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OZET

In vitro kosullarda farkh gii¢ ve cinsteki aydinlatma kaynaklarinin mononiikleer hiicre
DNA hasari Gizerine etkisinin aratirilmasi.
Genom, DNA hasarina neden olan ekzojen veya endggisiz farkli etkene maruz kalir.

Tum organizmalar genetik materyallerini bu cevrest&knlerin olgturdusu hasarlara kar
korumak amaciyla DNA onarim mekanizmasi icerirler.

Normalsartlarda DNA hasari ile tamir denge halindedir. @ngenin bozulmasi durumunda,
DNA’da meydana gelen hasar; genetik karargazlkontrolli hiicre 6limine veya kansere
giden hastaliklara neden olmaktadir.

Son yillarda DNA hasarina neden ol&emder artmgtir. Bu calsmada farkli gic ve
cinsteki lambalarin farkli sirelerde DNA hasari oksidatif etkilerini argtirmak amaciyla
yapildi. Calgmada monontukleer lokositler ile gturulan invitro hticre kultiri ortaminda 1m
uzakliktan farkl gu¢ ve cinsteki lambalarin DNAsha Uzerine etkileri agairdik. Hucreleri
1, 2, ve 3 saat lambaiklarina maruz biraktikinsan monontkleer |6kosit hicrelerinin
bulundigu hicre kaltird  ortaminda DNA hasari  etkilerini alk tek hicre
elektroforezi(Comet Assay) ile, antioksidatif 0ad#ri, total antioksidanseviye(TAS) ve total
oksidatif aktivite(TOS) seviyeleri EREL yontemi iEnaliz edildi. DNA hasarini en fazla
yapan 100 w lk floresan lambalar, en az DNA hagapan ise 20 w ik lambalardi. Sire
arttikca oksidatif stresin argti goéruldi. Bu sonuclar gostermektedirki yapgik kaynaklari

farkl yollarla DNA hasarina neden olmaktadir.

Anahtar sodzcukler. Hicre kilturi, DNA hasari, Yapay aydinlatma kdyaa, Oksidatif

durum
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ABSTRACT

The investigation on the effects of differentpower and types iillumination sources
on the mononucleer cell DNA damage in the wditiions of in vitro.

Genom is exposed to countless different gadous and exogenous that caused
damage on DNA. All organisms contain DNA aip mechanism in the aim of
protecting their genetic materials against ttmnage of the environmental factors .

Normally , There is a balancetwsen DNA damage and repair . In the
sitiation of breaking down of this balancelNA damages andit causes the genetic
instability, inspecting cell division or disesscausing cancer .

In last years, factors causing DNA damagavehincreased. This investigation has been
performed in the aim of researching theatffeof different power and type lamps on
the DNA damage in different periods and otida effects . In the study , we have
researched the effects of different power dyde lamps on DNA damage from 1
meter distance in the condition of in viteell cultivation, formed with mononucleer
leukocytes. We have subjected the cells he lamp light for 1, 2, and 3 hours. On
the atmosphere of cell cultivation in whi¢tuman mononucleer leukocyte cells take
place , DNA damage effects ,alcaline uniquel cellectrophoresis (Comet Assay ),
antioxidative features , total oxidative capaditAK) and total oxidative activity (TOS)
levels have been analised with ERELmethdd¥) walt fluorescent lamps have given
the most damage to DNA and 20 watt flucgesdamps have given the least damage
to DNA .The exposed time increases , the maoredative stres increases .These
conclusions show that artificial light sourcesuse DNA damage in different ways.

Key Words: Cell Cultivation, DNA damage, Artificial Illlumation Sources, Oxidative
Condition.
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1.GIRIS ve AMAC

Canlinin butin genetik bilgilerini dealdsonikleik asit (DNA) molekull tar. DNA,
tum organizmalar ve bazi virtslerin canlilglevleri ve biyolojik gelsmeleri icin gerekli olan
genetik talimatlari tayan bir nukleik asittir. DNA’da meydana gelen kal desisiklikler
kendisinden sonra gelen nesillere aktarilabilmakte@denom, DNA hasarina neden olan
sayisiz farkll etkene maruz kalir(1). DNA hasaaglsturan nedenlerin en bada, cevresel
nedenler, surekli artan sanayi ve teknolojik atikldV isiklar, alkol, bazi kimyasal ilaclar,
eksoz dumani, sigara gibi faktorler gelmektedir.Dd8ari sadece ifaktorlerden
kaynaklanmaz DNAreplikasyonu verekombinasyonu gibi olaylar sinds, hicresel
metabolizmanin yan UrlinU olarak Uretilen serbedikadler gibi endojen ajanlar da DNA
hasarina neden olabilmektedir. Tim organizma (bakteaya, drosophila, baliklar ve
insanlar dahil), DNA’lari cevresel hasarlara $arkorunmak amaciyla DNA tamir
mekanizmasi icerirler(1). DNA onarimi, hicre 6luragimutasyonu, replikasyon hatalarini,

genomik kararsizi azaltan butiinsiemlerde kullanihir(1).

Fizyolojik sartlarda hasarlanan hicre, DNA lari hasarin demeegore ya tamir
mekanizmasi ile onarilmakta, ya tamir edilemeyedekecede hasarli ise kontrollii hiicre
olumu (apopitozis) yolu aktive edilmekte veya bazemir mekanizmasi ve apopitozis
yetersiz kalirsa kalici mutasyonlar gabilmektedir. Canlinin her bir hicresinde ginde
onbinlerce DNA molekullu hasargnamakla birlikte olgan hasar DNA tamir mekanizmalari
ile tamir edilmektedir. Cift ve tek zincir kiriklarinsersiyon ve delesyonlar, abazik alanlar ve
DNA protein ¢caprazbg olusmasi DNA hasarlarina 6rnek olarak verilebilir. BaDiNA

molekilinde kalici d@sikliklere neden olabilmektedir.

DNA hasarini 6nlemenin yollar bir taraftan DNA rabkiilinii hasar veren etkenlerden uzak

durmakken dier taraftan DNA hasar gjJumunu 6nleyici tedbirler almaktir.



DNA hasarina neden olan 6nemli cevresel faktdele biride 6zellikle deri hastaliklarina
ve kansere neden olabilen ginlardir(2-10). $inlar, gine isinlar veya yapay sik
kaynaklarindan elde edilesinlar olabilir. insanlar dgisen hayat keullariyla birlikte gtnluk
hayatta uzun sireler yapayk kaynaklarina maruz kalmaktadir. Yapayklar kullanim
amacina gore bircok gidi bulunmaktadir. Bunlar arasinda ensik kullaridanakkor lamba,
floresan lamba, kompakt floresan lamba, halojerbnyiiksek basingh civa buharli lambalar
ornek olarak verilebilir. Akkor lamba, elektrikffapay aydinlatma kaynaklari icerisinde
kullanilan en eski lambadir.Akkor lamba genelliklmgsten filamanin(telinin) isi etkisiyle
Isikk yayma prensibine dayanir. Akkor lambanin dalggub390-780 nm arasindadir. Akkor
lambanin gik siddeti diger elektrikli aydinlatma kaynaklarina gére ¢olgiakitir. Teknolojinin
ilerlemesiyle birlikte yapay aydinlatma kaynaklaada bitakim d#siklikler ve yenlikler
meydana gelmtir. Bununla birlikte ginluk hayatta akkor lamaryarini giderek floresan
lamba ve kompakt floresan lamba ajtm Floresan lambalarin dalga boylari 380 ila ho®
arasindadir ayrica floresan lamba az miktarda 4hda yaymaktadir. UVsinlar ve goértnur
dalga boyundakisinlar iki farkli mekanizma ile primidin dimerlerilmsturarak ve serbest
radikaller tizerinden DNA hasari yaparlar. Florelambalarin gik siddetleri dger lambalara
kiyasla ¢cok daha fazladir. Bgiklar insan sgligini olumsuz yonde etkilemekte hatta kansere
dahi yol acabilmektedir. Yapilan gtamalarda UV gik karmaik bir sekilde cilt immin
sistemini etkiler. UV radyasyon patojenik inflamatuyolla alerji ve otoimmuniteye yol
acabilir. UV radyasyonu bir fototerapi olarak dé@gisiklik yanitlarini bastirmak iginde
kullanilabilir(1). UV sinlar hicrelerin DNA sinda biik pirimidinler olusumuna neden
olabilir(2-13). UV sinin indukledgi DNA hasari ve maling transformasyonu 6nlemek igin
hicre apopitozise gidebilir(14). UNdin keratinositlerden, derideki lokositlerden sitokie
kemokin salgilatir. Gune 1sigina maruziyette reaktif oksijen Urlnleri artarakridie
melanomaya ve Xeroderma pigmentosuma nedengolddsterilmgtir(15). Cilt kanserleri
bati toplumunda en sik gorulen kanserlerdendir. ikivara maruz kalmak cilt kanseri icin
onemli bir risk faktoriadur.UVsinlari yol actgl mutasyonlar cilt kanserlerine onkogenlerin

aktivasyonuna ve tumor stipresor genlerin inaktivasypa neden olabilir(5).

Bu calsmada amag, gunlik hayatta sikca kullanilan yag&ykaynaklarinin, farklsiddet ve
surelerde mononukleer lokositler ile giurulan hicre kaltiri ortamina uygulanmasinin

hiicrelerin DNA hasari Gizerine etkisinin giralmasidir.



2.GENEL BILGILER

2.1. DNA'nIn Yapisi ve Fonksiyonu

Kimyasal olarak DNA, nikleotit olarak adlandirildmasit birimlerden olgan iki uzun
polimerden olgur(16,17) . Nukleotidler, buttin hucrelerdeki metdbeurecleri (temel olarak
biyosentezleri) yuriten enerjice zengin kiéerdir; hicre metabolizmasina  6nemli
destekleyici rollerinin ¢oklgu ile bizzat hiicre metabolizmasina katilan biyorkidllerdir.
Nukleotidler, ayni zamanda hormonlara vgediekstraselltler uyarilara cevap veren selltler
sistemlerde kimyasal sinyal olarak ta gorev yapadgrica bir grup enzim icin kofaktor ve
metabolik ara Uriinlerin yapisal komponentleridirler

Nukleik asitler, nikleotidlerin polimerleridirlerev bir hiicrede meydana gelen her olayin
onceden planlayicidirlar. Bleca nikleik asitler, deoksiribonikleik agipPNA) ve ribonikleik
asit (RNA)dir.

DNA molekdlleri bolinme evresinde olmayan Okaryotikicrede kromatini oktururlar;

hiicrenin bélinme evresinde ise genellikle kromozwndenen yapilar oftururlar. Bir

organizmadaki her protein molekiliniin amino agitsdive her RNA molokilinin nikleotid
dizisi, organizmanin DNA molekdlleri tarafindan iblenir; protein veya RNA yapisi icin
gerekli bilgi, DNA’daki nukleotid dizisinin karligi olarak bulunur. DNA, genetik bilginin
saklandgl yerdir ve genetik bilginin depolanmasi da DNA’rfonksiyonudur. Protein veya
RNA gibi bir fonksiyonel biyolojik trinin senteztin gereken bilgiyi saklayan bir DNA



segmenti veya bir kromozom bolimi genolarak adtdmdiBir hiicre tipik olarak binlerce
gene sahiptir ve bunun ggrelarak DNA molekulleri cok buyik olmazdimindedirler.

Hucrelerde her biri farkli fonksiyonlu birkag RNAnNsg1 bulunur. Ribozomal RNA'lar
(rRNA), protein sentezinin gercektesi buyiuk kompleksler olan ribozomlarin yapisal
komponentleridirler; haberci veya mesenger RNA(taRNA), genetik bilgiyi bir veya birkag
genden uygun proteinlerin sentezlenelgildibozomlara taiyan ntkleik asitlerdir; tayici
veya transfer RNA’lar (tRNA), bir mRNA’daki genetibilgiyi bir spesifik amino asit dizisi

haline ¢eviren uyarlayici molekullerdir.

2.2.Nukleotidlerin bile senleri

Nukleotidler, bir azotlu baz, bir pentozhiefosfat olmak tzere ¢ karakteristik
komponente sahiptirlerSékil 1).

Sehker-Fosfat
Molekiillleri

DA Cift Sarmmah

Sekil 1. DNA'nin ¢ift sarmalli yapisi

Azotlu baz ve pentozun birbirirleN-glikozit baziyla bgslanmasiyla nikleozid our,

nikleozide fosfatin lganmasiyla nikleotid (mononukleotid, nikleozid mimsdat) oluur:



2.2.1 Nukleotidlerdeki azotlu bazlar

Nukleotidlerdeki azotlu bazlar, pirimidiazlari ve purin bazlaridir:

Pirin ve pirimidinler heterosiklik bigklerdir. Benzen yapisindaki karbon atomlarindan
ikisinin yerine azot atomlarinin gecmesiyle piritnichalkasi olgmaktadir; pirimidin ve

imidazol halkalarinin kondense olmalariyla da pinatka sistemi meydana gelmektedir.
Bu pirin ve pirimidin bazlarina timin(T), adenin(Ajtozin(C) ve guanin(G) denir.

Pirin ve pirimidin ndkleotidleri, DNA ve RNA molekérinin monomerik birimleri olarak

gorev yapmaktadirlar. Hem DNA’'da hem RNA’da nukidlgtr, fosfat kdprileri vasitasiyla

art arda bglanmslardir; 6zellikle bir nukleotidin I5hidroksi| grubu sonraki nUkIeotidinI-S
hidroksil grubuna bir fosfodiester fa vasitasiyla bganir. Boylece, nikleik asitlerin
kovalent iskeleti, birbiri ardina gelen fosfat venpoz kalintilarindan ofur; karakteristik
bazlar, iskelete dizenli araliklarla eklegrpan gruplar durumundadirlar.

| | | |
Bir nukleotid dizisi, akkanlik olarak, Sucu solda 3ucu sgda yani 5-3 yonunde gdsterilir;, Hem

DNA’nin hem RNA’nin nikleotid dizisinden ojan iskeleti hidrofiliktir; seker kalintilarinin hidroksil
gruplari su ile hidrojen tg#arn olusturur. Polar iskeletteki fosfat gruplari, pH 7’égertamen iyonize ve

negatif yukludurler

Bir nukleotid dizisinde butin fosfodiestergbari zincir boyunca ayni yoénde bulunurlar ki bu,

| |
nikleotid zincirine farkli 5ve 3 uclarn ile spesifik bir polarite verir. Her baz t¢isabit bir

sekilde alesebilir: Her zaman T ile A ve G ile C bide. Sarmaik dalina benzer her molekdl,
bir DNA "ipligi"dir. Bu iplikler birbirlerine kimyasal olarak anmsg nikleotidlerden
olusur. Bu nikleotidlerinDNA Uzerinde siralani DNA dizilimini belirler. Genetiksifre de

bu dizilimde yer alir §ekil 2.).



¢

Cylosine ‘ N?’

Sekil 2. Adenin, Guanin, Sitozin, Timinin molekdl yapilari

2.3. Chargaff kurallari

DNA, canhl hucrelerde genetik bilgininkeandigl tek kromozomal komponenttir.
DNA’da sakli olan genetik bilgi, replikasyonsurégiykalitilabilmekte ve transkripsiyonolayi
ile RNA'ya aktarildiktan sonra translasyonolayipi®tein haline ¢evrilebilmektedir.

DNA'nin yapisi hakkinda en o6nemli ipucu Erwin Chaffgve meslektgarinin 1940
sonlarindaki cajmalarinda bulundu. Erwin Chargaff ve meslgkta, DNA’'daki dort
nikleotid bazinin, farkl organizmalarin DNA’laradarkli oranlarda bulungunu ve bazi
bazlarin miktarlari arasindagkiler oldugunu buldular ki bu ¢caymalarin sonuclarChargaff

kurallari diye bilinir:
1) DNA'nin baz kompozisyonu genellikle tirden tilesisir.

2) Ayni tirlerin farkli dokularindan izole edilddNA ornekleri ayni baz kompozisyonuna
sahiptirler.

3) Belli bir tirdeki DNA'nin baz kompozisyonu gabeslenme durumu ve cevregdgmi ile
desismez.

4) Turler ne olursa olsun butin DNA’larda aden#) (kalintilarinin sayisi timin (T)
kalintilarinin sayisinas#tir ve guanin (G) kalintilarinin sayisi sitozi€ () kalintilarinin



sayisina gttir (A = T ve G = C). Buna go6re purin kalintilarn toplami pirimidin
kalintilarinin toplaminasétir (A+G = T+C). Adenin ve guanin, DNA’larda enksrastlanan
pdrinlerdir; sitozin ve timin, insan ve ghr tir DNA’larda en sik rastlanan pirimidinlerdir.
A+T/G+C orani tire goére d@esir ki insan ve hayvan DNA’larinda A ve T coktur,Kberi ve
viris DNA'larinda G ve C c¢oktur.

Rosalind Franklin ve Maurice Wilkins, DNA'nin yams aydinlatmak ve DNA kristallerini
analiz etmek icin gucli Xsini difraksiyon metodu kullandilar ve 1950’lerde BNIn

karakteristik bir X-gini difraksiyon érngi olusturdusunu buldular(18).ekil 3).

3.4-A Spacing~_

Diffracted ray
%
|

DNA specimen in
which helix axes are
oriented vertically

Incident
x-ray beam H
]

Photographic film

Sekil 3. DNA'nin karakteristik bir X-gini difraksiyon

Bu ornekten DNA molekdillerinin uzun eksenleri bogarbiri 0,34 nm ikincisi 3,4 nm olan
iki devirli heliks oldugu sonucuna varildi. Orgi ayni zamanda molekuliin iki kol iceggti

gOstermesi yapiyi belirtmek icin gok dnemliydi.

1953’te James Watson ve Francis Crick, mevcutesmilhepsini acgiklayan t¢ boyutlu DNA
yapisi modeli ileri surduler(19). Bu modele gore ANsgza donen cift heliks (ikili sarmal)
olusturmak Uzere ayni eksen etrafinda iki helez@klinde DNA zincir kangalindan
(polintikleotid zinciri) olymustur. Art arda gelen deoksiriboz ve negatif yukliusféd
gruplarinin olgturdusu hidrofilik iskelet, ikili sarmalin ¢evre suyunakan ds tarafindadir.
Her iki kolun pirimidin ve purin bazlari, hidrofdbive neredeyse dizlemsel halka yapilariyla

heliksin uzun eksenine dik ve birbirine ¢cok yakiarak ikili sarmalin i¢ tarafinda Ust Uste



gelirler. Kollar arasindaki uzaysal ski, iki kol arasinda biyuk oluk ve kiguk oluklar

meydana getirir§ekil 4.).

- (3.4 A)
N |
W Wide groo
s e oo 0o
3.4nm O C in phosphate-ester chain
(34 A)
ﬁ nb ) . C and N in bases
] ; Narrow groove —— /4 a4
R - B ?
i =
I
[ — |
(a) | 2 nm ! (b)

Sekil 4. DNA nin ift sarmalli yapisi

DNA ikili sarmalinda bir koldaki her bir badiger kolun bir bazina hidrojen plariyla
baglanmak suretiyle ayni diuzlemde baz ciftgilururlar. Bazlar arasinda hidrojen goa
olusmasini sglayan gruplar, amino ve karbonil gruplaridir. Jarwéatson ve Francis Crick,
yapi icinde Chargaff kurallar icin bir mantikgsayan en uygun baz ciftlerinin A =T ve
C baz ciftleri oldgunu buldular.



2.4. DNA'nin farkli yapisal formlari

DNA, belirgin olarak fleksibl bir molekiild; seker-fosfat iskeletindeki kgarin bir
bolumu etrafinda hatiri sayilir rotasyon mamkundgirtermal dalgalanma, yapida bukilme,

gerilme ve cift olgumunun bozulmasina neden olabilir.

B-form DNA olarak tanimlanan yapi (Watson-Crickafandan tanimlanan yapi), fizyolojik
sartlar altinda DNA molekuli icin en stabil yapicie bu nedenle DNA'nin 6zelliklerinin
herhangi birinin incelenmesi icin standart referan&tasidir. B-form DNA'dan b&a A- ve
Z-form DNA’lar da vardir.§ekil 5.).

Sekil 5. DNA'nin farkli yapisal formlari
A-form DNA, nispeten susuz birgok ¢ozeltide saptamelli bir DNA molekdl igin
B-form DNA’dan daha kisa ve daha ggimi

Z-form DNA, B-form DNA’dan daha farklidir; en betjin farkllik, sola donen helezawkli

ve iskeletinin zikzak gérinumudur.



2.5. Kromatin

Bolunme evresinde olmayan Okaryotik hicrelerde levigtan izole edilen kromozomal
materyalkromatin olarak tanimlanir. Kromatin, bicimlenmegtir ve ¢cekirdgin her tarafina
dagilmistir. Hicre bélinmeye hazirlanirken kromatingyolssir ve kendilginden tiire 6zel

saylda kromozomlar halinde belirir.

Kromatin, izole edilmy ve analiz edilmitir; yaklasik olarak git miktarlarda protein ve DNA

ile az miktarda RNA iceren liflerden alonustur.

2.6. Kromozomlar ve genler

Bir cok hucreli organizmanin her hicregngllikle ayni genetik materyal icerir.
Hucresel genleri iceren DNA molekilleri, hicreldaden buyik makromolekillerdir ki
bunlar, hicrenin bélinme evresinde, kompleks katklarla kromozomdenen yapilar haline

gelirler:

Bir hicredeki kromozomlar kiimesine onun genomu rdehisan genomu 46

kromozom iginde yer alan yakl& 3 milyar baz ciftinden okur(20). Sekil 6.) .

