, H,O,’ in
metaller ile reaksiyonu sonucunda eksik indirgenmesi ile de olusabilmektedir. Demir ve
bakir gibi metal iyonlar: tarafindan katalizlenen bu indirgenme reaksiyonu Haber-Weiss

tepkimesi olarak bilinmektedir (Sekil 5).

02._ + HzOz > 02 +OH + OH’

Sekil 5. Haber-Weiss reaksiyonu ve mekanizmast.

18



Biyolojik sistemlerin tanidig1 en reaktif tiir olan hidroksil radikali, su dahil ortamda
rastladigi her molekiil ile tepkimeye girer. Biitiin bu tepkimeler, bu radikalin
paylasilmamis elektron iceren dis orbitaline elektron alma ilgisinden kaynaklanir. Yaglar,
sitokromlar, tiyoller, inaktif membran proteinleri, deoksiriboz ve DNA bazlar1 ile de
reaksiyon verdigi i¢cin genetik hasara da yol acabilir (22).

OH'’ radikalleri basta lipid, protein ve niikleik asitler (DNA ve RNA) olmak iizere
hemen hemen biitiin hiicresel molekiillerle reaksiyona girebilmektedirler. OH’, DNA’ da
bulunan deoksiriboz molekiiliine etki ederek cesitli iiriinler olusturdugu ve bu olusan
tirlinlerin bazilarinin mutajenik olduklar1 goriilmiistiir. Yine OH" aromatik halkaya katilma
ozelligi gosterdiklerinden DNA ve RNA’ da bulunan piirin ve pirimidin bazlarina katilarak
radikal olusumuna neden olurlar. Bunun gibi bir dizi reaksiyona katilabilen OH" DNA’ nin
baz ve sekerlerinde ciddi hasarlar olusturarak DNA iplik kirilmalarina neden olurlar. Hasar
cok kapsamli olursa hiicresel koruyucu sistemler tarafindan tamir edilemeyebilir ve bunun
sonucunda mutasyonlar ve hiicre 6liimleri meydana gelir.

OH'’ radikalleri DNA’ nin piirin ve pirimidin bazlar1 ile etkilesmenin yanisira tiol

grubu igeren biyolojik molekiillerden H atomu da koparabilmektedirler.

R-SH + OH: » RS-+ H,0

Sonucta olusan siilfiir radikalleri ilging kimyasal Ozelliklere sahiptir. Silfiir
radikalleri, O, ile kombine olabilir ve oksi-siilfiir radikallerini olusturur ve bunlarin
bir¢cogu da biyolojik molekiillerde hasara neden olurlar (24).

Hidroksil radikalinin sebep oldugu en Onemli hasar, lipid peroksidasyonu olarak
bilinen serbest radikal zincir reaksiyonudur (22). OH" membran fosfolipitlerinin doymamis
yag asit yan zincirlerine hiicum eder. Bu 0zellikle arasidonik asit gibi doymamis yag asit
yan zincirlerinden -C atomunun birinden H atomunun ¢ikartilmasi ve su olusumu seklinde

gerceklesir.

-C-+ OH: » -C-+H,0
Bu reaksiyon sonunda membranda -C- radikali kalir. Bu -C- radikali oksijen ile
kombine olarak peroksil radikalini olusturur.
(I)Z.
-C-+0, > —-C-

Peroksil radikaller reaktiftir ve yakinindaki doymamis yag asitlerinin yan zincirlerine

saldirir;
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92' H (|)2H

-C-+ —|C > —-C- i -C-

Lipithidroperoksit

Boylece OH' radikalleri, yiizlerce yag asitlerinin yan zincirlerini lipit
hidroperoksitlere doniistiiriir. Membranda lipit hidroperoksitlerinin birikimi membran
fonksiyonunu bozar, gecirgenligini arttirir, membrana bagh bazi enzimleri ve reseptorleri
inaktive ederler ve sonugta hiicre 6liimiine sebep olabilir (22, 24).

E) Hipoklorik Asit (HOCI)

Hipoklor6z asit de radikal olmadig1 halde ROS i¢inde yer almaktadir. Aktive olan
notrofiller, monositler makrofajlar ve eozinofiller siiperoksit radikallerini (O") iiretirler.
Radikal tiretimi fagositik hiicrelerin bakterileri 6ldiirmesinde biiyiik 6nem arz etmektedir.
Ozellikle nétrofiller miyeloperoksidaz enzimleri aracilifiyla 6nce O,” ni olustururlar ve
daha sonra dismutasyonuyla olusan H,O;’ 1 kloriir iyonuyla birlestirerek giiclii bir

antibakteriyel ajan olan HOCI’ 1 meydana getirirler (Sekil 3).

H202 + HCI » HOCI + H20

2.3.1.2. Reaktif Nitrojen Tiirleri (NO, NOZ, NO ", NO")

Lipofilik  ozellikte olup, oksijensiz ortamda olduk¢a stabildir.  Diisiik
konsantrasyonlarda iken, ortamda oksijen varliginda dahi stabilitesini koruyabilen NO,
bilinen en diisilk molekiil agirlikli, biyoaktif memeli hiicresi sekresyon iirliniidiir. Diger
radikallerden farkli olarak diisiik dozlarda toksik degildir ve cok 6nemli fizyolojik islevleri
gerceklestirir. NO®, bir atom azot ile bir atom oksijenin ¢iftlesmemis elektron vererek
birlesmesinden meydana gelmistir ve bu yiizden radikal tanimima uymaktadir. Bu lipofilik
serbest radikal damar endotel hiicrelerinde Nitrik Oksid Sentaz (NOS) enzimi araciligiyla
L-arjininden sentezlenir. NOS’ 1 bircok izoformu tanimlanmistir. NO™ in yar1 omrii 10—
20 saniyedir. Kolayca diiz kasa gecerek Guanilat Siklaz enziminin “hem” demirine
baglanir ve cGMP sentezini uyarip damar gevsemesini uyarir. NO™ metabolize olurken

molekiiler oksijen ile baglanip NO; olusturur:

2NO’+02 > 2N02

NO’ in ROS’ leri ile reaksiyon vererek giiclii bir oksidan olan peroksinitriti
(ONOOH) olusturdugu ve bunun da ileri dekompozisyonla OH" radikalinin olusumuna yol
actig1 ifade edilmektedir (Sekil 3):
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NO + 0O, » ONOO~
ONOO™ +H* » ONOOH
ONOOH » NO, + OH:

OH' radikali ise biyolojik olarak yikici bir molekiildiir. Ayrica, peroksinitrit de tirozin
gibi fenolik amino asitleri nitrolayarak toksik nitro- tiirevlerini (nitrotirozin)
olusturmaktadir. Sonu¢ olarak NO, endotel hiicre disfonksiyonu ve buna baglh
ateroskleroz, hipertansiyon ve DM gibi baz1 6nemli hastaliklarda rol oynayabilmektedir
(24).

2.3.1.3. Serbest Radikal Uretim Kaynaklar

Serbest radikaller organizmada normal olarak meydana gelen oksidasyon ve
rediiksiyon reaksiyonlar1 sirasinda olustugu gibi ¢gesitli dis kaynakh etkilerin etkisiyle de
olusabilir. Hiicre organellerinin her biri farkli miktarda radikal olusumuna sebep olurlar.
Bunlarin yanisira radyasyon, stres ve ksenobiyotikler aktive olmus fagositlerde serbest
radikal tretimini arttirirlar. Sitokrom P 450, sitokrom bS5, ksantin oksidaz, triptofan
dioksijenaz, lipooksijenaz, prostoglandin sentetaz, hemoglobin, flavoproteinler, lipid
peroksidasyonu, oksidatif stres yapan iskemi, travma ve intoksikasyon gibi durumlar,
METS, molekiiler otooksidasyon yapan tiol, hidrokinon, katekolamin, flavin ve antibiyotik
gibi molekiillerin hepsi hiicresel serbest radikalleri olustururlar. Serbest radikal olusturan
kaynaklar endojen ve ekzojen olmak iizere iki gruba ayrilabilir.

A) Endojen Serbest Radikal Uretim Kaynaklart

Normal olarak metabolizmada, bazi biyokimyasal olaylarin ¢esitli basamaklarinda
serbest radikaller olusmaktadir. Her ne kadar serbest radikal yapisina sahip maddelerin
organizmaya zarar verme potansiyelleri varsa da, bazi metabolik olaylarin ilerleyebilmesi
icin bunlarin olusmas1 kacmilmazdir. Bunlardan baghcalari; METS, endoplazmik
retikulum, redoks dongiisii, arasidonik asit metabolizmasi, fagositoz, otooksidasyon ve
oksidan enzimlerin reaksiyonlaridir.

METS, mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda oksijen kullanilirken, tiiketilen
oksijenin %1-5 kadar1 siiperoksit yapimui ile sonlanir. Buradaki radikal yapiminin nedeni
NADH dehidrogenaz ve koenzim Q gibi elektron tasiyicilardan oksijene elektron kagaginin
olmasidir. Fizyolojik kosullar altinda METS serbest radikal iiretiminin en dnemli kismini
olusturmaktadir.

Endoplazmik retikulumda bulunan sitokrom P—-450 molekiiler oksijeni kullanarak
bir¢ok substrat1 oksitler. Oksijen molekiiliiniin bir atomu substrata baglanir, diger atomu

ise su olusturur. Bu reaksiyon monooksijenaz veya karisik fonksiyonlu oksidaz reaksiyonu
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olarak adlandirilir. Kimyasal ajanlarin serbest radikal olusturmadaki en ©Onemli
mekanizmalari, mikrozomal sitokrom P—450 sistemi ile aktivasyonudur. Bu sistem,
molekiilleri indirgeyerek veya oksitleyerek serbest radikal olusturur.

Menadion, parakuat, dikuat, nitrofurantoin, gibi bilesikler alternatif bir redoks
siklusuna girerler. Bu bilesikler, ilave bir ciftlenmemis elektron kazanma egilimindedirler.
Bu ajanlardan olusan radikaller, tekrar ana bilesige doniismek i¢in kolayca oksijenle
oksitlenir ve O, ni olustururlar.

Hiicre membranlarinda prostaglandin i¢cin en 6nemli doymamus yag asidi prekiirsorii
arasidonik asittir. Fagositik hiicrelerin uyarilmasi, fosfolipaz ve protein kinazin
aktivasyonu, plazma membranlarinda arasidonik asidin salinimima yol acar. Arasidonik
asidin siklooksijenaz tarafindan katalizlenen oksidasyonu prostaglandinleri, lipooksijenaz
tarafindan katalizlenen oksidasyonu ise lokotrienleri verir ve bu tepkimeler sirasinda
serbest radikaller olusur.

Radyasyon, stres ve ksenobiyotikler aktive olmus fagositlerde serbest radikal
tretimini arttirirlar.  Aktive olmus fagositlerde {iretilen serbest radikaller patojenlerle
savagta onemli rol oynar.

Doku bilesenlerinin ¢ogu molekiiler oksijenin varliginda kimyasal olarak stabil
degildirler ve metabolik sartlar altinda az yada ¢ok otookside olurlar. Kolayca otookside
olabilen bu bilesenler doku ve hiicrelerin son derece dnemli komponentleridirler. Bunlar
arasinda, hemoglobin gibi metalloproteinler, hormonlar, tiyoller, doymamis membran
lipitleri sayilabilir. Biitiin otooksidasyonlar sirasinda serbest radikal intermediyerleri kadar
aktive oksijen tiirleri de iiretilir (Sekil 3).

