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Elektromanyetik alan(EMA), maruz kalma sonucu hiicre diizeyinde olusan
hasar, reaktif oksijen tirleri (ROS) tarafindan hiicresel protein ve lipit yapilarinin
oksidan hasarina bagli olarak gergeklesebilmekte ve sonugta bir¢cok hastalik meydana
gelebilmektedir.Is1 soku proteinleri (HSP), strese yanittaki kritik rolleri nedeniyle
evrimsel olarak korunan molekiiler saperonlardir. Glutatyon (GSH); glutamik asit,
sistein ve glisinden olusan bir tripeptittir. Heat shock protein 25 (HSP25)’in asir1
ekspresyonunda glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz enzimlerinde artis
olmaktadir. Bu enzimler glutatyon disiilfit (GSSG) ve GSH olusumunu
katalizlemektedir. Iki proteinin bu iliskileri nedeniyle ¢alismamizda GSH ve HSP25
duzeylerini inceledik.

Calismamiz, 2-2.45 GHz mikrodalga (MW) frekansinda EMA (Elektromanyetik
Alan)’ya maruz kalan sicanin beyin dokusu ve serumunda, HSP25 ve GSH’nin
olusabilecek oksidatif strese karsi etkisinin arastirilmasi amaglanmistir. Calismamizda
yaglar1 2-3 ay arasinda degisen, 250-300 gram agirhigindaki 24 adet Wistar cinsi erkek
sigan kullanildi. Siganlar, 60 glin boyunca ginde bir saat maksimum 0,00208 W/kg
SAR degerinde, 3 V/m elektrik alana maruz birakildi. 60 giin sonunda sakrifiye islemi
yapilarak sicanlarin, prefrontal korteks, hipotalamus ve periferik kani alindi. Bu
dokularin, ELISA y6ntemi kullanilarak, HSP25 ve GSH diizeyleri analiz edildi. Elde
edilen verilere gore uyguladigimiz doz ve siirede EMA’ya maruz kalan deney
grubunda, HSP25 diizeyi prefrontal korteks ve hipotalamusta kontrol grubuna gore
anlamli farklilik gbzlenmezken; serum 6rneklerinde ise kontrol grubuna gore anlamh
bir azalis tespit edildi (p<<0,05). GSH diizeyi prefrontal korteks, hipotalamus ve serum
orneklerinde EMA grubunda kontrol grubuna gore anlamli bir degisiklik tespit
edilmedi. Literatirde EMA kaynakli olusan oksidatif stres ve glutatyon ile ilgili
anlamli calismalar bulunmaktadir. Ancak bizim c¢alismamizdaki SAR degeri
literatiirdeki calismalara gore diisiik oldugundan calistigimiz orneklerde GSH
duzeyinde kontrol grubuna gore anlamli bir fark gozlenmedi, serum 6rneklerinde
HSP25’in anlamli azalmasi ise HSP25’in literatiirde bulunan etki mekanizmasi disinda
farkl1 bir etkisi oldugunu diisiindiirmektedir.

Anahtar Sozcukler: Elektromanyetik alan, HSP 25, Glutatyon, Oksidatif Stres



ABSTRACT

EFFECT OF ELECTROMAGNETIC FiELD (EMA) CREATED BY 2-2,45 GHZ
MICROWAVE FREQUENCY ON RAT HSP 25 AND GLUTATION LEVELS

Atakan ERISGIN
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Medical Biochemistry
Master, June/2022
Supervisor: Prof. Dr. Birsen BILGICI

Electromagnetic field (EMA), damage at the cellular level as a result of exposure
can occur due to oxidant damage of cellular protein and lipid structures by reactive
oxygen species (ROS), and as a result, many diseases may occur. evolutionarily
conserved molecular chaperones. Glutathione (GSH); It is a tripeptide consisting of
glutamic acid, cysteine and glycine. In overexpression of heat shock protein 25
(HSP25), glutathione peroxidase and glutathione reductase enzymes increase. These
enzymes catalyze the formation of glutathione disulfide (GSSG) and GSH. Because of
these relationships of the two proteins, we examined the levels of GSH and HSP25 in
our study.

Our study aimed to investigate the effects of HSP25 and GSH against oxidative
stress that may occur in the brain tissue and serum of rats exposed to EMA
(Electromagnetic Field) at 2-2.45 GHz microwave (MW) frequency. In our study, 24
male Wistar rats aged between 2-3 months and weighing 250-300 grams were used.
Rats were exposed to an electric field of 3 V/m with a maximum SAR of 0.00208
W/kg for one hour per day for 60 days. At the end of 60 days, the prefrontal cortex,
hypothalamus and peripheral blood of the rats were taken by sacrificing. HSP25 and
GSH levels of these tissues were analyzed using the ELISA method. According to the
data obtained, there was no significant difference in the HSP25 level in the prefrontal
cortex and hypothalamus compared to the control group in the experimental group
exposed to EMF at the dose and time we applied; A significant decrease was detected
in serum samples compared to the control group. (p<0.05). No significant change was
detected in the GSH level in the prefrontal cortex, hypothalamus and serum samples
in the EMA group compared to the control group. There are significant studies in the
literature about oxidative stress and glutathione caused by EMA. However, since the
SAR value in our study was lower than the studies in the literature, no significant
difference was observed in the GSH level in the samples we studied compared to the
control group.

Keywords: Electromagnetic field, HSP 25, Glutathione, Oxidative Stress
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1. GIRIS

Elektrigin icadi, insanlarin toplumsal yasaminda biiyiik degisiklikler meydana
getirmig, son yillarda ise elektrik enerjisi yayginligi artmistir ve giin gectikce
insanlarin yasaminin merkezinde yer almaktadir. Artan sanayilesme, ekonomik
kosullarin 1iyilesmesi, insanlarin ¢ok sayida elektronik alet kullanmasina neden
olmustur. Giliniimiizde kullanilan bu elektirkli cihazlarin hepsi elektromanyetik alan
(EMA\) icermektedir ve biiyiik bir gogunlugu Wi-Fi ile baglantili olarak ¢alismaktadir.
Kablosuz ag iletisimi gilinlimiizde yaygin olarak bilgisayar sistemleri tarafindan
kullanilmaktadir. Telekomiinikasyon sirketleri, baglantili bireyler ve gruplar, Wi-
Fi'nin saglik {lizerinde hicbir etkisi olmadigin1 ve muhtemelen olmayacagini iddia
etmektedir. Bununla birlikte, Wi-Fi maruziyetleri gittikge yayginlagsmakta ve bu
maruziyetlerin biiylik bir kisminin insanlarin rizasi disinda gergeklesmesi, Wi-Fi’nin
saglik etkilerine yonelik endiseye yol agmaktadir (ICNIRP,2009). Cocuklarda ve
genclerde daha uzun bir maruziyet siiresi goéz oniine alindiginda EMA’nin 6nemi daha
da artmaktadir. Mikrodalga frekansli (MW) radyasyonun olusturdugu EMA, biyolojik
sistemlerde termal ve/veya termal olmayan etkilere yol agmaktadir (ICNIRP 2009).
Termal olmayan etkinin, henuz biyolojik sistemler (izerinde hangi mekanizma
tizerinden etki meydana getirdigi agiklanamamistir bununla birlikte bu olgu halen
tartisma konusudur (ICNIRP, 2009). Saglik iizerine etkiler g6z oniine alindiginda
oksidatif stresin Wi-Fi maruziyetinin sonuglarindan biri oldugu 6ne ¢ikmaktadir
(Yakymenko vd.,2016). Elektromanyetik alanlar, elektronlarin enerji seviyelerini ve
donilis yoniinii degistirebilmekte ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimini
artirabilmektedir (Koher vd., 2002). Fizyolojik kosullarda meydana gelen oksidatif
hasar, serbest radikalleri etkisizlestirmek i¢in elektronlarini onlara kullandiran
antioksidan molekiiller tarafindan azaltilmaya calisilir. Son zamanlarda yapilan bazi
aragtirmalar Wi-Fi maruziyetinin deney hayvanlarinin bobrek ve testislerinde
antioksidan diizeylerini diisiirdiigi goriilmiistiir (Hinrikus vd.,2018). Daha once
yapilmis olan ¢alismalar dogrultusunda ¢alismamizda 2,45 GHz Wi-Fi kaynakli EMA
maruziyetinin oksidatif strese yol agarak rat beyin, plazma dokulari ve serum
numunelerinde antioksidan molekdller olan HSP 27/25 ve glutatyon(GSH) duzeyleri

uzerine olan etkisi arastirilacaktir.



2. KONU VE LITERATUR OZETi

2.1. Radyasyon

Kararsiz yapidaki atomun kararli yapiya gegmesi icin enerji ortaya ¢ikarmasi
gerekmektedir. Bu enerji pargacik veya elektro manyetik alan seklinde yayilmaktadir.
Atomdan yayilan veya aktarilan bu enerjiye radyasyon denmektedir. Radyasyon;
dalga, parcacik veya foton olarak yayilabilir. Ortaya ¢ikan enerji sonucu olusan

radyasyon araciligi ile yayilan bu enerji, canli viicudu tarafindan sogurulmaktadir.

Atom ve molekiillerin elektron kaybetmesi sonucu iyonlagsma meydana

gelmektedir. (Atar, 2008). Radyasyon iyonlagsma durumuna gore ikiye ayrilir:
2.1.1. Iyonlastiric1 Elektromanyetik Radyasyon

Iyonlastiric1 elektromanyetik radyasyon, molekllerin birbirine kenetlenmesini

saglayan atomik baglari1 iyonlastiracak giice sahip olan yiiksek frekansli isinimlardir.

Madde ile etkilesimi sirasinda, molekiillerin fonksiyonunu degistirebilmekte

veya kimyasal baglar1 kirarak serbest radikal olusumuna neden olabilmektedir.

Radyasyon, madde ile etkilesebilmesi i¢cin madde o6zelliklerine gore farkll
enerjide pargacik ya da elektromanyetik alan olusturmaktadir. Atomun yapisinda
bulunan proton ve elektron yiklerini bir arada tutmakta olan yiiksuiz nétrona etki etmek
suretiyle atomun yapisinda bozulmalar meydana getirirler. En az 12 eV (elektron volt)
enerji degerine sahiptirler. X ve gama 1sinlart bu radyasyon grubuna girmektedir. Bu
gruba giren 151nlara uzun siire maruz kalinmasi durumunda, DNA zincir yapisinin
bozulmast ve hiicre organellerinin hasara ugramasi gibi Onemli sonuglar

olusabilmektedir.
2.1.2. Iyonlastirica Olmayan Elektromanyetik Radyasyon

Molekiilleri bir arada tutan atomik baglari iyonlastirabilecek enerjisi olmayan
fotonlarin meydana getirdigi elektromanyetik dalgalardir. Iyonlastirici olmayan
elektromanyetik 1simnimlart; radyo frekansi (RF) dalgalari, mor &tesi, mikrodalga,

kizil6tesi, goriiniir 151k, olugturmaktadir.
2.2. Elektromanyetik dalga ve elektromanyetik alan
2.2.1. Elektromanyetik Dalgalar

Elektromanyetik dalga (EMD), uzayda birbirine dik olarak hareket eden elektrik



ve manyetik alanin birlikte meydana getirmis oldugu dalgalardir. Isik hizinda elektrik
ve manyetik alan birlikte hareket eder.(Altun, 2001). EMA dalgalar1 frekans ve dalga
boylar1 ile belirlenir. Iki dalga tepesinin birbiri arasindaki mesafeye dalga boyu
denmektedir ve yunanca kokenli olan lamda (A) ile gosterilmektedir. Belirli bir
noktadan saniyede gegen dalga sayisina frekans denir ve birimi Hertz (Hz) tir. Dalga
boyu ve frekans birbiriyle baglantili parametrelerdir ve biyolojik sistemler iizerinde
birlikte veya kendi baglarina etki olusturabilirler. Aralarinda ‘‘Hiz = Frekans x Dalga

boyu’’ seklinde bir bagint1 vardir (Sekil 1) (Altun, 2001).

EMD’lerin ilerleyisi 151k hiziyla olur ve bu ilerleme, gevre sartlari ile orantili

olarak zayiflar. Ilave bir etki olmaksizin ilerleme, mesafe ile ters orantilidir.

Her elektrik yuku bir elektriksel alan tretmektedir. Boylece elektrik yuklerinin

birikmesiyle elektrik alan1 meydana gelmektedir.