Sekil 6. Insan genomundaki kromozomlar
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DNA hiicre bolinmesinin hazirliklar sirasinda kekappyasini yapar. Kromozomlarin
ikiye bolinmesi sirasinda DNA molekdlt kendisiniin kopyasini yapar, buna replikasyon
veya duplikasyon denir. Bu olay yavru kromozomdaniaisimlarin bulunabilmesi icin
gereklidir. DNA'nin kendini glemesi esnasinda, iki sarmal flibir arada tutan hidrojen

baglari adeta bir fermuar gibi aciligé€kil 7.).

Faopya DiMNAa Sacrmsal

i 5

.'E: Prolirmeer o
e

Hedikas

;

}

Polimaraz A —
—

5 a3

Sekil 7. DNA’da replikasyon olgumu

Acikta kalan purin ve pirimidin nukleotitlerin ugla hiicrede dnceden sentezlesmi
nukleotitlerle tamamlanir. Boylece birbirinin ayalan iki e DNA meydana gelnsiolur.
Hucre bolinmesinde her biri bir hiicreye gider. Hlonekanizmasi DNA ikili sarmalini
birbirinden ayirip her iki DNA ipkini de yeni birer iplgi sentezlemek icirsablon olarak
kullanma yeteng@ne sahiptir. Yeni uretilen iplikler 6ncekilerle imen hemen tamamen
aynidir, fakat mutasyonile DNA si birbirinden farighapilar olgabilir. Hiicrenin bu 6zelgini
laboratuvar ortaminda c¢ok hizli bigekilde arttirma glemine polimeraz zincirleme

tepkimesiPCR adi verilir.
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2.7. DNA Hasari Oluisum Nedenleri

Genetik materyalin molekiler butugiinde ekzojen veya endojen faktorlerin etkisiyle
meydana gelen tim gaiklikler “DNA hasar” olarak adlandirilir. Genom,N)A hasarina
neden olan sayisiz farkli etkene maruz kalir.

Ekzojen kaynakli etmenler arasinda stres, vir{isieieksiyon, parakuat, alloksan gibi
kimyasallarin etkisi altinda kalma, pestisidler,rdan tetraklorir, parasetamol gibi ilac
toksikasyonlari, iyonize ve ultraviyole radyasybaya kirliligi yapan fitokimyasal maddeler,
sigara dumani, solventler gibi cevresel faktorlersplatin, nitrofurantoin, bleomisin,
doksorubisin ve adriamisin gibi antineoplastik #an hiperbarik oksijen, trisiklik
antidepresanlar, demir, bakir, kadmiyum, nikel,nkra@iva gibi metal iyonlari, asbest lifleri,
mineral tozlar, ozon, karbon monoksit, silika, adksin B1 ve PCB (poliklorlubifenil)’ler
sayllabilir Endojen kaynaklara Ornek olarak, oksid metabolizma, DNA'nin spontan
desisimleri, immunolojik c¢aitlili gi olusturan V(D)J rekombinasyon mekanizmasini (antijen
tanima bdlgelerini kodlayan ekson V,D vgeklinde Gic segmentten glur ve bu segmentlerin

bircogu farkll kombinasyonlarla bir araya gelebilir) viellgiz. (Sekil 8).
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DNA HASARI NEDENLERI

[ [F ] P Light loering Chesrical Amplecation
Mkl lesm Exgiosaiing Hadiatan Exposune Enpes
Fo f - — i sl
| | s

o] Gy Ghaschoeoin Transcrphonal DMA Fepas Aot
AT ERon Preogram Activalion W DM oomesiadsl
W Bann oxcisicn tepais
I Nuciaoine emcson nepHEn
W hlinmatch repeai
o Dhontibder strand brash repor
W Homocgous
hosmat =yl e

Sekil 8. DNA Hasari nedenleri

2.8. DNA Hasarina Neden Olan Etkenler

1. Spontan veya kalitimsal olgan gen mutasyonlari
2.Cevresel faktorler

% Ultraviyole Isik

< Iyonize radyasyon

% Elektromanyetik dalgalar

% Kimyasal ajanlar : Aflotoksin, benzopren, kemoteiggglari, alkilleyici ajanlar, vinil
klorid,mustard gazlari v.b

% Sigara alkol ve uyturucu kullanimi

% Hava kirliligi ve fabrika atiklari

% Kotu beslenme alkanligi



3.Daogal hiicresel metabolizmadan kaynaklanan faktorler

X Enflamasyon
<> Detoksifikasyonglemleri
Hucre tim bu DNA hasarlarina farkli metabolik yolla cevap verir.

Hucre genetik materyallerini bu etkenlerin gludusu hasarlara kar korumak amaciyla
DNA onarim mekanizmasi icerirler. Hiicre, DNA haaarii "DNA tamir mekanizmalari” ile
tamir edebilir. DNA tamir sisteminde 100’den faglan rol oynar ve bu genlerin kodlgdi
proteinler tamir mekanizmalarinda gorev alirlarr & insan hicresinin DNA'sinda guinde
yaklasik olarak 500.000 adet kodlanmayan veya yakbdlamaya neden olabilen hasar
meydana gelmektedir. DNA onarimi, hicrede tekrbutasyonla bgayan, hasarli DNA
olusumu ve kanser tablosuyla son bulabilen yolda, hiik@uyan dnemli bir mekanizmadir.
Farkli biyokimyasal stratejileri kullanan bircok kamizma DNA hasarinin birgokeklini
onarir. Genetik d@siklikler ve kanser arasindaki nedensel bikilhin varligi bircok deneysel
ve epidemiyolojik veri ile desteklenmektedir. Gekekararsizlik kanserin karakteristik
Ozelligidir. Mutajenite kanser geiminin hem balangic hem de geine evresinde rol oynar.
DNA onarimindaki hatalar da genetik karargalneden olurlar ve kanserleringcmlugu
tamir edilmemg DNA hasarindan kaynaklanir.

Mutasyon genetik materyaldeki kalitsagidiliklerdir. Bu degisiklik gamet hiicrelerinde
ya da somatik hicrelerde olabilir. Gamet hucretka, sonraki nesillere aktarifgiigin,
somatik htcrelerdeki, kansere neden olapildiin 6nemlidir. Yiuksek diizeydeki hasarlar ise
apoptozisi uyararak "hicre 6lumune” yol acabilirbdylelikle organizma kendini korurgu

olur.
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2.9. DNA Hasar Tipleri

DNA c¢ssitli farkll mutagenler tarafindan hasargrayabilir. Bunun sonucunda DNA
dizisi degisebilir. Mutagenler arasinda, yukseltgen (oksitlgyatmenler, alkilleyici etmenler
ve yuksek enerjili elektromanyetikimlar (morétesigik ve X sinlari gibi) sayilabilir. DNA'da
meydana gelen hasarin tipi mutagenin tipinglida. Ornegin, mor 6tesi gik timin ikilileri
(timin dimerleri) olgturarak DNA'ya hasar verir(21). Buna kaw, serbest radikaller veya
hidrojen peroksit gibi yikseltgen etmenler farkirden hasar okurabilirler. Baz dgisimi
(6zellikle guanozin) ve iki iplik¢ikli kirilmalar ii(22) Her bir insan hicresinde giunde 500
baz yukseltgeyici zarar gorur(23,24). Bu yukseligefasarlardan en zararlisi ¢ift zincirli
kirilmalardir. Cunkd bunlarin onarimi zordur. BunxNA dizilerinde noktasal mutasyonlara,

insersiyonlara ve delesyonlara ayrica kromozonaalsiokasyonlara yol acabilir(25) .
Baslica hasar tipleri;

Deaminasyon

Depurinasyon

Alkilasyon

T-T and T-C dimerleri olgumu
Replikasyon hatalari

Cift iplik kiriklar (DSB)
Oksidatif hasardir.

N o gk~ 0 DbdRE
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2.9.1. Deaminasyon

Deaminasyonda, Adenin (A) ve Sitozin (C)’deki biniao grubu, keto grubuna

donisturalmektedir. Bir memeli hiicresinde, ginde, hapgenom bgina 100 urasil olgur

HNO; (nitr6z asit) deaminasyon yoluyla Sitozin (C) =rasil (U) ve  Adenin (A) =>
hipoksantine doniinesine neden olur.Adeninin deaminasyonu ilgaithipoksantin sitozinle
yanlis eslesir.

Deaminasyon, DNA’da normalde bulunmangaseken urasilin fark edilmesiyle
onarilir. Yoksa replikasyon sirasinda Uskauna A gelmesi sonucu CaG:A degisimi ve

transisyonel mutasyon gerceite (Sekil 9.,10.)

(=)

Cytosine

H H
e o
%]
HyC . o et H,C o
= ¥ eamination
(b) ls al, — I N
r L= r (=]
I
5-Methylcytosine Thymine

Sekil 9. Deaminasyon okumu
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Sekil.10. Deamine bir bazin tamir edilememesi durumundakiaokutasyon

2.9.2. Depdlrinasyon

Depurinasyon Adenin ve Guanin bazinin rasgele bir ie dgismesidir. Memeli
hiicreleri spontan olarak 37 derecede 20 saatlikib@me periyodunda yakl& 10000
purinini kaybeder. Aflatoksin depurinasyonu indiik{purin bazi kaybi) ancak depurinasyon
spontan da olabilir.Depurine dizideki tamir ekgikldelesyonlara neden olabiligEr bu
mutasyonlar varsa replikasyon sirasinda 6nemli Ckdguplarina neden olur. Baz olmayan
yerin kagisina baz eklenemez veya buraya bir baz ekleniatféki baz, mutant bir baz
olur.(Sekil 11.)
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Sekil 11. Depurinasyon okumu

2.9.3. Alkilasyon

Alkilasyon, nukleotidlerdeki amino ve keto gtapna metil (CH3 — ) ya da etil (CH3 —
CH2 ) gibi bir alkil grubu eklenmesklemidir. Bazen mutasyon aiturur replikasyonda
yanlis eslesmeye neden olur veya polimerazi da durdurabilitradaminler, etilmetilstilfonat
ve N-metil-N1 —nitrosoguanidin en 6nemli alkilleyi@janlardir. En 6nemli alkilasyon
bdlgesi, guaninin 6. karbon atomundaki oksijendiy(2Alkilasyon sonucunda ojan O6 —
etilguanin (ya da O6-metilguanin), adeninin baalefu gibi davranarak timinle stesir.
Bunun sonucunda hasarli DNA replike agildada G:C baz cifti yerine A:T baz cifti geger.
Bircok kimyasal mutajen bazlarda modifikasyonlaeglen olur. Bu ajanlar genellikle kiiguk
alkillerdir (6rnezin metil gruplar1). Ayni zamanda bircok mutajen ipibdik bilesenlerden

olusur.
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0O6-Metilguanin  (mG) alkilleyici ajanlar vaginda olgur ve yuksek oranda
mutajeniktir. O6-Metilguanin-DNA metil transferaznzmi, DNA’'daki yanls metillenen
bazlarin CH gruplarini kendi sistein rezidilerine transfer retenormal Guanin okwmunu
sailar. Bunu yaparken enzim de geri déiminsiiz olarak baskilangolur ve glev disi kalir.

Boylece bu onarimda enzimin 6zgigilitkadar sayisi da 6nem kazanmaktadir.

alkylation

Sekil 12. Guanindeki kimyasal hasar bélgeleri
(alkilasyon, oksidasyon, radyagyon

2.9.4. T-T ve T-C dimerleri olusumu

Ozellikle, DNA tarafindan kuvvetlice alsanan UV-C (~260nm.) ve

UV-B i1sinlari, DNA ve dger biyolojik molektllerle reaksiyona girerler. Pmidin dimerleri
(T-T, T-C) olwtururlar, bu dimerler replikasyonu ve transkripsiyobloke ederler. DNA
hasari giineyangina ve melanin Uretiminin artmasina neden olurive melanomalarin %8

inden de sorumludur.
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Sekil 13. Timin timin dimeri olgumu

2.9.5. Replikasyon Hatalari

DNA replikasyonu esnasinda, hatglbsene, kiicik baz gigleri veya cikglari
olabilir. DNA polimerazin dgru ¢calsma oraninin yiksek olmasingnaen, ayrica olgan
hatalar1 dizelten bir hata okuma (proofreading) anekmasi varfiina kagin, replikasyon

Islemi mukemmel dgldir.

Replikasyongleminde olgan hatalari tamir mekanizmalari duzeltir.

2.9.6. Ciftiplik Kiriklari Olu sumu
DNA cift zincir kirginin kaynaklart:

« Iyonize radyasyon, oksitleyici ajanlar
* Topoizomeraz inhibitorleri (etoposide, adriamycin),

* V(D)J rekombinasyonu.
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Iyonize radyasyon, transposonlar, topoisomerazladomukleazlar, kromozomlar
tzerindeki mekanik stres, tek iplikli bolgede teKik kesimi ile (6rngin replikasyon ve

transkripsiyon sirasinda ) glurlar.

DNA’daki zararin potansiyel olarak enliedli tipi onarim icin bozulmansi kalip bir
DNA ipligi birakmayacalgekilde cift sarmalin her iki ipgin de kirildgi durumdur. Eer bu
bdlgeler onarilmadan birakilirsa kromozomlarin hizir sekilde daha kiguk parcalara

ayrilmasina neden olabilir

DSB’ler hem endojen hem de ekzojen unsurlardan &dgnabilir ve mutasyon ojumuna,
onkojenik donglime ya da htcre 6lumune yol acabilecekleri icimoge icin dnemli bir
tehlikedirler.

radiotherapy
chematherapy
Free radicals ; \
1 Ikylation anwirgnrmental
repliserne stalling “dr.""r'“‘:];" bosing
|
1
lication Uy light |'| .f/
Hag-r ;‘_
\ ] ot}
II .. %
\ \ @f‘ % J L
\ % %
Lt Iy
\h b f 't v h- Iy hl
“ L bulky
L » adeducts
Y TR strand O =methyl
"\ 1 L A ' breaks guanine

W e P pyrimidine

Sekil 14. DNA Cift Iplik Kiriklari
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2.9.7. Oksidatif Stresin Neden Oldgu DNA Hasari

Endojen serbest radikallerin her bir hiicrede, gl@@®000 kadar bazi hasarzattig|
tahmin edilmektedir. Serbest radikaller, DNA ataklaautasyonlara ve hicre olimlerine yol
acmaktadir. Hidroksil radikali bazlarla ve deoksizlarla kolayca reaksiyona girer. Hidrojen
peroksit ise membranlardan kolayca gecebdemken hicre cekirdgndeki DNA'ya ulgir ve
hiicre disfonksiyonuna hatta élimune yol acar. Bdente DNA kolay zarar gérebilen bir
molekildir(27,28) .

ROS (Reaktif Oksijen Turleri) ve RNS (Reaktif Njga Turleri) ile, DNA
hasarlarinin ¢ok az bir kismi gil olarak meydana gelmektedir(29) . DNA hasarlarini
olusumunda yer alan endojen reaksiyonlar; Oksidasyosetilamsyon, depirinasyon ve
deaminasyon reaksiyonlaridir. Nitrik oksid veyaajén dioksid (NQ), peroksinitrit (ONOO-
), dinitrojen trioksid (NOs3) ve nitrikasid (HNQ) gibi reaktif Grunleri, nitrozasyon ve
deaminasyon reaksiyonlari ile mutajenik aktivitestgdirler. Farkh ROS turleri farkli
yollardan DNA hasarlarina neden olurlar. Giine O, ve HO, hicbir zaman bazlarla
reaksiyona girmezken OH radikali DNA’'daki dort bandherhangi birine ganarak farkli
reaktif 0OrGnlerin olgmasina yol acmaktadir(30). Singlet oksijen ise q&anspesifik
baglanarak hasar ofturur(27,28) .

Hidroksil radikali purin bazlari ile £ Cs ve G pozisyonlarindan reaksiyona girerek
sirasiyla G-OH-, G-OH-, ve G-OH- purin radikallerini olgmaktadir(28) . GOH- ve G-
OH-pdrin radikalleri dehidrasyongitayarak okside purin radikallerini afwrurlar. G-OH-
piarin radikallerinin bir elektronlarinin oksidasyorve bir elektronlarinin rediksiyonu ile
sirasiyla  8-hidroksipurinler  (7,8-dihidroksi—8-oxofnler) ve formamidopirimidinler
olusur(28). Her ikisi de hem oksijenli hem de oksijengrtamlarda meydana gelebilmektedir.
Indirgeyici ajanlar formamidopirimidinlerin ojumunu arttirirken 8-OH-pirimidinlerin
olusmasi icin oksijenli ortam uygun gorilmektedir. 8-@danin ¢cok yaygin olarak meydana
gelen bir baz hasar driint ofgundan oksidatif DNA hasarlarinin élcilmesinde hasdeksi
olarak kullaniimaktadir. Giu zaman 8-hidroksideoksiguanozin (8-OH-dGua) ni#teo
seklinde 6lgulmektedir(31) .
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Sekil 15. 8-hidroksiguanin ve FapyGuo’in alum mekanizmalari

Hidroksil radikali fraksiyonunun DNA’dakseker grubu ile etkilgmesi, be karbon
atomunun herhangi birinden bir H atomunun c¢ikardiyla olmaktadir(32)Seker radikalleri
bircok farkl reaksiyonla meydana gelmektedir. @kssiz sistemlerde Omnerkezli radikaller
parcalanmaya grarlar ve DNA zincirleri kirilarak gdam baz ve da&siklige usrams seker
serbest kalir. Cl merkezli radikallerin oksidasyadleuseker laktonu olgumu ve sglam bazin
salinimi gercekigr. Oksijen yoklgunda, baz radikalleri kendilerine kem olan seker
grubundan H atomu alarajeker radikallerini olgtururlar ve sonugta zincir kirilmalarina
neden olurlar. Oksijenli sistemlerde karbon merkgeker radikaline molekiler oksijenin
eklenmesi sonucu peroksil radikalleri ghaktadir. Seker peroksil radikallerinin en
karakteristik 6zellii karbon-karbon bani kirarak alkali bolge okturmalaridir. G merkezli
peroksil radikali oksil radikaline dostiirtlerek parcalanma ile DNA zincirinin kirilmasjna
sazlam bazin ve d&smis sekerin serbest kalmasina yol agmaktadir. DNA'dadgigkli ge
ugrams seker gruplart DNA zincirinden salinabilir ya da flats baslariyla DNA'ya basli
kalabilir(33) .

Baz veseker radikallerinin reaksiyonlari; ggik modifiye baz vesekerler, kontrolstiz
baz dizilimi, zincir kirlimalari ve DNA-protein ¢cagez balarini meydana getirirler. Oksidatif
DNA hasarlari da denilen bu tip hasarlar mutagesseatanserogenezise veslgmmaya yol
acmaktadir(34).
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2.10. DNA Tamiri

DNA’'da olusan kucuk hasarlar go zaman DNA onarim sistemleri tarafindan
onarilir. Bu cevaplardan herhangi biriniglev gérmemesi, hicre dizeyinde genomik

kararsizlikla, organizma diuzeyinde ise genetik dids$ar, kanser veya yklnma ile

sonugclanir(35) .

DNA
Than \Mbtasven KANSER
X Replila mon
Hatalan
- Raplikasyon pe - | —
ﬁ DNAHauan
DNA Gencmk | YASLANMA
Drerm Kararmzhc

Sekil 16. DNA Hasari sonucu ogan sireg

Insanda DNA onarimi ile &antili 130 genin klonlanmasi ve dizi analizi tamianmstir.

DNA onarim genleri iki alt gruba ayrilabilir:
1) DNA onariminda sinyal iletimi ve onarimin dulmmesi ile ilgili genler,

2) Hatali glesme onarimi, baz ¢ikarma onarimi, nukleotit ¢cikaomarimi gibi ayri onarim

mekanizmalari ile ilgili genler
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2.10.1. DNA Tamir Mekanizmalari

1.Direkt Tamir ya da Hasarin Geri Dondurtlmesi (Rewersal of Damage)
A- Fotoreaktivasyon

B- O6-metilguanin tamiri

C- Basit tek zincir kiriklarinin ligasyonu

2. Eksizyon (kesip-¢ikarma) Tamiri

A-Baz eksizyon tamiri (BER) (base excision repair)

B- Nukleotid eksizyon tamiri (NER) (nucleotide esicin repair)
C- Mismatch (yank eslesme) eksizyon tamiri (MER)

3. Replikasyon sonrasi (post-replikasyon) tamiri

4. SOS Tamiri

5. Cift Zincir Kiriklarinin Tamiri

A- Serbest Uclarin Non-homolog Blanmasi ( NHEJ )

B- Homolog Rekombinasyon ( HR )

2.10.1.1. Direkt Tamir Mekanizmalari

2.10.1.1.1. Fotoreaktivasyon

UV-1gin etkisiyle meydana gelen pirimidin (veya purinindrleri, gérunar gikla

aktif hale gecirilen bir enzimfdtoliyaz) tarafindan yok edilmesi olayidir. Fotoliyagk
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enerjisini tutar ve timin dimerlerinin bulungu bdlgede DNA'ya bganip dimerler
arasindaki kovalent lgkari kirmakta kullanir; zarar gérmibazlari dgrudan eski bigimine

dondurir(35,36). CPD fotoliyazlar bakterilerde, iaatarda, bitkilerde ve ¢gm omurgalida
bulunur ancak plasentali memelilerde bulunmaz.