Aerobik organizmalarda oksidan enzimlerin rol aldig1 bircok reaksiyonda oksijenin
tek degerlikli indirgenmesiyle siiperoksid anyonu meydana gelebilir. Glikojen oksidaz,
ksantin oksidaz, NADPH oksidaz, NADH oksidaz, diamin oksidaz, iirat oksidaz gibi
enzimler bunlardan bazilaridir. Uzerinde en ¢ok galisilan enzim Ksantin oksidaz (XOD),
aslinda ksantin dehidrogenaz (XDH) olarak sentezlenmekte ve bu sekilde dokularda yaygin
olarak bulunmaktadir. Bu enzim elektronlarin1 molekiiler oksijene degil NAD’ ye verir ve
siperoksit anyon radikali olusturmaz. Fakat XOD siilfidril oksidasyonu ya da smirli
proteolizis ile dehidrogenaz formunda oksidaz formuna doniisebilir. XOD molekiiler
oksijeni kullanarak H>O, ve O;" olusturmaktadir (24).

B) Ekzojen Serbest Radikal Uretim Kaynaklar

Serbest radikaller, ekzojen nedenlerle de olusabilir. Iyonize ve mnon-iyonize

radyasyon, hava kirleticiler, sigara dumani, zehirli gazlar, dogal zararli gazlar (ozon,
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oksijen ve hiperbarik oksijenin yiiksek konsantrasyonlari), bazi ilaglar, kanserojen
maddeler, alkol, patojenik bakteri, viriisler ve pestisitler en 6nemli ekzojen serbest radikal
tiretim kaynaklar1 olarak bilinirler (24, 25).

2.3.1.4. Serbest Radikallerin Viicuttaki Etkileri

A) Serbest Radikallerin Lipitlere Etkileri

Serbest radikallerin en Onemli etkisi lipitler iizerine yaptigi1 etkidir ki bu lipit
peroksidasyonu olarak adlandirilir (24). Lipid peroksidasyonu (LPO) reaksiyonlari, genel
olarak serbest radikal kaynakli zincir reaksiyonlar1 olarak bilinir ve serbest radikal ¢oklu
doymamuis yag asitlerinin (PUFA) oksidasyonuna neden olan ve bdylece zar lipid yapisini
degistirerek hiicre yap1 fonksiyonlarim1 bozan bir olaydir (22). Biyolojik sistemlerde bu
radikalin siiperoksit anyon radikali ile hidroksil radikali oldugu kabul edilmektedir.
Siiperoksit anyon radikali hidroksil radikaline doniismektedir. Benzer sekilde hidrojen
peroksidin de hidroksil radikaline donustiigii bilinmektedir. Bu nedenle lipit
peroksidasyonunu baslica hidroksil radikali baslatmaktadir (24).

PUFA’ lar peroksidasyona kolaylikla maruz kalabilen yapilardir (22). Lipit
peroksidasyonu doymamis yag asitlerinin serbest radikallerle etkilesmesi sonucu
doymamis yag asidindeki o—metilen grubundan bir hidrojen atomunun uzaklastirilmasi ile
baslamaktadir (22, 24). Uzaklasan hidrojen atomu sebebi ile karbon atomu iizerinde
ortaklanmamais bir adet elektron kalir ki bu da yag asiti zincirinin radikal olmasma neden
olur. Olusan lipid radikali kararsiz bir bilesiktir. Molekiil stabil duruma gelebilmek icin
molekiil ici baglarim1 tekrar diizenler ve konjuge dien yapisina doniisiir. Reaksiyon
molekiiler oksijenin lipid radikali ile etkilesmesi ve lipid peroksi radikalinin olusmasiyla
devam eder. Lipid peroksi radikali, membran yapisinda bulunan diger cok doymamis yag
asidi zincirlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olugmasina yol acarken, kendisi de
aciga cikan hidrojen atomlarin1 alarak lipid perokside doniigsmiis olur. Bu tetikleme
olaymin ne zaman sona erecegini ortamda bulunan oksijen ve antioksidan miktarina
baghdir. Lipid peroksidasyonu bir zincir tepkimesi seklinde baslayip, serbest radikaller i¢in
kesintisiz bir kaynak olusturmaktadir (22).

R-+ O, » ROO:
ROO- + RH » R+ ROOH
ROOH » ROO:- + OH:
RO- + RH » R-+ ROH
OH- + RH » R-+H,0
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Bir¢ok olayda bu sekilde olusan lipit peroksiti RO™ ve OH" verecek sekilde parcalanir
ve bu olusan radikaller hemen substrat ile reaksiyona girerek yeni zincir reaksiyonlarini
baglatacak olan R" radikallerini olustururlar (24). Hiicre bilesenlerinin, LPO olarak
adlandirilan bu sekilde parcalanisi, hiicrenin harabiyeti ile sonuglanir. (22).

Lipit peroksitleri hiicre zarlarinmn 6nemli bir komponentidir ve Fe, Cu gibi gecis
metallerinin varliginda alkoksi ve peroksi radikallerini verirler. Bu nedenle Fe veya Cu
tuzlar1 lipit peroksidasyonunun hizim arttirirlar. Sonucta hiicre zarinm akigkanlhigini ve
permabilitesini azaltarak zar biitiinliigiiniin bozulmasmna yol acarlar (24). Lipid
peroksidasyonunun sonucunda olusan hasar nedeni ile homeostaz bozularak, iyonlara
ozellikle kalsiyuma olan gecirgenlik artarken kalsiyum pompast aktivitesi bozulur (22).
Lizozomal membranlarin tahribi hidrolitik enzimlerin salinmasina ve intraselliiler
sindirime neden olur. Biriken hidroperoksitler direkt olarak toksik etki gostermenin
yanisira duyarlli aminoasit kalintilarmi1 okside eder veya zincir polimerizasyon
reaksiyonlariyla enzimleri inaktive edebilirler (24).

Lipid peroksidasyon kanser, kalp hastaliklar1 ve yaslanmanin baslica nedeni olarak
goriilmekte olup, inflamasyon, ateroskleroz, alkolik karaciger hastaliklari ve travma gibi
bir¢ok hastaligi patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir.

Lipid peroksidasyonla olusan, bozunarak cogalma reaksiyonlari sonucu karbonil
bilesiklerini de igeren bir¢ok iiriin olusur. PUFA’ larin peroksidasyonu sonucu olusan
kararsiz yag asidi hiperoksitleri daha kararli karbonillere doniisiir.

Lipid peroksidasyonu, lipid hidroperoksitlerin aldehit ve diger karbonil bilesikleri ile
etan, pentan gibi ugucu gazlara doniismesi ile son bulur. Olusan son iiriinlerden birisi de
kan plazmasinda kolaylikla teshis edilebilinen ve oksidatif stres Olctimlerinde kullanilan
MDA molekiiliidiir.

a) Malondialdehit (MDA)

Lipid peroksidasyonun son iiriinii olan MDA, kimyasal olarak aktif bir molekiildiir,
cevre, hiicre ve dokulara kolayca difiize olarak molekiiler diizeyde, 6zellikle proteinler
tizerinde zararh etkiler gosterebilir. Malondialdehit, bir Schiff bazi olusturmak i¢in iki

amin grubu ile reaksiyona girebilen bifonksiyonel bir aldehittir (Sekil 6).

Ri-NH,+O=CH-CH,-CH =0+R,-NH, —» R;-N=CH-CH=CH-NH -R,; +2H,0
MDA Schiff Bazi

Sekil 6. Malondialdehitten Schiff bazi olusumu.
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Uc ya da daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin peroksidasonu ile MDA olusur.
MDA diizeyi lipid peroksidasyonunun yaygimlig: ile korelasyon gosterir.

Malondialdehit, Tiyobarbitiirik asit (TBA) ile belirlenebilen bir lipid peroksidasyon
riiniidiir. Biliriibin gibi diger baska maddeler de TBA ile reaksiyon verdiginden, lipid
peroksidasyon diizeyi TBARs olarak ifade edilir. Bunun sonucunda iyon tagima ozellikleri
ve enzim aktivitesi zarar goriir. Kolaylikla difiize olabildiginden DNA’ nin azotlu
bazlariyla reaksiyon vererek yapilarin1 bozar. Lipid peroksidasyonu sonucu ortaya cikan
lipid peroksitler kararsiz yapilardir ve ikincil, iigiinciil reaksiyonlar1 sonucu zincir ayrilma
iirlinleri olusur. Bu iiriinler n-alkanaller, 2,4-alkadealler, malondialdehit, alkoller, ketonlar,
furanlar, laktonlar, alkanlar ve aklenlerdir.

Malondialdehit, in vivo enzimatik LPO {iriinii olarak ortaya ciktig1 gibi prostoglandin
metabolizmasinda da siklooksijenaz reaksiyonunun iiriinii olarak da meydana gelmektedir.
Vit E yetersizligi, demir veya karbon tetrakloriire maruziyet gibi LPO’ yu indiikleyen
durumlarda ve dokularin PUFA acisindan zengin oldugu ortamlarda total MDA atilimi
artar.

En yiiksek oranda bulunan iiriinlerin 4-hidroksi-alkaneller olmasina karsi, tizerinde
an fazla durulan LPO iiriini MDA’ dir. Peroksidasyon sonucu olusan MDA c¢apraz
baglanmaya membran komponentlerinin polimerizasyonuna neden olabilir. Bunun
sonucunda iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre diizey bilesenlerinin agregasyonu gibi
intrinsik membran Ozellikleri degismektedir. Malondialdehit, aminoasitler ve proteinlerle
de reaksiyona girebildigi gibi, diffiize olabildigi icin DNA’ nin nitrojenli bazlariyla da
reaksiyon verebilir.

Lipid peroksidasyonunu 6lgmek i¢in gelistirilen tekniklerden biri TBA testidir. Bu
metod lipid peroksid seviyelerinin Ol¢iilmesinde kullamilan en yaygin ve en kolay
spektrofotometrik yontemdir. MDA yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir
indikatorii degildir, fakat lipid peroksidasyonun derecesiyle iyi korelasyon gosterir.
Malondialdehit iki molekiil TBA ile reaksiyona girerek 532 nm’ de pembe renkli bir
kompleks olusturur (Sekil 7).

S N OH CHO 5 N OH  Ho W SH
2 * — ‘ +  2H0
CH:
N
N N CH-CH=CH
OH HC oH OH
TBA MDA TEA

Sekil 7.Tiyobarbitiirik asitin MDA ile reaksiyonu (22).
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TBA testinde Olciilen MDA miktarinin tiimiinin LPO esnasinda olustugu
diisiiniilmekteydi. Ancak deney esnasimnda (6zellikle 1sitma ve asidik yapma) gerceklesen
reaksiyonlar sonucunda bir miktar MDA aciga da c¢ikabilir. Bu yiizden yontemin TBA-RS
olarak adlandirilmasi daha uygundur.

b) Glutatyon (GSH)

GSH viicudun bir¢cok hiicresinde bulunan ve fonksiyonel proteinlerini oksidan

ajanlara kars1 koruyan bir tripeptittir (Sekil 8).

I I
NH;*-CH-CH,-CH,-C-NH-CH-C-NH-CH,-COO"
| I
COO™ CH,
|
SH

Sekil 8. Glutatyonun yapis1 (22).

GSH, hayvan hiicrelerinin hemen hemen hepsinde yiiksek konsantrasyonlarda
bulunur (0,1-10 mM). Glutatyon disiilfid (GSSG), GSH’ daki sisteinin tiyol grubunun
oksidasyonu ile olugmaktadir. Hiicrede bulunan GSH’ nin iigte bire yakin miktar1 disiilfid
seklinde ve tiyol grubu iceren sistein, koenzim A gibi bilesikler ile beraber bulunur.

GSH, DNA sentezinde ve hasarli DNA parcalarinin onarilmasmda, metabolik
fonksiyonlarin yerine getirilmesinde, zehirli maddelerin inaktif hale doniistiiriillmesinde ve
serbest radikallerin olas1 hasarlarinin 6nlenmesinde goérev yapmaktadir.