Dalgaboyu (A)

Dalga yiiksekligi
(Gug)

>

Zaman

Bir tam devir
(Frekans = 1 saniyedeki devir sayisi)

Sekil 2.1 Dalga boyu ve frekans

2.2.2. Elektromanyetik Alan

Bir elektrik yiikiiniin bagka bir yiik lizerinde meydana getirdigi itme veya ¢ekme
kuvveti etkisi olarak ifade edilir. Her elektrik yiki bir elektriksel alan tGretmektedir.
Boylece elektrik yiiklerinin birikmesiyle elektrik alan1 meydana gelmektedir. Elektrik
yuklerinin yer degismesiyle elektrik akimi sirkiilasyonu meydana geldiginde manyetik
alan olusmaktadir(Zyubin vd.,2021). Iyonlastirici olmayan radyasyon boslukta
elektrik ve manyetik alanlar seklinde yayilir. Elektrik akiminin oldugu maddelerden
yayilan elektrik alan ve manyetik alan dalgalarinin meydana getirmis oldugu alana
elektromanyetik alan (EMA) denir. Vektorel olarak ifade edilir. EMA hassas cihazlar
ile 6lculebilir. Tim varliklarin bir EMA’s1 vardir (Zyubin vd.,2021).
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" Manvetik

1 = alan

Sekil 2.2 Elektromanyetik dalga yayilimi

2.2.3. Elektromanyetik Spektrum

EMD’lerin  frekanslarina gore davraniglart  belirlenmektedir. EMD’ler
frekanslarina gore siniflandirilirlar. Farkli dalga boyu ve frekansa sahiptirler. Bu
siniflamaya elektromanyetik spektrum (EMS) denir. Dalga boylar1 ve enerji miktari,
frekans ile dogrudan iligkilidir. Dalga boyu ve frekans ters orantilidir. Frekans arttikca

azalir, enerji miktari ise frekans artikga artar (Yavuz vd., 2012).
2.2.4. Ozgiil Sogrulma Oram (SAR)

EMD etkisinde kalan insan viicudunda sogurulan enerjinin etkisiyle, tiim viicut
veya bazi bolgeler etkilenir. Bu termal etkilenme 1sinin igeride olugsmasindan dolay1
deri tarafindan algilanamayarak sadece viicut kontrol sisteminin etkilenmesi seklinde
olur. EMD’nin frekansi ise bu etkinin bagli oldugu bir etkendir. EMD’lerin viicut
1sisinin degisimindeki etkisini anlamak amaciyla standart olarak elektrik alan siddeti,
manyetik alan siddeti ve gii¢ yogunlugu i¢in degerler bulunmaktadir. Genel olarak
belirlenen EMD standartlari, gii¢ yogunlugu cinsinden ifade edilir (Bernardi vd.,
2000). Radyo frekans radyasyonun etkisi ile ilgili son kirk yilda yapilan arastirmalar,

uluslararasi giivenlik sinirinin 6nemini ve gerekliligini ortaya ¢ikarmistir.

Temel olarak IEEE (Institute of Electrical and Electronics Engineers), ANSI
(American National Standarts Institute), ICNIRP (International Commission on Non-
lonizing Radiation Protection) ve IRPA (International Radiation Protection Agency)
tarafindan bir SAR (Specific Absorbtion Rate) belirlenmistir.

Canl1 dokunun birim kiitlesince sogurulan elektromanyetik enerji miktar1 “Ozgiil

Sogrulma Oran1” (SAR) olarak adlandirilir. SAR, canli dokunun iletkenlik, dielektrik



sabiti gibi elektriksel 6zelliklerine baglidir. EMD nin sebep oldugu, sicaklik artist ve
beraberinde iliskilendirilen diger biyolojik etkilerin 6l¢iim birimidir. Kilogram basina
birim dokudan sogurulan enerji (W/ kg) olarak ifade edilir. SAR viicuda verilmis olan
enerjinin degerlendirmesini, bir birim zamana kars1 bir birim kiitle olarak verir
(Bernardi vd., 2000). Dokudaki elektrik alan varligina gére SAR degeri hesaplanir.
Ancak canli dokusunda elektrik alan 6lgmek zordur. Bu nedenle parametreleri ile ayni
ozelliklere sahip 6zel jeller hazirlanir. Hazirlanan bu jeller bilgisayar ortaminda
modellenerek SAR degerleri hesaplanmaktadir (Bernardi vd., 2000). Tim bu

modellerde kullanilan genel amag, sogurulan enerjiyi bulmaktir.

RF dalgalar1 i¢in SAR’1in zarar olusturabilecek minimum biyolojik etki dozu
kilogram basina 4 watt olarak belirlenmistir. Bu, viicut sicakligin1 1°C arttiran SAR
degeridir. 4 watt degerine bagli olarak giivenli SAR sinirlarinin belirlenmesine ihtiyag
duyulmustur. Buna gore isyerlerinde 4 W/kg’nin 10 kat1, genel olarak halk saglig1 i¢in
50 kat1 diigiik seviyede olmas1 gerektigi tespit edilmis, isyerleri i¢cin 0.4 W/kg, genel
yerler i¢in 0.08 W/kg degerleri giivenlilik sinir1 olarak kabul edilmistir. Kabul edilen
bu limitler dokuda sogurulan ve 1s1ya doniisen giic ile iligkilidir (Baker vd.,2004).

Amerika Birlesik Devletleri’nde bu sinir degerler IFCC (International Federal
Communications Commission) tarafindan belirlenmekte ve bu smir degerlerin

belirlenmesinde IEEE ve ANSI tarafindan olusturulan standart degerler referans olarak

alinmaktadir.
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2.3. Kablosuz iletisim sistemleri

Gilinilimiizde yaygin olarak kullanilan kablosuz iletisim, yapisal olarak kablolu
ve fiberoptik iletisim yapilar1 ile benzerlik gostermektedir. Kablosuz iletisim
teknolojisinde bir ag yapisi seklinde baglant1 saglanmaktadir (Gezgin vd., 2018).
Kablosuz iletisimi, kablolu ve fiberoptik iletisim yapilarindan ayiran en 6nemli 6zellik
iletim havada belli frekansta elektromanyetik dalga iletmesidir. Birden fazla
bilgisayarin birbirine baglanmasi i¢in olusturdugu en kiiciik ag yapisina yerel alan ag1
(LAN) denir (Kim vd., 2006). LAN’lar da bilgisayar ve ag igerisindeki diger cihazlar
ile iletisimi saglamak i¢in RF veya kizil 6tesi kullanildiginda ise kablosuz yerel ag
(WLAN) denir (Kim vd., 2006). WLAN sistemleri; internet erisimi, sunucu iizerindeki
uygulamalarin kullanimi, aym1 aga baglh kullanicilar arasinda elektronik posta
lizerinden mesajlagsma ve dosya aktarimi gibi cesitli olanaklar saglamaktadir. Ayrica
WLAN sistemi kablosuz olarak calistigi i¢in cadde, sokak, park ve benzeri agik
alanlarda kullanilmaktadir. WLAN i¢in evrensel diizeyde kabul edilmis protokoller
olusturulmustur. WLAN cihazlar iireten firmalar bu protokole uygun kriterde olan

cihazlar Gretmektedir. (Gezgin vd., 2018).
2.3.1. Kablosuz LAN sistemleri

WLAN, veri iletimini elektromanyetik dalgalar ile yaptig1 i¢in kablo baglantisi
LAN sistemine gore ¢ok daha azdir. WLAN sisteminin ¢alisma diizenegi iki ana
yapidan olugmaktadir. Bunlar AP (Access point, Erisim Noktasi) ve kablosuz
cthazlardir (Gezgin vd., 2018). Kablosuz cihazlar diziistii bilgisayar, kisisel bilgisayar,
tablet, oyun konsollari, televizyon gibi kablosuz ag {initesi ile donatilmis benzeri bir
cihaz olabilir. WLAN yayilimin1 saglayan cihazin erisim noktasi kablolu aga baglanir
ve diger kullanilacak elektonik cihazlarin kablosuz olarak ag hizmetinden
faydalanmasi saglanir (Kim vd., 2006). WLAN sistemlerinde 2,4 GHz ve 5 GHz
araliginda yiiksek frekansli RF sinyali yayilmaktadir. Bu araliktaki RF sinyali kati
cisimlere niifuz edebilir ve gecebilir. Ancak biitiin kat1 cisimlerde sinyalin enerjisi ayn
degerde degildir. Cisimlerde kullanilan hammaddeye bagli olarak sinyal giiciinde
degisikler gozlemlenir (Kiigiikiinsal vd., 2005). WLAN, cep telefonu, bilgisayar gibi
aygitlarin kullanimi i¢in belirli RF araliklar1 belirlenmistir. Bu cihazlar i¢in alanlar

genis kapsam 900 MHz, 2,45 ve 5 GHz araligindadir (Kiigtikiinsal vd., 2005).



2.4. Serbest Radikaller

Dis yoriingelerinde en az bir eslenmemis elektron bulunduran iyon, molekiil ve
atom turlerine serbest radikal denir. Arastirmacilar reaksiyonlarda serbest radikallerin
biyolojik sistemlerde iiretimlerini 20. yiizyilin ortalarinda tespit ettiler (Karabulut vd.,
2016). Serbest radikaller; cok etkin molekullerdir. Ancak kisa 6miirlii, diisiik molekiil
agirlikl, kararsiz yapidadir. Serbest radikaller degisik bir¢ok kimyasal yapida
bulunabilirler. Serbest radikaller (R") ile ifade edilirler. Bir ya da daha c¢ok
ciftlenmemis elektron dizisi bulunmamaktadir. Bu elektronlar o maddenin belirli bir
manyetik alana ¢ekilmesine neden olurlar. Bu ¢ekim sonucu olusan reaksiyon ile
birlikte reaktif meydana getirmektedir. Serbest radikaller, elektiriksel olarak notral,

pozitif veya negatif yUklu olabilirler (Zysk vd., 2020) .
Radikallerin olusumunda ¢esitli yollar bulunumaktadir.

1) Kovalent bagli bir molekiiliin, ortak elektronlarmin homolitik olarak
bolinmesi sonucunda, ortaklanmamis elektronlu molekul veya atomlar meydana

gelir. Bu olusum yoluna homolitik bélinme denir.
Xy—>x+y
2) Molekulden tek bir elektronun kaybi sonucunda serbest radikal olusur.

+ -
X—>X +e
3) Bir molekile tek bir elektronun eklenmesi sonucu serbest radikal olusur.

x+e>x"

Oksijenin merkezi sinir sistemi Uzerindeki toksik etkileri (Paul Bert etkisi),
oksijenin pulmoner toksisitesi (Lorrain Smith etkisi), radyosensitivite Uzerinde
oksijen etkisi, atomik hidrojenin izolasyonu, kanser tedavisinde X isinlarinin
kullanilmasi, peroksitlerin kesfi, hidroksil radikallerinin iiretilmesi gibi ¢alismalarin
gerceklesmesi ile birlikte serbest radikaller hakkinda daha detayli bilgiler elde
edilmistir. Genel olarak, ¢ogu serbest radikal asir1 derecede reaktiftir ve sonug olarak
kisa omiirlii tiirlerdir. Yiksek sicakliklarda gazlarin buhar yogunluklarinin dl¢timleri,
iki atomlu molekiillerin serbest atomlara ayrisabilecegini gosterse de, Bohr, bir
hidrojen desarj tiipiinden yayilan spektrumun, molekdler bir hidrojen formu olarak

degil, bir atomik formun emisyon spektrumu olarak yorumlanabilecegini



gosterdiginde normal sicakliklarda hidrojen, oksijen veya klor gibi serbest atomlarin
bagimsiz varolus olasiligi 1913’e kadar neredeyse hi¢ dikkate alinmadi (Bohr ,1913).

1933 yilinda alkenlere hidrojen bromurin eklenmesi igin serbest radikal bir
mekanizma baslattilar ve bu mekanizma daha sonra diger kimyasal sistemlere

uygulanmistir (Kharasch vd.,1933).

+ "
O OH = O 0 — S0l - C= 0y 018y~ CHBr
SOT;

Sekil 2.4 Alkenlere bromir eklenme tepkimesi (Kharasch vd.,1933)

Kharasch ve Mayo, peroksitler veya hidrojen peroksit iceren alkenlerin hidrojen
bromiir ile reaksiyona girdiginde, hidrojen bromiiriin anti-Markownikoff ilavesinin
meydana geldigini bulmuslardir. Béylece, HBr’nin Markownikoff tepkimesinin tersi
seklinde ilave edilmesinin peroksitlerin varligindan kaynaklandigi 6ne siiriilmiis ve ara
karbon merkezli radikalin stabilize edildigi bir serbest radikal zincir ilave reaksiyon

boyunca devam ettigi diisiiniilmiistiir. Bu etki "peroksit etkisi" olarak adlandirilmistir
(Kharasch vd.,1933).

R-0-0-R — 2R -0 22Z9R . 0H + 2Br

CH3;- CH =CHy; +Br — CH3 - CH - CH; - Br -}-[B—r> CH3
- CH; - CHz- Br + Br

Sekil 2.5 Peroksit etkisi

Serbest radikaller tizerine yapilan arastirmalar, kauguktan plastige kadar uzanan
sentetik malzemelerin  gelistirilmesine giden yolu acgti. Serbest radikal
polimerizasyonu, kimyasal safsizliklara ve asir1 sicakliklara karsi yiiksek tolerans ve
cok cesitli monomerlerle (organik molekiiller) kullanilabilme gibi avantajlara sahipti.
Bugun serbest radikaller, kullandigimiz gida ambalajindan boyaya, yapistiricilara,
filme, halilara, borulara kadar giinliik yasantinin her alaninda kullanilan polimer

malzemelerin iiretilmesinde yer almatadir.