FADH 4

Sekil 17. Fotoreaktivasyon mekanizmasi

2.10.1.1.2. O6-Metilguanin Tamiri

O6-Metilguanin  (mG) alkilleyici ajanlar vaginda olgur ve yuksek oranda
mutajeniktir. O6-Metilguanin-DNA metil transferaznami, DNA’'daki yanls metillenen
bazlarin CH3 gruplarini kendi sistein rezidulertrensfer ederek normal Guanin ghmunu
saglayar. Bunu yaparken enzim de geri dgimitstiz olarak baskilangplur ve slev dsl

kalir. Boylece bu onarimda enzimin 6zgiuikadar sayisi da 6nem kazanmaktadir.
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2.10.1.1.3. Basit Tek Zincir Kiriklarinin Ligasyonu

X-1sin1 ya da peroksitler gibi bazi ajanlar DNA zinoge basit kiriklara neden
olabilmektedir. Bir zincirde olan basit kiriklar N ligaz enzimi ile hemen tamir
edilmektedir. DNA ligaz; enerji gerektiren bir resjon ile SBfosfat grubu ile 3DH grubu

arasindaki fosfodiester i olusturmakta ve s6z konusu hasari tamir etmektedir.

2.10.1.2. Eksizyon (Kesip-Cikarma) Tamiri

DNA’daki hasarli bazin oligonukleotid parcalari mall cikartilip bu bdlgenin dgou
bazlarla doldurulmasi ve dlan ¢entgin ligasyonla kapatilmasi ana prensiptir. Tamitesrg

3 temel basamak icerir:
1-Hasar veya hata taninir ve enzimatik olarak bkleaz tarafindan kesip ¢ikarilir.
2- DNA polimeraz olgan baluklari doldurur.

3- DNA ligaz son ba kurar ve beluk tamamen kapanir.

2.10.1.2.1. Baz Eksizyon Tamiri (BER)

DNA hasarinin dgrudan geri dondurdlmesinde, bazlardaki her kimyasgisiklik kendine

0zgu bir onarim mekanizmasi gerektirir. Ancak, ller bircok kimyasal hasar tipini
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diuzeltebilecek genel bir onarim mekanizmasina algtiyduyarlar. Bu da eksizyon

onarimdir(excision repair).

Yanls yerlestirilen ve hasarli bazlan uzaklamak icin kullanilan onarim
mekanizmasidir. Her yaglibaz tipine 0zgun birgok yolak vardir. Bu yolaklar ve 3.

basamaklar ortak olmak tizere 3 adimdaguolu

1. Yanls bazin uygun bir DNA N-glikozilaz tarafindan uzaitlalmasi ve bir AP (Apurinik/
Apirimidinik) bolge olismasi. AP bdlgeleri spontan olarak kaybolan ya degilaz etkisiyle

uzaklgtirilan DNA bolgeleridir. Bir memeli hicresi gund€000 purin ve 500 pirimidin
kaybeder.

2. Hasarli DNA'ya AP boélgesinin 5' ucunagta AP endonikleaz tarafindan ¢entik atilmasi

ve AP boélgesine kogu bir 3'-OH ucu olgturulmasi.

3. AP bdlgesinin kesilip ¢ikarilarak (excision) ktegtirilmasi ve DNA polimeraz
tarafindan 3'-OH ucunun uzatiimasi.

Insan hicrelerinde cok sayida DNA N-gikozilaz taammstir. Diger 6karyotik
organizmalarda ve prokaryotlarda da benzer yagillazgjaz enzimi bulunmaktadir.

DNA N-gikozilaz, DNA sarmali Uzerinde hatalslesmeden kaynaklanan bukulmyapiyi
tanir, baz ve deoksiriboz arasindaki N-glikoziddgibhidroliz ederler. Ayrica glikozilazlar
bazlarin yiksek afinite gostegilibaglanma bolgelerine sahiptirler. Bu iki etken bgifece
yanlis eslesen bazin DNA cift sarmalindan cikarilmasi kolaylaDNA N-gikozilazlar ayrica

AP liyaz aktivitesine sahiptirler .

Bu sekilde AP bdlgedeki 3'-OH ucunda DNA omurgasiniekks. Bir sonraki adimda AP
endonukleazlar 5’ fosfodiester gai hidroliz ederler ve uygun niklotidin yer almagin
abazik deoksiribozu uzakdarirlar.

Son olarak, DNA polimeraz (polimer$z-tarafindan dgru nikleotidin yerlgtiriimesi ve

zincirin ligasyonu ile onarim tamamlanir .
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Sekil 18. Baz eksizyon tamiri (BER) mekanizmasi

2.10.1.2.2. Nukleotid Cikarma Onarimi (Nucleotide kcision Repair / NER)

Bilinen en genel ve etkili onarim mekanasidir. GUngen gelen UV giginin
karsinojenik etkilerine(dimerler) ve sisplatin, #rakuinolin oksit gibi etkenlerle reaksiyon
sonucu olgan buyilk eklentili hasarlara katthnemli bir savunma mekanizmasidir. Yeterince
islev gdrememesi yanma, kanser olumu, cagitli kalitsal ve nérodejeneratif bozukluklar ile
sonuglanir. NERmekanizmasinda bozuklukbireylerdeeggiduyarlilik, bazi dokularda erken
yaslanma, norolojik bozukluklar ve genellikle UV kaytacilt kanseri insidensinde agt

gozlenir .

NuUkleotid eksizyon onarim mekanizmasinin bozuk gldgenetik gegli nadir gorilen (g

sendrom tanimlantir:
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Kseroderma pigmentosum,
Cockayne sendromu,

Trikotiyodistrofi(35) .

2.10.1.2.3. Hatall klesme Onarimi (Mismatch Repair)

Bu onarim mekanizmasi, DNA replikasy@snasinda meydana gelen ve ¢ift sarmalda

anormal boyutlara neden olarmgrmal bazlarin hatali eslesmesiseklindeki hatalari duzeltir.

Yanlis eslesme onarim protein dimeri (MutS) DNA'yl tarayarak wvrgadaki
bikulmeden yandieslesmeyi bulur. MutS yandl eslesme tgiyan DNA'y1 kusatir. MutS-DNA
kompleksi, MutL proteininin yapiya katilmasinigta. MutL yanls eslesmenin oldgu yerin
yakinindaki bir zincirde bir kirllma (ya da c¢entik)eydana getirecek olan MutH enzimini
aktiflestirir. Centik olusumundan sonra bir helikaz (UvrD) DNA'y1 ¢cOzer ve bkzonukleaz
zincirdeki buyukce (1000-2000 nikleotid kadar)bioldeyi yok eder. Tek zincirli bduk
DNA polimeraz tarafindan doldurulur ve DNA ligazandan kapatilir.

Hatall élesme onarim mekanizmasi genlerinde mutasyon olaglbne kalitsal nonpolipozal
kolon kanserine (HPNCC) yatkin olduklari tespitlexditir.
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Sekil 19. Hatali Eslesme Onarim (Mismatch Repair) Mekanizn

2.10.1.3. Replikasyon sonrasi (pc-replikasyon) tamiri

DNA hasari dger tamir sistemleri ile tamir edilemegse, replikasyondan sonra al
olan mekanizma sistemidir. Lezyon bulunduran DNAlike olurken, DNA polimeraz 6nc
lezyon yerine gelerek durar. Hasarl bdlgeyi de icine alacgdkilde bgluk birakarak atla
ve DNA sentezine devam eder. Rec A proteini, rekoadyonal bir dgis tokus islemi ile
hasarsiz komplementer zincirde bulunan sekanssfeaeder. Komplementer zincirde gdun
bosluk DNA polimeraz -DNA ligaz enzimleri sayesinde dolduruli
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2.10.1.4. Acil (SOS) Tamir Sistemi

DNA hasarinin yiuksek oranda ofglu ve dger tamir mekanizmalarinin el
olamadgl durumlarda devreye giren acil cevap sistemidiNAD sentezi sirasinda, bir
lezyonun Uzerinden atlamak yerine, sistem, DNAmelazin lezyon karsinda replikasyonu
devam ettirmesini gdar. SOS yanitinda gorev alan bir¢cok proteini kgdtagenler normalde
Lex A proteini tarafindan baskilangnidurumdadir. DNA hasari ile kalasildiginda,
baskilanmy olan Rec A proteini hasarli tek zincireghanir ve Rec A-ssDNA kompleksi
olusur. Rec A, DNA'ya bglandiktan sonra Lex A proteininin otoproteolitikkymini aktive
eder. Rec A, DNA polimeraza glanir ve lezyonu da gecerek DNA'yi replike etmesini
sagilar. Rec A'nin, polimerazin 3'-->5' ekzonukleaziakesini inhibe etmesiyle translezyon

replikasyon gercekbsr. Hataya meyilli tamir sistemidir.

2.10.1.5. Cift Zincir Kiriklarinin Tamiri

Cift zincir kiriklarn spontan odur ve genellikle hiicrenin reaktif oksijene yaniarak
ortaya cikar ve iki ayri mekanizma bu potansiydindllezyonlarini dazeltir. Cift zincir
kiriklari dizeltiimedginde kromozom aberasyonlarina ve kanser éncesyevgecse neden

olabilir.

DNA cift zincir kiriklari iki sekilde tamir edilir. Bunlar serbest uclarin homolog
olmayansekilde ba&lanmasi (hon-homolog end joining) (NHEJ) ve homalegombinasyon

olmak Uzere iki farkli mekanizma ile gerceddeilir.
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2.10.1.5.1. Homolog Olmayan Ucg Birkamesi

Eger bolinmeyen bir hicrede cift zincir kiriklar ghuussa kardg kromatidler de
kalip olarak kullanilamaz ve bu kiriklar hi¢ tarediimemektense hatali da olsa, hatta bazi

baz dizileri kayip bile olsa tamir edilirler.

Homolog bir kromozomdan faydalanmaksizDNA ugclarinin bglanmasinin
biyokimyasal bir yoludur. Cunki kirtk DNA uclar ganabilir durumda (ligatable)
olmayabilir ve bu yol bazen genetik bilgide kayba weden olur. Homolog olmayan ug
baglanmasindaki hatalar iyonize radyasyon duydrhla ve immuin yeterside (severe

combined immunodeficiency) neden olur.

2.10.1.5.2. Homolog Uc Birlgmesi

Cift iplik kiniklari onariminin daha etkili bir yadur. Homolog rekombinasyon kakde
kromatidleri kullanarak cift zincir kiriklarini ona Bu nedenle onarim hatadan arigrir
onarimdir. Sglam DNA’daki dizi bilgisi bir genel rekombinasyonakanizmasi ile ¢ift iplik
kirnglr olan bolgeye tanir. Reaksiyon, gesen DNA dizilerini taniyip bir araya getiren

rekombinasyon proteinlerini gerektirir.

Bu komplementer dizi onarim reaksiyonunda kalip rala kullanilacaktir.
Komplementer dizi bulunduktan sonra homolog hasarlhasarsiz DNA arasinda bsile bir

molekil yapisi olgur. Hasarli dizideki kaybolan dizi kardkromatiddeki diziden kopyalanir.

33



2.11. Serbest Radikaller

Serbest radikaller bir ya da birden fazlidegmemi elektron taiyan ve dger molekdllerden
elektron koparma@iminde olan atom veya molekullerdir. Serbest kadler, tek elektronu
ile birlikte pozitif yukli, negatif yukli veya yukg olabilirler. Bu tip maddeler
ortaklanmanmy elektronlarindan dolayi reaktif yapiya sahip oldukdan biyolojik sistemde
lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi énk unsurlara geri déngimstz zarar
verebilirler. Serbest radikaller somatik hicrelene baisiklik sistemine saldiran
molekullerdir. Antioksidanlar da bu serbest radiah etkilerini nétralize eden, kanser, kalp
hastaliklari ve erken ymnmaya neden olabilecek zincir reaksiyonlarini eflegen
molekillerdir. Oksidasyona neden olan serbest ddgik temel olarak oksijen kaynakh
metabolitler, (stperoksit anyonlari O2-, hidrojeargksit HO,, hidroksil radikali (OH)
hipoklorik asit, kloraminmler, azot dioksit, ozoe \ipit peroksitlerdir. Bunlar organizmalar
tarafindan hicre icinde mitokandriyal solunum zimcie, ya da hicre gnda, 6zellikle de
fagositler tarafindan ofturulur. Serbest radikaller yam icin gereklidir. Elektron transferi
enerji Uretimi ve pek cok ger metabolik jlevde temel olgturur. Eger zincir reaksiyonu
kontrolsiiz bir davragi gosterirse hicrede hasarlara neden olur. Big kaptusunda
elektronlar ya birlikte kalir (ikisi de bir atomaklir) ya da ayrilirlar (biri bir atoma, gri
digerine). Ber birlikte kalirlarsa olgan atom bir iyon olur, @r ayrilirlarsa da serbest
radikaller olgur. Bu alesmemi elektronlar yiuksek enerjilidir veskesmis elektronlari ayirip

islerine engel olurlar. Busiem serbest radikalleri hem tehlikeli hem kulkhnyapar(37,38) .

2.11.1. Reaktif oksijen turleri

Serbest radikallerin birgu reaktif oksijen turleri olup en 6nemlilegagidadir.
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2.11.1.1. Hidrojen peroksit (HO-)

Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak idektron ile indirgenmesiyle ya da
superoksitlerin enzimatik veya non-enzimatik disasypnu tepkimeleri sonucu alu.
Karacgerden salgilanan katalaz enzimi yardimiyla 1/2 rhalrojen ve 1 mol suya
donisturilerek etkisiz hale getirilir. Yapisinda paylemams elektron icermedinden radikal
Ozellik tasimaz, reaktif bir tir daldir. Hidrojen peroksitin oksitleyici bir tir olak
bilinmesinin sebebi demir, bakir gibi metal iyonfan varlginda hidroksil radikalinin énculi

olarak davranmasidir(39,40) .
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2.11.1.2. Superoksit radikalleri (O*y")

Superoksit radikalleri hicrelerde redikte elektr@giyicilarinin oksidasyonu ile
uretilmektedir. Hucrede enerji metabolizmasindaiddsyon sirasinda ya da oksidazlar gibi
bazi enzimlerin aktivitesi sonucu elular. Stiperoksit okumu elektron tgyicisinin redoks
durumuna ve ortamdaki oksijen d@mine balidir. Zayif bir oksidan olan siperoksit
radikalinin kendi bgina 6nemli hicre hasarlarina yol acmasi mumkin lig@ninektedir.
Ancak superoksit radikalleri oksidatif strese yolcabilen bir dizi reaksiyonlari
baslatabilir(41). Bu reaksiyonlarin en 6nemlilerindémri Haber-Weiss reaksiyonudur. Bu
reaksiyonda @ve HO, demirvarlginda etkilgerek oldukca reaktif olan HOradikalini

olusturmaktadir.
H,O, + O*,—> OH* + OH™ + O,

Uretilen buOH* radikalleri oldukca reaktif olup hiégcle 6nemli hasarlara yol agar O
radikalleri, hiicre ici demir depolarindan deminisest hale getirir. Serbest hale gecen demir
iyonu Haber-Weiss gibi radikal Greten reaksiyondarceya dier serbest radikal aracilikh
hiicre hasarinda rol oynayabilir. Stuperoksit radgkalcok kisa bir yari 6mre sahip olup

dismutasyon reaksiyonu ile,8,ve G, olustururlar.

2.11.1.3. Hipoklorik asit (HOCI)

Hipoklorik asit de radikal olmagi halde reaktif oksijen turleri icinde yer almaktad
Fagositik hucrelerin bakterileri 6ldirmesinde onemdl oynar. Aktive olan notrofiller,
monosit makrofajlar ve eozinofiller stiperoksit taadierini tretirler. Radikal Gretimi fagositik

hiicrelerin bakterileri 6ldirmesinde buyik 6nem etmnektedir. Baslica hedefinin proteinler
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oldugu ve protein karbonil bilesiklerinin (PCC) olusumwrindukledgi bildiriimektedir.
Ozellikle notrofiller miyeloperoksidaz enzimleriaanligiyla énce Qi olustururlar ve daha
sonra dismutasyonuyla glan hidrojen peroksiti klorlr iyonuyla bigérerek gucli bir

antibakteriyel ajan olan HOCI'i meydana getirirler.

H.,O, + HC| ——> HOCI + H,O

2.11.1.4. Singlet @

Yapisinda gesmemi elektronu bulunmagindan serbest radikal olarakgileancak serbest
radikal reaksiyonlari Bgattiklarindan serbest radikal sinifina dahil edtin Singlet
O,,0ksijen elektronlarindan birinin ghridan enerji almasi sonucu kendi doganindn tersi
yonde olan farkli bir yoriingeye yer ggtirmesi neticesi olgabilecgi gibi superoksit
radikalinin dismutasyonu ve hidrojen peroksitin dkforit ile reaksiyonu sonunda da
olusabilir(42) . Vicutta deri ve retina gibi gungsa maruz kalan bdlgelerde sikcagbligu

tespit edilmistir

2.11.1.5. Hidroksil radikali (OH*)

Hidroksil radikali (OHe), “Fenton reaksiyonu”ve “Haber-Weiss reaksiyonu”
sonucuhidrojen peroksitten olusmaktadir Hidroksitlikali, en aktif ve en toksik oksijen
radikali olup dretildgi her yerde birgcok molekdl ile reaksiyon verir. Y&mri ¢ok kisadir
ama verdii zararlar ¢cok fazladir. Hidroksil radikali, iyostarici radyasyonun (Xsinlarr)
etkisiyle su molekullerinin homolitik kirllmasi secunda olgabildigi gibi hidrojen peroksit
molekllintin metaller ile reaksiyonu sonucunda eksikrgenmesi ile de okabilmektedir.

Biyolojik sistemlerin tanidil en reaktif tir olan OH, su dahil ortamda rasgiatier molekdl
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ile tepkimeye girer. Butin bu tepkimeler, OH'In @ymams elektron iceren diorbitaline
elektron alma ilgisinden kaynaklanir.

Hidroksil radikalinin sebep oldiw en 6nemli hasar, lipid peroksidasyonu olarak
bilinen serbest radikal zincir reaksiyonudur. Hiuaa su icermedinden OH'in balica
hedefi yg asididir. Zar lipidlerinin peroksidasyonu zarinpygni bozar ve gecirgegini

artirip hticre 6lumune sebep olabilir(39, 43,44) .

2.11.2. Reaktif nitrojen tirleri (NO, NO,, NO-, NO")

Biyolojik sistemlerde olgan reaktif nitrojen tlrevlerinin en dnemlisi okssgan dgerligi +2
olan nitrik oksittir. NO; bir atom azot ile bir ato oksijenin ciftlamems elektron vererek
birlesmesinden meydana gektir ve bu ylzden radikal tanimina uymaktadir. Lijpof
ozellikte olup, oksijensiz ortamda oldukca stabil@usukkonsantrasyonlarda iken, ortamda

oksijen varlginda dahi stabilitesini koruyabilir.

Bu lipofilik serbest radikal, damar endotel hicrilde nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi
aracllglyla L-argininden sentezlenir. NOS’In birgok izafou tanimlanmytir. NO’in yari
Oomra 10-20 saniyedir. Kolayca diiz kasa gecerek (Gaia8iklaz (GC) enziminin “hem”
demirine bglanir ve cGMP sentezini uyarip damar gg@wmesini uyarir. Sentezlenen NO, ayni
zamanda tiyol gruplarini S-nitrozilasyongratarak protein ve reseptdr fonksiyonlarini da
degistirir. NO metabolize olurken molekuler oksijen igglanip nitrojen dioksidi (NG)
olusturur(45).
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2.11.3. Balica serbest radikal olyum kaynaklari

Serbest radikaller, besinlerin oksijen kullanikaranerjiye doéngiimi sirasinda meydana
gelen reaktif molekullerdir. Serbest radikaller amgmada normal olarak meydana gelen
oksidasyon ve reduksiyon reaksiyonlari sirasindstuiu gibi ¢aitli dis kaynakli nedenlerin
etkisiyle de olgabilir.

Reaktif oksijen tlrleri/metabolitleri olarak bién bu molekdiller lipit, protein ve DNA gibi
hiicre bilgenlerine zarar verir. Hucre organellerinin her biarkli miktarda radikal
olusumuna sebep olurlar. Bunlarin yani sira radyasihjsinlari, ilaglar, yg oksidasyonu,
immunolojik reaksiyonlar, sigara, alkol stres veeRobiyotikler aktive olmufagositlerde
serbest radikal Uretimini artirirlar. Sitokrom P04%itokrom b5, ksantin oksidaz, triptofan
dioksijenaz, lipooksijenaz, prostoglandin sentetdemoglobin, flavoproteinler, lipit
peroksidasyonu, oksidatif stres yapan iskemi, t@avwe intoksikasyon gibi durumlar,
mitokondrial elektron transport sistemi (ETS), nkiler otooksidasyon yapan tiyol,
hidrokinon, katekolamin, flavin ve antibiyotik gilkinolekullerin hepsi hicresel serbest
radikalleri oluyturur(46,47) .

2.11.3.1. Endojen serbest radikal tGretim kaynaklar
+« Mitokondrial elektron transport zinciri

« Endoplazmik retikulum

+ Redoks déngust

¢ Arasidonik asit metabolizmasi

+« Fagositik hiicreler

+ Ksantin oksidaz, NADPH oksidaz gibi oksijen enzimle

+ Otooksidasyon reaksiyonlari
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2.11.3.1.1. Mitokondriyal elektron transport sisteni

Mitokondrideki enerji Uretimi sirasinda oksijen kamilirken, tiketilen oksijenin az bir
miktari superoksit okumuna neden olur. Buradaki radikal yapiminin neds@DH
dehidrogenaz ve koenzim Q gibi elektrogyecilardan oksijene elektron kagain olmasidir.
Fizyolojik olarak reaktif oksijen tirlerinin temdélaynal normal oksijen metabolizmasidir.
Dolayisiyla fizyolojik kaullar altinda mitokondriyal elektron transport sisi serbest radikal

dretiminin en 6nemli kismini ojturmaktadir(48) .