GSH iki peptit bagi, iki karboksilik asit grubu, bir amino grubu ve bir tiyol
grubundan olusmus bir molekiildiir. GSH molekiiliinde ¢ok sayidaki hidrofilik fonksiyonel
grubun diisiik molekiil agilikli atomlarla birlesmesi bu molekiiliin su, etanol ve amonyak
gibi polar ¢oziiciiler i¢inde kolaylikla ¢oziinmesine neden olmaktadir. GSH’ daki tiyol
grubunun oksitlenmesi ile olusan GSSG, antioksidan 6zelligini kaybeder. Tiyol grubunun
asitligi GSH’ y1 kendi anyonu ile sulu ¢ozeltilerde kuvvetlice reaksiyon vermesine sebep
olur. Reaksiyonun olugma sikligi ortam pH’ sina bagl olarak degismektedir.

GSH sentezi, L-glutamat ve L-sisteinin gama-glutamilsistein sentetaz enzimi ile
katalizlenmesi ile baslar ve GSH sentetaz enziminin katalizorligiinde GSH’ ya
donustiiriilir.  GSH, dogrudan elektrofillere baglanarak veya dolayli olarak GSH
biyosentezi ve rejenerasyonunun inhibitorlerine eklenerek tiiketilir. GSH in vivo olarak
karacigerde g-glutamilsistein ve glisinlerden, GSH sentetaz enzimi ile iiretilir.

GSH iki onemli enzime sahiptir: Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve Glutatyon-S-

transferaz. GSH-Px selenyuma baghh ve bagimsiz iki formda bulunabilir ve

26



hidroperoksitlerin reaktif olmayan bilesiklere doniismesini saglar. Memeli hiicreleri, toksik
kimyasallar ve seliiler metabolizmanin yarattig1 normal oksidatif iiriinlerinden, en dnemli
endojen sistem olan glutatyon redoks dongiisii ile korunur. Glutatyon yiiksek
konsantrasyonda (genelde milimolar diizeyinde) GSH, diisiik konsantrasyonda GSSG
(GSH’ nin disiilfidleri ve diger tiyol gruplar1 iceren) ve az miktarda tiyoeter icerir. GSH
niikleofilik 6zellik gostererek bir¢ok bilesigin elektrofilik merkezi ile tiyoeter baglar:

olusturur. GSH peroksidaz ise hidroperoksitleri siipiiriir (Sekil 9).

. 1.H,0,
NADP GSH 2.0rganik Hidroperoksit
rediiktaz peroksidaz
NADPH GSSG 1.H,O
2.Alkol

Sekil 9. Glutatyon peroksidaz tarafindan H,O, ve lipid hidroperoksitlerinin yikimu.

Ikinci enzim ise glutatyon-s-transferazdir. Glutatyon-s-transferaz, asetaminofen veya
halojenli aromatik hidrokarbonlarin mikrozomal metabolizmasi sonucu olusan elektrofilik
riinlerin GSH 1ile reaksiyonunu katalizler. Elektrofilik ajanlar niikleofilik tiyollerle ve
proteinlerle reaksiyon verme egiliminde oldugundan indirgenmis GSH ile kolayca
reaksiyon verebilirler (22).

B)Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Serbest radikallerin proteinlere etkisi proteinlerin aminoasit icerigine gore degisir.
Protein molekiilleri tizerindeki siilfhidril veya amino gruplariyla serbest radikallerin
etkilesmesi sonucu proteinlerde olusan yapisal degisiklikler iice ayrilir: 1) Amino asitlerin
modifikasyonu, 2) Proteinlerin fragmantasyonu, 3) Proteinlerin agregasyonu veya capraz
baglanmalardir.

Aromatik aminoasitlerde (fenilalanin, tirozin, triptofan) doymamis yapilar
oldugundan oksidatif ataklara ¢ok hassastirlar. Siilfiirlii amino asitler olan sistein ve sistin
de serbest radikal atagma hassas amino asitlerdir. Proteinin temel yapisindaki degisme,
antijenitesindeki degigsmeye ve proteolize hassasiyete yol agabilir. Radikaller, membran
proteinleri ile reaksiyona girebilirler ve enzim, norotransmitter ve reseptor proteinlerinin

fonksiyonlarinin bozulmasina neden olabilirler.
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C)Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksid, peroksitler ve
okzoaldehitler meydana gelirler. Bunlar diabet ve sigara icimi ile iligkili kronik hastaliklar
gibi patolojik proseslerde 6nemli rol oynarlar.

Inflamatuar eklem hastaliklarinda sinoviyal siviya gecen H,O, ve O, buradaki
mukopalisakkarit olan hiyaliironik asidi parcalarlar. Goziin vitroz sivisinda bol miktarda
hiyaliironik asit bulunur. Bunun da oksidatif hasar1 katarakt olusumuna katkida bulunur.

D)Serbest Radikallerin DNA’ ya Etkileri

Serbest radikallerin, DNA ataklar1 mutasyonlara ve hiicre 6liimlerine yol agmaktadir.
Hidroksil radikali bazlarla ve deoksiribozlarla kolayca reaksiyona girer. H,O, ise
membranlardan kolayca gecebileceginden hiicre ¢ekirdegindeki DNA’ ya ulasir ve hiicre
disfonksiyonuna hatta 6liimiine yol agar.

ROS ve RNS ile DNA hasarlarinin ¢ok az bir kismi dogal olarak meydana
gelmektedir. DNA hasarlarinin olusumunda yer alan endojen reaksiyonlar oksidasyon,
metilasyon, depiirinasyon ve deaminasyon reaksiyonlaridir. Nitrik oksid veya NO,,
ONOO-, dinitrojen trioksid (N,Os3) ve nitrik asid (HNOs) gibi reaktif iiriinleri, nitrozasyon
ve deaminasyon reaksiyonlar1 ile mutajenik aktivite gosterirler.

Hidroksil radikali fraksiyonunun DNA’daki seker grubu ile etkilesmesi, bes karbon
atomunun herhangi birinden bir H atomunun c¢ikarilmasiyla olmaktadir. DNA’ daki
degisiklige ugramis seker gruplari DNA zincirinden salinabilir ya da fosfat baglariyla
DNA’ ya bagl kalabilir.

Baz ve seker radikallerinin reaksiyonlari; degisik modifiye baz ve sekerler,
kontrolsiiz baz dizilimi, zincir kirilmalar1 ve DNA-protein capraz baglarint meydana
getirirler. Oksidatif DNA hasarlar1 da denilen bu tip hasarlar mutagenezise,
kanserogenezise ve yaslanmaya yol agmaktadir (24).

2.3.2. Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest radikaller potansiyel olarak toksik olduklari i¢in organizmalarda bunlari
etkisiz hale getirmek amaciyla savunma sistemi mevcuttur. Bunlar kisaca “antioksidanlar”
seklinde adlandirilir (22). Anti-oksidanlar “6zel bir maddenin oksidasyonunu engelleyen
veya geciktiren her madde” seklinde de tanimlanabilir ve kabaca enzimatik ve non-

enzimatik olarak simiflandirilabilirler (Tablo 4) (23).
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Tablo 4. Major antioksidanlar (23)

Major Antioksidanlar

Enzimatik Non-enzimatik
Stiperoksit dismutaz Vitaminler Indirgen Baglayici Enzim Digerleri
Katalaz ajanlar proteinler bilesenleri
Glutatyon peroksidaz Vit E Glutatyon Albumin Cinko Urik asid
Glutatyon rediiktaz Vit A Sistein Seriiloplazmin Selenyum Biliriibin
Vit C Tioredoksin  Laktoferrin Eritropoietin
Koenzim Q Transferin
B-keroten

Hiicreler serbest radikal olusumunu Onlemek ve serbest radikallerin verdigi hasari
smirlamak i¢in “antioksidan savunma sistemi” adi verilen bu mekanizmalarin enzimleri ile
peroksitleri inaktive eder, gecis metallerini tutan proteinler sentezler ve serbest radikalleri
stiptiriirler. Antioksidan molekiilleri endojen ve ekzojen kaynakli yapilar olup, oksidan
molekiillerin neden oldugu hasar1 hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 savunma ile etkisiz hale
getirirler. Hiicre dig1 savunma, albumin, bilirubin, transferin, seruloplazmin, Vit C, Vit E,
stilthidril gruplari, iirik asit ve diger tamimlanmamis molekiilleri icermektedir (22, 23).
Hiicre ici serbest radikal toplayici enzimler asil oksidan savunmay1 saglamaktadir.

Oksidanlar belirli diizeyin iizerinde olusur veya antioksidanlar yetersiz olursa, yani
denge bozulursa soz konusu oksidan molekiiller organizmanin yapr elemanlar1 olan
protein, lipid, karbonhidrat, niikleik asit ve yararli enzimleri bozarak zararh etkilere yol
acarlar. Dolayisiyla isleyisin radikaller lehine bozuldugu durumlarda patolojik olaylar
ortaya cikar.

Serbest radikaller c¢esitli kimyasal olaylarin sonucu olarak viicutta siirekli olarak
ortaya cikmaktadirlar. Serbest radikallerin yol actigi hiicre hasarinin derecesi, hiicre
icindeki koruyucu sistemlerin etkinlik derecelerine baglidir. Bunun i¢in viicutta serbest
radikalleri Onleyici, siipiiriicii 6zeliklere sahip olan endojen sistemler vardir. Serbest
radikallere kars1 dogal antioksidan savunma sistemleri arasinda SOD, katalaz, glutatyon
peroksit ve melatonin vardir. SOD’ un yapisinda bakir, ¢inko ve manganez; GSH-Px’ de
ise selenyum iyonu bulundugundan bu enzimler metaloenzim olarak da adlandirilirlar.

SOD, O," detoksifikasyonunda 6nemi rol oynayan bir metalloenzimdir.

. SOD
20,7+ 2H* > 0.+ H,0,

Enzim, siiperoksidi uzaklastirici etkiye sahipken; cok giiclii bir oksidan olan peroksit
olusumuna katkida bulunacaktir. Katalaz ve glutatyon peroksidaz da H>O,’ yi detoksifiye
ederek, SOD’ u H,0O,’ nin inaktive edici etkisinden kurtarmaktadir.
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Katalaz, GSH-Px gibi H,O,’ i reaktif olmayan iiriine ¢evirir.

2 H,0, 2H,0 + O,

Enzim H,0,’ ye kars1 spesifiktir ve 6zellikle hiicre i¢i tiim peroksizomlarda bulunur.
Glutatyon peroksidazla karsilastirildiginda daha yiiksek konsantrasyonlarda H>O»
stiptirebilir. Katalaz sirkiilasyona giren bir enzim degildir. Plazmadaki yar1 6mrii dakikadan
azdir.

Tek ve cok molekiillii organizmalar serbest radikallere karsi a-tokoferol (Vit E) ve
askorbatla (Vit C) da korumay1 saglamaktadir. a-tokoferol lipide ¢oziilebilir oldugu icin
kolayca kan-beyin bariyerini gecerek hiicre membranlara girerler ve radikal zincir
reaksiyonlarmi Onlerler. Askorbatin kan-beyin bariyerinden gecisi ¢cok yavas gerceklesir.
Askorbatin O, ve H,0O; ile etkilesimi sonucu dehidroaskorbat olugur. Bunlarin yani sira
Vit E, Vit C, B-keroten, savanoidler, koenzim Q ve Vit A da antioksidan faktorlerdir.
Demir tasiyici protein olan transferin, laktoferrin ve seriiloplazmin viicut sivilarinda demir
ve bakir1 baglayarak oksidatif hasar1 dnlerler.