Serbest radikallerin kararsiz konfigiirasyonda olmasi, proteinler, lipidler,
karbonhidratlar ve nikleik asitler gibi biyolojik molekullerle reaksiyona girerek



salinan enerji yaratmaktadir (Rahman, 2007). Biyolojik sistemlere zarar veren serbest
radikallerin geneli oksijensiz radikallerdir ve bunlar “reaktif oksijen tiirleri” (ROS)
olarak bilinmektedir. Reaktif oksijen tiirleri, aerobik organizmalarin hiicrelerinde

olusan ana yan Uriinlerdir ve otokatalitik reaksiyonlar1 baslatabilir (Cadenas, 1989).
2.4.1. Serbest Radikal Turleri

Serbest radikalleri, merkezinde oksijen bulunmasina gore smiflandirmak

mamkandr.
2.4.1.1.0ksijen Merkezli Olmayan Serbest Radikaller

Serbest radikaller genellikle oksijen merkezli olarak bulunurlar. Ancak
canlilarda karbon, Kkikdrt, hidrojen ve demir merkezli c¢esitli radikaller de

bulunmaktadir.

Tablo 2.1 Oksijen merkezli olmayan serbest radikaller

Radikal Yapisi

Karbon merkezli olanlar
Lipid Radikalleri

L.
Alkoksi Radikalleri R
Kikdirt Merkezli Olanlar
Thiyl

R-S:
Hidrojen Merkezli Olanlar
Hidrojen Atomu "

Demir Merkezli Olanlar

Perferri Radikali
Fet**-O,-Fe™

Nitrojen kaynakli Olanlar

Nitrik oksit
NO

Fenilhidrazin radikali
CsHsN=N-

2.4.1.2. Reaktif Oksijen Bilesikeri

Reaktif oksijen turleri (ROS), molekiler oksijenden tiiretilen ¢esitli molekulleri
ve serbest radikalleri tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir. Reaktif oksijen tirleri,
insanin fizyolojik ve patofizyolojik streclerinde ¢ok 6nemli bir role sahiptir.
Siiperoksit anyonlar1 ve hidrojen peroksit dahil olmak tizere tim ROS, eslesmemis

degerlik elektronlarina veya kararsiz baglara sahiptir (Inoue vd., 2003). Yuksek



konsantrasyonlarda ROS, proteinler, lipidler, karbonhidratlar ve nikleik asitlerle
kolayca reaksiyona girerek, ¢ogu zaman geri doniisii olmayan fonksiyonel
degisikliklere ve hatta tam yikima neden olur. Canli metabolizmasinda siirekli
gerceklesen oksidasyon-rediksiyon reaksiyonu sonucunda reaktif ROS olusabilir.
Olusan bu ROS, canli dokuda biyolojik bozukluga neden olmaz. Ancak fazla
uretiminde nukleik asit, enzim ve polisakkaritler tizerinde toksik etkiye sahiptirler
(Eftekhari vd., 2020). Normal metabolizma esnasinda gelisen oksidasyon-rediiksiyon
olaylar1 sonucunda olusan reaktif oksijen iirlinleri, biyolojik bir bozukluga neden
olmazken; bazi hiicresel metabolik bozukluk sonrasi ¢ok daha fazla miktarda
tiretilerek, membranlar, niikleik asitler, enzimler ve polisakkaritler iizerinde degisik
derecelerde toksik etkiye neden olurlar. Hiicresel diizeyde, ROS biyumeyi, apoptozu
ve diger sinyalleri diizenler. Sistem diizeyinde kan basmcinin diizenlenmesi, biligsel
islev ve bagisiklik islevi gibi iglevlere de katkida bulunmaktadir. ROS, biiyiime faktorii
uyarilmasina yanitin ve inflamatuar yanitin olusumuna katki saglar. Ayrica patojenleri

dogrudan etkisiz hale getiren bagisiklik sisteminde hayati rollere sahiptir (Brieger vd.,
2012).

Insanda bulunan antioksidan savunmalari, uygun ROS dengesini korumak igin
her zaman yeterli olmamaktadir. Ayrica bu dengesizlik uzun siire devam ettiginde
patolojik hale gelebilir. Yaslanma mekanizmalari, elli yildan fazla bir siire 6nce
yaslanma siirecinin kismen oksidatif hasardan kaynaklandigi énermesine yol agan
serbest radikallerin katkisini icerir (Brieger vd., 2012). Oksidatif stres, genel yaslanma
stireci ve hiicre 6limi ile iliskilidir, tim ana organ sistemlerini etkiler. ROS,
Alzheimer hastaligi, Parkinson hastalig1 ve neredeyse tiim kardiyovaskiiler hastaliklar
dahil olmak iizere yasa bagl bir¢cok hastalikta rol oynar (Inoue vd., 2003). Oksijen

merkezli serbest radikallerin baslicalar1 tabloda gosterilmistir.
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Tablo 2.2 Reaktif oksijen tirleri

Radikaller Radikal olmayanlar
Hidroksil ("OH) Hidrojen peroksit (H202)
Alkoksil (RO Singlet oksijen (*0,)
Peroksil (ROQO") Ozon (03)

Superoksit (02™) Hipokloréz asid (HOCI)
Nitrik oksit (NO") Lipid hidroperoksit (LOOH)
Azot dioksit (NO,") Peroksinitrit (ONOOQO")

Hidroksiperoksil (HO,)
2.4.1.2.1. Oksijen

Oksijen, dis ortamda molekiiler oksijen (O2) seklinde bulunur. Atom numarasi 8
olan kimyasal elementtir (Jones vd., 2008). Oksijen elementi, iki ortaklanmamis
elektrona sahiptir. Bu elektronlar, farkli orbitallerde ayn1 spin yoniinde iken minimum
enerji seviyesindedirler. Oksijen, elektron ilgisi yiiksek olan bir element oldugundan,
normalde kademeli olarak dort basamakta suya indirgenir. Bu sirada tiim aerobik
solunum yapan hiicreler tarafindan bir elektron alicisi olarak kullanilir. (Inoue vd.,

2003).

£ £ £ £
. —,(\3 H,0, M) oo o

0, —=> Oj ?“ 2H0
2H* ZH*

Sekil 2.6 Oksijenin indirgenme basamaklar1
2.4.1.2.2. Singlet Oksijen (10z)

Biradikal oksijenin enerji yardimiyla elektronlarindan birinin kendi doniis
yonunun zittinda baska bir orbital ile yer degistirmesi sonucunda singlet oksijen
olusur. Singlet oksijenin eslenmemis elektronu bulunmaz. Bu nedenle radikal olmayan
reaktif oksijen tlrudir.Serbest radikal reaksiyonlarinin baglamasina Onculik eder.
(Jones vd., 2008).

2.4.1.2.3. Superoksit Radikali (O2™)

Oksijen molekiiliine bir elektron eklenmesi ile siiperoksit radikali olusur..
Siiperoksit radikalinin iiretiminin bilylik bir ¢ogunlugu hiicrenin mitokondrisinde
gerceklesir. (Kovacic vd., 2005). Stperoksit radikali, H.O2 kaynag1 ve gecis metal
Iyonlarinin indirgeyicisidir. Artmis siiperoksit diizeyleri superoksit dismutaz (SOD)
enzimi ile H2O2 ve oksijene doniistiiriilerek azaltilir. Boylece hiicresel stiperoksit

duzeyleri dengede tutulur (Kovacic vd., 2005).
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2.4.1.2.4. Hidrojen Peroksit (H202)

Oksijen molekdlinin baska bir molekul ile reaksiyona girerek iki elektron
almasi sonucunda  peroksit olusur. Peroksit molekilinin iki H atomu ile
reaksiyonunda H>O: olusur. O2’ye bir elektron ilavesiyle ya da O2’ye iki elektron ilave
edilmesinde de H2O, meydana gelir (Flora, 2007). Hidrojen peroksitin eslenmemis
elektronu bulunmamaktadir. Hidrojen = peroksit, miyeloperoksidaz  tarafindan
hipoklor6z asite (HOCI) doniistiiriiliir. Bu sirada *OH radikalinin olusmasina neden
olarak ROS molekiillerinin iiretilmesinde bir araci olarak rol oynar (Flora, 2007). Bu
sebep ile bir serbest radikal olmamasina ragmen biyolojik membrana niifuz ettigi i¢in

cok dnemlidir(Fang vd., 2002).
2.4.1.2.5. Hidroksil Radikali ("OH)

Hidroksil radikalinin yar1 6mrii ¢ok kisadir. Biyolojik sistemlerde hidroksil
radikali birkac sekilde olusabilmektedir. Iyonize edici radyasyona maruz kalan
dokularda da hiicreler tarafindan sogrulan enerji sudaki oksijen-hidrojen kovalent

baginin parcalanmasi sonucunda *OH radikali olusur (Betteridge, 2000).
H-OH — H'+°"OH
Gegis metallerinden Fe*? ve Cu* elementlerinin varhiginda indirgenerek *OH ‘ye
doniistirilir. Bu reaksiyona Fenton reaksiyonu denmektedir. Demirin serbest hale
getirilmesinde 6ncii olan siiperoksit radikali, hiicre i¢i demir depolarindan Fe'

degerlikli demir iyonunu Fe*? degerlikli demir iyonuna doniistiirerek serbest hale

gelmesini saglar (Betteridge, 2000).
O~ +Fe™®Cu — O+ Fe*?/Cu?

Haber-Weiss reaksiyonu: Hidrojen peroksit, Fe* ve diger gecis elementleri (Cu,
Zn, Mn, Cr, Co, Ni, Mo) varliginda indirgenerek ‘OH radikali olusturur (Lloyd vd.,
1997).

Fe*?/Cu*+ H,0, — Fe*3/Cu™+°*OH +°OH
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2.4.1.2.6. Nitrik Oksit (NOv)

Nitrik oksit veya yapisal adlandirilmasi nitrojen monooksit (NO) ,oksijen ve
nitrojenin reaksiyona girmesi sonucu renksiz bir gazdir. Yar1 omrii ¢ok kisadir.
Lipofilik 6zellik gostermektedir. Siiperoksit ile NOe< arasindaki reaksiyon sonucu
olusan peroksinitrit, ‘OH radikali benzeri aktiviteye sahip olup tepkimeleri
baslatmaktadir (Fang vd.,2002).

2.4.1.3. Serbest Radikal Kaynaklari

Serbest radikaller, endojen ve eksojen kaynaklar tarafindan meydana
getirilebilir. Elektron transport sistemi sirasinda oksijen kaynakli serbest radikaller yan
iriin olarak olugmaktadir. Ayrica serbest radikaller, ksantin oksidaz (XO) ve
mitokondriyel sitokrom oksidaz gibi gesitli enzim kaynaklarindan olusabilmektedir
(Sen vd., 2010). Diiz kas hiicrelerinde ve plateletlerde serbest radikal olusumu
gozlemlenmektedir. Ayrica arasidonik asit metabolizmasi sirasinda da serbest
radikaller dretilmektedir (Pham-Huy vd., 2008). Ksantin oksidaz (XO) ile nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat (NADPH ) oksidaz gibi enzimler araciligiyla otooksidasyon
sirasinda endoplazmik retikulumda sitokrom p450 sisteminde meydana gelen
elektronlardan serbest radikaller olusabilir. Cevresel sartlardan kaynakli olusan stres
durumlarinda serbest radikal tiretilmektedir. Ayrica bobrek {istii bezlerde {iretilen
kortizol ve katekolamin gibi hormonlar, viicutta stres olusumuna sebep olmaktadir.
Strese sebep olan bu hormonlarin kendileri de serbest radikallere doniisebilmektedir
(Sen vd., 2010).

UV isinlar, x-ray, gamma 1sinlari, mikrodalga 1sinlar, pisirme sirasinda organik
maddelerin yakilmasi, orman yanginlari, volkanik faaliyetler asbest, benzen,
karbonmonoksit, formaldehit, ozon ve toluen gibi hava kirliligine sebep olan
kimyasallar maddeler, temizlik iiriinleri, tutkal, boya, tiner, parflimler ve bocek ilaclar
gibi kimyasallar, kloroform ve diger trihalometanlar gibi suyun kirlenmesine neden
olan kimyasal maddeler, alkol ve sigara kullanimi, sigara dumani, egzoz dumani gibi

endojen kaynaklar oksidatif stres olusumuna neden olmaktadir (Nagendabba, 2005).
2.4.1.4. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikallerin yararli ve zararli bircok etkisi bulunmaktadir. Enzimatik
reaksiyonlarin siirdiiriilebilirligi igin serbest oksijen radikalleri gereklidir.Diisiik

yogunluklarda serbest radikallerin yararl etkilerinden s6z etmek miimkiindiir. Serbest
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oksijen radikalleri, fagositoz araciligi ile olusan enfeksiyonlara karsi savunma,
lenfositler ve makrafajlar ile birlikte kanser hicrelerini etkisiz hale getirme, sitokrom
p450 enzim ailesi tarafindan ksenobiyotiklerin detoksiyonu, hiicreler i¢in gerekli
ATP’nin iretilmesi, niikleer faktor kappa B (NF-kB) aktivasyonu, hicrenin
intraselliiler tarafindan Ca’nin salinimi, biiylime faktoriiniin uyarilmasinda onemli

rolleri bulunmaktadir (Ayala vd., 2014).