2.11.3.1.2. Endoplazmik retikulum

Endoplazmik retikulumda ozellikle ksenobiyotiklermetabolizmalari esnasinda veget
endojen maddelerin metabolizmalari esnasinda yan ofarak serbest radikaller uretilir
Oksijen molekulindn bir atomu substrataglbair, diger atomu ise su ojturmak Uzere
kullanilir. Bu reaksiyon monooksijenaz veya karifonksiyonlu oksidaz reaksiyonu olarak
adlandinlir. Kimyasal ajanlarin serbest radikalistdirmadaki en 6nemli mekanizmalari,
mikrozomal sitokrum P—450 sistemi ile aktivasyonuddu sistem, molekdulleri indirgeyerek
veya oksitleyerek serbest radikal glurur. Son durumda bir elektron eksgilivardir ve
elektrofilik bilesik olusur. Olusan bu elektofilik Grin bir nukleofil ile reaksiyorgirer. Bu
elektrofilik bilesigi ceken en dnemli bikgk sistein kalintilari Gzerindeki tiyol (-SH) grubur.
Tiyol grubu ise pek ¢cok endojen makromolektlde (QDNMRANA, enzimler gibi) bulundgu icin

reaktif ara Urtinler bu molekullerle kovalengtanarak toksisite gosterebilirler(49) .
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2.11.3.1.3. Redoks dongusu

Ksenobiyotiklerden serbest radikal glmu sadece mikrozomal reaksiyonlarla
olmamaktadir. Menadion, parakuat, dikuat, nitrofiloan gibi bilesikler alternatif bir redoks
siklusuna girerler. Bu bilgkler, ilave bir ¢iftlenmemy elektron kazanmagdimindedirler. Bu
ajanlardan olgan radikaller, tekrar ana bgige donigmek icin kolayca oksijenle oksitlenir ve
superoksit radikalini oktururlar. Olgan ksenobiyotik ve superoksit radikalleri intrali&lelr
ferritin depolarindan demiri serbest hale getirir8itozole salinan demir, serbest radikaller
arasinda en reaktif olan ve dolayisiyla daha yikilan hidroksil radikali gibi ikincil
radikallerin olgytugu Fenton reaksiyonunda katalitik rol oynar(50). &ex tepkimesinden

olusan serbest radikallerin alumu desferroksamin ile engellenebilir.

2.11.3.1.4. Araidonik asit metabolizmasi

Hucre membranlarinda prostaglandin icin en oOnendynthms yag asidi prekirsori
argsidonik asittir. Fagositik hicrelerin uyarilmasisfolipaz ve proteinkinazin aktivasyonu,
plazma membranlarinda ai@onik asidin salinimina yol acar.

Arasidonik asit, membran yapisinda bulunan, ©6nemli diayk fonksiyonlari olan
eikazonoidler ailesinin sentezindeslagic maddesi olan 20 karbonlu ¢oklu doymgaitwir
yag asididir. Argidonik asidin siklooksijenaz tarafindan katalizlereksidasyonu ile PGD2,
PGF2a ve tromboksan iceren prostaglandinlesus|ulipooksijenaz tarafindan katalizlenen
oksidasyonu ise LTC4, LTD4 ve LTE4 verir ve bpkieneler sirasinda serbest radikaller
olusur. Arsidonik asid oksidasyonu, katiimis bir serbest radikal reaksiyonudur.
Siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimlerinin heisikde aktiviteleri icin peroksitlere ihtiyac

duyarlar. Siklooksijenaz aktivitesi daha sonra tagkndinlerin sentezi icinde gerekli olan
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endoperoksitlerin  okumuyla sonuclanir. Ote yandan lipooksijenaz lipiergksitleri
Uzerinden lokotrienlerin okwmunu katalize eder. Ayni zamanda bazi kisenolkigotien bu
esnada reaktif ara trtnler gimaktadir. Bu ara urtnler hedef yapilarla etjalek toksisite

gosterirler(51) .

2.11.3.1.5. Fagositoz

Lokositler, mikrobisid fonksiyonlarini, mikroorgaamhanin hiicre icine alinip
sindirildigi fagositoz olayi ile gercelgérirler. Fagositoz, serbest radikal elumunun
sorumlu oldgu, oksidatif mekanizmalar ve go l6kosit granillerinden salinan bakterisid
etkili sitokinlerin rol aldgi, oksidatif olmayan mekanizmalarin birlikte aki bir
biyokimyasal surectir. Lokosit aktivasyonu sitle hiicre dgl uyaranlar aracig ile meydana
gelir. Sonucta fagozom membraninda lokalize olarDRA Oksidaz aracgl ile solunum
patlamasi (respiratory burst) adi verilen, oksif@ketiminin hizla art@ii ve sUperoksit

radikalinin olwtugu bir stire¢ gerceke. Fagositlerin Urettigi reaktif oksidan drtnler:
Trombositler, HO,, O,., OH
Notrofiller, H,O,, O,., OH., HOCI
Eozinofiller, HO,, Os., OH., HOCI,

Makrofajlar, HO,, O,., OH., HOCI, NO
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2.11.3.1.6. Otooksidasyon

Doku bilesenlerinin ¢c@gu molekuiler oksijenin vagiinda kimyasal olarak stabil gi&irler ve
metaboliksartlar altinda az ya da ¢ok otookside olurlar. Msaldkaritlerin otooksidasyonu
sonucu H202 peroksitler ve okzoaldehitlegaloilir. Okzalaldehitler DNA, ribonukleik asit
(RNA) ve proteinlere hdanarak antimitotik etki gostererek kanser velaama olaylarinda
rol oynarlar. Bunlar arasinda, Hemoglobin gibi riletgproteinler, hormonlar, tiyoller,
doymamg membran lipitleri sayilabilir. Bitin otooksidasyan sirasinda serbest radikal
intermediyerleri kadar aktive oksijen turleri deetilir. Boylece otooksidasyonlar viicudda

serbest radikal owmuna sebep olurlar(52,53,54).

2.11.3.1.7. Oksidan enzimlerin reaksiyonlari

Aerobik organizmalarda oksijenin katgaibircok reaksiyonda oksijenin tek gelikli
indirgenmesiyle superoksid anyonu meydana gelel@iikojen oksidaz, ksantin oksidaz,
NADPH oksidaz, NADH oksidaz, diamin oksidaz, urdtsidaz gibi enzimler bunlardan
bazilaridir. Uzerinde en ¢ok calan enzim Ksantin oksidaz (XOD) aslinda
ksantindehidrogenaz (XDH) olarak sentezlenmektebweekilde dokularda yaygin olarak
bulunmaktadir. Bu enzim elektronlarini molekulesiggne dgil NAD’ye verir ve superoksit
anyon radikali olgturmaz. Fakat XOD sdulfidril oksidasyonu ya da dinproteolizis ile
dehidrogenaz formunda oksidaz formuna d@ébilir. XOD molekuler oksijeni kullanarak

H.O, ve G olusturmaktadir(55) .
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2.11.3.2. Ekzojen serbest radikal tretim kaynaklari

% Pestisitler

+ Sigara dumani

s Zehirli gazlar

% llaclar

+« Karsinojen maddeler

+ Radyasyon

2.12.Antoksidan Savunma Sistemleri

Antioksidan veya ylkseltgeme Onleyici, arin otoksidasyonunu yaslatan
maddedir. Canlilarda, kimyasal surecler (prosestergllikle oksitlenme, serbest radikallerin
olusmasina neden olur. Yiksek derecede reaktif oldmeseradikaller farkli molekdller ile

kolayca reaksiyona girebilir ve bdylece hicrelecanliya zarar verebilir. Antioksidanlar

serbest radikallerle reaksiyona girerek (onlarla kararak) hiicrelere zarar vermelerini dnler.

Bu Ozellikleriyle hicrelerin anormalgeme ve sonug olarak tumor gturma risklerini
azalttiklari gibi, hiicre yikimini da azalttiklagin, daha skl ve yashlik etkileri minimum
olur. Reaktif oksijen tirlerinin ve serbest radiéan olusumunu ve bunlarin meydana
getirdigi hasari 6nlemek i¢in vicutta “antioksidan savursistiemi” adi verilen komleks bir
savunma sistemi gefnistir. Buttin hicreler gucli savunma sistemlerininingaile oksidatif
strese kan kendilerini ve organizmay! korumaktadirlar. Samansistemlerini serbest radikal
tutucular ve bazi enzimler gliwrmaktadir ve savunma sisteminde 6ncelikle enzstemsi
etkili olmaktadir(56).

Antioksidanlar bgica dort yolla oksidanlari etkisiz hale getirirler
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1. Supurme etkisi (Scavenging): Oksidanlari dahaf zgeni bir molekile dongitrerek
etkisizlestirir. Antioksidan enzimler ve mikromolekiller bwla etki eder.

2. Sondurme etkisi (Quenching): Vitaminler bu yetki gosterirler. Oksidanlara hidrojen

eklenerek etki gosterirler.

3. Zincir reaksiyonlarini kirma etkisi (Chain Br&ad): Hemoglobin, sertloplazmin ve

agir mineraller oksidanlari kendilerine @ar ve inaktive eder.

4. Onarma etkisi (Repair): Oksidatif olarak has@mglks biyomolekuli onarirlar.

2.12.1.Enzimatik antioksidanlar

2.12.1.1. Superoksit dismutaz

Superoksit distumulaz (SOD) suUperoksit anymm hidrojen perokside dismutasyonunu
katalizleyen molekdl @rligi 17-85 k DA araiginda olan metalloenzimlerdir. SOD enzimi
oksijeni metabolize eden tiim hiicrelerde bulunurar@tik hiicrelerde 2 tip SOD bulunur.
SOD, glutatyon peroksidaz ve katalaz oksijen rdbtikgle olusan hasara kar bsslica
enzimatik savunma mekanizmalaridir. SODy'nid dismutasyonu bD, molekilini
olusturur. Olwan HO, molekull sitotoksik oldgundan yine endojen Uretilen katalaz ve
glutatyon peroksidaz enzimleri ile serbest oksyersuya dongitrilerek toksik etkisi ortadan
kaldirihr(57,58).
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2.12.1.2. Katalaz

Katalaz, yapisinda hem grubu icgidden bir hemoprotein olarak kabul editim.
Kan, kemik iligi, karacger, bobrek ve mukoz membranda yuksek miktarda makhO,
olusum hizinin d§ik olduzu durumlarda peroksidatif tepkimeyle veyaQd olusum hizinin
yuksek oldgu durumlarda ise katalitik tepkimeyle hidrojen pesiti suya dongtirerek
ortamdan uzakkdrir(58,59) .

CATIn temel fonksiyonu, molekiler oksijen mevcueiinde metabolizmanin bazi
kademelerinde sentezlenen, hidrojen peroksitin @©R gibi bir peroksidi giderek, 6zellikle

membranlarda okturabilecekleri geri dongiimsiiz hasarlari engellemektedir

2.12.1.3. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon Peroksidaz organik hidroperoksitleripi{lhidroperoksitler, DNAhidroperoksitler)
veya hidrojen peroksitin GSH tarafindan indirgenimegpkimesini katalizler(56). 1957'de
Mills tarafindan kefedilmistir Tetramerik ve 4 selenyum atomu ihtiva eden zsitix bir
enzimdir. Birbirine kenetli enzim sistemi GSH-Px @H-Rd glutatyon harcayarak®; nin

reduksiyonunu katalizler .

H202 + 2 GSH 2 H20 + GSSG

ROOH + 2 GSH ROH + GSSG + H20
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2.12.1.4. Glutation-S-Transferazlar

Glutation-S-Transferazlar(GST) antioksidan aktietme ilave olarak bircok
kimyasal faaliyette gorev alirlar. Hem detoksilgan yaparlar hem de hiicre icigtayici ve
tastyici rolleri vardir. Katalitik olarak; yabanci maeleri glutatyon (GSH)'daki sisteine ait —
SH grubu ile bglayarak onlarin elektrofilik bolgelerini nétralizzlerler ve trinin daha fazla
suda ¢ozunidr hale gelmesinigkalar. Olisan bu GSH konjugatlari béylece organizmadan
atilabilir veya daha ileri metabolize olurlar. BalyGST’larin kanserojen, mutagen veget
zararli kimyasallarin hicre i¢i detoksifikasyonunddleri olduzunu gosterir. Metabolize
edilmeyen lipofilik-hidrofobik pek cok bikegi baglamalari ise bu enzimler icin depo ve
tasima rolu Ustlendiini gosterir. Birgok pigment (bilirubin, hematin,rdmsulfattalein,
indosiyanin gren gibi), kolik asitler, steroid hamtar, polisilik ariomatik hidrokarbonlar bu

proteinler tarafindan lgganip tginabilmektedirler.

2.12.1.5. Mitokondrial Sitokrom Oksidaz

Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidazperoksidi detoksifiye eden
enzimdir. Bu reaksiyon, fizyolojikartlarda strrekli cereyan eden normal bir reakslap bu
yolla yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanirbgt miktarda enerji Uretimi géanir.
Ancak, superoksid Uretimi ¢ga zaman bu enzimin kapasitesirgaa Bu durumda der

antioksidan enzimler devreye girerek stperoksidiaa etkilerine engel olurlar.
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2.12.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar

2.12.2.1. Askorbik Asit

C vitamini, suda ¢6ziinme 6zglligosterir; Askorbik asitin (C vitamini) efektif bsudaerir

antioksidan oldgu ©ne sdrilmektedir Vitamin C (askorbik asit) orngamada birgok

hidroksilasyon reaksiyonunda indirgeyici ajan dkagirev yapar. Superoksit radikali ,‘(E)

ve hidroksil radikali (OI:) ile reaksiyona girerek onlari ortamdan temizldnpit
peroksidasyonunu kiatan radikallerin etkilerini yok ederek, lipitlesksidasyona kar korur.

C vitamini, antiproteazlarin oksidan maddeler it@aktive olmasini engeller. C vitamini,
fagositoz icin de gereklidir. Bu vitaminin kemotikicevabi artirdii gorulmis; oksidatif
patlama sirasinda cevreye yayilan reaktif baktaismolekullerin antibakterisidal etkisini
sglayan intraselliler konsantrasyonlarinda bir azalgsgmadan, oksidatif parcalanma
ardnlerinin zarar verici etkilerini 6nlegii gbzlenmgtir. C vitamini, antioksidan etkileri
yaninda organizmada Fenton reaksiyonunda ferriddemo demire indirgeyerek, hidrojen
peroksitle etkilgmeye uygun olan superoksit radikalinin Uretiminedere olur. Bu etkisi
sebebiyle askorbik asit ayni zamanda pro-oksidanakl kabul edilmektedir; fakat bu tip

etkisi sadece diik konsantrasyonlarda olgundan oksidan olarak kabul edilir.

Suda ¢Ozunen bir vitamin olan C vitamini vicut siwda genellikle askorbat olarak
bulunur. Kolayca elektron vererek dehidro askorbiite kendilginden okside olur ve
superoksit, hidroren peroksit, hipoklorit, hidrdksadikali, peroksil radikali ve singlet
oksijeni supuricu etki gosterir. C vitamini lipideqoksidasyonunu BEtmadan peroksil
radikallerini su fazinda inhibe ederek, biyolojilembranlari peroksidatif hasardan korur(60).
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2.12.2.2.R-Karoten

Beta karoten retina gibi bazi dokulamembranlarinda yiksek konsantrasyonlarda
birike-bilir. Serbest radikallerle direk reaksiyogaer. E vitamini ile sinerjik etki gosterir.
Malonildialdehit olyumunu ve lipid peroksidasyonunu inhibe edebilir.

3-karoten ygda ¢Ozinen bir antioksidan olarak serbest radikallgolojik hedeflerle
interaksiyonuna girmeden 6nce direkt olarak ontakalayabilir ve ayni zamanda zincir kiran
bir antioksidan olarak etki ederek de peroksit kaffieri olusumunu 6nler. Genel olarak
havug, domates, greyfurt, portakal, Ispanak gibzseve meyvelerin kirmizi, turuncu, sari ve
yesil renklerinden sorumludur. Karotenoidler insand&e barsakta %5-50 oraninda pasif
diffizyon ile emilir. Bu emilim orani diyetteki gamiktariyla iliskilidir. Karotenoidler
hiicreyi oksidatif stresten; triplet molekulleri sanglet oksijeni stipirerek, serbest radikalleri
inhibe ederek korur(60,61).

2.12.2.3. Vitamin E @-Tokoferol)

a-Tokoferol ya&da c¢ozinen ve zincir kirici bir antioksidandir. idksidan aktivitesi en
yuksek olan tokoferol alfa-tokoferoldir

En o©nemli gorevi oksijen serbest radikallerininakddrina kagi membran
lipidlerindeki yags asitlerini korumaktir. Sonucta steroidlerin ned#dugu karacger hicre
hasari ve timor galmine kagl kullanilabilir Mitokondri, endoplazmik retikulurne plazma
membran fosfolipitleriniru-tokoferole kagi cok yuksek affinitesi vardir. Tokoferoller feroli
bir hidrojeni peroksidasyongitams bir doymamg yag asidindeki serbest peroksit radikaline

aktarirlar. Bunun sonucunda serbest radikal zireaksiyonlari kirilir(62). Olgan serbest-
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tokoferol radikali bundan sonra yeni bir serbesbgsit radikaliyle reaksiyona girir. Kroman
halkasi ve yan zincigeklindeki serbest olmayan radikal Grtiniine okside.du oksidasyon
arand ikinci konumundaki hidroksil grubu tzerindgtukuronik asit ile konjugasyona
ugrayarak safra yoluyla atilir(63). Tokoferolin aRks8a@an etkisi yuksek oksijen
konsantrasyonlarinda etkilidir. Bundan dolayi erksgk oksijen kismi basinglarina maruz
kalan lipit yapilarinda Orrggn eritrosit ve solunum sistemi membranlarinda letki
belirgindir(64,65) .

2.12.2.4.Polifenoller

Fenoller, aromatik halkaya gia OH grubu iceren etkili antioksidanlardir, clnkiu
bilesiklerden olgan radikaller, rezonans karardiina sahiptir. Bu nedenle gir radikallere
gore etkin olmayan radikallerdir.

Laboratuar argirmalari, caydaki polifenollerin kanser eumunu 6nlemeye yardimci
olabildigini ve var olan kanserin ilerlemesini engelleyei@idi veya kanseri azaltip
yayllmasini 0Onleyebil@ini gostermektedir. Bu etkinin, polifenollerin, DNAn zarar
gormesine ve normal htcrelerin kanserli hicreledaigmesine neden olan oksidasyonu
engelleme ve kanserojik bglenlerin habislgini artiran enzim aktivitelerini kisitlama
yetisinden kaynaklangh sanilmaktadir.insanlarda bulgulara yonelik belirli bir sonug
bulunmamaktadir; ancak gozleme dayanan kanitlagdaar bir bglanti oldyunu
gostermektedir. Aradaki Bkanti kanserde oldiw kadar gucli olmasa da cayin kalp
hastalgina kagl koruma sgladigini gosteren kanitlar da mevcuttur. Bunun nedeay ¢
polifenollerinin kan kolesteroliini ve tansiyonusdiiip kalp krizine veya felce yol acabilecek

pihtilarin olgmasini engellemesi olabilegaltstintlimektedir.
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2.12.2.5. Transferin ve Laktoferrin

Demiri balayarak lipid peroksidasyonu ve demir Kkatalizli dafWVeiss

reaksiyonlarina katilimini durdurur veya yglaar.

2.12.2.6. Seruloplazmin

Plazma antioksidan aktivitesinin 6énemli bir kismuakut faz proteini olan
seruloplazminden kaynaklanir. Seruloplazmin oksijandlikal ara Grtnleri salinmaksizin
Fe(ll)'yi Fe(lll)’e oksitler. Seruloplazmin demirevbakir bgiml lipit peroksidasyonu inhibe

eder. Daha az 6nemli olmakla birlikte siperokdiikali ile reaksiyona da girer.

2.12.2.7. Albumin

Albumin, kuvvetli sekilde bakir ve zayif olarak da demiri gbar. Yiksek
konsantrasyonlarda (40-60 mg/ml) bulunur. Albumioagli bakir, Fenton reaksiyonuna
katilabilir fakat aloumin ylzeyinde alacak olan OH radikali aloumin tarafindan temizlenir
ve radikalin serbest sollisyona kagmasina izin verma biyolojik olarak dnemli olmayan,
albumine ait bir reaksiyon orpiglir. Ayni zamanda myeloperoksidaz tirevi bir oksicblan
HOCI'i hizli birsekilde temizler.



2.12.2.8. Urik Asit

Kuvvetli olarak demir ve bakir lglama yetengi antioksidatif rolinin dénemli bir

parcasidir. Lipit peroksidasyonunu inhibe etmeadikalleri temizleme gorevine sahiptir.

2.12.2.9. Bilirubin

Hem katabolizmasi ile meydana gelen ve albumirgh lotarak tginan bir safra pigmentidir.

Yag asitlerini peroksidasyona kakoruma gorevine sahiptir.