Oksidatif ortamlarda yasayan tiim aerobik organizmalar, dogal olarak oksijen
radikallerinin etkisi altinda kalmaktadir. Olusan ROS’ lar proteinlere, lipidlere,
karbonhidratlara ve DNA’ ya hasar verebilme yetenegindedir. Endojen sistemler bazi
ksenobiyotiklerin indiikledigi hasar1 da Onlemekte 6nemli rol oynarlar. Teorik olarak
organizmada endojen olarak bulunan savunma sistemleri ekzojen radikal siipiiriiciiler ile
desteklenirse oksidatif hasara karsi koruma daha giiclii olur.

Antioksidanlar, hiicreleri olusturabilecek oksidatif hasara karsi degisik sekillerde
koruma Ozelliklerine sahiptirler. Bunlar; a) Radikal olusumunu engelleyerek, b)
Radikallerin olusturduklar1 hasar1 azaltarak veya engelleyerek, d) Hasara ugrayan
molekiillerin eliminasyonunu arttirarak, €) Hasarli molekiilleri onarip mutasyonlar1 en aza
indirgeyerek olabilir.

Her ne kadar antioksidanlar LPO’ niin inhibitorleri ya da zincir kiricilar olarak
adlandirilirsa da aslinda daha ayrintili savunma ile hiicreleri koruduklar1 bir gercektir.
Antioksidanlar, oksijenli ortamdan uzaklastirarak veya konsantrasyonunu diisiirerek; O, ve
peroksit gibi ana oksijen tiirevlerini ortadan kaldirarak; singlet oksijeni siipiirerek;
hidroksil, alkoksil ve peroksil gibi serbest radikalleri temizleyerek ve baglatilmig LPO

zincirini kirarak etki gosterirler (22).
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2.3.2.1. Enzimatik Antioksidanlar
A) Siiperoksit Dismutaz

SOD siiperoksit anyonunun hidrojen perokside dismutasyonunu katalizler.

. SOD
20,7+ 2H* > 0,+H,0,

SOD ile O, nin dismutasyonu ile H,O, cikaridmasi hiicre i¢in biyolojik avantaj
saglar. Hiicreden H,0, cikarilmasi i¢in SOD; katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri ile
birlikte ¢alisir.

B) Katalaz

Katalaz yapisinda hem grubu icerdiginden bir hemoprotein olarak kabul edilmistir.
H,0; olusum hizinin diisiik oldugu durumlarda peroksidatif tepkimeyle (tepkime 1) veya
H,0; olusum hiziin yiiksek oldugu durumlarda ise katalitik tepkimeyle (tepkime 2) H,O,’

1 suya doOniistiirerek ortamdan uzaklastirir.

v

H202 + AH2
HzOz + HzOz

2H,0 + A (Tepkime 1)
H,0, + 0, (Tepkime 2)

v

C) Glutatyon Peroksidaz
Glutatyon peroksidaz, hidrojenperoksidlerin indirgenmesinden sorumlu, tetramerik
ve 4 selenyum atomu ihtiva eden sitozolik bir enzimdir. Birbirine kenetli enzim sistemi

GSH-Px ve GSH-Rd glutatyon harcayarak H,O,’ nin rediiksiyonunu katalizler.

)
H,0,+ 2GSH — —» GSSG + 2H,0
GSH-Px

ROOH + 2GSH — — GSSG + ROH + H,0

Fosfolipid hidroperoksid glutatyon peroksidaz da (PLGSH-Px) molekiil agirligi
20.000 dalton olan, monomerik selenyum atomu ihtiva eden sitozolik bir enzimdir.

Membran fosfolipid hidroperoksidlerini, alkollere indirger.

)
H,0,+ 2GSH — —» GSSG + 2H,0
ROOH + 2GSH — PLGSH-Px —» GSSG + ROH + H;O
PLOOH + 2GSH — — GSSG + PLOH + H,0

Membrana bagli en 6nemli antioksidan olan Vit E yetersiz oldugu zaman PLGSH-Px
membranin peroksidasyona kars1 korunmasini saglar.
Hidroperoksidlerin rediikte olmasi ile meydana gelen GSSG, glutatyon rediiktazin

katalizledigi reaksiyon ile tekrar GSH’ a doniisiir.

Glutatyon
GSSG + NADPH + H* Rediktaz ) , »GoH + NADP'

»
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GSH-Px’ in, fagositik hiicrelerde 6nemli fonksiyonlar1 vardir. Diger antioksidanlarla
birlikte GSH-Px, solunum patlamas1 sirasinda serbest radikal peroksidasyonu sonucu
fagositik hiicrelerin zarar géormelerini engeller.

Eritrositlerde de GSH-Px oksidan strese karsi en etkili antioksidandir. GSH-Px
aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksidin artmasina ve siddetli hiicre hasarma yol acar.

D) Glutation-S-Transferazlar

Glutation-S-Transferaz (GST) ’lar antioksidan aktivitelerine ilave olarak ¢ok 6nemli
baska biyokimyasal fonksiyonlara da sahiptirler. Bu enzimler katalitik ve katalitik olmayan
cok sayida fonksiyona sahiptirler. Hem detoksifikasyon yaparlar hem de hiicre i¢i baglayici
ve tasiyici rolleri vardir. Katalitik olarak; yabanct maddeleri glutatyon (GSH)’ daki sisteine
ait —SH grubu ile baglayarak onlarin elektrofilik bolgelerini notralize ederler ve iiriiniin
daha fazla suda ¢oziiniir hale gelmesini saglarlar. Olusan bu GSH konjugatlar1 boylece
organizmadan atilabilir veya daha ileri metabolize olurlar. Bu yol, GST’ larin kanserojen,
mutajen ve diger zararli kimyasallarin hiicre i¢i detoksifikasyonunda rolleri oldugunu
gosterir.

Basta arasidonik asid ve lineolat hidroperoksidleri olmak iizere lipid peroksidlerine
kars1 GST’ lar Se-bagimsiz GSH peroksidaz aktivitesi gostererek bir defans mekanizmasi

olustururlar.

GST
ROOH + 2GSH » GSSG + ROH + H,0

Metabolize edilmeyen lipofilik-hidrofobik pek cok bilesigi baglamalar1 ise bu
enzimler i¢in depo ve tasima rolii listlendigini gosterir.

E) Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz

Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidaz, asagidaki reaksiyonla

stiperoksidi detoksifiye eden enzimdir.

40, + 4H + 4e > 2 H,0
Bu reaksiyon, fizyolojik sartlarda siirekli cereyan eden normal bir reaksiyon olup bu
yolla yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanir ve bol miktarda enerji tiretimi saglanir.
Ancak, siiperoksid iiretimi ¢ogu zaman bu enzimin kapasitesini asar. Bu durumda diger

antioksidan enzimler devreye girerek siiperoksidin zararh etkilerine engel olurlar.
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2.3.2.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

A) Askorbik Asit (Vit C)

Vit C, suda coziinme Ozelligi gosterir; ancak lipit peroksidasyonunu baslatan
radikallerin etkilerini yok ederek, lipitleri oksidasyona kars1 korur.

Vit C, antiproteazlarin oksidan maddeler ile inaktive olmasini engeller. Vit E’ nin
rejenerasyonunda gorev alarak tokoferoksil radikalinin a-tokoferole indirgenmesini saglar.

Vit C, antioksidan etkileri yaninda organizmada fenton reaksiyonunda ferri demiri
ferro demire indirgeyerek H,O»’ le etkilesmeye uygun olan O, nin iiretimine neden olur.

Bu etkisi sebebiyle askorbik asit ayni zamanda pro-oksidan olarak kabul
edilmektedir; fakat bu tip etkisinin sadece diisiik konsantrasyonlarda goriildiigii daha
yiiksek konsantrasyonlarda ise giiclii bir antioksidan olarak etki gosterir.

B) a-Tokoferol (Vit E)

a-Tokoferol (Toc) yagda c¢oziinen ve zincir-kirici bir antioksidandir. En Onemli
gorevi oksijen serbest radikallerinin ataklarina kars1 membran lipidlerindeki yag asitlerini
korumaktir. Mitokondri, endoplazmik retikulum ve plazma membran fosfolipitlerinin o-
tokoferole karsi c¢ok yiiksek affinitesi vardir. Tokoferoller fenolik bir hidrojeni
peroksidasyona ugramis bir doymamis yag asidindeki serbest peroksit radikaline aktarirlar.

Bunun sonucunda serbest radikal zincir reaksiyonlar1 kirilir.

v

ROO: + Toc-OH
ROO- + Toc-O-

ROOH + Toc-O-
ROOH + Serbest olmayan radikal

v

Olusan serbest a-tokoferol radikali bundan sonra yeni bir serbest peroksit radikaliyle
reaksiyona girir. Kroman halkas1 ve yan zincir seklindeki serbest olmayan radikal iiriiniine
okside olur. Bu oksidasyon iiriinii ikinci konumundaki hidroksil grubu iizerinden glukronik
asit ile konjugasyona ugrayarak safra yoluyla atilir.

Tokoferoliin antioksidan etkisi yiiksek oksijen konsantrasyonlarinda etkilidir.

Bundan dolay1 en yiiksek oksijen kismi basin¢larina maruz kalan lipit yapilarinda
Ornegin eritrosit ve solunum sistemi membranlarinda etkileri belirgindir.

B) Digerleri

Diger baz1 enzimatik olmayan antioksidanlar ise; f—karoten (Vit A’ nin 6n maddesi),
polifenoller, transferin ve laktoferrin, seruloplazmin, albiimin, iirik asit, bilirubindir.

B-karoten, yagda c¢Oziinen bir antioksidan olarak serbest radikaller biyolojik
hedeflerle interaksiyonuna girmeden Once direkt olarak onlar1 yakalayabilir ve ayni
zamanda zincir kiran bir antioksidan olarak etki ederek de peroksit radikalleri olusumunu

Onler.
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Polifenoller, aromatik halkaya bagli OH grubu iceren etkili antioksidanlardir, ciinkii
bu bilesiklerden olusan radikaller, rezonans kararhiligina sahiptir, bu nedenle diger
radikallere gore etkin olmayan radikallerdir.

Transferin, demiri baglayarak lipid peroksidasyonu ve demir katalizli Haber-Weiss

reaksiyonlarma katilimini durdurur veya yavaslatir.

+25 +35

Seruloplazmin, oksijen radikal ara iiriinleri salinmaksizin Fe™ yi Fe™ e oksitler.
Seruloplazmin demir ve bakir bagimli lipit peroksidasyonu inhibe eder.

Alblimin, kuvvetli sekilde bakir ve zayif olarak da demiri baglar. Ayn1 zamanda
miyeloperoksidaz tiirevi bir oksidan olan HOCI’ 1 hizli bir sekilde temizler.

Urik asit, kuvvetli olarak demir ve bakir baglama yetenegi vardwr. Lipit
peroksidasyonunu inhibe etme ve radikalleri temizleme gorevine sahiptir.

Bilirubin, yag asitlerini peroksidasyona kars1 koruma gorevine sahiptir (24).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullanilan Arag ve Geregler

Calismada Fatih Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Biyokimya Laboratuarinda
rutin olarak kullanilan cihazlardan yararlanilmistir.

1- Santrifiij (Hermle Z300, Selectra)

2- Spektroflorometre (Shimadzu UV-1700 MODEL)

3- Derin dondurucu (Sanyo, -80°C)

4- Hassas terazi (Metler Toledo AB 204-S)

5- Dijital pH-metre (Metler Toledo, Seveneasy)

6- Otomatik biyokimya analizorii (Integra 800 Roche)

7- Hormon cihazi (Roche E-170)

3.2. Deney Protokolii

Her bir grup 7 adet rattan olugmak tizere toplam 42 adet rat (Wistar Albino) 6 gruba
ayrildi. Swrasiyla gruplar;

1. Grup: Kontrol grubundaki ratlara herhangi bir miidahale yapilmadan bu gruptaki
ratlar standart laboratuar ortaminda 1 ay siireyle beslendi.

