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OZET

Adaptif cevap; hiicrenin veya canlinin dnce toksik olmayan diisiik dozda genotoksik kimyasal
ajanlara veya iyonizan radyasyona maruz kalmasi ve daha sonra uygulanan toksik dozlarin canlida
olusturacagi hasara kars1 direncli hale getirmesidir. Kimyasal ajanlarin veya iyonizan radyasyon
olusturdugu bilinen bu olguyu 6n radyofrekans alan uygulamasinin da olusturdugu gosterilmistir. On
radyofrekans alan uygulamasinin daha sonra uygulanan toksik maddelere kars1 hiicreyi daha direngli
hale getirdigi gosterilmistir. Fakat radyofrekans alanlarin olusturdugu adaptif cevabin molekiiler
diizeyinde ki ¢alismalar1 6zelikle de in vivo ¢alismalar oldukea kisithdir. Radyo frekans dalgalar ile
adaptif cevabin olusumu ve altinda yatan molekiiler mekanizmay1 aydinlatmak i¢in tasarladigimiz
caligma da saglikli Swiss Albino farelerde genomik stabiliteden sorumlu genler, apoptosiz {izerine
olan olasi etkileri, serbest radikaller ve antioksidan mekanizmasi arasindaki denge arastirilmistir.
Deney igin; kontrol, sham, R (900 MHz giinliik 4 saat 7 giin boyunca), B (37.5 mg/kg bleomisin
(BLM), intraperitonal (i.p.), RB (900 MHz giinliik 4 saat 7 giin boyunca + 37.5 mg/kg BLM, i.p.)
(her grup i¢in n=6) den olusan 5 grup kuruldu. Calismamiz da adaptif cevap olusturdugumuz RB
grubu sham grubuna gore karsilastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore RB grubun da reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) artis1 adaptif cevabi tetikleyip gereken minimum stres diizeyini iiretmede dnemli bir
rol oynamis olabilir. Adaptif cevap olusturulan grup da ROS artisi ile eslenik olarak DNA tamir
mekanizmalarindan sorumlu Timér protein 53 (p53), 8-oksoguanin DNA glikosilaz (OGG-1),
glutatyon peroksidaz-1 (GPx-1) gen ifade seviyeleri artmis ve poli (ADP-riboz) polimeraz-1(PARP-
1) gen ifadesi artis egiliminde olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamlilik gostermemistir.
Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve toplam antioksidan kapasite (TAC) seviyeleri adaptif
cevap olusturdugumuz grup da azalmustir. Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)
deoxyuridine triphosphate (dUTP) nick end labeling (TUNEL) analizlerinden elde edilen verilere
gore; adaptif cevap olusturdugumuz grup da DNA tamir mekanizmalarindan sorumlu gen
ifadelerindeki artis ile hiicre 6liimiinii azaltarak apoptosiz azalmistir. Aragtirmamizin sonuglari, in
vivo kosullarda 6n radyofrekans alan maruziyeti uygulandiktan sonra genotoksik ajana karsi
koruyucu bir etki yaratabilecegini gosterdi. Olusan minimal oksidadif stres, DNA tamir
mekanizmasin da rol oynayan genler ve enzimler vasitasi ile adaptif cevaba yol agtig1 ve boylelikle
hiicrenin hayatta kalmasin1 saglamaktadir.
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ABSTRACT

Adaptive response; the pre-exposure of the cell or the living non-toxic low-dose genotoxic chemical
agents or ionizing radiation makes it resistant to the damage caused by toxic doses. This
phenomenon, which is known to cause chemical agents or ionizing radiation, is also caused by the
pre-application of radiofrequency field. The pre-radiofrequency field application can then be made
to make the cell more resistant to toxic substances. However, studies on the molecular level of the
adaptive response created by radiofrequency fields, especially in vivo studies, are quite limited. In
our study, in order to understand the molecular mechanism underlying the adaptive response created
by radio frequency fields, the genes responsible for genomic stability, their possible effects on
apoptosis, the balance between free radicals and antioxidant mechanisms in healthy Swiss Albino
mice were investigated. For this experiment; five groups as control, sham, R (900 MHz daily for 4
hours 7 days), B (37.5 mg/kg bleomisin (BLM), i.p.), RB (900 MHz daily for 4 hours 7 days + 37.5
mg/kg BLM, i.p.) (n = 6 for each group) were established. In our study, the RB group in which we
occurred an adaptive response was compared according to the sham group. According to the results,
the increase of reactive oxygen species (ROS) in the RB group may play an important role in
triggering the adaptive response and producing the required minimum stress level. In the group with
an adaptive response, levels of tumor suppressor 53 (p53), oxoguanine DNA glycosylase (OGG-1),
glutathione peroxidase 1 (GPx-1) gene expression responsible for DNA repair mechanisms increased
in conjunction with the increase in ROS. Although level of poly (ADP-ribose) polymerase 1 (PARP-
1) gene expression tended to increase, it was not statistically significant. The antioxidant enzyme
levels of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and total antioxidant capacity (TAC),
decreased in the group of adaptive response. According to the data obtained from terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) analysis; in the group of adaptive
response, apoptosis decreased due to decrease in cell death via the increase in gene expression
responsible for DNA repair mechanisms. The results of our study showed that after applying pre-
radiofrequency field exposure in vivo conditions, it can apply a protective effect against the
genotoxic agent. The minimal oxidative stress occurs leads to an adaptive response with genes that
play a role in the DNA repair mechanism and enzymes, thus providing the survival of the cell.
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1. GIRIS