Niikleik asit, lipit, karbonhidrat, protein gibi canlilarda bulunan tiim molekiiller
ile serbest radikaller tepkimeye girmektedir. Tepkime sonucunda farkli bir radikal
meydana gelmektedir. Olusan bu radikal, diger molekiiller ile reaksiyona girerek zincir
reaksiyonu devam ettirmektedir (Sen vd., 2010). Organellerin membraninda lipitler
bulunmaktadir. Serbest radikaller, membranda bulunan bu lipitler ile reaksiyona
girerek lipit peroksidasyonu gerceklesir. Lipit peroksidasyonu hiicre membraninin

akiskanligini ve gecirgenligini bozmaktadir (Halliwell vd.,1984).

Lipit peroksidasyonu, bir yag asitinin metilen grubunundan (CHz) bir hidrojen
(H) atomunun uzaklastirilmasiyla birlikte karbon atomu (‘CH) {izerinde eslenmemis
bir elektron olusmasi reaksiyonudur. Olusan karbon radikali, molekiillerin yeniden
duzenlenmesiyle konjuge dien ile sabitlenir. Konjuge dien ile sabitlenen karbon
radikali daha sonra oksijen molekuli ile reaksiyona girerek lipit peroksil radikalini
(LOO") olusturmaktadir. Siklooksijenaz ve lipooksijenaz substratlari olan yag
asitlerinde (prostglandinler ve tromboksanlar) lipit peroksidasyonu baslatarak
hidroperoksit ve endoperoksitleri meydana getirir. Boylece lipit hidroperoksitler
(LOOH) olugmaktadir ve daha fazla lipit peroksitleri tretilmektedir (Halliwell vd.,
1984).
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Sekil 2.7 Lipid peroksidasyonu

Membran lipid peroksidasyonu sonucunda; hiicrenin membran yapisindaki hasar
membran transport sistemlerinde bozulmaya yol acar. Bunu iyon dengelerinin
bozulmasi ile hiicre i¢i kalsiyum artis1 ve buna bagl proteazlarin aktivitasyonu izler.
Hiicre i¢i organellerde de olusan lipid peroksidasyonuna bagli membran hasarina
sebep olmaktadir. Lipid peroksidasyonu sonucunda olusan malondialdehid (MDA),
protein, niikleik asit ve lipidlerin aminleri ile Schiff bazi olusturur. Bu reaksiyon
sonucunda yaglanma ve yipranma pigmenti olarak bilinen, suda ¢ozinmeyen
kahverengi renkli olan makromolekiller meydana getirmektedir. MDA ile baglantili
olarak Alzheimer hastaligi, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, karaciger hastaligi,
Parkinson hastalig1 gibi hastaliklar goriilebilmektedir (Ayala vd., 2014).

Lipid peroksidasyonu sonucunda olusan iiriinler, DNA hasarina sebep
olmaktadir. Ayrica sodyum potasyum ATPaz enzimi ve glutamat tastyicilart gibi
proteinlerin inhibisyonuna neden olmaktadir. Bazen bu durum DNA replikasyonunu
engellemektedir. Lipid peroksidasyonu sonucunda olusan serbest radikaller,
antioksidan miktarinda azalmaya sebep olmaktadir. Bu durum sonucunda epoksitler

meydana gelmektedir.

Artan lipid peroksidasyonu ve azalan antioksidan korumalar sonucu olusan
epoksitler, hiicre iginde nikleofilik merkezde DNA, RNA ve proteinler ile reaksiyona
girmektedir. Bu reaksiyonlar; sitotoksisiteye, alerjiye, mutajeniteye ve

kansinojenezise neden olabilmektedir (Canbay vd., 2003).
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Lipid peroksidasyonu, serbest radikallerin artmas1 sebebi ile kanser hiicrelerinde
anormalliklere neden olabilmektedir (Eriksson vd., 1992). Lipid peroksidasyonu
sirasinda olusan ikincil triinler (malondialdehit (MDA), propanal, heksanal, ve 4-
hidroksinonenal (4-HNE)) arasinda 4-HNE en toksik olanidir (Esterbauer vd., 1990).
4-HNE, karaciger mikrozomal lipidlerinin peroksidasyonundan kaynaklanan
sitotoksik bir drindur (Ayala vd., 2014). Biyomembran lipid peroksidasyonu sirasinda
serbest radikaller veya kimyasallar tarafindan ortaya ¢ikan 4- HNE, insanlarda
genotoksik bir etki gostermektedir (Samak vd., 2019).

Serbest radikaller, proteinleri amino asit igeriklerine gore farklilik gosterecek
sekilde dogrudan etkilemektedir. Reaktif tiirevler peptit baglari ya da amino asit yan
zincirleri ile reaksiyona girmektedir. Triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metionin
ve sistein gibi doymamis bag ve siilflir igerikli amino asitlerden olusan proteinler,
serbest radikaller ile daha kolay tepkimeye girmektedir (Rao vd., 2011). Oksidatif stres
sonucunda ROS ve -OH hicre ici proteinleri Gzerinde geri dontisimli ve geri
doniisiimsiiz olarak reaksiyona girer ve oksidatif hasar meydana getirir (Prokai vd.,

2007).

Prolin, arginin, lizin ve treonin amino asitlerinden olusan protein yapilari okside
olduklarinda yan zincileri {lizerinde karbonil gruplari olusmaktadir (Dalle-Donne vd.,
2003). a-amidasyon ve glutamil yan zincirlerin oksidasyonu sonucunda proteinlerin

parcalanmasi karbonil grubu ortaya ¢ikmaktadir.

Bunun disinda sistein, histidin ve lizin rezidiilerinin lipit peroksidasyonu sonucu
olusan MDA ve 4-HNE, indirgeyici sekerler tarafindan olusturulan karbonil
ketoaminler ve ketoaldehitler, proteinlerin lizin rezidulerinin oksidasyon drinleri
glikasyon, glikoksidasyon ile sekonder reaksiyonlar sonucunda da proteinler (izerinde
karbonil gruplari olusabilir. Proteinlerin oksidatif stres sonucunda olusan
modifikasyonlari, hiicre iskeletini olusturan yapilarda ve enzimlerde fonksiyonel

degisikliklere neden olmaktadir (Prokai vd., 2007).

Monosakkaritlerin  oksidatif stres sonucu otooksidasyonu ile H2O> ve
okzoaldehid meydana gelir. Otooksidasyon sonucu meydana gelen okzoaldehidler
DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda capraz baglar olusturma

ozelliginden dolay1 antimitotik etki gostermektedir. Ayrica hidrojen peroksit ve
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stiperoksit bir glikozaminoglikan olan hyaluronik asidi parcalamaktadir. Bu durum

gbzde katarakt olusumuna sebep olmaktadir (Aver vd., 2001).
2.5. Antioksidanlar

Antioksidanlar, oksidanlarin (ROS, RNS, serbest radikaller, diger kararsiz
molekiiller) neden oldugu hiicre hasarin1 6nleyebilen veya geciktirebilen dogal veya
sentetik maddelerdir (Azeez vd., 2017). Lipidlere, DNA’ya ve proteinlere karsi
hlcresel oksidatif hasara etkili bir sekilde direng veya onarici etki gosterirler. Birgok
calismada in vivo antioksidan seviyeleri inme hastalarinda oksidatif stresin
degerlendirilmesi i¢in dolayli belirtegler olarak kullanilmistir. Maddenin antioksidan
olarak kabul edilebilmesi i¢in diisiik konsantrasyonda aktif, miktarinin hedef molekiilii
deaktive edecek diizeyde tatmin edici diizeyde olmasi ve reaksiyona girmesi gerekir.
Antioksidanlar farkli reaktif tiirlerle gesitli mekanizmalarla, gesitli reaksiyonlara girer

ve spesifik molekuler hedefleri korur (Piao vd., 2011).

Antioksidan savunma sistemi 4 farkli yol ile meydana gelmektedir (Cherubini
vd., 2008).

-Serbest oksijen radikalleri ile etkilesime girerek etkisiz hale getirir. Buna
Scavenging (supirtcu etki) denmektedir. Antioksidan enzimler, kiiciik molekdller bu
yolla etki gosterirler (Cherubini vd., 2008).

-Serbest oksijen radikalleriyle reaksiyona girip bir hidrojen aktararak

aktivitelerini azaltirlar. Bu mekanizmaya inaktif sekle doniistiiriicii etki denmektedir.

(Mickle vd., 1993).

-Serbest oksijen radikallerinin zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyici
sekilde etki ederler. Bu mekanizmaya zincir kirict etki denmektedir. Hemoglobin,

seruloplazmin ve mineraller bu yolla etki gosterir (Virag vd., 2002).

Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi seklinde “onarici etki”

gosterirler (Virag vd., 2002).
Antioksidanlar cesitli kriterlere goére gruplanabilirler:
a)Yapilaria gore;

1-Enzimler

2-Enzim olmayan proteinler, kiigiik molekuller
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b)Kaynaklarina gore;

1-Organizmaya ait olanlar (endojen antioksidanlar)
2-Disaridan alinanlar (eksojen antioksidanlar)

c)Cozindrliklerine gore;

1-Suda ¢6zinenler
2-Lipitlerde ¢Ozlinenler

d)Yerlesimlerine gore;

1-Hucre icinde bulunanlar

2-Plazma ve diger ekstraselliiler sivilarda bulunanlar
2.5.1. Enzimatik Antioksidanlar

Akcigerlerin baslica enzimatik antioksidanlari; Siiperoksid dismutaz (SOD)’lar,
katalaz ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px)’tir. Bu ana enzimlere ek olarak, hem
oksijenaz-1 dahil olmak {izere diger antioksidanlar ve tioredoksinler (TRX),
peroksiredoksinler (PRX) ve glutaredoksinler gibi redoks proteinleri , ayrica pulmoner
antioksidan savunmasinda rol oynamaktadir (Zelko vd., 2002). Siperoksit, birincil
ROS oldugundan, SOD tarafindan dismutasyonu her hiicre icin 6neme sahiptir.
SOD’un tiim formlar1 (CuZn-SOD, Mn-SOD ve EC-SOD), insan akcigerinde biiyiik
Olctide eksprese edilir. Manganez-slperoksit dismutaz (Mn-SOD), mitokondri
matrisinde lokalizedir. Mn-SOD; mitokondride bulunur. 40 bin kDa agirligindadir.
(Reid vd., 1994). Ekstrasellller Stiperoksid dismutaz (EC-SOD) 6ncelikle hiicre dist
matriste, 0zellikle yliksek miktarda tip I kollajen lifleri iceren bolgelerde ve pulmoner
ve sistemik damarlarin etrafinda lokalize olarak bulunmaktadir. Brong epitelinde,
alveolar epitelde ve alveolar makrofajlarda da bulunmaktadir(Kinnula vd., 2005).
Genel olarak, Bakir ¢inko siiperoksid dismutaz (CuZn-SOD) ve Mn-SOD’un
genellikle stiperoksit radikallerinin inhibe edilmesinde kombine olarak etki ettikleri
distiniilmektedir. EC-SOD seviyesi, hiicre dis1 matrisine spesifik olarak
baglanmaktadir. Bundan dolay1 akciger matrisini korumada temel bilesen olarak rol

oynamaktadir (Zelko vd., 2002).

H20- ve lipid hidroperoksitlerin (membran lipid peroksidasyonunun bir sonucu
olarak Uretilen) indirgenmesinden sorumlu redoks dongisunden sorumlu enzimler
Glutatyon peroksidazlar: (GSH-PX) icerir. Esterlesmis lipidler, indirgeyici esdegerler
olarak birkag¢ farkli diisiik molekiiler agirlikli tiyol kullanabilen zara bagli GSH-Px
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tarafindan indirgenir. Ayrica gastrointestinal epitel hiicrelerinde lokalizedir. En yaygin

olarak ise akciger hiicrelerinde bulunmaktadir (Comhair vd., 2001).

Katalaz, hemoglobine bagli demir iceren, bircok dokuda bulunan hemoprotein
Ozelliginde bir enzimdir. Katalaz; oksido-rediiksiyon olaylar1 sonucunda olusan
hidrojen peroksitten hiicreleri koruyarak antioksidan etki gostermektedir (Matés vd.,
1999). Bu enzimin etkisi ile H20O- parcalanarak zararsiz hale getirilmekte ve reaksiyon
sonucu olusan oksijen serbest halde bulunmaktadir. Ayrica katalaz SOD’un

antioksidan 6zellik gosterebilmesi icin de gereklidir (Fox vd., 1998).