2. Grup: Antioksidan grubundaki ratlara sadece antioksidan madde olarak Vit C (20
mg/kg/giin, intraperitoneal) ve Vit E (50 mg/kg/giin, I.M.) verildi.

3. Grup: Arama grubundaki ratlar 1 ay boyunca giinliik 8 saat siireyle her saat basi
10 dk. aranan ve diger zamanlarda stand-by konumunda duran cep telefonunun yaydig:
elektromagnetik radyasyona maruz birakildi.

4. Grup: Stand-by grubundaki ratlar 1 ay boyunca devamli stand-by konumundaki
cep telefonunun yaydigi elektromanyetik radyasyona maruz birakildi.

5. Grup: Arama + Antioksidan grubundaki ratlar 1 ay boyunca giinliik 8 saat siireyle
her saat bas1 10 dk aranan ve diger zamanlarda stand-by konumunda duran cep telefonunun
yaydig1 elektromanyetik radyasyona maruz birakilirken, aymi siire i¢inde bu ratlara ek
olarak antioksidan madde olarak Vit C (20 mg/kg/giin, intraperitoneal) ve Vit E (50
mg/kg/giin, I.M.) verildi.

6. Grup: Stand-by + Antioksidan grubundaki ratlar 1 ay boyunca devamli stand-by
konumundaki cep telefonunun yaydig: elektromanyetik radyasyona maruz birakilirken ayni
siire icinde ek olarak antioksidan madde olarak Vit C (20 mg/kg/giin, intraperitoneal) ve
Vit E (50 mg/kg/giin, I.M.) verildi.
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Calismada iki adet SAR degeri 1.00 W/kg olan (24) Nokia 8210 cep telefonu ve
DCS1800 haberlesme sistemi (Avea) kullanildi. Telefonlar 1 ay siiresince devamli sarj
durumunda tutularak kapanmalar1 engellendi. 3 ile 5. gruptaki ratlar i¢in ortak bir telefon, 4
ile 6. gruptaki ratlar icin ise ayr1 olarak ortak bir cep telefonu kullanildi. Cep telefonuna
maruz birakilan ve birakilmayan gruplar birbirlerinden en az yaklasik 7.80 metre uzakta ve

ayr1 ayr1 odalarda tutuldu (Sekil 10).

a b
3 | P 5 4 | 7 6
z — >78metre —*» é
(Arama Gruplar1) (Standby Gruplar)
> 7.8 metre > 7.8 metre
1 2

Sekil 10: Deney diizeneginin sematik gosterimi. 1: Kontrol grubu, 2: Antioksidan
grubu, 3: Arama grubu, 4: Stand-by grubu, 5: Arama + Antioksidan grubu, 6: Stand-by +
Antioksidan grubu, a: Arama+stand-by konumundaki cep telefonu, b: Stand-by
konumundaki cep telefonu

3.3. Yontemler

1 aylik siire sonunda genel anestezi altinda ratlarin testisleri almip testis dokusunda
apoptozisi degerlendirmek amaciyla TUNEL yontemi ve apoptoziste kullanilan antijeni
ortaya c¢ikarmak icin Proteinaz K kullanildi. Ayrica oksidatif stresi degerlendirmek
amaciyla MDA, SOD, GSH-PX, Katalaz diizeyleri 6l¢iildii.

3.3.1. Testis dokularinda SOD Tayini

Doku SOD aktivitesi, Yi-Sun’ un 1988’ de tanimladigi, ksantinin ksantin oksidaz ile

O2-" olusturmasit ve bunun da Nitrotetrazolium Blue (NBT) ile renkli bir bilesik

olusturarak bu renk siddetinin spektrofotometrik olarak Olciilmesi esasimna dayanir (27).

Ortamdaki SOD aktivitesi ne kadar fazla ise O2-7" yi ortadan kaldiracag: icin olusan rengin

siddeti o kadar az olacaktir.
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[ Ksantin Oksidaz ]

# 02'
Renkli bilesik

Ksantin

0, + NBT

v

3.3.1.1. Reaktifler
e Stok ksantin: 3mmol/ L
e NBT: 150 pmol/LL
¢ Na,COs: 400 mmol/L.
¢ BSA (Bovine serum albumin): 1 g/L.
¢ CuCl,: 0.8 mmol/L
Ksantin oksidaz (XO) enzim ¢6zeltisi: 1/100 (v/v) 2 M’ ik amonyum siilfat ¢cozeltisi
ile diliie edild1.
Kloroform / etanol: 3/5 (v/v)
Reaktif karigimi: 40 ml 10 kat diliie edilmis stok ksantin ¢ozeltisi + 20 ml NBT +12
ml Na,COs + 6 ml BSA karistirildi ve 250 ml’ ye tamamland.
3.3.1.2. Ol¢giimiin Yapilisi:
Dokular distile su ile Y2 oraninda teflon metal uclu homojenizatorle homojenize
edildi. Siipernatan, kloroform/etanol karigimi ile 1/1 (v/v) oraninda karistirildi. 5,000 x g’
de +4 °C’ de 2 saat santrifiij edildi. Enzim aktivitesi tayini ve protein tayini bu

siipernatandan yapildi. Protein miktarlar1t Lowry metodu ile dl¢iildii (28).

Tablo 5. Numune ve Kor karisimlarinin olusturulmasi

Kor Numune
Reaktif karisim 2.9 ml 2.9 ml
Numune - 50ul
Distile su 50ul --
XO cozeltisi 50ul 50ul

25°C’ de 20 dakika inkiibasyondan sonra tiiplere 0.8 mM CuCl,’ den 1 ml eklendi ve

560 nm’ de distile suya kars1 okundu.

3.3.1.3. Hesaplama:

Kor abs — Numune abs
% inhibisyon = ( ) x100
Kor

% 50 inhibisyonu 1 U aktivitenin sagladig1 diisiiniilerek hesap yapildi. SOD enzim
tayini sonucu elde edilen sonuclar protein miktarlarina boliinerek U/mg protein olarak

verildi.
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3.3.2. Testis dokularinda Lowry yontemi ile protein tayini

3.3.2.1. Reaktifler

* % 2’ lik Na,COs iginde 0.1 N’ lik NaOH (A)
® % 2’ lik Na-K tartarat (B1)

® 9% 1’ lik CuSO4(B2)

¢ Folin Ciocalteu (F.c); 1 hacim F.c. + 1 hacim distile su

e Standart olarak 1 mg/ml BSA kullanildi.

e (soliisyonu; 0.5 ml B;+ 0.5 ml B+ 16.5 ml A

3.3.2.2. Deneyin yapilist

Deney tiipleri vortekslendikten sonra, 20 dakika bekletildi. Daha sonra deney

tiiplerine 200 pl folin cekolte eklenerek iyice vortekslendi ve 40 dakika karanlikta

bekletildi. Tiipler 750 nm’ de kore kars1 okundu.

Tablo 6. Kor, standartlar ve numune karisimlarinin hazirlams sekli

BSA Distile su C soliisyonu
Kor - 100 wl 2 ml
Standart-1 10 ul 90 ul 2 ml
Standart-2 20 ul 80 ul 2 ml
Standart-3 40 ul 60 ul 2 ml
Standart-4 80 ul 20 ul 2 ml
Numune 20 wl 80 ul 2 ml

3.3.2.3. Hesaplama

Protein miktari = (

Sonuglar mg/ml olarak elde edildi.

3.3.3. Testis dokularinda MDA tayini

3.3.3.1. Reaktifler

® % 0.6" ik TBA (renk i¢in)

® % 1’ lik fosforik asit (asidik ortam i¢in)
* % 1.15 lik KCl (doku homojenize esnasinda ayirim icin)

e p-biitanol

3.3.3.2. Deneyin Yapiulis

Numune abs
Standart abs

) x Standart konsantrasyonu

% 1.15° lik soguk KCI’ deki % 10’ luk doku homojenatlarindan 0.5 ml alinip iizerine
3 ml % 1’ lik fosforik asit ve 1 ml % 0.6’ lik TBA soliisyonu ilave edildi. Karistirildiktan

sonra 45 dakika kaynar su banyosunda bekletildi. Tiipler sogutulur ve 4 ml n-biitanol ilave
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edilip karistirildi. 3,000 devirde 5 dakika santrifiij edildikten sonra tiipiin iist kismindaki n-

biitanol faz1 535 ve 520 nm’ de spektrofotometrede okundu. Iki absorbans arasindaki fark

nmol/gr doku MDA diizeyi olarak kullanild1 (29).
3.3.4. Testis dokularinda GSH-Px Tayini
3.3.4.1. Reaktifler
¢ 50 mM Fosfat Tamponu
e 3.6 mM NaNj
¢ 5mM GSH
e (0.3 mM NADPH
e 0.25mM H,O,
e (Glutatyon Rediiktaz
3.3.4.2. Homojenatin Hazirlanist
Dokular 20 mM, pH 7.4, Tris-HCl tamponunda buzlu su banyosu icinde
homojenize edildi. Elde edilen homojenat +4 °C ’de 5,000 x g’ de 10 dakika
santrifiijlendi. Siipernatandan GSH-Px aktivitesi olciildii
3.3.4.3. GSH-Px Aktivitesinin Olgiimii
Glutatyon peroksidaz aktivitesi Paglia ve Valentina’ nin ¢ift enzim metodunun bir
modifikasyonu ile tayin edildi (30).
3.3.4.4. Deneyin Yapilis
3,6 mM NaN3, 5 mM GSH ve 0.3 mM NADPH 50 mM Fosfat Tamponu i¢inde
coziilerek reaktif karigimi hazirlandi. 1 ml reaktif karigimi i¢ine 20 pl numune, 10 pl
glutatyon rediiktaz eklenerek 5 dakika boyunca oda 1sisinda inkiibe edildi. Karigima 25
ul H,O, ilave edilerek reaksiyon baslatildi. 5 dakika boyunca 340 nm dalga boyunda
spektrofotometrik 6lciim yapildi. NADPH icin molar absorbsiyon katsayis1 6.22 x 10°
M"' cm™ kullanilarak AA= a,AC.1 formiiliine gore dakika basina okside olan nmol
NADPH hesaplandi. Siipernatandan da Lowry metodu ile protein tayini yapilarak
glutatyon peroksidaz aktivitesi, pmol/mg protein olarak hesaplandi.
3.3.5. Testis dokularinda katalaz Tayini
Aebi metodu ile ¢alisildi (31).
3.3.5.1. Reaktifler
¢ 50 mM pH:7 Fosfat tamponu
® 100 cc Fosfat tamponu + 18.612 mg EDTA’ dan olusan homojenizasyon

tamponu
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¢ 17 mM H,0, (0.15 ml H,O, +100 ml fosfat tamponu)
3.3.5.2. Homojenatin Hazirlanist
100 mg doku 0.9 ml homojenizasyon tamponunda ¢oziilerek Homojenize edildi.
Homojenat 5,000 g’ de +4 °C’ de 10 dk santrifiij edilerek siipernatanindan katalaz calisild1.
3.3.5.3. Deneyin Yapiulis

Tablo7. Kor ve numune karigimlarinin hazirlams sekli

Kor Numune
Numune - 10 ul
Distile Su 100 ul 90 ul
H;O: - 2.8 ml
Fosfat tamponu 2.8 ml -

Fosfat tamponuna kars1 H,O, absorbansi 0.450 — 0.550 arasinda olmalidir.

240 nm dalga boyunda 3 dk boyunca okuma yapildi. Absorbans egrisinin lineer
araligindan hesaplama yapildi. Sonuglar katal/mg protein olarak elde edildi.