2.13. BIK

kik cevremizdeki cisimleri gdrmemize ve renklerirbgtmemize yarayan enesgkli ya

da dg@rusal dalgalar halinde yayilan elektromanyetik ekdga verilen addir.

kik, 380 - 780 m. dalga boylar arasi dalga boyualeyorilebilir ancak bilimsel
terminolojide gozle gérinmeyen dalga boylarinastadenilebilir.  kigin 6zellikleri, radyo
dalgalarindan gammeasimlarina kadar gidebilen, elektromanyetik dalgamoyuna gore
degisir.
Isigin, temel olarak t¢ 6zedi vardir:

1. Frekans: Dalga boyu ile ters orantilidir, insan gozu bullégierenk olarak algilar.
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2. Siddet: Genlik olarak da gecer, insan gozu tarafindaraghK olarak algilanir.
3. Polarite: Titresim acisidir, normajartlarda insan gozu tarafindan algilanmaz.

Isaac Newton (1642-1727), beyaz giuneinin kirmizidan mora kadar tam bir renkler
grubundan ibaret olgunu gosternstir. Bu konuda Newton'dan ¢ok dnceldslam aleminin
yetistirdigi fen alimlerindenibn-i Heysem de caimalar yapmytir. Hatta bircok bilim
adamlari onun modern anlamdaki geometrik g@ptkurucusu oldgunu, kIgIn yansima ve
kirllma kanunlarini ilk kez onun bulgunu kabul etmektedirler.Ayricasigin, saydam
ortamlarin yizeyinden kismen yansiyip kismen démasini, ik taneciklerinin zamanla
periyodik olarak dgisen bir 6zellgi oldugunu agiklamaya ¢aimistir. Kendi adi verilen ve bir
girisim olayr olan Newton halkalarini ilk defa Newton Idwysa da, bunlarin dalga
teorisindeki 6nemini fark edemegti. Newton'un bu tanecik teorisisigin bir engele

rastlayinca kirinima (difraksiyonramasi ve benzer olaylari agiklamaktan uzak kaimi

2.13.1. Dalga Olarak §1k

Isigin dalgaseklindeki yapisi gb6zlendikten sonra, sorular dalgane oldgu konusuna
yoneldi. Buatin mekanik dalga hareketleri, bir ortamdizenli periyodik titrgmini
gerektirdginden, s1gin bglukta da yayilmasi icin maddi bir ortamin bulunmgsrektgi
sonucuna vardilar. Boylece tamamen tasavvur olaerkit varlgini kabul ettiler. Kabullere
gore Ether, bltin uzayr doldurmakta ve elektromakyelalga yayilsint mimkdn

kilmaktaydi.

Diger tlr dalga hareketleri ilesiginki kiyaslanarak, dinyanin Ether icindeki hareketi
hareket yoninde ve ona dik yondesin hizini dgistirecezsi sonucu ortaya kondu. Ancak
1887'de yapilan hassas deneyler boyle bir fagkhlolmadgini ve sigin her yondeki hizinin

ayni old@gunu gosterdi.
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2.13.2. Enerji Parcacgl Olarak | sik

Dalga teorisiyle aciklanamayan bazi olagidaya c¢ikti. Atom fizii ile ili skili olan bu
deneyler isesigin foton, (enerji yukli parcaciklageklinde yayildgina saret etmekteydi. Bu
ise eski teoriye donii gerektirmekteydi. Ancak, bu ikisi Kuantum Tedyi bir araya
getirilmistir. Kuantum Teorisi, dalga teorisinde gigklik meydana getirmemekte,sik
yayllisinda, dalga biciminde olgu halde, maddeyle olan karkli ili skilerinde enerji

kuantaskeklinde oldgunu stylemektedir.

2 .13.3. kik ve Rengin Algilanmasi

Insan tarafindan renklerin algilanmaskigin cisimler tarafindan yansigina, sigin
saydam cisimlerin icinden gegie ve nesnenin goz yardimiyla beyne iletimesiesayde
gerceklair.

Goz tarafindan algilanasik, retinada sinirsel sinyallere d@tirtltp, buradan optik sinir
olan Nervus opticus aragilyla beyine iletilir. G6z, ¢ temel biggrici renk olan; kirmizi,
sarl ve ygile tepki verir ve beyin, gier renkleri bu tg¢ rengin farkli kombinasyonlariralka

algilar. Renklerin algilagn dis kosullara bal olarak deisir.
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2.13.4. Aydinlatma ve AydinlanmaSiddeti

Uzerlerinestk disen butiin cisimler aydinlanirlar. Aydinlanmsiddeti, cismin yiizeyine
gelen ginlarin “gelme acisi’nagik kayna&ina olan uzakfiina ve sik kaynainin siddetine
baglidir. Aydinlatma birimi olarak mum-metre veya luksillanilir. Bu birim, bir mum
siddetindeki ik kayn&indan bir metre uzaklikta olan bir metre karelikzgyin aydinlanma
miktarini gosterir. Bir ylizeye ne kadar cojki dikerse aydinlanma o kadar c¢ok olur.
Aydinlatma siddeti cismin gk kayna&ina olan uzak$iinin karesiyle ters orantilidir.
Evlerde aydinlatma amaciyla kullanilan tungsteilli fielektrik lambalarinin her wati, bir
mumdan biraz daha ¢okk verir. Mesela, 75 watt'lik bir lambanigik siddeti yaklgik olarak
83 mumdur. Fluoresans lambalaringrk siddeti yuksektir ve watt ana 4 mum kadardir.

2.13.5. §1k Kaynaklari
Dogal 1sik kaynaklari: gung yildizlar, ate bocegi.

Yapay siIk kaynaklari: atg mum, gaz lambasi, butan gazi lambasi, elektriudin

2.13.5.1. Yapaydik Kaynaklari

Ana yapisi ince bir karbon teli olan ilkeklrik lambasi 1879 yilinda yapildi. Bu ilk
lambanin giksal verimi 2 Im/W gibi oldukca diik bir deserdeydi. Bu dger ilk etapta cgtli
gelistirmeler sonucu 4,5 Im/W derine cikarildi. Daha sonra, karbon tel yerine giiiazde
de akkor lambalarin yapisinda bulunan ve sigakkn dayanikli maddelerden biri olan

tungsten telin kullaniimasiyla lambanin verimi &\Whdezerine yukseltildi. 1950 yilinin son



ceyrezinde, akkor lambalarin ampulleri iyot grubundan lgda doldurularak daha etkili
kullaniimaya bglandi ve verimleri 20-22Im/\Wdsrlerine ulati.

kik kaynaklarinin gegim sireci sadece akkor lambalarla sinirigitie. 1930’lu yillara
gelindiginde dearj lambalari Uretilmeye kEndi. 1932 yilina gelindinde ise dinyanin
bircok yerinde diilk basinch sodyum buharli ve yiksek basingli didnarli lambalar
kullaniimaya bglandi. Oldukc¢a yuksek verime sahip olan bu lambaéati renk 6zellikleri

nedeniyle o dénemde sokak lambasi olmaktan Otelengedi.

1950'li yillarda bu lambalarin camlarininriaizi fosforla kaplanmasiyla renksel ve
Istksal geriverimleri arttirildi. 1960’li yillarda wa& buharli bazi tuzlar eklenerek metalik
halojenirli ya da d@er adiyla Metal Halide lambalar dretiimeyesladi. Eklenen tuzlarin
etkisiyle lambalarin renksel geriverimi yikseltide yiksek verimli metalik halojentrl
lambalar kullaniimaya B&andi. 1970’li yillara kadar hizh bir gelm sireci geciren civa
buharl lambalar bu donemden sonra alternatif ldandaki gelsmeler nedeniyle duraklama

surecine girmtir.

Floresan lambalar ilk olarak 1938 yilindsonra kullaniimaya andi. ilk Gretilen
floresan lambalarda kullanilan ¢inko berilyum stilf@sforlari insan gdigl agisindan
sakincalydi. 1948 yilinda floresan lambalahaigiltere’de kefedilen ve sglik agisindan risk
tasimayan halofosfatlar kullaniimaya dendi. 1974 yilindan itibaren trifosforlarin
kullaniimaya bganmasiyla floresan lambalarin verim ve renksel llitderi de
gelistirildi. Ilerleyen yillarda multifosforlarin kullaniimasiylioresan lambalarin renksel
geriverimlerinde cok ciddi bir asti sgslandi ve renksel geriverim indeksi Ra=95-98
degerlerine kadar uki. Gunuimuizde floresan lambalar, kompakt medeilerimetiimesi ve
kalite parametrelerinin dizeltiimesiyle ic aydint@da en cok tercih edileqik kaynaklari

olmuslardir
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2.13.5.2. Lambalar ve Cakma Mekanizmalari

Ingiliz Joseph Swan ve Amerikali Thomas Edis8asirtict bir sekilde her ikiside
birbirinden habersiz, 1878-1879 yillarinda, o zamgére uzun dayanan (yaklla 12-13 saat)
ampulleri yapmglardi. Ampullerinde kullandiklari tel ise komigtais pamuk lifiydi. Yani
karbon elementiydi. Daha sonra 1880 yilinda EdisdmUrlesmis bambu lifinden 40 saate

kadar dayanan ampulind yapti.

Edison'un ampullerindeki sorun filaman telinin dmiia kisa olmasiydi. Kullangh karbon
lifleri 2675 °C 'de ¢ik saciyordu. Bu karbon lifleri kisa sirede buhgmtak inceliyor ve
kopuyordu. COzum diik sicakhkti, fakat bu da az ve sloisik demekti.
Diger mucitlerde ¢agmalarini surdurdiler. 1898 'de Karl Auer filamaarak erime derecesi
2700 °C olan osmiyumu kullandi. 1903 'de SiemendHaéske tantalumu kullandi. Erime
noktasi 2996 °C idi. Fakat higbirisi bugun kullanhdiz ampul dgildi.
Nihayet 1906-1910 yillarinda General Electric Fismae William Coolidge buginki modern
ampullerde kullanilan tungsten filamanl ampultigetiler.

Bir akkor telll ampulun Kasit)

Sekil 20. Akkor Lamba
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2.13.5.3. Akkor Lamba

Aslinda ampullerin ¢ok basit bigik sistemi yapisi vardir. Hepimiz biliriz ki
Uzerinden elektrik akimi gecen bir metal direnctgiss Bu direnc kanisinda isinir.
Bunu en yakin elektrik sobalarinda ve elektrik daakda gorebilirsiniziste ampulde
bu prensibe gore calr. Ampulin iginde bulunan c¢ok ince filaman d&thiz
(cogunlukla tungsten metalinden yapiknbir tel bulunur. Bu telden gecen elektrik
akimi sonucunda tekeu derecede i1sinarak (yakia 3000 °C) sik yaymaya bglar.

12
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Sekil 21. Akkor lambanin dalga boyu

2.13.5.4. Floresan Lamba

Caitli renklerde ya da gundizigina yakin renktesik veren ampuldur. Cam tipuan iki
ucunda da madenlerden yapgmbirer elektrot vardir. Bu elektrotlarin bir ucuektrik
kaynaina, bir ucu da starter denen otomatik bir anahbagdir. Tuptn her iki ucunda

bulunan elektrotlara elektrik verilglnde elektrotlar arasinda bir gerilim farki glu. Olusan



bu gerilim tlp icerisindeki civanin bir bélimunurvislan gaz haline gegmesine neden ¢
Verilen gerilimle, balangicta acik olan starter kanir. Akim, bir elektrottan starter
starterden sonra da oteki elektrota gecerek denresi tamamlai
Ayrica olwsan gerilim elektrotlardan birinden bir elektron lkog buylk bir hizla td
icerisinden dier elektrota dgru hareket etmeye zorlar. Kopan vilksek hizla hareket ed
elektronlar tup icerisinde gaz halinde bulunan at@mlariyla cargirlar. Carpgma sonuct
clva atomlari gima yaparlar. Ancak ofan sima mor 6tesidir ve insan go6zu tarafinc
algilanamaz. Busigin aydinlatma yapabilecek goiir bir isiga dénigtirilmesi gerekir. Bl
noktada, cam tupun i¢ ylzeyine kaplanan fosfor tatmlari devreye girer. Fosfogiga
maruz kaldginda, kendisi desik veren bir maddedir. Civa atomlarinin ygptsima fosfor
yuzey tarafindan emilir ve insanzinin algilayabilega gorundr bir giga donigturr. Fosfor
atomlarinin yaydy beyaz gik fotonlarinin dalga boyu elektromanyetik yelpamregdorinar

bdlgesine denk gelgiinden, floresan lambalar da beyaik iyayar

Elekirot Startar Fasfor Tabaka Bacaklar

Argon Gazi

AC Gilg

Sekil 22 Floresan Lamba

2.13.5.5Kompakt Floresan Lamba (Tasarruflu Lamba )

Kompakt floresan ampduller yukarida bahsedilen 8areampdullerin butin 6zellikleri
tasirlar. Ancak sekil ve kullanim yerleri bakimindan floresan ampidien ayrilirlar. Bt

lambalar akkor flamanli ampdallerin kullanildiklaher yerde kullanilakecek sekilde
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tasarlanmytir. Elektrik ba&lantisini sglayan duy yapisi akkor flamanlh ampduller gibidir
Floresan ampdllerin ¢amasi icin gerekli olan starter ve balagkevini ampul icerisine
yerlestiriimi s elektronik devreler yapar. Bu lambalarda aynerefian lambalarda oldu gibi
dimmer kullanarak stk miktari ayarlanamaz.
Kompakt floresan ampuller elektrik tiketiminin %80'1siga cevirirler. Boylece oldukca
yuksek kabul edilecek bir verimi@e sahip olur.

Sekil 23. Kompakt Floresan Lamba

2.13.5.6. dik Uzerine Yapilan Calsmalar

Dar-bant (312 nm) ultraviyole Bigi (UVB) sedef tedavisinde yeni bir tedakli
olarak kullanmaktadir fakat etki etki mekanizmaginmemektedir.In vitro olarak ciltten

edilmis T hicreleri 312 nm UVB maruz birakifginda apoptozisin arit goraldii(2).()
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UV sinlar ve gorunitr dalga boyundakginlar farelerde yapilan deneylerde DNA
hasarina neden olmstur. Solar radyasyon iki farkli mekaniama ile DNAs@ari yapnslardir.
Birincisi direk etki ile pirimidin dimerleri olgturmusolup ikinci mekanizma ile serbest
radikaller Gzerinden DNA hasari yaptardir. 300 nm ve Uzeri serbest radikaller Gizenmde
DNA hasari yapmstir(66).

Gorunir dalga boyundakiinlar memeli hticrelerinde indirek etkiyle oksiflaDNA
hasari yapmaktadir. Genotoksit etkiyle ve antidksetkiyi inhibe ederek etki etmektedir.
DNA da meydana gelen gigiklikler ise karsiyogenez icin énemli bir risktidV B direk
olarak DNA hasari yapmaktadir(67).

UV stk karmaik bir sekilde cilt immin sistemini etkiler. UV radyasyonatpjenik

inflamatuar yolla alerji ve otoimmuniteye yol adabiUV radyasyonu bir fototerapi olarak
deri baisiklik yanitlarini bastirmak icinde kullanilabilidV 1sinlar hicrelerin DNA sinda
bitisik pirimidinler olusumuna neden olabilir. UVsinin indikledgi DNA hasari ve maling
transformasyonu dnlemek icin hiicre apopitoziselioleUV 1sin keratinositlerden, derideki

lokositlerden sitokin ve kemokin salgilatir(3)

UV ve gorunursik parin ve benzopurin Gzerine fotogenetoksitioza bgimli olarak

pirin ve benzopirinde comet assay tgikie DNA hasarinin art@n goralmutir(7).

Melanoma icin gugesigina maruz kalma ana risk faktérudur UVBgdadan, DNA

tarafindan emilircyclobutane pirimidin dimerlerirdedimerik pirimidin olusturur.(5)

Apoptozis cilt gefimi ve hemostazin yanisira karsigonezde énemioyobr. Apoptozis

hizi epidermal hicre kaliginda dnemlidir. Apoptozis premaling hicreleri veitasyon

hicrelerini ortadan kaldirir. Cilt kanserleri badplumunda en sik gorilen kanserkerdendir.

UV isinlara maruz kalmakcilt kanseri icin risk faktoriiddJV B isint P 53 geninde
mutasyona neden olur. P 53 geninde mutasyon tlemn ikanserlerinin % 50 sinde cilt
kanserlerinin ise gunda tespit edilmntir. Premaling aktinik keraozis lezyonlarinda yukse
siklhikla P 53 mutasyonu bildirilrgtir.(68)

Squamoz hiucreli karsinom ve bazal hickarsinom sikigl son yillarda gune
maruziyeti ile birlikte dramatik bigekilde artmgtir. UV 1sinlar d@rudan veya reaktif oksijen

arunleri araciglyla DNA hasari yapar. UVsinlari yol actgi mutasyonlar cilt kanserlerine
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onkogenlerin aktivasyonuna ve tumor supresor genleaktivasyonuna neden olur. UV
Isinina yanit olarak apoptotik sistem hicre 6éumindeneolur. Mitojen aktivite, aktive
protein kinaz (MAPKS, JNK ve P38) ve tumér baskayprotein P 53 tarafindan

dizenlenir(69)

Solar radyasyon insan ve deri hayvarrdiédnde akut ve kronik reaksiyona neden
olur. Kronik maruz kalma tekrarlayan bening ve m@lderi timorlerine ilk bga da maling
melanoma neden olur. Solar radyasyon turleri adasitJVB(290-320 nm) hayvan
deneylerine gore UVA(320-400nm) dan daha mutajemsikkarsinojeniktir. Epidemiyolojik
calismalar deri timor gedimi icin gen mutasyonu ve immuinstpresyonda ixlarin neden
oldugunu gosterngtir. Bu calsma UV sinlarin direkt ya da dolayli olarak DNA hasari
yaptgini gostermytir.(70)

2.14. Hiucre Kultaru

Hucre kadltdrleri, gunimizde sitogenetik, biyokimgasve molekiler biyolojik
calismalarda, tani veya agiama amaciyla ygun olarak kullaniimaktadir. Hicre kalttrinin
amaci, bir grup hucreyi yatmak, ileri gagmalar icin ¢galtmak, gerekfiinde kullanmak
icin dondurarak saklamaktir. Hucrelerin gedtilmasi, yapilabilecek deneylerin sayisini
artirmayi, deney yapilan pasajdaki hicrelerin dounlduasi, ileride deneyin ayni pasajdaki
hiicrelerle tekrarlanabilmesini @ar. Her gamada lzerinde dikkatle durulan, hicrelerin
canhligidir. Hucre kultirinde kari, steril cayma ortaminin olgturulmasinda yatmaktadir
(71)

Bir hticre kultir laboratuarinda; steril gaha kabini, CQ inklibatort, CQ tanki, invert
Istk mikroskobu, santrifllj, vakum hatti ya da pompasalzemenin sterilize edilebilegiebir
otoklav, hucrelerin saklanabilmesi igin sivi azatki temel cihazlardir. Otoklav ve sivi azot
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tanki haricindeki sayllan malzemeler, tercihen peesiz, toza kapall, lavabo gideri olmayan
bir odada bulunmalidir. (71).

2.14.1. Kaynaklarina gore kulturler

2.14.1.1. Primer kulturler

Hayvan ya da bitki hicreleri izole edildikten somki@tiire edilirlerse primer kulttr
elde edilir. Bu anda hiicre soyu "sonlu" (finiteydyani pasajlamalar sonunda hcreler
yaslanarlar ve  Olurler. Bu nedenle, primer hicrelebelirli bir sayida pasajlama
yapilabildginden; deneyleri bu dénemde yapmak ve bitirmek Idetie Primer hicrelerle
calisilabilecek pasaj sayisi hicre tipine goresigimektedir. Primer hicreler pasajlamalar
sonunda 6lumsiuz (immortalize) olabilirler; bu dudan bir hiicre soyu (cell line ) elde
edilmis olur. Ornek olarak primer aortik, mikrovaskiler ya gobek kordonu endotel

hiicreleri, primer hepatositler, primer diiz kas klen verilebilir (71, 72).

2.14.1.2. Hicre soylari

Primer kultirlerden spontan mutasyonlar sonucungladikginden ya da kimyasal
ajanlar ya da virusler eklenerek gtwrulurlar. Tumor dokusundan alinan hicrelerderlde
edilirler. Primer kulttrlerden farklar; kultirdelilgsek y@unluga ulgabilmeleri, buyime
faktorleri ve seruma daha az gereksinim gostermeategalmak icin bir zemine tutunma
gereksinimlerinin az olmasi, sonsuzggtma yetenekleri olarak siralanabilir. Ornek olarak
3T3 fibroblastlar, L929, CHO, HL60 verilebilir.

Bir dokudan mekanik ya da enzimatik yontemlerldezedilen primer hicreler igin 4

farkl gelisme gamasi belirlennstir. Bunlar; hiicrelerin dokunun g@ndaki bu in vitro ortama
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alismalari, eksponansiyel galma gamasi (yaklsk 20.- 30. pasaja dek), hicrelerin giderek
cogalma hizinin yavdadigi durum, son olarak, hicreleringj@ndigi, cok zor bolundgi ve
O0lmeye baladiklari gamadir (71).

Deneyler eksponansiyel blyume doneminde planlanrbakhtcrelerin bir kismi

dondurularak, ilerdeki ¢aimalar icin saklanmalidir.

Belirli sayida pasajlanma sonrasinda, primer hacrgh 6lur, ya da hiicre soylarina
donislrler. Bu dongim, "in vitro transformasyon” olarak adlandiriBu hiicreler genellikle
anoploiddirler, seruma az gereksinim, kontakt irdybnda azalma, tutunmaya olan

gereksinimin zayiflamasi gibi 6zellikleri, timordréleri ile paylairlar (71,72).