Bir bagka antioksidan enzim ailesi olan Glutatyon-S-Transferazlar (GST),
doymamis aldehitler, epoksitler ve hidroperoksitler gibi metabolitleri etkisiz hale
getirir. Glutatyon-S-Transferaz, toksik metabolitlerin glutatyon ile konjugasyonunu
saglayarak detoksifikasyonlarinda Onem tasiyan bir enzimdir. Membran lipit
peroksidasyonunu inhibe eder. U¢ GST ailesi bulunmaktadir. Bunlar sitozolik GST,
mitokondriyal GST ve mikrozomal GST olarak tanimlanmistir (Robinson vd., 2004).
Ayrica memelilerde Alfa, Mu, Pi, Sigma, Theta, Omega ve Zeta olarak adlandirilan

yedi sitozolik GST sinifi tanimlanmustir (Sheehan vd., 2001).

NADPH’nin bir elektronunu okside glutatyonun distilfid baglarina aktararak
yeniden GSH’ye doniistiiren glutatyon rediiktaz, flavin adenin dinlkleotid (FAD)
iceren flavoprotein bir enzimdir. Bu nedenle glutatyon rediiktaz NADPH serbest
radikal hasarini engellemek igin gereklidir ve en 6nemli kaynagi heksoz monofosfat
(pentoz fosfat) yoludur (Sen vd., 2010).
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2.5.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar

Stabil trlinler olusuncaya kadar bir radikalden elektron koparan ya da radikale
elektron ekleyen molekullerdir. Lipit peroksidasyon basamaklarini, peroksil
radikallerini ortadan kaldirarak veya hidrojen peroksit molekiillerinin olusumunu
engelleyerek ortadan kaldirirlar. Vitaminler, ROU’y( direk olarak temizleyebilir ve
ayn1 zamanda da antioksidan enzimlerin aktivitelerini diizenleyebilirler. Enzimatik
olmayan antioksidanlarin i¢inde C ve E vitamini, B-karoten, urik asit, ve GSH gibi
urtnler bulunabilir (Bunker vd., 1992).

Suda ¢oziinen C vitamini (askorbik asit), dncelikle serbest oksijen radikallerini
temizleyerek hiicre i¢i ve hiicre dis1 sulu faz antioksidan kapasitesi saglar. E vitamini

serbest radikallerini tekrar E vitaminine doniistiiriir. Plazma seviyeleri yasla birlikte

azalmatadir. (Mezzetti vd.,1996)

E vitamini Izoprenoid yapisi igeren, tokoferol tiirevlerini kapsayan bir
vitamindir. i¢erdigi halkadaki metil gruplarinin say1 ve pozisyonuna gore sekiz farkli
sekli bulunup bu sekiller biyolojik aktivite derecesine gore farklilik gosterirler.
Fosfolipit tabakadaki peroksil radikallerinin en etkin temizleyicisi olup en énemli lipit
faz antioksidanidir (Piao vd., 2011). Hiicre membrani ve lipoproteinlerdeki peroksil
radikalleriyle reaksiyonda ¢oklu doymamus yag asitlerine gore daha hizli davranip lipit
peroksidasyon zincirini kirar. Antioksidan olarak gore yapan E Vitamini (o-
Tokoferol), hiicre zarmin genellikle hidrofobik bdlgesinde bulunmaktadir ve ROS
kaynakl1 hiicre zar1 hasarina kars1 savunma mekanizmasi olusturur. E vitamini, lipid
peroksidasyonu sirasinda {iretilen peroksil radikaline elektron verir. a-Tokoferol, E
vitamininin en aktif formudur ve hiicrede zara bagli baslica antioksidandir. E vitamini
kanser hiicrelerinde serbest radikal olusumunu ve ¢ogalmasini engelleyip ve apoptozu
indlklemektedir (Piao vd., 2011). Antioksidan O6zelligine ek olarak o-tokoferol,
membran stabilize edici 6zellige de sahiptir. a-tokoferol’iin diyetsel eksikligi, katalaz,
glutatyon peroksidaz ve glutatyon redlktaz’in aktivitesini azaltip, lipit
peroksidasyonunu katalizleyerek norolojik ve kardiyovaskuler hasara sebep olur
(White vd., 1997).

Glutamik asit, yapisinda sistein ve glisin bulunan, aktif bir stlfidril grubu iceren,
diisiik molekiil agirlikli tripeptid bir antioksidandir. L-glutamat ve L-sisteinin gama

glutamil sentetaz ile katalizlenen reaksiyonuyla olusan gama glutamil sisteinin, L-
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glisin ile glutatyon sentetaz enziminin katalizorliigiinde reaksiyona girmesiyle olusur

(Masella vd., 2005). Bu reaksiyonlar esnasinda iki ATP harcanir.
L-glutamat + L-sistein + ATP — y-glutamil sistein + ADP +P
v--glutamil sistein + glisin + ATP — GSH+ ADP + P

Glutatyon (GSH), endojen bir antioksidandir ve oksidatif hasara karst 6nemli bir
hiicresel savunma ajanidir. GSH’in yaklagik olarak %85-90’1 sitoplazma da
bulunmaktadir. Ayrica bir kismi sitoplazmada sentezlendikten sonra mitokondri,
cekirdek, peroksizomlar ve endoplazmik retikulumda da bulunabilmektedir (Masella
vd., 2005). Glutatyonun antioksidan o6zelligi disinda ayrica hicrenin redoks halini
korumada, detoksifikasyon  diizeneginin  c¢alismasinda, eikosonoidlerin
sentezlenmesinde, hiicre  sinyal mekanizmasinin  diizenlenmesinde, gen
ekspresyonunda ve apoptozisde de antioksidan olarak faaliyet gosterir (Townsend vd.,
2003). Glutatyonun sulfhidril grubu (SH), oksidatif hasara karsi koruyucu etki
gostermektedir. Oksidatif stres durumunda GSH seviyeleri azalirken glutatyon disiilfid
(okside glutatyon) artar. Bu durumda, bir hidrojen peroksit(H20; ) birikimi glutatyon
rediiktaz ve glutatyon peroksidazin (GSH-Px) etkileri ile atilir (Fattman vd., 2003).
Glutatyonun, okside glutatyon (GSSG) orani, oksidatif stresin 6nemli bir
belirleyicisidir. GSH, antioksidan etkilerini ¢esitli sekillerde gosterir. (Masella vd.,
2005) GSH-Px’in etkisi ile hidrojen peroksit ve lipid peroksitleri detoksifiye
eder. GSH elektronunu H,O. ye bagislayarak onu H,O ve O, . ye indirger . GSSG,
elektron dondrii olarak NAD(P)H kullanan GSH rediiktaz tarafindan tekrar GSH’ye
indirgenir. GSH-Px’ler hiicre zarinin lipid peroksidasyonundan korunmasi i¢in de
onemlidir. indirgenmis glutatyon, protonlart membran lipidlerine bagislar ve onlar

oksidan saldirilardan korur.

2GSH + H;0, —+ GS55G + 2H,0

GSSG + NADPH + H" —+ 2GSH + NADP®

Selenyum iceren bir antioksidan enzim olan glutatyon peroksidaz, GSSG’ye

doniistiiriilen GSH varliginda hidrojen peroksit ve lipid peroksitin indirgenmesini
katalize eder. Buna karsilik, GSSG, esas olarak pentoz fosfat yolunda dretilen
nikotinamid adenin dintikleotit fosfat [NAD(P)H] varliginda glutatyon rediiktaz
tarafindan indirgenir (Luberda, 2005).
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GSH yabanci bilesiklerin detoksifikasyonu ve amino asitlerin membranlardan
transportunu da saglar. GSH eritrositleri, l6kositleri ve g6z mercegini oksidatif strese

kars1 korumada hayati 6neme sahiptir.
2.6. Is1 Sok Proteinleri

Is1 soku proteinleri, stres faktdrlerine yanittaki kritik rolleri nedeniyle oldukca
evrimsel olarak korunan molekiiler saperonlardir. Is1 sok proteini (HSP) siiper
ailesinin tyeleri ¢ogu organizmada her yerde bulunur. Beyindeki 1s1 soku
proteinlerinin (HSP’ler) kritik islevleri ve noro-koruyucu ozellikleri onlarca yildir
arastirtliyor, ancak HSP’lerin kesin mekanik kontrolii ve islevi iizerine yapilan
caligmalar siirekli olarak yeni siirprizler veriyor. Ayrica, proteinlerin HSP iist ailesi,
¢ok sayida alt grup ve yakindan iliskili iiyeler igerir. Ozellikle néronal baglamda,
protein yonetimi ve hiicre 6limundeki HSP islevleriyle ilgili ortaya ¢ikan literatiir,
sistemik iglevler 1s18inda bu yeni kesfedilen rolleri gézden gegirmek icin bir odak

noktasi olusturur.

Birincil rolii, 6liimciil kosullarda hiicrenin hayatta kalmasini tesvik ederek
hiicresel homeostazi korumaktir. HSP’ler, yanlhs katlanmis proteinleri diizelten
molekiiler saperonlar olarak hareket ederek hiicreleri korumaktadir. Genellikle kanser

hiicrelerinde anormal sekilde asir1 eksprese edilirler (Parcellier vd., 2005).

Is1 sok proteinleri molekiil agirliklarina gore siniflandirilmaktadir. Molekiler
agirliklart kullanilarak memeli HSP’leri alt1 ailesi bulunmaktadir. HSP100, HSP90,
HSP70, HSP60, HSP40 ve ki¢ik HSP’ler olarak siniflandirilmaktadir.

HSPB ailesi olarak da bilinen memeli kiigiik 1s1 sok proteinleri ailesi on uye
icerir. Bunlar HSPBL1 ila HSPB10, HSP27/HSPB1, MKBP (Miyotonik distrofi protein
kinaz baglayici protein)/HSPB2, HSPB3, aA-kristalin/HSPB4, aB-kristalin/HSPB5 ,
HSP20/HSPB6, cvHSP (kardiyovaskiiler 1s1 soku proteini)/HSPB7, HSP22/HSPBS,
HSPB9 ve ODF1 (dis yogun fiber proteini)/HSPB10 olarak isimlendirilir (Fuller vd.,
1994).

HSP25/27, fare ve insanda sirasiyla 25 ve 27 kDa’lik bir monomerik molekiiler
kiitleye sahip kiiglik 1s1 sok preteinleri ailesinin bir tiyesidir. HSP25/27 nin birincil
yapisi, korunmus -kristalin alanini igeren ve C- ve N-terminal bolgelerinde farklilik
gosteren, sHSP ailesinin diger tyelerine olduk¢a benzerdir. HSP25/27,ATP’den
bagimsiz saperonlar ailesine aittir (Katsogiannou 2014) HSP25/27, 205 amino asitlik
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bir proteini kodlayan ii¢ ekzon halinde diizenlenmis tek kopya bir gendir. HSP25/27,
yiiksek oranda korunmus bir a-kristalin alan1 i¢erir (Kokolakis vd., 2008). HSP25/27,
hiicrelerde multimerik kompleksler olusturmak ve denatiire veya kiimelenmis
proteinleri stabilize etmek ve onlar1 orijinal formlarina dondiirmek igin bir saperon

gorevi gorir (Wang vd., 2014).

Hiicre Olimii ROS

Apoptoz Artisi @ (. HSP27 Q} ROS Artigi
Wﬁs \
/ \ Glutatyon
Daxx aspaz 9 /j » ‘\1 u Fe?*

l - U Kadherin

Ask 1 Kaspaz 3 Aktin Yeniden | Protein
l Sekillenmesi | Katlanmasi

Hiicre Olimii

Sekil 2.9 HSP25/27 etki mekanizmasi (Sharp vd., 2013)

HSP25/27, kot korunmus, diizensiz bir N-terminaline ve oldukga esnek,
degisken bir C-terminaline sahiptir. HSP25/27, pH ve sicaklik gibi kosullara bagl
olarak yapisini degistirmek olasidir (Baldwin vd., 2011). HSP25/27, kétii korunmus
bir WDPF alan bolgesi, B-tabakalari ile yiiksek oranda korunmus bir a-kristalin alan
bolgesi, kismen korunmus bir PSRLFDQXFGEXLL dizisi ve esnek bir C-terminali
icerir. WDPF alan adi, W (triptofan), D (aspartik asit), P (prolin) ve F (fenilalanin)
dahil olmak {izere igerdigi amino asit kalintilarindan tiiretilmistir. Oligomerizasyon ve

¢ozunurlik icin a-kristalin yapist dnemlidir (Delbecq vd., 2013).

HSP25/27, astrositler ve birincil néronal hiicreler de dahil olmak tizere tiim insan
dokularinda bulunabilir, ancak esas olarak iskelet, diiz ve kalp kaslarinda ekspresyonu
meydana geldigi bilinmektedir (Sugiyama vd., 2000). Hiicreyi stres uyaranlarina karsi
korumak i¢in, HSP’ler saperon proteinleri olarak islev goriir, hiicre iskeletini stabilize

eder ve apoptozu o6nler (Sugiyama vd., 2000). HSP25/27, 1.000 kDa’ya kadar
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oligomerler olusturabilir. Bu oligomerizasyon, HSP25/27°nin saperon aktivitesinin

diizenlenmesinde merkezi bir rol oynamaktadir (Shashidharamurthy vd., 2005).