3.3.5.4. Hesaplama

K= (2,3/At)*log(A/A,)]

At: 11k absorbans ve son absorbansin lineer oldugu arahik (sn)

A;: Tk okuma absorbans degeri

A: Son okuma absorbans degeri

3.3.6. Testis dokularindaki apoptotik hiicrelerin tayini

Rat testisleri Bouin soliisyonunda tespit edildikten sonra standart doku takip islemine
alind1 ve parafin igerisine gomiilerek bloklandi. Parafin bloklardan elde edilen 5 um
kalinligindaki kesitler deparafinize ve rehidrate edildikten sonra kesitlerden biri rutin
hematoksilen eozin ile boyanirken digeri germ hiicre apoptozisini belirlemek iizere
TUNEL yontemi ile boyandi. Bunun icin Takara In situ Apoptosis Detection Kit (Takara
Biomedicals, Tokyo, Japonya) kullanildi. Deparafinize ve rehidrate edilen ve bir siire
distile suda tutulan kesitlere oda sicakliginda 15 dakika siire ile Proteinaz K (20 pg/ml)
uygulandi. PBS (phosphate-buffered saline) icerisinde yikanan kesitler endojen peroksidaz
inaktivasyonu i¢in % 3’ likk H,O, soliisyonunda tutuldu. Tekrar PBS ile yikanan kesitler
TUNEL reaksiyon karigimi (5 pl TdT-terminal deoxynucleotidyl transferase enzim ve 45
ul reaksiyon soliisyonu) ile 1s1s1 37 °C’ ye ayarlanmig etiiv igerisinde nemli ortamda 60
dakika inkiibe edildi. U¢ ayr1 PBS soliisyonunda 5’ er dakika yikanan kesitler Anti-FITC
HRP bilesiminde 37 °C’ de 30 dakika tutuldu. U¢ ayr1 PBS soliisyonunda 5’ er dakika
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yikanan kesitler oda sicakliginda 10 dakika DAB (diaminobenzidine) ile renklendirildi.
Mayer hematoksilen ile zit boyama yapilan kesitler 151k mikroskobunda degerlendirildi.

Her doku icin en az 500 seminifer tubulde apoptotik hiicre sayimi yapildi. Niikleer
boyanma pozitif reaksiyon olarak kabul edildi. Degerlendirme i¢in iki ayr1 apoptotik
indeks kullanild1.

1. Apoptotik indeks-1 (AI-1) her 100 tubuldeki TUNEL pozitif apoptotik hiicre

sayisini,
2. Apoptotik indeks-2 (AI-2) her 100 tubuldeki TUNEL pozitif apoptotik hiicre
iceren tubul sayis1 temsil etmektedir.

3.4. Istatistiksel Analiz

Coklu karsilagtirmalarda Kruskal-Wallis testi kullamildi. Bu test icin p<0.05
bulunmasi durumunda Mann-Whitney U testi ile ikili karsilagtirmalar yapildi ve bu
durumda anlamlilik sinir1 p<0,003 olarak kabul edildi. Kruskal-Wallis testinde p>0.05
saptanmasit durumunda ise ikili karsilastirmalar yapilmadi. Analizler SPSS 13.0

kullanilarak yapilmustir.

41



4. BULGULAR

MDA ve CAT diizeylerine gore gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi (Sirasiyla p=0.243 ve p=0.063, Kruskal-Wallis).

SOD diizeylerine gore gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu
(p=0.042, Kruskal-Wallis). SOD diizeylerine gore gruplar arasindaki yapilan ikili
karsilastirmalarda Arama grubu ile Stand-by + Antioksidan gruplar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulundu (p=0.002, Mann-Whitney U). Diger ikili karsilastirmalarda
bulunan farklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.003, Mann-Whitney U).

GSH-Px diizeylerine gore gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu
(p=0.000, Kruskal-Wallis). GSH-Px diizeylerinde gruplar arasindaki yapilan ikili
karsilagtirmalara gére Kontrol grubu ile Arama gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulundu (p=0.001, Mann-Whitney U). Kontrol grubu ile Stand-by gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0.002, Mann-Whitney U). Antioksidan grubu
ile Arama gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0.001, Mann-
Whitney U). Yapilan diger ikili karsilagtirmalarda bulanan farklar istatistiksel olarak
anlamli degil (p>0.003, Mann-Whitney U).

Al-1" e gore gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0.001,
Kruskal-Wallis). AI-1’ e gore gruplar arasindaki yapilan ikili karsilastirmalarda
Antioksidan grubu ile Arama + Antioksidan gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulundu (p=0.002, Mann-Whitney U). Antioksidan grubu ile Arama gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0.002, Mann-Whitney U). Stand-by grubu ile
Arama + Antioksidan gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0.002,
Mann-Whitney U). Stand-by grubu ile Arama gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulundu (p=0.001, Mann-Whitney U). Yapilan diger ikili karsilastirmalarda bulanan
farklar istatistiksel olarak anlamli degil (p>0.003, Mann-Whitney U).

Al-2’ ye gore gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulundu (p=0.001,
Kruskal-Wallis). Al-2’ e gore gruplar arasindaki yapilan ikili karsilagtirmalarda Arama
grubu ile Stand-by gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0.001,
Mann-Whitney U). Arama ile Kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulundu (p=0.002, Mann-Whitney U). Arama grubu ile Antioksidan gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0.002, Mann-Whitney U). Yapilan diger ikili
karsilastirmalarda bulanan farklar istatistiksel olarak anlamli degil (p>0.003, Mann-
Whitney U) (Tablo 8) (Resiml, Resim 2, Resim3).
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Tablo 8. Gruplara gore parametrelerin karsilastirilmasi. Grup 1,"K0ntr01; Grup II, Antioksidan; Grup III, Arama; Grup IV, Stand-by; Grup V,
Arama + Antioksidan; Grup VI, Stand-by + Antioksidan. Ustteki degerler, ortalama (SD: Standart sapma); alttaki degerler, ortanca

(minimum-maksimum).

Grup I Grup II Grup III Grup IV Grup V Grup VI p*

MDA 34.62 (10.34) 34.95 (5.99) 36.81 (6.02) 27.69 (7.04) 37.95 (9.29) 34.29 (5.25) 0.243
36.15 (21.54-45.39)  36.92 (26.92-43.08)  38.46 (25.39-42.31) 30.00 (13.85-33.85)  41.54 (22.31-46.92) 33.08 (26.15-41.54)

SOD 33.02 (5.44) 36.31 (9.57) 32.32 277" 32.16 (9.20) 29.63 (4.89) 25.20 (4.18) " 0.042
30.76 (27.86-42.19)  37.38 (25.64-54.79)  31.64 (28.96-36.34) 30.91 (17.94-48.81)  29.20 (24.77-38.44) 24.49 (20.06-31.19)

CAT 0.14 (0.03) 0.10 (0.02) 0.12 (0.03) 0.10 (0.02) 0.10 (0.02) 0.10 (0.01) 0,063
0.14 (0.11-0.18) 0.11 (0.08-0.12) 0.14 (0.08-0.14) 0.09 (0.07-0.13) 0.10 (0.08-0.13) 0.10 (0.08-0.11)

GSH-Px . R - . 69.19 (18.95) 0,000
38.28 (18.70) ® 52.78 (7.79) 91.24 (17.99) ® 76.94 (14.43) 60.47 (10.41) 67.98 (4775
40.56 (16.28-61.92)  47.39 (46.25-65.34)  93.57 (68.62-121.36)  81.72 (60.54-98.04)  59.32 (47.02-77.95) 10'2 a ’

Al-1 3.29 (0.88) 2.71 (0.49) B-F 4.77 (0.65) &6 2.24 (0.86) ¢ H 4.06 (0.41) *H 3.40 (1.01) 0,001
3.43 (2.00-4.50) 2.80 (2.00-3.33) 4.79 (4.00-5.50) 2.30 (1.00-3.70) 4.15 (3.45-4.50) 3.30 (2.20-5.20)

Al-2 1.80 (0.50)! 1.71 (0.51)° 3.04 (0.32) "1 K 1.51 (0.50) % 2.49 (0.33) 2.18 (0.47) 0,001

1.73 (1.10-2.40)

1.67 (0.20-2.30)

3.00 (2.60-3.50)

1.50 (1.00-2.50)

2.35 (2.18-3.00)

2.25 (1.33-2.65)

* Kruskal-Wallis testine gore.
Mann-Whitney testine gore olmak iizere diger p degerleri A icin 0.002, B igin 0.001, C i¢cin 0.002, D icin 0.001, E icin 0.002, F i¢cin 0.002, G i¢cin 0.001, H igin

0.002, I icin 0.002, J igin 0.002, K i¢cin 0.001. P degerleri verilmeyen tiim karsilastirmalar icin p>0.003.



Resim 1. Arama grubundaki bir rata ait testis dokusu (Oklar, apoptozise giden hiicreler,
TUNEL, X 400)
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Resim 3. Arama + Antioksidan grubundaki bir rata ait testis dokusu (Oklar, apoptozise

giden hiicreler, TUNEL, X 400)
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Resim 3. Kontrol grubundaki bir rata ait testis dokusu (Ok, apoptozise giden hiicre,
TUNEL, X 400)
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S. TARTISMA

Cep telefonu, baz istasyonu ile iletisimini elektromanyetik radyasyonun bir ¢esidi
olan RF dalgalar1 ile saglamaktadir (8). Bu dalgalar iyonlastirmayan radyasyon grubunda
yer almaktadir. Ortamdaki iyonlastirici olmayan elektromanyetik dalgalarin etkisinde
kalma sonucunda canlilarda iki tiir etki olusabilir. “Isil etkiler” ve “isil olmayan etkiler”
(7). Insan viicudu termoregiilasyon sistem sayesinde RF dalgalarinin 1s1l etkilerinden
korunmakta, RF dalgalar1 insan viicudunun 1sisi1 1si1l etkiler olusturacak kadar
arttrmamaktadir (8). Bu nedenle cep telefonunun yaydigi RF dalgasinin muhtemel zararli
etkilerini arastiran arastiricilar daha c¢cok RF dalgalarmin 1s1l olmayan zararl etkileri
izerine yogunlasmislardir (2, 7, 32, 33, 34, 35).

Apoptozis hem patolojik hem de fizyolojik sartlarda olusabilen bir siiregtir. Temel
olarak “intrensek” ve ‘“ekstrensek” olmak {lizere iki ayr1 yolaktan baglatilir. Serbest
radikaller ve radyasyon, hiicreyi apoptozise gotiiren muhtemel nedenler arasinda yer
almakta ve bu iki faktoriin apoptozisi intrensek yolak iizerinden tetikledigi
diistiniilmektedir (11).

Calismamizda cep telefonunun arama sirasinda olusturdugu RF dalgalariin testis
dokusunda apoptozisi istatistiksel olarak anlamli derecede arttirdigi (Arama ile Kontrol
grubu arasinda, p=0.002; Arama ile Antioksidan grubu arasinda, p=0.002) ancak stand-by
konumunda artirmadigi bulunmustur. Arama grubunda olusan apoptozis, stand-by
grubundakinden ©Onemli derecede fazlaydi (p=0.001). Ayrica arama ve stand-by
konumundaki cep telefonunun belirli derecelerde oksidatif stres olusturdugu da
belirlenmistir. Antioksidanlar ise ne apoptozisi, ne de oksidatif stresi azaltmamigtir.

Cep telefonu ile iletisim sistemlerinde kullanilan RF dalga boyu araligindaki
dalgalarin cesitli dokular iizerinde apoptozisi arttirdigina dair caligmalar mevcuttur (2, 32).

Bununla birlikte bu calismada direk olarak cep telefonunun arama ve stand-by
konumlar: karsilastirmali olarak testikiiler apoptozis tizerindeki etkisi bildigimiz kadariyla
ilk olarak calisilmistir. Dolayisiyla buradaki deney diizeneginde arama ve stand-by
konumundaki telefonlarin olasi etkileri ayr1 ayr1 ¢alisilmis ve genel olarak cep telefonunun
bu iki konumda da apoptozise yol ac¢tigi ilk olarak gosterilmistir.