Teknolojik gelismeler ile paralel olarak radyo frekans (RF) alanlarin kullamimnin artmasi
insanlarin ve doganin giderek artan miktarda elektromanyetik alanlara maruz kalmasina
neden olmaktadir. Cep telefonu kullaniminin artigi, baz istasyonlarinin artis1 ve yeni nesil
teknolojiler ile daha yiiksek frekansli elektromanyatik dalgalarin kullanimiyla giinliik
hayatimizin ¢ogu asamasinda elektromanyetik kirlilige maruz kalmaktayiz. RF alanlar;
elektromanyetik spektrumun 3 kHz - 300 GHz frekans araliginda iyonizan olmayan
radyasyon olarak ifade edilmektedir. RF radyasyonun etkileri maruz kalinan alanin frekansi,
uygulama siiresi, gli¢ yogunlugu, biyolojik materyal gibi parametrelere bagli olarak degisim
gosterebilmektedir. Elektromanyetik alanlarin (EMF) biyolojik yapilar tizerinde olan
etkilerinin ve mekanizmalarinin net bir sekilde aciklanamamasi, uzun sireli etkilerinin
gelecekte nelere yol agabileceginin belirsizligi bilim insanlarini elektromanyetik alanlara
kars1 hep ihtiyatli yaklagsmaya sevk etmistir. Fakat son zamanlarda elektromanyetik alanlarin
olumsuz etkilerinin disinda olumlu etkileri olabilir mi sorusu ortaya ¢ikmaktadir. Diisiik doz
iyonlastirici radyasyonun (LDR) uyarict ve faydali etkileri konusundaki ¢alismalar ile
bilenen Sheldon Wolff 1992 yilinda yayinladig1 “Radyasyonun hepsi kétii mii? Adaptasyon
Arayist” [1] isimli makalesi ile Wolff'un sorusunu “Cep telefonu radyo frekans radyasyonu

tamamen kotli mii?” [2] sorgusuyla degistirilmesi kaginilmazdi.

Cin felsefesi olan Yin ve Yang; diinyada birbirleriyle rekabet halinde olan iki giictiir ve
stirekli olarak birbirlerine {istiinliik saglamaya ¢alisirlar tipk1 gece/giindiiz, soguk/sicak veya
1yi/kotii gibi. Yin negatif karanlik yiizii temsil ederken, Yang pozitif aydinlik yiizii temsil
etmektedir [3]. Tipk: Yin Yang felsefesinde oldugu gibi RF alanlar da olumlu ve olumsuz
etkilerini iginde barindirmaktadir. Elektromanyetik alanlarin her organizma ve her hiicre ile
farkli bir dille “konustugu” disiiniilir ise bu ¢agrinin yaniti adaptif (pozitif) veya yikici
(negatif) etkilere neden olabilecek protein modifikasyonu, iyon degisimleri veya niikleik asit
konformasyonel degisikliklerine neden olabilir. Béylece EMF modiilasyonun olumlu veya
olumsuz sonuglarini belirleyebiliriz [4]. Calismamizda RF alanlarin biyolojik sistemler

iizerine olan olumlu etkileri aragtirilmistir.

Adaptif cevap (AC); hiicrenin veya canlinin 6nce toksik olmayan diisiik dozda genotoksik
kimyasal ajanlara, iyonizan veya iyonizan olmayan radyasyona maruz kalmasi daha sonra

uygulanan toksik dozlarin canlida olusturacagi hasara karsi direngli hale getirmesidir.