HSP25/27°nin yapisi, N-terminal alanindan, a-kristalin alanindan ve C-terminal
alanindan olusur. N-terminal alani, oligomerizasyon i¢in gerekli olan bir WDPF yapis1
icerir (Kostenko vd., 2009). C-terminal alani, tiirler arasinda yiiksek oranda korunan
ve kiigiik oligomerizasyonun olusumunda yer alan bir a-kristalin motifi icerir. S15,
S78, S82 ve T143; HSP 27 yapisinin fosforilasyon bélgeleridir (Lambert vd., 1999).

| MK2, MK3, PKC !i MK2, MK3, p7ORSK, PKC, PKG |

S15 S78582

________

& 19 | | a -crystallin domain .. AN
NH; - COOH
W ain Helix
L) L]
Oligomerization site Dimerization site

Sekil 2.10 HSP25/27 yapisi
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullamlan Materyaller
3.1.1. Kullanilan Cihazlar
Otomatik pipet
Hassas terazi (CHYO JL-180)
Manyetik karistiriric1 (IKAMAG RH Janke ve Kunkel)
pH metre (METTLER TOLEDO MP 220)
Vorteks (VM3)
Santrifiij (MSE CENTAUR 2)
Santrifuj (Sigma 3K30)
Derin dondurucu (-40°C, BOSH Automatic)
Sivi azot tanki ( International Cryogenics, Inc.IC 20D Storage Dewor)
Spektrofotometre (SHIMADZU, UV- 160 A)
Benmari (Kotterman)
Karistirict (NUVE, SL 350)
Ultrasonik sonikator (Siemens, MBTU)
Etlv (Heraeus, B 5042)
Mikroplate Okuyucu (TECAN)
Mikroplate Okuyucu (Synergy-4 microplate reader)
Mikroplate Yikayici (Siemens, Multi Wash)
Mikrodalga Verici Cihaz ve anten (2004X RF, Set Elektronik Ltd. Std.,
Adapazar, Tilirkiye)
Restrainer (42x8 cm boyutlarinda, 12 bolmeli ve kapakli pleksiglas silindir
kafes)
EMA siddeti 6lgtim cihazi ve elektrik alan probu (PMM 8053 ve EP-330)
3.1.2. Kullamlan Kimyasallar
3.1.3. Kullamlan Kitler
HSP 25 ELISA kiti (SUNRED)
Ref: DZE201112114

LOT: 202111 (Sanghay/CIN)
Glutatyon ELISA kiti (BT LAB)

Cat.No.E1101Ra

LOT:202109015 (Zhejiang/CiN)
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3.1.4. Cahsma Populasyonunun Ozellikleri

Calismamiz, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi, Deney Hayvanlari
Aragtirma Merkezinde yaglar1 2-3 ay arasinda degisen, 250-300 gram agirligindaki 24
adet Wistar cinsi erkek si¢an tizerinde yapildi. Siganlar standart kafeslerde, odun talasi
zemininde ve standart sican yemi ve su sistemi ile beslenecek sekilde deney ortamina
yerlestirildi. 7 gunliik adaptasyon siireci sonrasinda ¢alismaya dahil edildi. Siganlara
12 saat glindiiz, 12 saat gece ortamini saglayacak sekilde aydinlatma saglandi ve ortam
18181 22+1°C’ye sabitlendi. Calismada kullanilan siganlar adaptasyon siirecinden sonra
her grupta 12 adet olmak Uzere 2 gruba ayrildi. Siganlarin her birine kuyruk numarasi
verildi. Gruplar; kontrol, EMA uygulanan grup olarak belirlendi. EMA giinde 60

dakika olarak her giin ayni saatte uygulandi. Calisma 60 giin strdd.
3.2. Deneyin Yapilhisi
3.2.1. EMA Uygulanmasi

Bu calismada WLAN sistemlerince iiretilen 2,45 GHz frekansi iiretmek igin,
monopol antenli Mikrodalga sistemi (2004X-RF, Everest Co., Adapazari, Turkey)
kullanildi. Mikrodalga sistemi, 2,45 GHz frekans, 0-1 Watt ¢ikis giiclinde, 217 Hz
modiilasyonda, siirekli veya kesikli dalga yayabilmektir. Calisma baslangicinda, 2,45
GHz MW sistemi ¢alistirilmadan 6nce, Miihendislik Fakiiltesi Elektrik ve Elektronik
Miihendisligi tarafindan ortamda olabilecek yansimalar ve elektrik alan 6l¢limdi
belirlendi. Yansimalar ve elektrik alan 6l¢timleri i¢in, Narda SRM-3006 EMF metre

kullanilarak giirtiltii tabanin1 olusturan servisler ve katkilar1 belirlendi.

Sekil 3.1 Monopol antenli mikrodalga sistemi

MW maruziyeti 12 dilimli pie cage restrainer igerisinde uygulandi ve elektrik
alanin esit dagilimini saglamak amaciyla anten, her iki pie-cage restrainerin orta

noktasina yerlestirildi. Kontrol grubu sicanlar ve MW maruziyeti sonrasi EMA’na
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maruz siganlar, EMA kirliligi olmayan ayr1 bir odada bulunduruldu. Maruziyet
sirasinda elektrik alan Ol¢timleri, Biyofizik Anabilim Dali tarafindan alinmustir.
Calismadan 5 giin once, ¢alisma grubu siganlar, streslerinin ortadan kaldirilmasi
amaciyla, EMA maruziyeti olmaksizin her giin bir saat 12 dilimli restrainer icerisinde
bulunduruldular. Bu sirada, restrainer igerisinde ortam ve siganlarin tizerinden sicaklik
Olcumleri 5 gun sdresince o6lguldi. Calisma bagladiktan sonra, haftada 1 giin kontrol
ve ¢alisma grubu 3 si¢an tizerinden sicaklik ve EMA 6l¢timleri alindi. MW maruziyeti
sirasinda, li¢ si¢an tizerinden elektrik alan 6l¢iimii, Bas, gévde ve kuyruk kisimlarindan
ve Bilgi Teknolojileri Kurumu ve ICNIRP yoénetmeligine gore 6 dakika suresince
6l¢iim yapildi. Alinan elektrik alan degerleri yardimiyla, CST programi {izerinden her

bir sigan i¢in 6zgiil sogrulma orani (Specific absorption rate, SAR) hesaplandi.

Coanected Toral Sernipies i bt

Sekil 3.3 Spektrum analiz cihazinda 2,45 GHz sinyal frekansinin dogrulanmasi
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3.2.2. SAR degerinin hesaplanmasi

SAR (spesifik absorpsiyon orani), biyolojik doku tarafindan emilen gii¢ miktar1

kullanilarak hesaplandi.

Bu calismada elektrik alan dagilimi, Maxwell denklemlerini ayriklastirmak icin
sonlu entegrasyon teknigini kullanan ve sayisal simiilasyonlarin gerceklestirilmesine
yardimci olan CST Studio Suite kullanilarak hesaplandi. SAR''n sayisal olarak
degerlendirilmesi, elektromanyetik alan kaynagini temsil eden 2,45 GHz'de ¢alisan tek
kutuplu bir anten kullanilarak simiilasyonlar araciligiyla yapildi. Similasyonlarda,
IEEE/IEC 62704-1 ortalama alma yOntemine gore hesaplanan voksel si¢an
modellerinde pik uzamsal ortalama SAR (10g) degerleri hesaplandi. Elektrik alan
dagilimi ve ortalama SAR (10g) degerleri sirasiyla sekil 3.5 ve 3.6'da verildi.
Sekillerden goriildiigii gibi, kaynak ¢evresinde daha yiiksek elektrik alan kuvveti
gozlemlenir ve maksimum SAR (10g) 0,00208 W/kg olup, 6nerilen limitlerin

altindadir.

Sekil 3.4 Modellenmis deneysel kurulum
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Sekil 3.6 Voksel fare modellerinde SAR (10g) dagilimi

3.2.3. Deneyin Sonlandirilmasi ve Numune Alimi

Deney hayvanlar1 60 gun boyunca takip edildi ve 60. giiniin sonunda ¢alisma
sonlandirildi. Her ii¢ gruptaki sicanlar ameliyattan 12 saat 6nce a¢ birakildi. Anestezi
i¢in tiim sicanlara, 0,5 cc ketamin periton i¢ine uygulandi. Sicanlarin gogiis kafesi
acilarak intrakardiyak 6-8 ml kan alindi. Bu kanlar EDTA’11 tiiplere ve antikoagiilan
icermeyen diiz biyokimya tiiplerine aktarildi. Alinan kanlar 3000 x g’de 10 dk santrifij
edilerek serum ve plazmalart ayrildi. Hayvanlarin serum fizyolojik (% 0.9 NacCl) ile
perfiizyon uygulamasi sonrasinda beyin dokular1 alindi. Alinan beyin dokular1 sivi
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nitrojen ile dondurularak manuel olarak ezildi. Eppendorf tiplerinde bulunan, 6nceden
hazirlanmig 1 ml PBS tamponu (pH 7.4, 10 mM) igine konularak 10 dakika sonikasyon
yapildi.

PBS hazirlanist;
8.06 g NaCl,
0.22 g KCl,
1,15 g Na2HPO4,
0.20 g KH2HPO4, maddeleri belirtilen miktarlarda tartildi ve beherde distile su
ile ¢Ozdiiriildii. Sonrasinda HCL ile pH 7,4’¢ ayarlandi. Balon jojede 1L’ye

tamamlandi.

Serum, plazma ve dokular ¢alisma giiniine kadar -40°C’ye kaldirildi. Calisma
gund, -40°C’de saklanan numuneler, ¢oziilene kadar oda 1sisinda bekletildi, santrifiij
edildi ve yeterli miktarda siipernatant ¢aligma eppendorflarina ayrildi. Siipernatant ve
serumlarda GSH ve HSP25 diizeylerine bakildi. Doku 6rneklerinin protein miktari

Lowry metodu ile tespit edildi. Sonuglar mg protein bagina verildi.

Sekil 3.7 Hayvanlarin serum fizyolojik (% 0.9 NaCl) ile perfizyon uygulamasi

30



Sekil 3.8 Deney hayvani beyni

3.2.4. Biyokimyasal Analizler
3.2.4.1. Serum ve Doku Protein Miktar1 Tayini

Calismamizda protein miktarinin tayini, Lowry ve arkadaslarmin metodu
kullanilarak yapildi. Bu method, proteini olusturan aminoasitler arasindaki peptit
baglarinin pargalanmasi esasina dayanir. Aminoasitler bir araya gelmesinde rol
oynayan peptit baglarinin ayrilmasinda kullanilan kimyasal maddelerin 6zellikleri
metodlar arasindaki farkliliklart olusturmaktadir. Lowry ve arkadaslari protein miktar
Ol¢iimiinii biliret metoduna dayandirmistir. Deneyin prensibi alkali ortamda
proteinlerin peptit baglarinin ve tirozin kalintilarinin bakir ile kompleks olusturmasi
esasina dayanir. Peptit bagi nitrojenlerinin bakir iyonlari ile reaksiyonu, daha sonra
aromatik aminoasitlerin bakir katalizli oksidasyonu araciligiyla, ortama konulan folin

reaktifinin heteropolimolibden mavisine indirgenmesi seklinde olur (Lowry ve ark.,
1951).

Reaktif ve standartlarin hazirlanisi;

1. Soliisyon A: Na2C0O3, %2 (w/v)

2 gram Na2CO3 tartilip bir miktar distile suda ¢oziildiikten sonra balon jojede
100 mI’ye tamamlandi.

2. Soluisyon B: CuSO45H20, %1 (w/v)

0,1 gram CuSO45H20 tartilip bir miktar distile suda ¢oziildiikten sonra balon
jojede 10 mI’ye tamamlandi.

3. Sollisyon C: Na-K tartarat, %2 (w/v)

Na-K tartarat.4 H2O’dan 0,26 gram tartilip bir miktar distile suda ¢oziildiikten
sonra balon jojede 10 ml’ye tamamlandi.
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4. Complex Forming Reagent
Calisma yapilmadan hemen 6nce hazirladigimiz soliisyon A, B, C’den sirast ile

100:1:1 oraninda alinarak hazirlanda.

5.NaOH: 2 N

4 gram NaOH tartilip bir miktar distile suda ¢oziildiikten sonra balon jojede 50
ml’ye tamamlandi.

6. Folin Reagent: 1 N

2 N Folin reagent ana stogundan 50 ml alind1 ve distile su ile 100 ml’ ye

tamamlandi.