2.14.3. Besiyerleri
Besiyerleri, inorganik iyon bikemleri bakimindan, dengeli tuz c¢ozeltileridir. 1950

yillarda yayinlanny olan Earle's Balanced Salt Solution (EBSS), Eadgiéhimum Essential
Medium (EMEM), Hank's Balanced Salt Solution (HBS&) bunlarin zenginigrilmis

formlari; EMEM'e Dulbecco modifikasyonu (DMEM), H&anF12, DMEM ve F12'nin 1:1
karisimi olan DMEM/F12, RPM1 1640, M199 en sik kullaniigdzeltilerdir. Bunlara eklenen
diger molekiller, esansiyel aminoasitler, vitaminlézdllikle B vitaminleri), hormonlar

(insulin, hidrokortizon) ve glikozdur.

Bluylume cozeltileri pek ¢cok dayaniksiz madde icdedikden, + 4 °C'de muhafaza
edilmeli, ancak hucrelere eklenmeden hemen 6nc&C3lik su banyosunda 10 dakika kadar
bekletiimelidir. Hlcreler haftada iki kez buylmezetiileri desistirilerek beslenmelidirler
(71, 72).
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2.14.4. Dondurularak saklama

Hucreler sivi azot icinde -196 °C'de, busiki sicaklga dayanacak 6zel plastik
tupler ya da cam vialler icinde saklanir. Hicrebgryime ¢ozeltileri % 10-20 serum ve %
5-10 gliserol ya da DMSO iceren bir ¢ozelti icinenarak dondurulurlar. Bu sirada
konsantrasyonlari, 1:10 sulandirlarak ¢ézuldikigei normal ekilme konsantrasyonunun

"6rnegin 10° hiicre/ml" 5 kati olacak bicimde ayarlanmalidir.

3. MATERYAL ve METOD

3.1. MATERYAL

3.1.1. Kullanilan cihazlar

. Sggutmali santriftij (Hettich)

. Ultrasantrifiij (Beckman Coulter)

. Floresan invert mikroskop (Olympus)
. Istk mikroskobu (Olympus)

.24°C Buzdolabi (Profilo)

.-20°C derin dondurucu (gur)

7.-80°C derin dondurucu (Revco)

o 01 A WDN

8. Manyetik karstirici (Hangping, Variomag)

9. Vorteks (Nuve NM 110)

10.Pipet tabancasi (Boeco)

11.Pipetler (0,5-2 pl, 0,5-100 pl, 50-200 pl, 200-1@D01-5 ml) (Gilson)
12.Otoklav (Nuve ot 032)

65



13.Hassas Terazi (Sartorius)
14.Deiyonize Su Cihazi (Easypure RF)
15.Distile Su Cihazi (Nuve)
16.Elektroforez diizeng (Biolab)
17.Hotplate (Thermolyne)

18. Vertex (Nlve)

19. Manyetik karstirici

20. Benmori (Nuve)

21. pH metre (Hanna Instruments)

22. Thoma lami (IsoLab)

23. Beyaz kompakt floresan lamba (Philips)
24. Sari kompakt floresan lamba (Philips)
25. Floresan lamba (Philips)

26. Akkor lamba (Philips)

27. Lux meter

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

1.Normal erime noktasina sahip (NMP, &%) agaroz jel (Sigma)
2. Dusiik erime noktasina sahip (NMP, %2) agaroz jel (Sigma)
3. Sodyum-EDTA (Carlo Erba)

. Sodyum klorir (Merck)

5. Potasyum Klorur (KCI) (Merck)

o

6. Trizma base (Sigma)

7. Triton X-100 (Sigma)

8. Sodyum hidroksid (Merck)

9. Disodyum hidrojen fosfat (Merck)
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10. Sodyum dihidrojen fosfat (Merck)

11.Etidyum bromit (Sigma)

12.Hidrojen peroksit (Merck)

13.Trizma HCI (Sigma)

14.Histopaque-1077 (Sigma)

15.Giemza boyasi (Merck)

16.Dimethyl sulfoxide (DMSOQO) (Carlo Erba) 17. DMEM
(Sigma)

3.1.3. Hazirlanan Tampon
PBS (Fosfat) Tamponu:10 mM KH2PO4 ve 10 mM K2HPO4 soltsyonlari hazdidban

sonra bir beher icinde pH= 7,2 olacgdkilde birlestirildi. Hazirlanan tampon soliisyonuna
0,15 M NacCl eklendi.

3.2. Metot

3.2.1. Lokositlerin slispansiyonu

3.2.1.1. Mononiikleer Lokositlerinizolasyonu

Salikli, gondlla bir kisiden ¢alsmalarin yapildii gtinlerde 10 ml heparinli kan 6rgie
alindi. Ba steril bir tlp igine 2 ml histopaque-1077 solimyaeklendi. Bunun tzerine 2 ml

taze heparinize kan yasga konuldu ve busiem 3 ayri tiipe uygulandi. 2100 rpm’de’@5le
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30 dakika santriftj edildi. Santriflj sonrasi Ucriatabaka meydana geldi. En alt tabaka
|0kositler dginda kalan eritrosit, trombosit vegér sekilli elemanlardan okuyorken, orta
tabakada I6kositlerin icinde olgu histopaque soliisyonundan ve en Ust tabakaddazma
kismindan olguyordu. Santrifigasyon sonrasi orta tabakada binkenonukleer I6kositler 2
ml'lik pipet yardimiyla bg bir tlipe alindi. Histopaque solliisyonunu uzgtkiaak icin I16kosit
iceren histopaque Uzerine 1 ml, 1 M PBS (fosfampon solisyonu) (pH=7.4) ile
karistirildiktan sonra 1600 rpm’de 25'de 10 dakika santrifiij edildi. Ustteki stipernaduhd

ve |lokosit pelleti elde edildi.

3.2.1.2. Mononikleer Lokosit Stspansiyonunun Hazanis!

Elde edilen I6kosit pelleti Gzerine 10 ml DMEM bgsii eklendikten sonra bir pipet
yardimiyla I6kositlerin besiyeri ortamina homojesgitimi sglandi. Elde edilen bu I6kosit

suspansiyonu ile hiicre sayimi yapildi.

3.2.1.3. Mononikleer Lokositlerin Sayimi

Thoma lami Uzerine uygun lamel konulduktan sonradamla belirli 16kosit hicre
suspansiyonu lamin yan kenarlarindan Thoma lami rineze yaydirilarak hcre
suspansiyonunun lam ve lamel arasina yayiimagarsad. Bu glem yapilirken lam ve lamel
arasinda kabarcik olmamasina 6zen gosterildi. Heéomostre tizerinde 25 nfiye disen

hiicreler sayildi. 4agidaki formulden toplam |6kosit hiicre sayisi behde

Toplam Hiicre Sayisi = 20x _ml x lamdaki hiicre sayisi _x diléis katsayisi

(Sabit katg (Hacim)
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3.2.2. Yapay Aydinlatma Kaynaklarinin Hazirlanmasi

Deneylerimizde kullanilan gerekli elektdkvresi ve malzemeleri ve lambalar Gaziantep
ve Sanliurfadaki elektrik malzemesi ve lamba satan diakkrdan satin alindi.

Deneylerimizde Beyaz Kompakt floresan Lam®ari kompakt floresan Lamba,akkor
Lamba ve Fluoresan lamba olmak tzere 4 farkli latikiakullaniimstir.

Deneylerde kullanilan Lambalarin markalgnidir. Deneylerde kulanilan lambalarin her
biri 20 watt gticindedir.

Beyaz kompakt flloresan lamba, Sari komglkesan lamba, floresan lamba ve akkor
lamba 4 farkl tahtaya ayni tirden lambalar ayrhtaailizerinde olacakekilde monte
edilmitir.

Beyaz kompakt floresan lamba, Sari kompaktean lamba, akkor lambax3D cm
capinda daireseklindeki tahtanin Uzerine aralarinda 72 dereceadlgekilde tahtanin
kenarlarina 5 er adet lambalar monte edimi

Cubuk Fuoresan Lambalar ise<80 cm uzunlgunda dikddrtgen bir tahtanin tzerine

aralarinda 0,4 cm olacakkilde yan yana monte edilgtir.

Elde edilen |okosit stspansiyonu 10 ml DMEBMBKIyeri icerisinde Flasklara kongtur.
Flasklar 37 derecedeki Benmarinin icine konulgigga maruz birakilnstir. Hicreler 1 mt
uzaktan dikey olarak farkli tirdeki lambalarigikiarina farkl siddet ve surelerde maruz
birakilmstir. Deneyler yapilirken ortamda etkisi gtralan yapay aydinlatma kaynaklarinin
disinda herhangi birsik ve sik kaynai bulunmamaktadir.

Her Lamba turd icin 20w, 40w, 60w, 80w ve w00Imak Uzere 5 farklsiddette ve 3
farkl sirede 1.2. ve 3. saatlerin sonlarinda DN&drnlarina bakilmgtir. Her calgsma ¢ defa

tekrarlanmgtir.

3.2.3. Kontrol soliisyonlarinin hazirlanmasi

Her deneyde bir pozitif ve bir de negatif kontraligmasi yapildi.
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3.2.3.1. Pozitif kontrol solisyonu

100 ml'lik balon joje icerisinde distile su ile %8k H,O, (Merck) solisyonundan 10

mmol H,O, ¢ozeltisi hazirlandi.

3.2.3.2. Negatif Kontrol

Deneyimizde negatif kontrol olarak, herhangi birsteikta veya bD.’e maruz

kalmayan besiyerinde inkiibe edilen bir hiicre stsiganu kullanildi.

3.2.3.3. Pozitif Kontrol Ortaminin Hazirlanisi

Steril 25 ml'lik steril flasklara 10 ml DMEM besiyekonulduktan sonra elde edilen
mononukleer lokosit suspansiyonunda 1Q0Ge hazirlanan 10 mmolarlk J, stok
solusyonundan 5l ilave edilerek kastirildi. 10 dakika inkibasyondan hemen sonra flask

icerigi santriftj tiplne aktarilaraR000 rpm’'de 5 dakika santrifilj edildikten sonraCH iceren

stipernatanlar dokuldd.

3.2.4. Alkali Tek Hticre Elektroforezi (Comet Assay)yontemi ile DNA Hasarinin

Olgulmesi
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3.2.4.1. Yontemin prensibi

Mononukleer l6kosit DNA hasari, Sigh ve ark. (78)kali tek hiicre elektroforezi
(Comet Assay) yontemi modifiye edilerek gdti. Yontemin prensibi, alkali pH'da farkl
molekdl &irliklarina ve farkh elektrik yukine sahip DNA nedtllerinin elektriksel alanda
farkli goc etmeleri esasina dayanmaktadir. Tek diécrveya cekirdekcikler agaroza
yerlestirilir ve lizisten sonra zarar gormegnDNA'lar tssinma sirasinda comet (kuyruk)
olusturmazlar. Oysa DNA zincirinde herhangi bir nedemdellmalar olymussa farkh
molekiler girliklara ve farkl elektrik yiklerine sahip oladakndan, elektriksel alanda farkl
hizlarda hareket ederek kuyrgkklinde bir gorintl olgtururlar (37-40). Elektroforezden
sonra DNA molekulleri, DNA spesifik floresan boyalde boyanip floresan mikroskopla
incelendginde boyanmy DNA’lar goOzle veya kinetik okuma programlari ile
degerlendirilebilir.

3.2.4.2. Yonteminin Uygulangl

3.2.4.2.1. Slaytlarin Hazirlanmasi

% 1,0 'lik normal melting point (NMP) agaroz jel hdanarak 80 pul kadar jel
kenarlar buzlanmgilam tzerine damlatildi ve Gzeri lamel ile kapaaikabuzdolabinda (2-4
°C) 5 dakika bekletildikten sonra lamelleri kaldinl Hazirlanan lamlar nemli kutularda
bekletildi. PBS (Fosfat buffered saline) ile rhte 10 hiicre olacaksekilde diliie edilmg
mononikleer hicrelerden 10 pl alinarak 80 pl %R, %W melting point (LMP) agaroz jel

(37°C) ile karstirilarak birinci tabaka Uizerine tabakalandiriléi tekrar lamel ile kapatilarak
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buzdolabinda donmasi icin 5 dakika bekletildi. Usiiirsamada da ayni konsantrasyonda
LMP agaroz jel hazirlanarak ikinci tabakanin Gzerinnce bir tabaka halinde

tabakalandirilarak slaytlarin hazirlanmasi tamachl&Bi7-40).

3.2.4.2.2. Lizis gamasi

Hazirlanan slaytlar yakj& bir saat sure ile yiksek konsantrasyonda tudeterjan
iceren s@uk lizis solisyonunda bekletildi. Lizis solisyonanigerigsi 100 mM EDTA, 2,5 M
Sodyum klorid, 10 mM trizma base ve %1 oranindgortriX-100'den olgmaktadir. Bu

soltsyonun pH 'si 10'a ayarlandi. Lizis tamponunilere ve cekirdek zari lizisgratildi (37-

40).

3.2.4.2.3. Elektoforez tamponu

Elektrforezde yurutilmeden once DNA zincirlerinityrigmasi icin slaytlar alkali
elektroforez tamponunda 20-30 dakika inkibasyorekbdi. Alkali ¢cozeltisi 1ImM EDTA ve

300 mM sodyum hidroksit (pH <13) .
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3.2.4.2.4. Elektroforezde yiritme

Alkali elektroforez tamponunda inkibasyon tamamiktath sonra DNA’lar bu tampon

cozeltisi icerisinde 300 mA, 14 volt'luk elektriksdanda ve 5—-28C’de 30 dakika ydritildi.

3.2.4.2.5. Noétralizasyon

Elektoroforezde yurutmeslemi tamamlandiktan sonra alkali tampon c¢ozeltisini
ortamdan uzakkiirmak icin slaytlar 3 dakika sire ile 3 kez ndgasyon tamponu ile (0.4 M

Tris-HCL, pH 7.5) yikandi (37-40).

3.2.4.2.6. Boyama

Notralizasyon tamamlandiktan sonra boyama yapilataknetler sayilir veya jel oda
sicaklginda kurutularak slaytlar nemli ortamda en fazla lafta depolanabilir. Boyama

islemi icin floresan boya olan etidyum bromit boyéspg/ml) kullanildi. Her bir slayt icin 80

UL boya slayt Gzerine damlatildiktan sonra lamellikeri kapatilarak 20 buyttmeli floresan
mikroskop ile (Eksitasyon DB: 546 nm, Emisyon DEB05nm) 100 adet DNA goruntusu
deserlendirildi.
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Sekil 24. Etidyum Bromid ile BoyanmIDNA larin floresan mikroskop géruntisi

Bu yontemde DNA hasari Floresan Mikroskopta (Olys)pgézle dgerlendirildi.
DNA da olwan hasarin derecesi kuyruk glimuna gore her bir okumada 100 hiicre DNA'sI
incelenerek bekategoride siniflandinldi. Hi¢ hasar bulunmayadAlar 0 maksimum hasar
olan DNA lar 4 olarak deerlendirildi. Migrasyonun uzunfiu fragmentlerin miktarina, DNA
zincir kirlimalarina ve alkali-labil bolgelerin sgelerine bl olarak deisiklik gostermekte
idi. Hasar birimi olarak “Arbitrary Unit” (AU) kukknildi (37-40).

Sekil 25. Meydana gelen DNA hasarlarinin fleuresan mikrosktypdaki gorinttleri
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3.2.5. Total Antioksidan Seviye (TAS)

EREL tarafindan gediirilen tam otomatik bir yontem olup, gtcli serbeatlikallere
karsi viicudun total antioksidan seviyesini 6lgen bitotir.

3.2.5.1. Total Antioksidan Seviye Olcuimiinde Kullaan Ayiraclar

Reaktif 1. 75 mM Clark tamponu (pH:1.8) icerisinde 10 mM addsidine
dihydrochloride ve 45 uM Amonyum ferrdz sulfat gterek hazirlanir.

Reaktif 2: Clark tamponu (pH:1.8) icerisinde 7,5 mM Hidrojeeroksit (HO,)

cobzdurulerek hazirlanir.

240 nm’de spektrofotometrik olarak End-Point olgyapilir.

3.2.5.2. Prensip

Fe?*—o-dianisidine kompleksi hidrojen peroksid ile Femntipi reaksiyon olgturarak
OH radikalini olgturur. Bu gucliu reaktif oksijen turd indirgen @ik pH'da renksiz o-
dianisidine molekllt ile reaksiyona girerek sarfmkarengi dianisidyl radikallerini
olustururlar. Dianisidyl radikalleri ileri oksidasyoreaksiyonlarina katilarak renk glumu

artirmaktadir. Ancak orneklerdeki antioksidanlar dksidasyon reaksiyonlarini bastirarak
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renk olgumunu durdurmaktadirlar. Bu reaksiyon otomatik &datle 240 nm’'de
spektrofotometrik olarak olgulerek sonug verilmekteKalibrator olarak E vitamininin suda
¢6zUndr bir analgu olan Trolox kullanilir. Sonuclar mmol Trolox egalent/L olarak ifade
edilir (73).

3.2.6. Total Oksidan Seviye (TOS)

EREL tarafindan gediirilen tam otomatik kolorimetrik bir yontemdir.

3.2.6.1. Total Oksidan Seviye Ol¢limiinde Kullanilaiyiraclar

Reaktif 1: 140 mM NaCl ¢ozeltisi icerisinde 25 mM,8O,¢Ozllerek ana sollisyon
hazirlanir. Ana soliisyonda 6nce % 10 oraninda giy@®zulip daha sonra 250 uM ksylenol

orange ¢oOzulerek hazirlanir.

Reaktif 2: Ana solisyon icerisinde once 10 mM o-dianisidinéydrochloride
¢Ozdurdlup sonra 5 mM Amonyum ferrOz sulfat ¢ozéiker hazirlanir.560 nm’de

spektrofotometrik olarak End-Point 6lctim yapilir.

3.2.6.2. Prensip

Ornekte bulunan oksidanlar ferréz iyon-o-dianisditkompleksini ferrik iyona
oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyohwlandirarak yakkk (¢ katina
ctkarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik ortamda ksylerorange ile renkli bir kompleks

olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarin miktariyldiskili olan rengin siddeti
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spektrofotometrik olarak olgulmektedir. Standadrak HO, kullanilir. Sonuglar pmol O,
equivalent/L olarak ifade edilir.

3.2.7. Yapilan istatistiksel analizler

Istatiksel analizler SPSS Versiyon (SPSS Inc. Chic&atSA) bilgisayar programi
kullanilarak yapildi. Tekrarli varyans analizi vektu kasilastirmalar icin Bonferroni testi
kullanildi. Sonuclar ortalamaz standart deviasytarak belirtildi e p<0.05 deeri istatiksel
olarak anlamli kabul edildi.

4. BULGULAR

4.1. Mononikleer Lokosit Sayim Bulgular

Arastirmamizda sgikli bireyden alinan vendz kan separe edilmek éizkeparinli tip
icerisine alindi. Heparinize edilmikandan histopaque-1077 yardimiyla mononukleer

l6kositler separe edilerek 20 ml’lik kltir ortaraialindi.

4.2. Mononukleer Lékosit DNA Hasari bulgulari

In Vitro kosullarda farkli giic ve cinsteki aydinlatma kaynakiar monontkleer hiicre DNA

hasari Gzerine etkisini atamay1 amacladik.
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Yapilan batin deneylerde yapank ikaynaklarinin DNA hasari yagtni gordik. $igin
siddeti ve maruz kalg sure artttkca DNA hasarinin agttibulunmuytur. Yapilan buttun
deneylerde en fazla hasar 3. saatlerin sonlarintiatmustur. Ayrica en fazla hasar 100 watt

la yapilan deneylerde gérulgtir. Yapilan her cajma ¢ defa takrarlanstir.

Lamba turleri kaslastirildiginda hicrelere ayni sure ve ayidet de gik uygulandginda
en fazla DNA hasarini Beyaz kompakt floresan laBE&(L) ve Sari kompakt floresan
lambanin(SKFL) sonra Fluoresan Lambanin(FL) yapti en az hasari ise Sari akkor
Lambanin(SAL) yapgi goralmutar.

Batin deneylerde DNA hasarinin pozitif kontroléltinda bulunmgtur.  Deneylerde en
fazla DNA hasarini floresan ampullerin ygptulunmutur. Yapay $ik kaynaklarinin icinde

en az DNA hasarini ise akkor lambanin yapgoralmistar.

40

301

DNA hasari (AU)

201

10

1. saat 2. saat 3. saat

Sekil 26.100 w lik BKFL ile yapilan cagmada DNA hasari(AU)

Beyaz kompakt floresan Lamba(BKFL) ile yapildeneylerde en fazla DNA hasari 100
watt la yapilan deneyin 3. Saatinde bulundu. EDIEA hasari ise 20 watt la yapilan deneyin

1. Saatin de bulundu. Sire arttikca butin denegl&NA hasarinin argil goralmistar. 3.
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Saatteki DNA hasari 2. Saatteki DNA hasarindana2téki DNA hasari ise 1. Saate ki DNA

hasarinda daha fazla bulungtur.

1. Saat 2. Saat 3.Saat Pozitif | Negatif p
kontrol kontrol

WZO* 0£0 2,66+0,57 9,33+0,57° 80,33+0,57 00 <0,05
att

V\?O* 0,33+0,57 5460 10,66+P¢ 77,33+£0,57 00 <0,05
att

V\?O* 1,66+1,52 7,66+0,5773 15,33+0%87| 77,33+1,15 00 <0,05
att

V\?O* 6,33+1,15 1044 21+2¢ 81,67+1,52 00 <0,05
att

vtoo* 13,33+1,52 17,66+0,57 33,66+3%1| 80,33+2,51 00 <0,05
att

a 1. saatile 2. saat arasinda, b 1.saat ileaB.asasinda, c ise 2 saat ile 3. saat arasindmbafifrk oldgunu géstermektedir.