Giincel olarak cep telefonu ile iletisim sistemlerinde kullanilan RF dalgalarmin testis
dokusunda apoptozis iizerine etkisini degerlendiren sadece iki ¢aligma bulunmaktadir (35,

36).
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Bu konudaki ilk calisma Dasdag ve arkadaslarmin 2008 yilinda yayinladiklar:
calismadir. Bu calismada arastiricilar cep telefonu degil bir GSM simiilatorii tarafindan
tiretilen 900 MHz RF dalgalarina maruziyetin rat seminifer tiibiillerinde spermatogoniyalar
tizerindeki etkisini arastirmislardir. Calismada 31 erkek rat 3 gruba ayrilmistir (kontrol
grubu, sham grubu ve EMF’ ye maruz kalan grup). EMF grubu 10 ay boyunca 2 saat/giin
(7 giin/hafta) 900 MHz RF dalgalarina maruz birakilmis, Sham grubu ise EMF cihazi
kapatilarak EMF grubu ile ayni isleme tabi tutulmustur. Kontrol grubuna herhangi bir
islem yapilmamistir. 10 ay sonra hayvanlar sakrifiye edilerek testisleri alinmis ve
apoptozis, calismamizdan farkli olarak testis dokularindaki aktif kaspaz-3’iin
immunhistokimyasal olarak boyanmasiyla degerlendirilmistir. Sonug¢ olarak EMF grubu ile
sham ve kontrol grubu arasinda herhangi bir istatistiksel fark bulunmamis ve cep
telefonunun iirettigi RF dalgalarina maruz kalmanin ratlarda spermiogenezde apoptozise
neden olmadigin1 tespit etmislerdir (35). Ozetle bu calisma RF iireteci olarak bir simulator
kullanmasi, cep telefonu icin arama ve stand-by konumlarini karsilastirmamas: ve
apoptotik parametre olarak kaspaz-3 boyamasi kullanmasi agilarindan c¢alismamizdan
farkli bir metot kullanmustir.

Konuyla ilgili ikinci caligma ise aym sekilde 2008’ de yayinlanmis olan Yilmaz ve
arkadaslarinin yaptiklari calismadir. Bu ¢alismada yazarlar calismamiza benzer sekilde RF
tireteci olarak cep telefonu kullanmislar ve cihaz tarafindan iiretilen 900 MHz RF
dalgalarin rat beyin ve testis dokularindaki apoptozise olan etkilerini arastirmiglardir.
Apoptozis, calismamizdan farkli olarak anti-apoptotik bcl-2 protein diizeyinin
degerlendirilmesiyle Olciilmiistiir. Yilmaz ve arkadaslarinin bu calismasinda 16 erkek rat
sham ve EMF’ ye maruz kalan grup seklinde iki gruba ayrilmistir. EMF grubu 1 ay
boyunca 20 dk/giin (7 giin/hafta) konusma modundaki cep telefonunun 900 MHz RF
dalgalarina maruz birakilirken sham grubunda cep telefonu kapatilmig, ama EMF grubu ile
ayn1 isleme tabi tutulmustur. 1 ay sonra hayvanlar sakrifiye edilmis, testisleri ve beyin
dokular1 alinarak bcl-2 i¢in immunhistokimyasal olarak boyanmustir. Sonu¢ olarak EMF
grubu ile sham grubundaki ratlarmn, testis ve beyin dokulari arasinda bcl-2 diizeyleri
acisindan herhangi bir degisiklik tespit edilmemistir (36). Ozetle bu arastirmada RF iireteci
olarak calismamiza benzer sekilde cep telefonu kullamilmakla birlikte stand-by
konumundaki apoptotik etki incelenmemistir. Apoptozis bu ¢alismada bizden farkli olarak
doku bcl-2 ile Olciilmiistiir. Ayrica ratlar konusma konumundaki cep telefonuna 1 ay
boyunca yaklasik 600 dakika maruz birakilirken, calismamizda bu siire arama modundaki
telefona olmak iizere 1 ay icinde saat bas1 10 dakika olmak tizere giinde 80 dakika ve ayda
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yaklasik 2400 dakika olmustur. Yilmaz ve arkadaslarinin caligmasinin tersine
arastirmamizda cep telefonunun apoptotik etkiye neden olmasinda, cep telefonunu
konusma degil arama modunda kullanmamiz, iistelik maruziyet siiresinin 4 kat fazla
olmasinin etkisi olabilecegi diistiniilmiistiir. Bilindigi gibi arama modundaki RF iiretimi,
konusma modundakinden yiiksek olmaktadir (8).

Bu iki ¢alisma goz Oniine alindiginda, caligmamizda cep telefonunun hem arama hem
de stand-by konumunda testikiiler apoptozise yol acip acmadigi ilk kez arastirilmis ve cep
telefonunun stand-by konumunda degil ama arama modunda onemli testikiiler apoptozis
olusturdugu ilk kez ortaya konulmustur.

Calismamizda cep telefonunun stand-by konumunda iken iirettigi RF dalgalarmin
testis hiicrelerinde apoptozisi arttirmadig: tespit edilmistir (p>0.003). Bu bulgu yukarida
belirtildigi gibi stand-by konumundaki cep telefonun testis dokusundaki apoptotik etkisini
degerlendirme bakimindan ilk olmaktadir.

Bununla birlikte stand-by konumundaki cep telefonunun testis dis1 dokulardaki
apoptozise etkisi caligilmistir. Nitekim stand-by konumundaki cep telefonunun genel
olarak hiicreler iizerine apoptotik etkisini degerlendiren tek calisma 2006 yilinda
yaymlanan Zhao TY ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismadir. Bu ¢aligmada arastiricilar
1,900 MHz RF dalgalar1 iireten cep telefonun primer noron ve astrosit kiiltiirlerinde
apoptozisle ilgili genlerin ekspresyonunu arttirip arttrmadigmi arastirmiglardir. Primer
noron ve astrosit kiiltiirlerini “acik” konumdaki ve “stand-by” konumdaki cep telefonun
RF dalgalaria 2 saat maruz brrakmis takiben néron ve astrositlerdeki kaspaz-2, kaspaz-6
ve Asc gen ekspresyonlarinin artiglarina bakmislardir. Noronlarda cep telefonu hem
“stand-by” hem de “a¢ik” konumda iken artis gozlenmisken astrositlerde sadece “agik”
konumda artis gozlenmistir. Ek olarak astrositler Bax geni diizeyinde de artis tespit
etmislerdir. Sonug olarak cep telefonunun trettigi RF dalgalarma kisa siireli maruziyete
ragmen beyinden elde edilen hiicrelerde apoptotik elemanlarmn arttigi ve noronlarin
astrositlere gore bu etkiye daha duyarli olduklari tespit edilmistir (32).

Bu caligmalardan farkli olarak ayrica caliymamizda apoptotik siireglerle ilgisi
nedeniyle oksidatif siirecler de incelenmis, ayrica antioksidanlarin hem oksidasyona, hem
de apoptozise etkileri ortaya konmustur. Buna gore caliygmamizda antioksidanlarin, cep
telefonun arama swrasinda iirettigi RF dalgalarmin neden oldugu apoptozisi istatistiksel
olarak anlamli diizeyde azaltmadigi tespit edilmistir (p>0.003). Boylece bulgularimiz
antioksidanlarin cep telefonu ile olusturulmus apoptozis iizerine etkisini arastiran ve

sonugta antioksidanlarin apoptozisi diizeltmedigini ortaya koyan ilk ¢aligma olmaktadir.
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Bununla birlikte Dasdag ve arkadaslari1 cep telefonunun testikiiler etkilerini p53 ve
MDA gibi parametrelerle arastirmislar, ancak herhangi onemli etki saptamamislardir (37).
pS3 diizeyinin apoptotik siire¢lerdeki rolii dikkate alinacak olursa bu calisma cep
telefonunun testikiiler apoptozise neden olmadigimi ayrica aym sekilde MDA-oksidatif
stres iliskisi nedeniyle herhangi bir peroksidasyon olusturmadigint zayif da olsa
gostermektedir.

Cep telefonunun testis dis1 dokulardaki apoptozis ve oksidatif stres etkileri bazi
aragtirmacilar tarafindan cahisilmistir. Ornegin Oral B. ve arkadaslar1 900 MHz RF
dalgalarmin rat endometriyum dokularinda apoptozis ve oksidatif stresi arttirip
arttrmadigmi ve Vit E ve C tedavisinin bu iki parametre iizerine etkisini arastirmiglardir.
Calismada 24 adet rat; sham grubu, 900 MHz EMF’ ye maruz birakilmis grup (30 dk/giin,
1 ay), 900 MHz EMF’ ye maruz birakilip ve antioksidan (50 mg/kg I.M. Vit E ve 20 mg/kg
I.P. Vit C) verilmis grup olmak iizere 3 gruba ayrilmistir. Bir lipid peroksidasyon indeksi
olarak MDA’ ya, apoptozis parametreleri olarak Bcl-2, Bax, kaspaz-3 ve kaspaz-8
diizeylerine bakilmistir. Bu ¢calismada EMF grubundaki ve EMF + Vit grubundaki ratlarin
endometriyum dokularinda MDA seviyeleri kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur.
EMF + Vit grubu ile EMF grubu karsilastirildiginda ise EMF + Vit grubundaki ratlarin
endometriyumlarindaki MDA miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir diisiis tespit
edilmistir. Bu durum Vit E ve C’ nin serbest radikalleri yakalayic1 ve antioksidan
ozelliklerine baglanmistir. Yine EMF grubunda apoptotik parametrelerde kontrol grubuna
ve EMF + Vit grubuna gore anlamli olarak arti tespit edilmistir. EMF ve EMF + Vit grubu
karsilastirildiginda ise EMF grubuna gore EMF + Vit grubunda apoptotik parametrelerde
istatistiksel olarak anlamli azalma tespit edilmis. Sonug¢ olarak 900 MHz RF dalgalarinin
rat endometriyum dokularinda apoptozis ve oksidatif stresi arttirdigr fakat Vit E ve C
tedavisinin bu degisiklikleri azalttig1 tespit edilmistir (2).

Calismamizda cep telefonunun hem arama swasmmda hem de stand-by
konumundayken olusturdugu RF dalgalarmin testis dokusunda bir antioksidan enzim olan
GSH-Px diizeyini istatistiksel olarak anlamli derecede arttirdigi bulunmustur (Arama ile
Kontrol grubu arasinda, p=0.001; Arama ile Antioksidan grubu arasinda, p=0.001; Stand-
by ile Kontrol grubu arasinda, p=0.002). GSH-Px diizeyindeki bu artisin cep telefonunun
hem arama hem de stand-by konumundayken yaydigi RF dalgalarmin testis dokusunda
oksidatif stresi arttirmasi ile meydana geldigi diistiniilmiistiir. Yine ¢calismamizda, arama ve

stand-by konumundaki cep telefonu tarafindan artirllan GSH-Px diizeylerinin
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antioksidanlarca diisiiriildiigli, ancak bu diismenin istatistiksel olarak Onemli olmadigi
bulunmustur (p>0.003).

Calismamizda cep telefonu hem arama sirasinda hem de stand-by konumundayken
testis dokusunda GSH-Px diizeylerinde 6nemli bir artisa neden olurken ilgin¢ olarak CAT
diizeylerinde Onemli bir artis olusturmamistir (p=0.063). Arastirmalara gore diisiik
konsantrasyonlardaki H,O;’in Oncelikle GSH-Px tarafindan parcalandigi, ancak daha
yilksek konsantrasyonlarda CAT’in devreye girdigi bulunmustur (38). Dolayisiyla
calismamizda cep telefonunun neden oldugu oksidatif stresin, katalazin aktive olmasina
yol acacak derecede yiiksek bir H>O; diizeyi olusturmadigi, olusan oksidasyonun GSH-Px
diizeyinde durdurulabildigi diisiiniilmiistiir.