7. Albumin standarti: 2 mg/ml

0,002 gram albumin tartip 1ml’ye tamamlayarak c¢ozuldi. Bundan seri
diliisyonla standartlar hazirlandi. Daha sonra tiipler karigtirildi ve oda 1sisinda 30-60
dakika bekletildikten sonra numunelerin 650 nm’de absorbanslari 6lgiildii. Protein
konsantrasyonlari standart degerleri kullanilarak istatistik programi1 Medcalc statistical
software yardimiyla olusturulan standart egriye gore hesaplandi ve mg/ml olarak ifade
edildi. Prefrontal korteks ve hipotalamus dokularindaki HSP25 ve GSH diizeylerinin
ELISA sonuclari, Lowry yoOntemine gore bulunan protein konsantrasyonlarina

bolinerek ng/mg protein cinsinden ifade edildi.
3.2.4.2. HSP25 Analizi

Inkiibasyon ile &nceden kaplanmis monoklonal antikor enzim kuyusuna HSP 25
eklendi. Sonrasinda biotin ile HSP25 antikorlar1 ve bu islemler gerceklestikten sonra
bagisiklik kompleksi olusturmak igin Streptqavidin-HRP ile birlestirildi. Daha sonra
inkiibasyon yapild1 ve birlesmemis enzimin ¢ikartilmasi i¢in tekrar yikandi. Kromojen
solisyon A ve B yikanmis kit kuyucuklarina eklenir, sivinin renginde degisim

gozlendi. Bu degisim HSP25 konsantrasyonu ile pozitif olarak iligkilendirilmektedir.

Standartlar asagidaki tabloya gore seyreltilmistir.

Tablo 3.1 Standartlarin hazirlanmasi

12ng/ml Standart No 1 120p 1 Orijinal standart + 120u 1 standart dilient
6ng/ml Standart No 2 120p 1 Standart No 1 + 120y 1 Standart diltent
3ng/ml Standart No 3 120p 1 Standart No 2 + 120 1 Standart diltent
1,5ng/ml Standart No 4 120p 1 Standart No 3 + 120 1 Standart diltent
0,75ng/ml Standart No 5 120p 1 Standart No 4 + 120 1 Standart diltent

Plakalarin miktar1, test edilecek numunelerin miktarlarina ve standartlara

baglidir. Her bir standart ikiser kuyuya yerlestirilmistir. Iki adet bos kuyu biraktik. Bu
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kuyulara biotin, HRP ve HSP 25 antikoru eklenmedi. Sadece kromojen soltisyonu A,B

ve stop sollisyonu eklendi.

Standartlarin koyulacagi kuyular i¢in standart 50 pl ve HRP 50 pl eklendi.

Standart zaten kombine biotin antikoru igerdigi i¢in antikor eklemesi yapilmadi.

Numunelerin koyuldugu kuyulara 6rnek 40 pl, 25 pl HSP 25 ve 50 pl HRP
eklendi. Sonrasinda sizdirmasini engellemek icin plate kapagini kapatip ve nazikce
calkaladiktan sonra 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda yikama
islemi gerceklestirildi. Her bir kuyuya Kromojen A 50ul, ardindan Kromojen B 50pl
eklendi. Hafifce karistirilip, 1siktan uzakta 37 °C derecede 10 dakika inkube edildi.
Her bir kuyuya stop soliisyonundan 50 pl eklendi.

Standart konsantrasyona ve karsilik gelen optik yogunluk degerlerine gore,
standart egri lineer regresyon denklemi hesaplandi. Ardindan ilgili numunenin
konsantrasyonunu hesaplamak i¢in numunenin optik yogunluk degerleri regresyon

denklemine uygulandi.

14
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Sekil 3.9 HSP 25 standart egri regresyon grafigi
3.2.4.3. Glutatyon Analizi

Glutatyon analizi sigan glutatyon ELISA kiti ile yapildi. Plaka, sican GSH
antikoru ile kaplidir. Numune bulunan GSH eklenir ve kuyucuklarda kaplanmis
antikorlara baglanir. ve daha sonra biotinlenmis sican GSH antikoru eklenir ve
numunedeki GSH’ye baglanir. HRP eklenir ve biyotinlenmis GSH antikoruna

baglanir. Inkiibasyondan sonra baglanmamis HRP, bir yikama adimi sirasinda
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yikanarak uzaklastirilir. Daha sonra substrat soliisyonu eklenir ve sican GSH miktar1
ile orantil1 olarak renk olusur, reaksiyon asidik stop soliisyonu eklenerek sonlandirilir

ve 450 nm’de absorbans 6lculdu.

Tablo 3.2 Standart numunelerin seyreltilmesi

1000 mg/L Standart No 1 120p1 Orijinal standart + 120 1 standart diluent
500 mg/L Standart No 2 120p1 Standart No 1 + 120p 1 Standart dillent
250 mg/L Standart No 3 120p1 Standart No 2 + 120p 1 Standart dillient
125 mg/L Standart No 4 120pl Standart No 3 + 120 1 Standart diluent
62,5 mg/L Standart No 5 120pl Standart No 4 + 120 1 Standart diluent

Her bir standart ikiser kuyuya yerlestirilmistir. iki adet bos kuyu biraktik. Bu
kuyulara HRP ve GSH antikoru eklenmedi. Sadece Substrat soliisyonu A,B ve stop
soliisyonu eklendi. Standartlarin koyulacagi kuyular i¢in standart 50 pl ve HRP 50 pl

eklendi. Standart biotin antikoru i¢erdigi i¢in antikor eklemesi yapilmadi.

Numunelerin koyuldugu kuyulara 6rnek 40 pl , 10 pl GSH ve 50 pl HRP eklendi.
Sonrasinda sizdirmasint engellemek icin plate kapagini kapatip ve nazikge
calkaladiktan sonra 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda yikama
islemi gerceklestirildi. Her bir kuyuya substrat soliisyonu A 50ul, ardindan substrat
soliisyonu B 50l eklendi. Hafifce karistirilip, 1s1ktan uzakta 37 °C derecede 10 dakika
inkibe edildi. Her bir kuyuya stop soltisyonundan 50 pl eklendi.

Durdurma soltsyonunu ekledikten sonra 10 dakika iginde 450 nm’ye ayarlanmis
bir mikroplaka okuyucu kullanarak her kuyunun optik yogunlugu belirlendi. Standart
konsantrasyona ve karsilik gelen optik yogunluk degerlerine gore, standart egri lineer
regresyon denklemi hesaplandi. Ardindan ilgili numunenin konsantrasyonunu
hesaplamak i¢in numunenin optik yogunluk degerleri regresyon denklemine

uygulandi.
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Sekil 3.10 GSH standart egri regresyon grafigi

3.2.4.4. Verilerin istatiksel degerlendirilmesi

Arastirmada elde edilen veriler istatistiksel degerlendirme i¢in SPSS versiyon
22.0 bilgisayar paket programi kulanildi. Verilerin tanimlayici 6zellikleri ortalama +
standart sapma olarak ifade edildi. Parametrelerin normallik varsayimi i¢in Shapiro
Wilk testi yapildi. Normal dagilima uyan parametrik verilerin karsilastirilmasinda
parametrik testlerden Student t-testi, normal dagilima uymayan verilerin analizinde ise
nonparametrik testlerden Mann-Whitney U testi kullanildi. Parametrelerin korelasyon
testi ise normal dagilim gosteren parametreler igin Pearson korelasyon testi, normal
dagilim gdstermeyen parametreler i¢in ise Spearman korelasyon testi uygulandi. TUm

veriler icin p< 0.05 anlamli kabul edildi.
4. BULGULAR

Calismamizda olusturulan Kontrol ve EMA gruplarindan, 60 gunliik deney
sliresi sonunda alinan beyin dokular1 ve serum 6rneklerinde EMA’ya bagli oksidatif
hasar sonucunda HSP 25 ve GSH duzeylerine ait bulgular ve bu bulgularin istatistiksel

degerlendirilmeleri Tablo 4.1°’de sunulmustur.
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Tablo 4.1 Gruplara ait biyokimyasal bulgular (Aritmetik Ortalama + Standart Sapma)

Parametreler 1.Grup (Kontrol) 2.Grup (EMA) p degeri
Prefrontal bolge 7,21+1,5850 7,16+1,2238 0,987
HSP25 (ng/mg

protein)

Prefrontal bélge GSH 0,26+0,0319 0,26+0,0497 0,903
(ng/mg protein)

Hipotalamus HSP25 7,06+1,3056 7,32+1,4761 0,655
(ng/mg protein)

Hipotalamus GSH 0,26+0,0423 0,26+0,0380 0,884
(ng/mg protein)

Serum HSP25 (ng/ml)  4,11+2,0298 2,52+0,7543 0,016
Serum GSH 0,14+0,0409 0,14+0,0502 0,664
(ng/ml)

4.1. HSP 25 dizeyi

HSP 25 duzeyi prefrontal kortekste kontrol grubu 7,21+1,5850 ng/mg, EMA
grubu 7,16+1,2238 ng/mg, hipotalamusta kontrol grubu 7,06+1,3056 ng/mg, EMA
grubu 7,32+1,4761 ng/mg, serumda kontrol grubu 4,11+2,0298 ng/ml, EMA grubu

2,52+0,7543 ng/ml olarak él¢uldi.

4.1.1. Prefrontal bolgede HSP 25 diizeyinin degerlendirilmesi

Sekil:4.1°de prefrontal beyin bolgesinde kontrol ve deney grubu arasindaki HSP
25 diizeyleri istatiksel olarak degerlendirildi. Surekli verilerde normallik kontrolii
yapildy, verilerin normal dagilim gosterdigi tespit edildi ve varyanslar homojen oldugu

icin Student t-test kullanildi. Gruplar arasinda HSP 25 diizeyi degerleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0,987).
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Sekil 4.1 Kontrol ve ¢alisma grubunda prefrontal bdlge HSP25 diizeyleri

4.1.2. Hipotalamusta HSP 25 diizeyinin degerlendirilmesi

Sekil 4.2°de hipotalamusta kontrol ve deney grubu arasindaki HSP 25 diizeyleri
istatiksel olarak degerlendirildi. Strekli verilerde normallik kontrolii yapildi, verilerin
normal dagilim gosterdigi tespit edildi ve varyanslar homojen oldugu i¢in Student t-
testi kullanildi. Gruplar arasinda HSP 25 diizeyi degerleri arasinda istatistiksel olarak

anlaml1 fark bulunmadi (p=0,655).
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Sekil 4.2 Kontrol ve ¢alisma grubunda hipotalamus HSP25 duizeyleri
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4.1.3. Seruma ait HSP 25 diizeyinin degerlendirilmesi

Sekil 4.3’te kanda kontrol ve deney grubu arasindaki HSP 25 diizeyleri istatiksel
olarak degerlendirildi. Surekli verilerde normallik kontrolii yapildi, verilerin normal
dagilim gosterdigi tespit edildi ve varyanslar homojen oldugu igin Student t-testi
kullanildi. Gruplar arasinda HSP 25 duzeyi degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulundu (p=0,016).
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Sekil 4.3 Kontrol ve ¢aligma grubunda serum HSP25 diizeyleri

4.2. Glutatyon Duzeyi

Glutatyon dlzeyi prefrontal kortekste kontrol grubu 0,26+0,0319 ng/mg, EMA
grubu 0,26+0,0496 ng/mg, hipotalamusta kontrol grubu 0,26+0,0423 ng/mg, EMA
grubu 0,26+0,0380 ng/mg, serumda kontrol grubu 0,14+0,0405 ng/ml, EMA grubu
0,14+0,0502 ng/ml olarak olguldu.

4.2.1. Prefrontal bélgeye ait glutatyon diizeyinin degerlendirilmesi

Sekil 4.4’de prefrontal bolgeye ait kontrol ve deney grubu arasindaki glutatyon
diizeyleri istatiksel olarak degerlendirildi. Strekli verilerde normallik kontrolii yapildi,
verilerin normal dagilim gosterdigi tespit edildi ve varyanslar homojen oldugu igin
Student t-testi kullanildi. Gruplar arasinda glutatyon dlizeyi degerleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0,903).
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Sekil 4.4 Kontrol ve caligma grubunda prefrontal bolge GSH diizeyleri

4.2.2. Hipotalamusa ait glutatyon diizeyinin degerlendirilmesi

Sekil 4.5’te hipotalamusa ait kontrol ve deney grubu arasindaki glutatyon
diizeyleri istatiksel olarak degerlendirildi. Strekli verilerde normallik kontrolii yapildi,
verilerin normal dagilim gostermedigi tespit edildi ve Mann-Whitney U istatistik testi
kullanildi. Gruplar arasinda glutatyon diizeyi degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 fark bulunmadi (p=0,884).
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Sekil 4.5 Kontrol ve ¢alisma grubunda hipotalamus GSH diizeyleri
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4.2.3. Seruma ait glutatyon diizeyinin degerlendirilmesi

Sekil 4.6’da seruma ait kontrol ve deney grubu arasindaki glutatyon diizeyleri
istatiksel olarak degerlendirildi. Strekli verilerde normallik kontrolii yapildi, verilerin
normal dagilim gostermedigi tespit edildi ve Mann-Whitney U istatistik testi
kullanildi. Gruplar arasinda glutatyon diizeyi degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmadi (p=0,664)

25000

20000
E 15000 ]
£ L \
?:D ]
£ = ]
wv
O 1000

05000

Kontrol grubu Calisma grubu

Sekil 4.6 Kontrol ve ¢aligma grubunda serum GSH diizeyleri

5. TARTISMA

Teknolojinin gelisimi ile birlikte glinlimiizde insanlar EMA ve EMD’ye maruz
kalmaktadir. Yasantimizin her aninda maruz kaldigimiz EMA ve EMD’nin insan
yasamini tehtit edici oldugu diisiiniilmektedir. Arastirmacilar maruz olunan yiiksek
diizeydeki EMA ve EMD’nin insan sagligina zararli oldugunu diisiinilmektedir
(Akakin vd.,2021). Bu alanda giincel arastirmalar giiniimiizde de devam etmektedir.
Wi-Fi, telefon, bilgisayar gibi diisiik EMA yayan cihazlarin olumsuz etkilerinin olup
olmadig1 tartisgma konusudur. Son zamanlarda EMA olusturan uygulamalarin
kullanimi, tipta, haberlesmede, egitimde, endiistride, ulasimda, gilinliik yasamda daha
da artmaktadir. 2,45 GHz’lik EMA yayan Wi-Fi’ye giinlimiiz sartlarinda insanlarin
maruziyeti biiyiilk oranda artmistir (Avendano vd., 2012). Yaygin kullanim
dogrultusunda g¢alismamizda, 2,45 GHz EMA’nin (0,00208W/kg, 3 V/m) beyin
dokusunun prefrontal ve hipotamus bdlgesinde ve serum 6rneklerinde HSP25 ve GSH
diizeylerine etkisini arastirllmistir. Sadece serum HSP25 diizeyinde anlamli azalma

bulunmustur.
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Literatiirde 2,45 GHz EMA’nin oksidatif stres {izerindeki etkisini arastiran az
sayida calisma bulunurken, 900-1800 MHz frekans araliginda calisan cep telefonlar
ile oksidatif stres arasindaki iligkiyi arastiran bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Cetin vd.,
2014; Sharma vd., 2020 ). EMA’ ’nin, farklh frekans, siddet, maruz kalma siiresi gibi
faktorlere bagli olarak, farkli insan dokularinda degisik sekillerde etkiler

gostermektedir. Ancak neden sonug iligkisi tam olarak agiklanamamustir.