Tablo 1. BKFL ile yapilan ¢cakmalarda sure arttikga gortilen DNA hasari (AU)

Isik siddeti fazla olan deneylerde DNA hasari daha famlanmutur. En fazla DNA hasari
100. Watt la yapilan deneyde bulungtwr. DNA hasarigik gticlerine gore biyukten kigé
dogru 100w,> 80w,> 60w,> 40w > 20w dir.

20 watt 40 watt 60 watt 80 watt 100 watt p
1. saat 0+0 0,33+0,57 1,66+1,52 6,33+1,15% 13,33t1,62 <0,05
2.saat | 2,66+0,57 50 7,66+0,57 10+1 17,66+£0,%7  <0,05
3.saat | 9,33+0,57 10,66+1 15,33+0,5} 21+2 33,66+3,b1 <0,05

Tablo 2 BKFL ile yapilan cakmalarda gik siddeti arttikgca gorilen DNA hasari (AU

BKFL ile yaptgimiz calgmalarda sure ilerledikge besiyerinde alinan nunarteelyapilan

TAS o6lcumi sonucunda anlamli olarak azaltespit edilmgtir. Sadece 100w ile yapilan

deneyde anlamli bir fark olgu g6zlenemengtir.

Not: (*) Ortalama + standart sapma, n=3



1. Saat 2. Saat 3.Saat P
20 Watt 0,10+0,05 0,09+0,01 0,060,005 <0,05
40 Watt 0,09+0,05 0,06+0 0,05+0,005 <0,05
60 Watt 0,11+0,01 0,080,005 0,07+0 <0,05
80 Watt 0,08+0,005 0,09+0 0,07+0,005 <0,05
100 Watt 0,08+0,005 0,08+0,005 0,07+0,01 >0,05

a 1. saatile 2. saat arasinda, b 1.saat ileaB.asasinda, c ise 2 saat ile 3. saat arasindmbafifrk oldgunu géstermektedir.

Tablo 3BKFL ile yapilan cakmalarda TAS sonuclari

BKFL ile yaptgimiz calgmalarda 20 ve 40, w lik lambalarla yapilan gahlarda sire

ilerledikce TOS anlamli olarak agtitespit edilmgtir. 60, 80 ve ve 100w ile yapilan deneyde

anlamh bir fark g6zlenemestir.(20 ve 40 w lik lambalar igin p<0.05)

1. Saat 2. Saat 3.Saat p
20 Watt 0,99+0 1,080 1,04+0,02 <0,05
40 Watt 0,96+0,41 1,28+0,04 0,96+0,01 <0,05
60 Watt 0,92+0,02 0,94+0,03 0,92+0,03 >0,05
80 Watt 0,94+0,02 0,91+0,02 0,98+0,02 >0,05
100 Watt 0,97+0,02 1,13+0,03 0,91+0,02 >0,05

a 1. saatile 2. saat arasinda, b 1.saat ileaB.asasinda, c ise 2 saat ile 3. saat arasindamlafihirk oldgunu gostermektedir

Tablo 4. BKFL ile yapilan cakmalarda TOS sonuclari

BKFL ile yaptgimiz butin caymalarda sure ilerledikge besiyerinde alinan nuraulee
yapilan olctimler sonucu hesaplanan OS$onucunda anlamli olarak agtttespit
edilmistir.(P<0.05)

1. Saat 2. Saat 3.Saat P
20 Watt 0,93+0,05 1,04+0,25 1,62+0,02 <0,05
40 Watt 1,15+0,05 2,22+0,01 2,04+0,04 <0,05
60 Watt 0,80+0,04 1,11+0,01 1,29+0 <0,05
80 Watt 1,17+0,02 1,04+0,20 1,48+0,04 <0,05
100 Watt 1,08+0,02 1,38+0,01 1,36+0,03 <0,05

a 1. saatile 2. saat arasinda, b 1.saat ileaB.asasinda, c ise 2 saat ile 3. saat arasindmkrfidrk oldgunu gostermektedir

Tablo 5. BKFL ile yapilan cakmalarda O$sonuglari

Not: (*) Ortalama + standart sapma, n=3
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Sari kompakt floresan Lamba(SKFL) ile yapilan butdeneylerde DNA hasari yapil

gorulmistar. Butin deneylerde DNA hasari pozitif kontrokitinda idi negatif kontrollin ise

Ustinde idi.

40

w
o
n

DNA hasary(AU)
N
o

10+

1. saat 2. saat 3. saat

Sekil 27.100 w ik SKFL ile yapilan ¢caimalarda DNA hasari

Deneylerde en fazla DNA hasari 100 watt la yapdaneyin 3. Saatinde bulundu. En az
DNA hasar ise 20 watt la yapilan deneyin 1. Saalén bulundu. Sire arttikca batin
deneylerde DNA hasarinin agitigoralmistir. 3. Saatteki DNA hasari 2. Saatteki DNA

hasarindan 2. Saateki DNA hasari ise 1. Saate i B&arinda daha fazla bulungtur.

1. Saat 2. Saat 3.Saat Pozitiff Negatif p
kontrol kontrol
20 Watt 0+0 2,33+1,15 7,66+1,75 833 0+0 <0,05
40 Watt | 0,66+1,15 3,66+0,57 9,33+0,57 82+1 00 <0,05
60 Watt | 2,33+0,57 7+0 15,33+0,57° | 74,3+2,51 0+0 <0,05
80 Watt 6+1 9,66+0,57 22,330,587 | 81,3+1,52 0+0 <0,05
100 Watt | 11,33+0,57| 15,660,857 31,33+2,08° | 79,67+1,53 00 <0,05

Tablo 6. SKFL ile yapilan ¢cagmalardasire arttikga goérilen DNA hasar (AU)

Not: (*) Ortalama + standart sapma, n=3
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Isik siddeti fazla olan deneylerde DNA hasari daha fanlanmuytur. En fazla DNA hasari
100. Watt la yapilan deneyde bulungtwr. DNA hasarigik gticlerine gore biyukten kigé
dogru 100w,> 80w,> 60w,> 40w > 20w dir. (p<0.05)

20 watt 40 watt 60 watt 80 watt 100 watt p
1. saat 0+0 0,66+1,15 2,33+0,57 6+1 11,33+0,57 <0,05
2.saat | 2,33+1,15 3,66+0,57 7+0 9,66+0,57 15,66+0,67 <0,05
3.saat | 7,66+1,15 9,33+0,57 15,33+0,57 22,33+0,57 31,332,0<0,05

Tablo 7.SKFL ile yapilan calbmalarda gik siddeti arttikga gortilen DNA hasari (AU

SKFL ile yaptgimiz butiin cabmalarda sire ilerledik¢e besiyerinde alinan nunerte|

yapilan TAS 6lcimi sonucunda anlamli olarak agatdspit edilmgtir.(P<0.05)

1. Saat 2. Saat 3.Saat p
20 Watt 0,08+0,0057 0,08+0,0577 0,07+0,0057 <0,05
40 Watt 0,11+0,0057 0,09+0,0057 0,06+0,0057 <0,05
60 Watt 0,16+0,0057 0,10+0,0087 | 0,05+0,0057° <0,05
80 Watt 0,12+0,0057 0,15+0,0057 0,09+0,0057 <0,05
100 Watt 0,20+0,0057 0,11+0,0057 0,11+0,0057 <0,05

a 1. saatile 2. saat arasinda, b 1.saat ileaBasasinda, c ise 2 saat ile 3. saat arasindmkrfidrk oldgunu gostermektedir

Tablo 8.SKFL ile yapilan cakmalarda TAS sonuclari

SKFL ile yaptgimiz calgmalarda 80 w ve 100 w ile yapilan gatalarda sure ilerledikce

besiyerinde alinan numunelerle yapilan TOS o6l¢isoilucunda anlamli birdsiklik tespit

edilmemitir.

Not: (*) Ortalama + standart sapma, n=3



1. Saat 2. Saat 3.Saat
20 Watt 1,03+0,01 0,97+0,01 0,96+0,05 >0,05
40 Watt 1,080,122 1,03+0,07 1,11+0,08 >0,05
60 Watt 1+0,05 1,03+0,04 1,20+0,17 >0,05
80 Watt 1,32+0,10 1,17+0,06 1,11+0,10 >0,05
100 Watt 1,17+0,01 1,40+0,10 1,20+0,16 >0,05

a 1. saatile 2. saat arasinda, b 1.saat ileaB.asasinda, c ise 2 saat ile 3. saat arasindalafihirk oldgunu gostermektedir

Tablo 9.SKFL ile yapilan cakmalarda TOS sonugclari

SKFL ile yaptgimiz butin catmalarda sire ilerledikge besiyerinde alinan nurieulee
yapilan olctimler sonucu hesaplanan OS$onucunda anlamli olarak agtttespit

edilmistir.(p<0.05)

1. Saat 2. Saat 3.Saat
20 Watt 1,06%0,05 1,21+0,01 1,34+0,04 <0,05
40 Watt 0,95%0,05 1,10+0,01 1,70+0,05 <0,05
60 Watt 0,64+0,03 0,95+0,05 1,74+0,04 <0,05
80 Watt 0,93+0,03 1,01+0,02 1,10+0,05 <0,05
100 Watt 0,60+0,01 1,29+0,04 1,17+0,07 <0,05

a 1. saatile 2. saat arasinda, b 1.saat ileaB.asasinda, c ise 2 saat ile 3. saat arasindalafihirk oldgunu gostermektedir

Tablo 10. SKFL ile yapilan ¢cajmalarda O$ sonuglari

Fluoresan Lamba(FL) ile yapilan biutin deneldeDNA hasari yapii goralmistar.

Batin deneylerde DNA hasari pozitif kontroliin ataridi negatif kontrolln ise dstinde idi.

Not: (*) Ortalama + standart sapma, n=3
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30

DNA hasari (AU)
]

=
o
n

1. saat

2. saat

3. saat

Sekil 28.100 w lik FL ile yapilan ¢cajmalarda DNA hasari(AU)

Deneylerde en fazla DNA hasari 100 watt la yapdaneyin 3. Saatinde bulundu. En az DNA

hasari ise 20 watt la yapilan deneylerin 1. Sadgitoulundu. Sure arttikca butin deneylerde
DNA hasarinin artn gérialmistir. 3. Saatteki DNA hasari 2. Saatteki DNA hasiam 2.
Saateki DNA hasari ise 1. Saate ki DNA hasarindta dazla bulunmgtur.

1. Saat 2. Saat 3.Saat Pozitiff  Negatif p
kontrol kontrol
20 Watt 0+0 2,33+1,1% 740" 83+1 0+0 <0,05
40 Watt | 0,33+0,57 30 7,66+1,18° | 76,7+1,53 00 <0,05
60 Watt | 1,33+0,57| 5,66+0,57 1021 81+2 00 <0,05
80 Watt | 5,66+0,57 7+0 15+2,62° 82,67+1,53 00 <0,05
100 Watt | 8,33+0,57| 12,33+0,57 25,66+1’15 81,3+0,58 00 <0,05

a 1. saatile 2. saat arasinda, b 1.saat il@aB.asasinda, c ise 2 saat ile 3. saat arasindamlafiirk oldgunu gostermektedir.

Tablo 11FL ile yapilan cakmalardasure arttikca gorilen DNA hasari(AU)

Isik siddeti fazla olan deneylerde DNA hasari daha fézlunmutur. En fazla DNA hasari

100. Watt la yapilan deneyde bulungtur. DNA hasarigik guclerine gore biyukten kige

dogru 100w,> 80w,> 60w,> 40w > 20w dir.(P<0.05)

Not: (*) Ortalama + standart sapma, n=3
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20 watt 40 watt 60 watt 80 watt 100 watt p
1. saat 0+0 0,33+0,57 1,33+0,57 5,66+0,57 8,33+0,57 <0,05
2.saat | 2,33+1,15 3+0 5,66+0,57 7+0 12,33+0,57 <0,05
3. saat 7+0 7,66+1,15 10+1 15+2,64 25,66+1,15 <0,05
Tablo 12FL ile yapilan cakmalarda gik siddeti arttikca goriilen DNA hasari (AU)
FL ile yaptgimiz calsmalarda sire ilerledikge besiyerinden alinan nurieuieeyapilan
TAS o6lcumu sonucunda anlamli olarak azaltespit edilmgtir.(P<0.05)
1. Saat 2. Saat 3.Saat p
20 Watt 0,10+0,01 0,08+0,0057 0,07+0,0057 <0,05
40 Watt 0,11+0,0057 0,09+0,0057 0,06+0,0057 <0,05
60 Watt 0,16+0,0057 0,11+0,0057 0,06+0,0057| <0,05
80 Watt 0,15+0,0115 0,11+0,0057 0,08+0,0057 <0,05
100 Watt 0,13+0,0752 0,11+0,0057 0,11+0,0 <0,05
a 1. saatile 2. saat arasinda, b 1.saat ileaB.asasinda, c ise 2 saat ile 3. saat arasindmbafifrk oldgunu goéstermektedir.
Tablo 13FL ile yapilan cahimalarda TAS sonuclari
FL ile yaptgimiz calsmalarda 20 w ve 40 w icin stre ilerledik¢ce besnae alinan
numunelerle yapilan TOS 6lcimi sonucunda anlalatak arttgl tespit edilmgtir.
(p<0.05)
1. Saat 2. Saat 3.Saat p
20 Watt 1+0 0,94+0,41 1,02+0,20 <0,05
40 Watt 0,93+0,02 0,94+0,04 1,0450 <0,05
60 Watt 1,03+0,02 1,04+0,05 1,07+0,10 >0,05
80 Watt 0,95+0,05 1,22+0,02 1,39+0,04 >0,05
100 Watt 1,06+0,13 1,42+0,06 1,34+0,01 >0,05

a 1. saatile 2. saat arasinda, b 1.saat ileaB.asasinda, c ise 2 saat ile 3. saat arasindmlafiirk oldgunu gostermektedir.

Tablo 14. FL ile yapilan cabmalarda TOS sonuclari

FL ile yaptgimiz butiun capmalarda stre ilerledikgce besiyerinde alinan nureulee

yapilan olctimler sonucu hesaplanan OSonucunda anlamli olarak agtttespit

edilmistir.(p<0.05)

Not: (*) Ortalama + standart sapma, n=3
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1. Saat 2. Saat 3.Saat P
20 Watt 1,07+0,06 1,26+0,12 1,32+0,07 <0,05
40 Watt 0,93+0,03 1,15+0,04 1,64+0,06 <0,05
60 Watt 0,63+0,02 0,95+0,05 1,69+0,08 <0,05
80 Watt 0,95+0,03 1,06+0,05 1,15+0,04 <0,05
100 Watt 0,96+0,03 1,34+0,05 1,24+0,06 <0,05

a 1. saatile 2. saat arasinda, b 1.saat il@aB.asasinda, c ise 2 saat ile 3. saat arasindakafrk oldgunu gostermektedir.

Tablo 15FL ile yapilan cakmalarda O$sonuclari

Sari akkor Lamba(SAL) ile yapilan deneyleRNA hasari yapg gorulmdatar. Batdn

deneylerde DNA hasari pozitif kontroliin altinda idi

25

2,04

1,59

DNA hasari (AU)

1,071

0,0)

1. saat 2.saat 3. saat

Sekil 29.100 w lik AL ile yapilan cajmalarda DNA hasari(AU)

Deneylerde en fazla DNA hasari 100 watt la yapd@meyin 3. Saatinde bulundu. Sire
arttikca buttin deneylerde DNA hasarinin grtgoralmistar. 3. Saatteki DNA hasari 2.
Saatteki DNA hasarindan 2. Saateki DNA hasari is8ahte ki DNA hasarinda daha fazla

bulunmutur.

Not: (*) Ortalama + standart sapma, n=3
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1. Saat 2. Saat 3.Saat Pozitif| Negatif p
kontrol kontrol
20 Watt 0+0 0+0 1+1 81,67+1,53 0+0 >0,05
40 Watt 00 0+0 0+0 78+1 0+0 >0,05
60 Watt 0+0 0+0 0+0 81,67+1,15 0+0 >0,05
80 Watt 00 0,33+0,57 0,66+1,15 79,67+1,53 0+0 >0,05
100 Watt | 040 1,33+0,57 2,33+1,15 78,3+2,3 00 <0,05

a 1. saatile 2. saat arasinda, b 1.saat il@aB.asasinda, c ise 2 saat ile 3. saat arasindamlafiirk oldgunu gostermektedir.

Tablo 16. AL ile yapilan caymalarda DNA hasari sonuglari(AU)

Isik siddeti fazla olan deneylerde DNA hasari daha fézlunmutur. En fazla DNA hasari
100. Watt la yapilan deneyde bulungtur. DNA hasarigik guclerine gore biyukten kige
dogru 100w,> 80w,> 60w,= 40w = 20w dir.(Sadece 10@iw p<0,05)

20 watt 40 watt 60 watt 80 watt 100 watt p
1. saat 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 >0,05
2. saat 0+0 0+0 0+0 0,33+0,57 1,33+0,57 >0,0
3. saat 1+1 0+0 0+0 0,66+1,15 2,33+1,15 >0,0

Tablo 17.AL ile yapilan ¢camalarda gik siddeti arttikca gortilen DNA hasari (AU)

AL ile yaptgimiz bitin cadmalarda besiyerinde alinan numunelerle yapilan ToA&imu
sonucunda anlamli olarak azgldiespit edilmgtir.(P<0.05)

1. Saat 2. Saat 3.Saat p
20 Watt 0,15+0,0057 0,11+0,0087 0,08+0,0057 <0,05
40 Watt 0,17+0,0057 0,13+0,0419 0,10+0,0857 <0,05
60 Watt 0,12+0,0057 0,08+0,0057 0,0620,0057 <0,05
80 Watt 0,09+0,0057 0,08+0,0160 0,06+0,0057 <0,05
100 Watt 0,11+0,0057 0,08+0,0057 0,09+0,0057 <0,05

a 1. saatile 2. saat arasinda, b 1.saat ileaB.asasinda, c ise 2 saat ile 3. saat arasindmlafiirk oldgunu gostermektedir.

Tablo 18 AL ile yapilan caymalarda TAS sonuclari

Not: (*) Ortalama + standart sapma, n=3




AL ile yaptgimiz calgsmalarda besiyerinden alinan numunelerle yapilan T6&mu

sonucunda anlamli @ssiklikler oldugu tespit edilemengtir.

1. Saat 2. Saat 3.Saat
20 Watt 1,27+0,01 1,16+0,02 0,97+0,01 >0,05
40 Watt 1,36+0,03 1,24+0,07 1,11+0,01 >0,05
60 Watt 1,01+0,01 0,97+0 0,94+0,01 >0,05
80 Watt 0,91+0,02 0,95+0,04 0,95+0,02 >0,05
100 Watt 1,060,11 0,93+0,04 0,91+0,02 >0,05

a 1. saatile 2. saat arasinda, b 1.saat il@aB.asasinda, c ise 2 saat ile 3. saat arasindamlafiirk oldgunu gostermektedir.

Tablo 19. AL ile yapilan caymalarda TOS sonuclari

FL ile yaptgimiz butin capmalarda stre ilerledikce besiyerinde alinan nureulee
yapilan olctimler sonucu hesaplanan OSonucunda anlamli olarak agtttespit
edilmistir.(p<0.05)

1. Saat 2. Saat 3.Saat
20 Watt 0,83+0,05 0,94+0,04 1,22+0,07c <0,05
40 Watt 0,73+0,04 1,18+0,67 1,02+0,02° <0,05
60 Watt 0,77+0,03 1,21+0,25 1,34+0,95 <0,05
80 Watt 0,88+0,02 1,07+0,02 1,36+0,03° <0,05
100 Watt 1,15+0,15 1,01+0,01 1,00+0,08 >0,05

a 1. saatile 2. saat arasinda, b 1.saat ileaB.asasinda, c ise 2 saat ile 3. saat arasindamlafiirk oldgunu gostermektedir.

Tablo 20AL ile yapilan calgmalarda O$ sonuclari

Lux meter ile 1m uzaktan yapilagk siddetleri dlcimunde en fazlaik siddeti floresan
lambalarda o6l¢uldu. Beyaz ve sari kompakt lambanksiddetleri birbirine gitti. En disuk
Isik siddeti akkor lambanirsik siddeti olarak tesbit edildiiklarin gtcu ile ik siddetinin

dogru orantili olarak art@n tesbit edildi.

Not: (*) Ortalama + standart sapma, n=3
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BTL STL FL AL
20 WATT 225 225 235 45
40 WATT 450 450 470 90
60 WATT 675 675 705 135
80 WATT 900 900 925 175
100 WATT 1125 1125 1160 215

Tablo 21 Luxmeter ile yapilan dlcimlerdgik siddetleri(Lix)
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5. TARTISMA ve SONUC

Calisma, gunlik hayatta herkesin sik¢a kullgmdyapay aydinlatma kaynaklarinin
yaptgl DNA hasari ile antioksidatif seviyeleri ve oksidiastres arasindaki gkiyi arastiran
ilk cahismadir.Calmada elektrik enerjisi ile ¢ghn farkl tirde yapaysik kaynaklarinin,
farkl stire vesiddetlerde mononukleer lokositler ile yapilan hi&i@tir ortaminda DNA
hasari ve oksidatif stres parametrelersrdmistir. Bu amacla dort farkli tirde weddetlerde
yapay lambalarin tc¢ farkl siire (birinci, ikinci vieltinct saat) sonunda mononukleer lokosit
DNA hasar seviyeleri ile TAS, TOS seviyeleri gdti, OSI seviyeleri hesapla bulundu.
Calismada, dort farkh tirde ve bdarkli 1sik siddetinde (20w, 40w, 60w, 80w, ve 100w)
lambalar kullaniimgtir Gucli DNA hasar yapici 6zedli nedeniyle pozitif kontrol olarak ta
H.O.ve negatif kontrol olarak da sadece DMEM besiyginnkibe edilen hicreler

kullantimistir.