Bilgilerimize gore cep telefonundan kaynaklanan RF dalgalarinmn testis dokusunda
oksidatif stresi arttirip arttirmadigma dair herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir ve
mevcut calisma bu konuda da ilk ¢alismadir. Fakat Dasdag ve arkadaslarinin ¢calismasinda
cep telefonunun MDA diizeylerini yiikseltmedigi, dolayisiyla cep telefonunun oksidatif
stresi artrmadigi zayif olarak gosterilmistir. Ciinkii bu calismada oksidatif stres
durumunun tespitinde kullanilan diger parametreler (SOD, GSH-Px, CAT v.b.)
calistlmamistir (37). Bununla birlikte cep telefonunun iirettigi RF dalgalarmin cesitli
dokular iizerinde oksidatif stresi arttirip artirmadigina dair ¢esitli caligmalar mevcuttur (39,
40, 41).

Bu c¢alismalardan biri Meral ve arkadaslarinin 2007’ de yaptiklari ¢alismadir (39).
Yazarlar bu ¢calismada 900 MHz EMF’ ye maruz kalan guinea pigler beyin ve dokularinda
oksidatif stres etkisine ve kandaki bazi vitaminlerin (Vit A, Vit D; ve Vit E) ve oksidatif
stres parametrelerinin (MDA, GSH ve CAT) seviyesini arastirmiglardir. Arastirmacilar 14
erkek guinea pigi randomize olarak her grup 7 hayvandan olusmak iizere iki gruba
ayrrmiglardir; kontrol ve uygulama grubu. Uygulama grubu 30 giin boyunca giinliik 11 saat
45 dk stand-by ve 15 dk konusma modundaki bir cep telefonun iirettigi 890 ile 915 MHz
araligmdaki RF dalgalarina maruz birakilmistir. Kontrol grubu, uygulama grubundan ayri
bir odada tutulmustur. 30 giiniin sonunda guinea piglerin kanlar1 (intrakardiak yoldan),
beyin dokular1 alinmistir. EMF’ ye maruz kalan guinea piglerin beyin dokularmnda MDA
seviyeleri istatistiksel olarak anlamli derecede yiikselmis, GSH seviyeleri ve CAT enzim
aktiviteleri ise istatistiksel olarak anlamli derecede azalmis olarak bulunmustur. Fakat Vit
A, D3 ve E seviyelerinde ise istatistiksel olarak her hangi bir fark bulunamamistir. Ayni
gruptaki hayvanlarin kanlarinda ise MDA, Vit A, D3 ve E seviyeleri ve CAT enzim

aktivitesi istatistiksel olarak anlamli derecede artma ve GSH seviyelerinde ise istatistiksel
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olarak anlamli derecede azalma tespit edilmis. Sonug¢ olarak cep telefonun iirettigi EMF’
nin guinea piglerin beyin dokularinda oksidatif stresi arttirabilecegi anlasilmstir.

Bu konudaki diger bir ¢alisma ise Ozgiiner F ve arkadaslarmin 2005’ te yayinlanan
caligmalaridir. Arastirmacilar yaptiklar1 calismada ise uzun siire cep telefonundan yayilan
900 MHz EMF ye maruz kalan retina dokusundaki oksidatif stres iizerine, birer
antioksidan olan melatonin ve CAPE (caffeic acid phenethyl ester)’ in koruyucu etkisini
arastirmay1 amaglamiglardir. Yazarlar 40 adet erkek Spraque—Dawley rat1 her grup 10 adet
rattan olugsmak tizere 4 gruba ayirmislardir; 1) Sham, 2) EMR (Electromagnetic radiation),
3) EMR + Melatonin, 4) EMR + CAPE gruplar1. 2, 3 ve 4. gruplara 60 giin boyunca giinde
30 dk bir EMF iireten cihazm iirettigi 900 MHz EMF’ ye maruz birakilmislardir. Ek olarak
EMF’ ye maruziyet Oncesi 3. gruba antioksidan olarak Melatonin ve 4. gruba antioksidan
olarak CAPE verilmistir. 60 giiniin sonunda hayvanlar sakrifiye edilerek retina dokular1
alimmis. Retinal dokuda oksidatif stres belirleyicileri olarak MDA ve NO bakilmistir.
Antioksidan durumu belirlemek icinde retinal dokuda SOD, CAT ve GSH-Px aktiviteleri
degerlendirilmistir. EMR’ ye maruz kanal ratlarin retinal dokularinda NO ve MDA
seviyelerinde artig saptanirken, melatonin ve CAPE’ nin NO ve MDA seviyelerini anlamli
derecede azalttig1 tepit edilmistir. Keza EMR’ ye maruz kalan gruptaki ratlarin retina
dokularinda SOD, GSH-Px ve CAT seviyelerinde azalma saptanirken melatonin ve CAPE
antioksidan enzimlerin aktivitelerinde anlaml olarak yiikselmeye neden olmustur. EMR’
ye maruz birakilip melatonin ve CAPE ile tedavi etme SOD, GSH-Px ve CAT
aktivitelerini kontrol grubuna gore daha fazla seviyelerde arttirmigtir. Sonu¢ olarak uzun
stire cep telefonun iirettigi 900 MHz’ lik EMF’ ye maruziyet sonrasi retinal dokuda olusan
oksidatif stresi melatonin ve CAPE’ nin azalttig1 tespit edilmistir. Bununla beraber bu iki
antioksidanin EMR tarafinda retinada olusturulan oksidatif strese karsi etkilerinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir. Rat retinalarinda sadece GSH-Px
aktivitelerinde fark tespit edilmistir. Melatonin retinal GSH-Px aktivitesini CAPE’ den
daha fazla sitiimiile etmistir (40).

Cep telefonu gibi RF dalgalar1 iiretip EMF olusturan cihazlarin testis ve diger
dokularda olusturacaklar1 muhtemel oksidatif stres, apoptozis ve bu etkilere antioksidan

maddelerin koruyucu etkinlikleri hakkinda daha ileri arastirmalar gerekmektedir.
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6. SONUC

Radyo frekans dalgalara maruz kalan dokularda genel olarak belirgin apoptozis artigi
bulunurken, oksidatif stres parametrelerinde GSH-Px disinda belirgin degisiklik
gozlenmemistir. Antioksidanlar ise apoptozis ve oksidatif stres iizerinde belirgin bir etki
gostermemislerdir.

Cep telefonunun 6zellikle arama sirasinda yaydigi radyo frekans dalgalarmin belirgin
oksidatif stres olusturmadan apoptozise yol agmasinin, oksidasyon dis1 bilinmeyen diger
baz1 apoptotik siireclere de isaret edebilecegi diisiiniilmiistiir. Ayrica bu yargiy1r destekler
sekilde cep telefonun neden oldugu apoptozisin antioksidanlarca azaltilamadigi da
saptanmugtir.

Sonu¢ olarak daha genis serili ve insan caligmalarina dayanan ileri ¢aligmalar
sonu¢lanincaya kadar cep telefonunun Ozellikle iiretken yas grubunda stand-by
konumundaki biyolojik etkileri acisindan dikkat edilmesinin, aranma konumunda uzun
tutulmamasinin, genel olarak viicuttan uzakta tutulmasinin ve radyo frekans dalgalarla
caligmayan iletisim sistemlerin tercih edilmesinin uygun olacagi, yine de biyolojik etkileri

az, daha ileri teknolojilerin gelistirilmesinin gerekli oldugu diistintilmiistiir.
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OZET

ANTIOKSIiDANLARIN CEP TELEFONU iLE OLUSTURULMUS TESTiKULER
APOPTOZIS VE OKSIDATIF STRES UZERINE ETKIiLERIi

Bu calismanin amaci, cep telefonunun rat testis dokusundaki apoptozis ve
oksidan/antioksidan dengesi lizerine olasi etkilerinin, ayrica bu etkiler iizerine C ve E
vitaminlerinin olas1 koruyucu roliiniin belirlenmesidir.

Calismada 42 adet erkek Wistar Albino tiirii rat kullanildi. Siganlar her grupta 7 adet
olmak iizere; Kontrol, Antioksidan, Arama, Stand-by, Arama + Antioksidan, Stand-by +
Antioksidan olmak tizere alt1 gruba ayrildi ve biyokimyasal olarak oksidan/antioksidan
degiskenler, patolojik olarak apoptotik indeksler calisildi. Calismada biri “stand-by” ve
digeri “arama” gruplarinda olmak {izere ayni marka ve modelde iki adet cep telefonu
kullanildi.

Bu c¢alismada cep telefonunun arama konumunda iken testis dokusunda apoptozisi
istatistiksel olarak anlamli derecede arttirdig1 fakat stand-by konumunda iken artirmadigi
gosterildi. Arama konumunda olusan apoptozis, stand-by konumundakinden ©nemli
derecede fazlaydi. Oksidatif stres ise hem arama, hem de stand-by konumlarinda bir
dereceye kadar yiikselmis bulundu. Bununla birlikte antioksidanlarin ne apoptozis, ne de
oksidatif stres iizerinde diizeltici bir etkisi gosterilemedi.

Sonug olarak testikiiler apoptozisi arama konumundaki cep telefonunun, oksidatif
stresi ise hem arama hem de stand-by konumundaki cep telefonunun artirabildigi, ayrica
antioksidanlarin bu iki hasarlanmay1r da diizeltemedigi bulunmustur. Calismamizda
bildigimiz kadariyla cep telefonunun testikiiler apoptozis ve oksidatif stres iizerindeki
etkileri, arama ve stand-by konumlar1 ayr1 ayr1 ve karsilastirmali olarak ilk kez calisilmis,
ayrica antioksidanlarin bu iki hasarlanma iizerindeki etkileri ilk kez degerlendirilmistir.

Ayrica cep telefonunun testikiiler apoptozisi artirdig: ilk kez bu raporda gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Cep telefonu, apoptozis, oksidatif stres, antioksidan, C ve E

vitaminleri.
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SUMMARY

THE EFFECTS OF ANTIOXIDANTS ON TESTICULAR APOPTOSIS AND
OXIDATIVE STRESS PRODUCED BY CELL PHONE.

The aim of the study is to determine the probable effects of cellular phone on
apoptosis and oxidative/antioxidative balance in testicular tissue, and probable protective
role of vitamins of C and E on these processes.

Forty two males Wistar albino type rats were used in the study. The rats were divided
into 6 groups. There were 7 rats in each group (Control, Antioxidant, Calling, Stand-by,
Calling plus Antioxidant, Stand-by plus Antioxidant). Oxidant and antioxidant parameters
and apoptotic indexes were studied. Two identical cell phones were used in groups of the
calling and the stand-by.

In this study it was demonstrated that cell phone significantly increased apoptosis at
calling, but not at stand-by position in testicular tissue. Apoptosis produced at calling mode
was significantly more excessive than at stand-by mode. Oxidative stress was found as
high to some extent at both calling and stand-by position. However no improver effect of
antioxidants could be demonstrated on either apoptosis or oxidative stress.

It has been concluded that apoptosis is increased by cell phone at calling mode, but
oxidative stress by cell phone at both calling and stand-by mode, and the antioxidants do
not improve both injuries as well. In our study, to our knowledge, it has been firstly
investigated that the effects of cell phone on testicular apoptosis and oxidative stress at
calling and stand-by positions as comparatively and individually, and the effects of the
antioxidants on both these two injuries. In addition increasing apoptosis by cell phone has

been firstly showed in this report.

Key Words: Cell phone, apoptosis, oxidative stress, antioxidant, vitamins C and E.
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