EMA’nin etkilenimleri ICNIRP tarafindan incelenmektedir. Radyo frekans
dalgalar i¢in SAR’1n olusturabilecegi biyolojik etki ICNIRP tarafindan minimum
kilogram bagina 4 watt, SAR degerine gore giivenlik sinirlar1 igyerleri i¢in 0,4 watt/kg

olarak belirlenmistir (ICNIPR, 1998; 2009).

Cetin ve arkadaslari, hamilelik ve yeni dogan gelisimi sirasinda cep telefonu
kaynakli EMA’a maruz kalmasi sirasinda olusan oksidatif stresin beyin gelisimine
etkisi ile ilgili ¢calisma yapmigslardir. Bu calismada otuz iki sigan ve yavrulart esit
olarak ti¢ farkli gruba ayrilmistir. Kontrol grubu, 900 MHz ve 1800 MHz radyofrekans
verilen gruplara ayrilmistir. 900 MHz ve 1800 MHz gruplari, hamilelik ve yenidogan
gelisimi sirasinda 60 dakika/giin siireyle EMA'ya maruz birakilmistir. Altt hafta
sonunda beyin dokusunda glutatyon peroksidaz konsantrasyonunda anlamli azalma
tespit edilmistir. Bu calisma 900 MHz EMA’nin oksidatif strese sebep oldugunu
gostermektedir (Cetin vd., 2014). Sharma ve arkadaslari, 1800 MHz diizeyinde
EMA’ya maruz biraktiklari sicanlarin beyninde, 6zellikle hipokampiis ve serebral
kortekste oksidatif stresin ve inflamatuvar sitokinlerin saliniminin arttigini
gbozlemlemislerdir. Bunun sonucunda beynin belirtilmis olan bolgelerinde
inflamatuvar siireci baslatarak norokimyasal ve patofizyolojik hasara neden

olabilecegi sonucuna varmislardir (Sharma vd., 2020).

Literatiirde, 2,45 GHz frekansl radyo dalgalarinin beyin dokusundaki biyolojik
etkileri ile ilgili sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir (Ozorak vd., 2013; Regalbuto
vd., 2020; Dasdag vd., 2015; Kamali vd., 2018; Mastrocola vd., 2012).

Ozorak ve arkadaslari, gebelik sirasinda sicanlarin hem Wi-Fi (2.45 GHz) hem
de cep telefonu (900 ve 1800 MHz) kaynakli EMA etkilerini biiylimekte olan
sicanlarin bobrek ve testislerindeki oksidatif stres seviyeleri iizerindeki etkilerini
belirlemeyi amaclamislardir. Otuz iki disi sican ve onlarin 96 yeni dogan yavrusu,

kontrol grubu, 2.45 GHz, 900 MHz, 1800 MHz maruz kalan grup olmak tzere dort
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farkli gruba ayrilmis; 2.45 GHz, 900 MHz ve 1800 MHz gruplari, hamilelik ve biiyiime
sirasinda glinde 60 dakika EMA'ya maruz birakilmistir. Deney sonunda elde edilen
sonuclarda, bobrek ve testislerdeki GSH, GSH-Px diizeyleri 900-1800-2450 MHz
EMA gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli olarak azalmis olarak bulunmustur
(Ozorak vd., 2013). Bu ¢alisma bizim calismamizdan farkli olarak disi ve yeni
doganlarda uygulanmistir. Ayrica 0,1 W/kg, 11V/m’lik EMA’da ¢alisilmistir. Bizim
caligmamizda 0,00208 W/kg SAR degerinde 3V/m’lik radyo frekans EMA’da
calisildigi icin GSH diizeylerinin EMA’ya bagli olarak azalmadig diisiiniilmektedir.

Regalbuto ve arkadaglar1 karakterize edilmis bir maruz kalma sistemi ve
multimetodolojik bir yaklasim araciligiyla 2,45 GHz mikrodalga frekansli EMA
maruziyetlerinin fibroblastlarda neden oldugu potansiyel termal olmayan biyolojik
etkilerinin analizini yapmay1 amaglayan ¢alismasinda, degerlendirilen parametreler ve
kosullar i¢in hiicresel veya molekiiler diizeyde onemli biyolojik etkilere neden
olmadigin1 gormiiglerdir (Regalbuto vd., 2020). Dasdag ve arkadaslari, bir veya daha
fazla geni baskilayarak biiyiime, farklilasma, ¢ogalma ve hiicre 6liimiinde 6nemli rol
oynayan mikro RNA’larin Wi-Fi’nin yaydigi1 radyo frekans ortaminda gosterdigi
etkilesimi incelemiglerdir. Beyin dokusunda yapilan bu ¢alismada 2,45 GHz radyo
frekansli EMA’ni mikro RNA’lar lizerinde baskilayici bir etkisi oldugu tespit edilmis
ve Wi-Fi’ye uzun siireli maruziyetin, ndrodejeneratif hastaliklar gibi olumsuz etkilere
sebep olabilecegini ileri siirmiislerdir (Dasdag vd., 2015). Kamali ve arkadaslari, erkek
Wistar siganlart ile art arda 10 hafta boyunca giinde 24 saat bir Wi-Fi’den yayilan 2,45
GHz radyo frekans radyasyonuna maruz birakarak serum antioksidan redoks
sistemindeki degisikligi degerlendirmislerdir. Caligmalarinda, Wi-Fi’ye maruz kalan
grupta, serum toplam antioksidan kapasitesinde ve CAT, GSH-Px ve SOD dahil olmak
lizere ¢esitli antioksidan enzimlerin aktivitelerinde anlamli bir diisiis tespit edilirken,
aym grupta GST aktivitesi anlamli bir Ol¢liide artis bulunmustur. Ancak, EMA
radyasyonuna maruz kalmanin ardindan GSH ve tiyobarbitiirik asit seviyelerinde
onemli bir degisiklik bulunmamistir (Kamali vd., 2018). Bu sonu¢ GSH’nin tek basina
Wi-Fi'nin yaydig1 radyasyonun olusturdugu oksidatif streste belirte¢ olamayacagini
diisiindiirmektedir. Bizim ¢aligmamizda da benzer sekilde serumda GSH diizeyinde
anlaml bir fark goriilmedi. Mastrocola ve arkadaslari, antineoplastik bir ajan olan
streptozotosin ile indiklenen diyabetik farelerde hipokampal bolgenin HSP25 ile

iligkisini arastirdiklar1 calismalarinda, fareler streptozotosin enjeksiyonu ile diyabetik
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hale getirilmis ve diyabetin baslamasindan on hafta sonra hipokampal HSP25
ekspresyonu ve oksidatif stresin bir belirteci olan malonildialdehit diizeyi ¢aligilmistir.
Hipokampal HSP25 ekspresyonunun diyabetik hayvanlarda diyabetik olmayan
hayvanlara kiyasla énemli 6l¢iide artmis oldugu, malonildialdehit artisinin HSP25
diizeyi ile paralellik gosterdigi tespit edilmistir (Mastrocola vd., 2012). Bu sonug
HSP25’in hipokampal bolgede oksidatif stres ile uyarildig1 gostermektedir. Yang ve
arkadaglari, elektromanyetik alana maruz kalmanin stres tepKkileri Uretebilen bir
cevresel uyaran olarak hareket edip edemeyecegini degerlendirmek igin
elektromanyetik radyasyonun hassas bir hedefi olan hipokampiiste caligsmislardir.
Yetigkin erkek Sprague-Dawley si¢anlari, 6W/kg’lik bir spesifik absorpsiyon hizinda
2,45 GHz EMA'ya maruz birakilmistir. Elektromanyetik radyasyonun biyolojik
etkilerinde yer alan gen ekspresyonundaki degisiklikleri incelemek i¢cin cDNA
mikrodizisi olusturulmustur ve HSP25 ve HSP70 gen ekspresyonu incelenmistir.
Immiinositokimyasal yontem sonucunda elde edilen sonuglara géore EMA’ya baglh
olarak hipokampiiste, HSP25 ve HSP70 genlerinin arttig1 tespit edilmistir (Yang vd.,
2012).

Chauhan ve arkadaslari, 2,45 GHz radyo frekansli Wi-Fi radyasyonuna maruz
biraktiklar1 sicanlarin beyin dokusunda lipid peroksit seviyesini incelemislerdir.
Caligma sonucunda lipid peroksit seviyesi anlamli sekilde yiikselmis olarak
bulunmustur ve 2,45 GHz radyo frekansinda oksidatif degisikliklere neden oldugu
tespit edilmigtir (Chauhan vd., 2017).

Sonug olarak; literatiirde GSH’nin oksidatif stres iizerinde etkili bir antioksidan
oldugu ileri siiriilen ¢aligmalar bulunmaktadir. Ancak HSP25’in Wi-Fi’nin yaydigi
EMA ile iliskisi hakkinda kisitli ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢aligmalar dogrultusunda
yaptigimiz ¢alismada ise 2,45 GHz radyo frekansli Wi-Fi radyasyonunun olusturdugu
oksidatif stres sonucunda GSH ve HSP25’in etkisi incelenmistir. Deney hayvanlari,
kontrol grubu ve Wi-Fi maruziyetine maruz kalan deney grubu olarak iki gruba
ayrilmistir. Deney hayvanlar1 60 giin boyunca her giin ayni saatte 60 dk siire ile 2,45
GHz radyo frekansl radyasyon (0,00208 W/kg, 3V/m) uygulanmistir. Altmis giiniin
sonunda beyin dokusu ve serum numunelerinde analiz yapilmistir. Beynin, prefrontal,
hipotalamus dokular1 ayrildi. Yapilan analiz sonucunda beyin doksunun prefrontal,

hipotalamus bdlgelerinde HSP25 ve GSH dizeylerinde ve serum GSH diizeylerinde
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anlaml bir fark tespit edilmezken, serumda HSP25 diizeyinde anlamli fark tespit

edilmistir.

Calismamizda kullanilan SAR degeri diger ¢alismalara gore daha diisiiktiir. Bu
nedenle beyin dokusunda GSH ve HSP25 diizeylerinde anlamli bir degisiklik tespit
edilmedigi diisiiniilmektedir. Buldugumuz bu sonuglara goére giiniimiizde yaygin
olarak kullanilan 2,45 GHz mikrodalga frekansli EMA olusturan Wi-Fi’nin kullandig1
bu elektrik alan ve SAR degerlerinde beyin dokusunda GSH ve HSP25 diizeylerinde
degisiklik yapmadigi diistinmekte, ancak birlikte farkli radyasyon ve farkli maruz

kalma sirelerinde yeni ¢alismalara ihtiya¢ duyuldugu diistiniilmektedir.
6. SONUC

Uyguladigimiz doz ve siirede EMA maruziyetinde beyin dokusunda ve serum

orneklerinde oksidatif stres goriilmemistir.

Uyguladigimiz doz ve siirede beyin dokusunun ¢alistigimiz 3 bolgesinde HSP25

miktar1 kontrol grubuna gore degismemistir.

Uyguladigimiz doz ve siirelerde serum drneklerinde HSP25 diizeyinde anlamli

fark gorilmustiir.

Uyguladigimiz doz ve siirede serum 6rneklerinde beyin dokusunun ¢alistigimiz
3 bolgesinde ve serum Orneklerinde GSH diizeylerinde anlamli bir degisiklik

gbzlemlenmemistir.
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