DNA hasar seviyesi genotoksik gahalarda siklikla kullanilan ve hassas bir yontem
olan alkalin tekli hicre elektroforez yontemi (Cdnfessay) ile, oksidatif durum EREL
yontemi olan TAK ve TOS dl¢cim metodu ile tayin leds, OSI seviyeleri hesapla
bulunmutur.In vitro ortamda flasklar icinde bulunan besiggende inkibe edilen
mononukleer lokositler 1 metre uzakliktan farlkdiddet stre ve turde yapaysik
kaynaklarindan yayilaginlara maruz birakilmtir. Herbir sik kaynai ve stire icin ticer adet
numune konulmgtur. Deney yapilan ortamdgik kayna disinda tamamen karanlik ve izole

bir ortamdi.

Gunumizde yapay aydinlatma kaynaklarl evlerde gerdrgam alanlarinda yaygin
olarak kullaniimaktadir. Ayrica belli dalga boyladeki siklar cilt hastaliklarinda, sarilik
tedavisinde, sterilizasyon ve dezenfeksiygtemleri gibi s&likta ve endustride siklikla
kullanilmaktadir. .Bununla birlikte, son zamanlartayatimizla i¢i ice oldgumuz sk
kaynaklarinin bircok faydalarinin yaninda, kanskgumuna kadar giden bir ¢cok zararli
etkileri ile ilgili calismalar ve yayinlar artarak surdartlmektedir. Uyhlarin yaninda son
zamanlarda guneisinlarl ve bazi ¢gt yapay sk kaynaklarindan elde edileginlarin ve
mutajen, kanserojen, immun sistemin fonksiyonlametkiledigine dair birgok cakmalar
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yapiimstir. GiUnimuzde ev ve cevre aydinlatmasinda, akkaojen, floresan v.s. gibi ¢ok
farklh ozelliklere sahip yapawik kaynaklari kullaniimaktadir ve son zamanlardareimik

olmasi az enerji harcamasi ile birlikte faz§gk iyaymasi gibi nedenlerle kompakt floresan
lambalar daha cok tercih edilmektedir. Ancak, bu leimbalarla ilgili medyada ve gorsel

basinda siklikla zararlari ile ilgili yayinlara tlasiimaktadir.

Biz calsmamizi gunlik hayatta siklikla kullanilan  Gc¢ farkiirde lambanin
(floresan,kompakt floresan ve akkor lamba) DNAdnase oksidatif durum tzerine etkilerini
argtirmak amaciyla gerceldidik. In vitro calsma icin sglkh bir kisiden izole edilen

mononukleer lokositleri kullanarak, lambalarin raikiiltiri ortaminda etkilerini agardik.

Yapilan deneysel camada kullanilan stk kaynaklarindan akkorsik kaynaklari,
ancak yuksekiddetlerde ve surelerde DNA hasari gluurken, kompakt floresan ve floresan
lambalarin daha gk siddette ve daha kisa surelerde hasagtofdusu, DNA hasari ile
birlikte kultir medyumunda 6lgulen oksidatif stresile arttgi  tespit edilmgtir. Bununla
birlikte, olusan DNA hasari ile oksidatif stres arasinda anldonlili ski bulunamarmytir. DNA
hasarini dlgmek icin comet assay teghkmi kullandik. Comet assay telgnison derece hassas
ve guvenilir bir yéntem olmakla birlikte DNA hasari argtirmakta en sik kullanilan
tekniklerden biridir. Oksidatif durula ilgili ise AS ve TOS parametreleri calmis OS
parametresi ise hesaplamayla bulugimu Bu parametreler hizli ve guvenilir bir tekrokan

EREL tekngiyle calsiimistir.

Son zamanlarda yapayk kaynaklari ve guneisiginin oluturdusu biyolojik zararlar ile
ilgili yayinlar artmaya bgamistir. Yapilan cakmalarda geneldesik kaynaklarinin yayg
Isinlarin dalga boylarina Bha olarak ¢aitli mekanizmalarla hasar ajturdusu gosterilmgtir (
66). Pflaum M ve ark ( 67 ), yaptiklar bir huda@ltiri calsmasinda memeli hiicrelerinde
gorundr $1gin - antioksidanlari inhibe ederek oksidatif DNA hasa neden oldgunu
gostermglerdir. Kielbassa C ve arkadari ( 66 ), yaptiklari hire kuoltir camsinda,
ultraviole ve gorunursin kaynaklarinin dalga boyuna ghaolarak farkli mekanizmalarla
DNA hasari olgturduzunu tespit etngierdir. Yapilan ¢akmada UV-B ve UV-C nin ihtiva
ettigi 250-315 nm dalga boylarinda direk etki ile primidlimerleri olgturarak, UV-A ve

gorunar alanin kapsagli 320-740 nm dalga boylarinda ise indirek elki €éndojen
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fotosensitizasyonun reaksiyonu sonucu saftu singlet oksijen, superoksit ve hidroksil
radikalleri  aracigl ile oksidatif DNA hasri olgturarak hicrelere zarar vegthi
bulmulardir. Botta C ve arkadiri 320-800 nm deki UVA/goruntsgik ile 400-800 nm
gorundr s1gin poliaromatik hidrokarbonlar ve benzopireni fditiee ederek oksidatif

reaksiyonlari tetiklemesi sonucu genotoksisiteyirdugini bulmulardir.

Kompakt floresan ve floresan lambanin ygyadginlarin dalga boylari 380 ila 700 nm
arasindadir. Floresan lambalar gortunur rergtéar yayarlar. Ayrica kompakt floresan lamba
ve floresan lamba bir miktar UVA(320-400nm), UVB®820nm) ve UVC(200-280nm)
dalga boylarindaki sinlarida yaymaktadir. Bilindi gibi ultraviyole sinlar iki farkh
mekanizmayla DNA hasari yapmaktadir. Direk etkiy¢ B ve UVC DNA da pirimidin
dimerleri olwturarak DNA hasari yapmaktadir. UVAinlari ise dolayli olarak DNA hasari
yapmaktadir.Hticredeki kromoforlar tarafindan abeomxdilen ginlar serbest radikaller
Uzerinden oksijen ve hidroksil radikal elumunu artirarak DNA hasari yapar. Gorunur
renkteki sinlarda Oksijen ve hidroksil radikali afturarak oksidatif DNA hasari yaparlar.
Akkor lambanin dalga boyu 390- 780 nm arasindaalkatf yaydgl 1sik siddeti floresan
lambalara gore cok diktur ve UV dalga boyundaik yaydgi tespit edilemenstir. Bundan
dolayi floresan lambalar DNA hasarina daha fazteelsiget vermektedir. U\sinlarin yaptg|

DNA hasari Gizerine birgok yayin bulunmaktadir.

Yukarida bahsi gecen cghalar siginda, cakmada kullandiimiz lambalardan akkor
lambalarin dgik seviyelerde DNA hasari acwrurken floresan ve kompakt floresan
lambalarda daha yiiksek derecelerde DNA hasari silatif stress tespit etmemizin nedeni,
akkor lambalarin sadece UVA ve gorunginiyaymasi ve buna pl olarak sadecesinlarin
olusturdusu indirek etki olan fotoreaksiyonla Uretilen okdiflaadikaller Gzerinden DNA
hasarina neden olurken, floresan ve kompat florégarbalarin goérunirsik yaninda az
miktarda direkt mekanizma ile T dimer elurarak DNA hazari yapan UVB ve UVC
Isinlarini da yaydiindan daha fazla DNA hasarina neden glohw diglinmekteyiz.

Yaptigimiz in-vitro hicre kdltir cajmasi ile, yaygin olarak kullangimiz ik
kaynaklarinin ¢cokta masum olmadiklari, yukseldet ve sirelerde kullanimlari durumunda

ciddi DNA hasarlari ve oksidatif strese eden d&dakleri, dolayisi ile kullanagemiz
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lambalardan daha az zarar gérmek icin lambagddeti ve maruz kalgimiz sireyi
olabildigince kisitlamanin yararli olaga mumkinse az zarar gormek icin akkor lambalarin
kullaniimasinin daha iyi olagakanaatindeyiz. Calmamiz in vitro hicre kultiri ortaminda

yapilan bir caymadir. In vivo caimalarla da desteklenmesi gergkti disinmekteyiz.

93



KAYNAKLAR

1. Debeleg, B., Kantarci, G.,2006. Mutation, DNAT@aye, repair mechanims and the relation

of cancer. 35 (2) 149 - 170
2. Ozawa M., Ferenczi K., Kikuchi T., UltraviolBtLight (Narrow-Band UVB Induces
Apoptosis of T Cells within Psoriatic Lesions.10862399

3. Maverakis E., Miyamura Y., Bowen M. P, Correa@no Y., Goodarzi H., 2010. Light,
including ultraviolet. 247e-J257

4. Lemaire M., Ducommunb B., Nebreda A. R. 2010-id8uced downregulation of the
CDC25B protein in human cells 1199-1204

5. Robinson K.S., Traynor N.J., Moseley H., FemgguJ., Woods J.A. 2010 Cyclobutane
pyrimidine dimers are photosensitised by carprgieis UVA in human HaCaT cells. 1126—
é.lgihuch A. P., Menck C.,2010. The genotoxic ¢sfet DNA lesions induced by atrtificial
UV-radiation and sunlight 111-116

7.Botta C.,1 Giorgio C., Sabatier A.-S., De Me NI08. Effects of UVA and Visible Light
on

the Photogenotoxicity of Benzo[a]pyrene and Pyrd8@-505

8.Heo S., Chun Ko S., Kang S-M., , Lee S.,, Kangldng W-K., Affan A., Jeon Y-J. 2010.
Inhibitory effect of diphlorethohydroxycarmalol emelanogenesis and its protective effect
against UV-B radiation-induced cell damage. 135%413

9. Trautlein D., Deibler M., Leitenstorfer Aand Ferrando E. 2009. Specific local
induction

of DNA strand breaks by infrared multi-photon alptimm 10.1093/nar/gkp932

10. Bito T., Sumita N., Masaki T., Shirakawa Teda M., Tokura2 Y., and Nishigori C.
2010.

94



Ultraviolet light induces Stat3 activation in humiaratinocytes and fibroblasts through
reactive oxygen species and DNA damage
11. Halliwell, B., Gutteridge, J.M.C., 2007. Freadicals in Biology and Medicine. Oxford

University Press, New York.

12. lkehata, H., Kawali, K., Komura, J., SakatsukheWang, L., Imai, M., Higashi, S.,
Nikaido, O., Yamamoto, K., Hieda, K., Watanabe, Kasai, H., Ono, T., 2008. UVA1
genotoxicity is mediated not by oxidative damagelyucyclobutane )yrimidine dimers in
normal mouse skin. The Journal of Investigativenisnlogy 128, 2289-2296.

13. Mouret, S., Baudouin, C., Charveron, M., Fawer Cadet, J., Douki, T., 2006.

Cyclobutane pyrimidine dimers are predominant DEgidns in whole human skin exposed
to

UVA radiation. Proceedings of the National Academhyciences of the United States of

America 103, 13765-13770.

14. .Nishigaki, R., Mitani, H., Tsuchida, N., ShimA., 1999. Effect of cyclobutane
pyrimidine dimers on apoptosis induced by differeatelengths of UV.Photochemistry and
Photobiology 70, 228-235.

15. Stern, R.S., 2001. The risk of melanoma im@asion with long-term exposure to
PUVA.

Journal of the American Academy of Dermatology Z85—761.

16. DNA Damagehttp://saturn.roswellpark.org/cmb/huberman/DNA_Reépamage_types.
Html.

17. Beranek DT., Distribution of methyl and ethydidacts following alkylation with
monofunctional alkylating agents, Mutat Res. 199((R31(1):11-30, Review.

95



18. Wetberg AB, Weitzman SA, Clarck EP. Effetcsamtioxidants on antioxidant induce:
sister chromatid Exchange formation. J. Clin. inv&985; 75(3):35 - 7.

19. Slater TF. Free radical mechanismin tissueynji Biochem. 1984; 222: 1-15.

20. Chung,K.T., Lu,Z., Chou,M.W. 1998. Mechanism Iohibition of Tannic Acid and
Related Compounds on the Growth of Intestinal Baté-ood and Chemical Toxicology.
36:1053-160.

21. Bhattacharya, A., M. Kumarm., S. Ghosal., 8Kattacharya. 2000. Effect of Bioactive
Tannoid Principler of Emblica officinalis on Ironduced Hepatic Toxicity in Rats.
Phytomedicine. 7: 173-175.

22. Gali-Muhtasib, H.U.,Younes,I.H., Karchesy,, El.Sabban, M.E. 2001. Plant Tannins
Inhibit the Induction of Aberrant Crypt Foci andIGaic Tumors by 1,2-dimethylhydrazine
in Mice. Nutrition Cancer. 39: 108-116

23. Nagakawa,T., T.Yokozawa. 2002. Direct ScavenginNitric Oxide and Superoxide by
Gren Tea. Food and Chemical Toxicology. 40: 1745017

24. Cal,Y., Q.Luo., M. Sun., H. Corke. 2004. Antaant Activity and Phenolic Compounds
of 112 Traditional Chinese Medicinal Plants Asstarlawith Anticancer. Life Sciences. 74:
2157-2184.

25. Panovska,T.K., Kulevanova,S., Stefova,M., 20@5vitro Activity of Some Teucrium
Species (Lamiaceae). Acta Pherm. 55, 207-214.

26. Van den Akker E, Lutgerink JT, Lageur MVM, JmehR. Retel J. Mutat. Res. 1994; 309:
45-52.

27. Pillia G. R., 2004. Induction of Apoptosis irutdan Lung Cancer Cells by Curcumin.

Cancer Letters. 208: 163-170.

96



28. Watson J.D. and Crick F.H.C. (1953). "A Struetdor Deoxyribose Nucleic Acid".
Naturel71: 737-738. doi:10.1038/171737a0. PMID 13054692.

29. The Nobel Prize in Physiology or Medicine 19&sbelprize .org Accessed 22 Dec 06.

30. Al-Ghamdi MS. (2001) The antiinflammatory, ayedic and antipyretic activity of
Nigella sativa. JEthnopharmacol. Jun;76(1):45-48.

31. Berg J., Tymoczko J. and Stryer L. (2002) Beoalstry. W. H. Freeman and Company
ISBN 0-7167-4955-6.

32. Venter J, et al. (2001). "The sequence of thredn genome". Science 297: 1304-51.

33. Douki T, Reynaud-Angelin A, Cadet J, Sage EO®O0 "Bipyrimidine photoproducts
rather than oxidative lesions are the main typ®©NA damage involved in the genotoxic
effect of solar UVA radiation”. Biochemistry 42 (3@221-6.

34. Cadet J, Delatour T, Douki T, Gasparutto D, deouw, Ravanat J, Sauvaigo S (1999).
"Hydroxyl radicals and DNA base damage". Mutat B24 (1-2): 9-21.

35. Shigenaga M, Gimeno C, Ames B (1989). "Urin@syydroxy-2'-deoxyguanosine as a
biological marker of in vivo oxidative DNA damageProc Natl Acad Sci USA 86 (24):
9697-701.

36. Cathcart R, Schwiers E, Saul R, Ames B (198#)ymine glycol and thymidine glycol
in human and rat urine: a possible assay for oxeddNA damage". Proc Natl Acad Sci
USA 81 (18): 5633-7.

37. Steenken S. Purine bases, nucleosides, angotidels: aqueous solution redox chemistry

and transformation reactions of their radical csi@nd e- and OH adducts. J. Chem. Rev.
1989; 89(24):503-520.

97



38. Halliwell B, Dizdaroglu M. Free radicals andetlbxidant/antioxidant balance J. Free
Radical Res. 1992; 16: 75-87.

39. Horwood E. Epe B. DNA and Free Radicals. Clat#1el993; 41-65.

40. Dizdaroglu M. Oxidative damage to DNA in mamiaalchromatin. J. Mutat. Res. 1992;
275(35): 331-342.

41. Stevenson MA, Pollock SS, Coleman CN, Caldedv8K. J. Cancer Res. 1994; 54(6):
12-15.

42. Aruoma OIl, Halliwell B. DNA and Free Radical¥echniques Mechanisms and
Applications. OICA International 1998; 3-26.

43. Totter JR. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 1980; 1763-7.

44. What is DNA repairhttp://www.nih.gov/sigs/dna-rep/whatis.html

45. Chu G., Biochemistry 201: DNA repair,
http://cmgm.stanford.edu/biochemZBandouts/dnarepair.pdf.

46. DNA Damagehttp://saturn.roswellpark.org/cmb/huberman/DNA_Redamage_types.
Html.

47. Beranek DT., Distribution of methyl and ethydidacts following alkylation with
monofunctional alkylating agents, Mutat Res. 199((R31(1):11-30, Review.

48. Meister A. Glutathione Ascorbate and cellcyelgulation FEBBS letters 1994 1,4.

49. Cros CE, Halliwell B, Borish ET. Oxjgen radig@nd human discase. J. Annals. int. Med.

1987;107(6): 526 - 45.

50. Southorn P, Powis G. Free radical in medeci@émical nature and bidogical reactions.

J. Mayo Clin. Proc. 1988; 63 (3): 381 - 8.

98



51. Tappel AL, Dillard JC. invivo lipid peroxidatianeasurement via exhaled pentane and
protection by vitamin E. J. Federation proceedib®®1; 40(3):174- 8.

52. Brent JA, Rumack HH. Role of Free Radicals kicTHapatic Injury |. Free Radical
Chemistry. J. Clinical Toxicology. 1993; 49(4): 481.

53. Gutteridge JMC. Lipid peroxidation and antiats as biomarkers of tissue damage. J.
Clin Chem.1995; 42(6):18-19.

54. Wetberg AB, Weitzman SA, Clarck EP. Effetcsamtioxidants on antioxidant induce:
sister chromatid Exchange formation. J. Clin. inv&885; 75(3):35 - 7.

55. Slater TF. Free radical mechanismin tissueynji Biochem. 1984; 222: 1-15.

56. Moncada S, Palmer RMJ, Higs EA. Nitric oxidehy$lology, patophysiology, and

pharmacology. J. Pharmacol Review 1991; 43(29):309

57. Gutteridge JMC. Lipid peroxidation and antiaats as biomarkers of tissue damage. J.
Clin Chem.1995; 42(6):18-19.

58. Halliwell B. Oxygen is poisonous: The naturd amedical importance of oxygen radicals.
J. Med Lab Sci. 1984; 41(3):157-62.

59. Canbas A. Gida Bilimi ve Teknolojisi. Ziraatkiéesi Yayini No: 78, C. U. Adana.1983.

60. Sies H, De Groot H. Role of Reactive Oxigenc&=ein Toxicity. J. Toxicology. 1992;

64 (65): 547-51.

61. Brent JA, Rumack HH. Role of Free Radicals xicTHapatic Injury I. Free Radical
Chemistry. J. Clinical Toxicology. 1993; 49(4): 481.



62. Mead J. Free radical mechanisms in lipid pelaton and prostaglandins. Free radical in

moleculer biology. J. Aging and disease. 1984; 85(23-66.

63. Notarjan D. Oxidants and signol transductiowasler endothelium. J. Clin. Med. 1994;
125(35): 26-37.

64. Logani MK, Davies RE. Lipid Oxidation: Biolojieffects and antioxidants J. Lipids.
1985; 15(5): 6-12

65. Reubset FAG, Veerkamp JH, Tirjbels JMF, Monné®s Total and peroxisomal
oxidation of various saturated and unsaturateg &atids in rat liver, heart. J. M. Quadri ceps.
Lipids. 1992; 24(7):11-16.

66. Kielbassa C., Roza L. and Epe B., 1997. Wagthenependence of oxidative DNA
damage induced by UV and visible light 811-816

67. Pflaum M., Kielbassa C., Garmyn M., Epe B.,89xidative DNA damage induced by
visible light in mammalian cells: extent, inhibridoy antioxidants and genotoxic effects 137-
146

68. Simon, J.C., J. Krutmann, C.A. Elmets, P.RgB&esser, and P.D. Cruz, Jr. 1992.
Ultraviolet B-irradiated antigen presenting celispday altered accessory signaling for T-cell

activation: relevance to immune responses initiateskin. J. 66-69

69. Rodust PM, Stockfleth E, Ulrick C, Leverkus Eherle J. 2009. UV induced squamous
cell

carcinoma-a role for antiapoptotic signalling paglys. 107-15

70. Ichihashi M. , Ueda M., Budiyanto A., Bito ©ka M., Fukunaga M.,

Tsuru K., Horikawa T.2003. UV-induced skin damaze-39

100



71. Freshney, R. I., (1994) Culture of Animal CefsManual of Basic Technique. John
Wiley and Sons, New York.

72. Barker K., (1998) At the Bench: A Laboratoryvidmtor. Cold Spring Harbor Press,
New York.).

73.EREL O. A novel automated method to measuré aotzgoxidant response against
potent free radical reactions. J. Clinical Biochstnyi 2004; 37: 112— 9.

101



102