Adaptif cevab ilk olarak Samson ve arkadaslar1 1977 yilinda Escherichia coli'de kimyasal
ajan ile olusturmustur [5]. Iyonizan radyasyonun olusturdugu adaptif cevab ise ilk kez 1984
yilinda Olivieri ve arkadaslan tarafindan insan lenfositlerinde gosterilmistir [6]. Iyonizan
olmayan radyo frekans alanlarin olusturdugu adaptif cevap ise 2009 yilinda Sanino ve
arkadaslar tarafindan insan lenfositlerine 6nce diisiik doz olarak radyo frekans alanlara
maruz biraktiktan sonra yliksek doz olarak genotoksik bir ajan olan mitomisin-C (MMC)
uygulanmis ve bu uygulamanin genotoksik hasar1 anlaml 6l¢iide azalttigi gosterilmistir. Bu
calisma ile ¢ikan 6nemli bir sonu¢ da genotoksik olmayan bir ajan olan RF radyasyonun

adaptif bir cevabi indiikleme kabiliyetine sahip olmasidir [7].

Calismamizda radyo frekans alanlarin olusturdugu adaptif cevap ile saglikli dokular
kemoterapotik  ajanlarin  olumsuz etkilerinden korumak amaglanmistir. Bu amag
dogrultusunda saglikli Swiss Albino farelerde radyo frekans alanlarin olusturdugu diisiiniilen
adaptif cevap ve altinda yatan molekiiler mekanizma arastirllmigtir. Mekanizmayi
aydinlatmak icin tasarladigimiz ¢alismada, RF alanlarin olusturabilecegi adaptif cevabin
molekiiler mekanizmas1 genomik stabiliteden sorumlu p53, PARP-1, OGG-1 ve GPx-1
genlerinin ifade seviyeleri es-zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Es-Zamanli PZR)
yontemi ile incelenmistir. DNA hasari tespiti i¢in 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG)
seviyeleri ELISA yontemiyle belirlendi. Adaptif cevabin antioksidanlar ve serbest radikaller
arasindaki denge iizerine olan etkilerin belirlenmesi i¢in oksidatif stresin belirtecleri olan
ROS ve malondialdehit (MDA) seviyeleri ve antioksidan savunmanin belirtegleri olan SOD,
CAT ve TAC seviyeleri ELISA yontemi ile dl¢iildii. Ayrica adaptif cevabin apoptosiz iizerine
etkilert TUNEL yontemiyle incelendi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Elektromanyetik Alanlar

Yiik elektromanyetik alanlarin nedeni ve kaynagmi olarak kabul edilir. Yiik yok
edilemezken kapali bir sistemde yiik korunumu yasasia gore pozitif ve negatif yiiklerin

toplamu sabittir. 1 elektronluk yiik ise; g = Coulomb (C), e =1.602177 x 10° C

Coulomb yasasi ile agiklanan elektrik alan (E); bir noktadaki +1 Coulomb’luk yiike etki eden
kuvvet olarak ifade edilen vektorel bir niceliktir. Elektrik alan (V/m); Sl birim sisteminde
Newton bolii Coulomb dur (N/C) [8].

F

d, @5

E=

Lk
q d

(2.2)

Bosluk ve hava i¢in k sabiti = 1/4neo= 9x10° Nm?/C?, o = Boslugun dielektrik sabiti
= 8.85x1012 C?/N.m?

Cizelge 2.1. Elektrik alanin temel nicelikleri

Sembolii Birimi
Elektrik Alan Siddeti 2 N/C=V/m
Elektrik Aki Yogunlugu - C/m?

Hareketli yiiklii pargaciklarin etrafinda manyetik alanlar (B) olusturur ve vektorel bir
biiyiikliiktiir. Birimi ise Tesla (T) veya CGS birim sisteminde ifade edilirse Gauss (G) olarak
adlandirlir (1 Tesla=10* Gauss).



F =q.VxB

(2.3)
Yiiklii bir parcacik manyetik alan i¢ine girdiginde yiike uygulanan manyetik alan biiytikligi;

B=F/(qV)

(2.4)

Sekil 2.1. Hiz, manyetik alan ve manyetik kuvvet yonelimi [9]

Sekilde bir q yiikiine etki eden manyetik kuvvet, hiz ve manyetik alan vektorlerine diktir

[9].

Cizelge 2.2. Manyetik alanin temel nicelikleri

Sembolii Birimi
Manyetik Alan Siddeti 4 A/m
Manyetik Ak1 Yogunlugu E’ T=Vs/m?

James Clark Maxwell tarafindan elektromanyetik dalganin kesfi ile baglamig ve Heinrich
Hertz’in radyo dalgalarmi kesfi ile stirmiistiir [10]. Durgun yiikler elektrik alanlari
olustururken bu yiiklere ivme kazandirilirsa etraflarinda degisken bir manyetik alan
meydana gelir. Yiikler ivme kazanmiyor bir akim yok ise manyetik alan olusmaz. Yiikler
sabit bir hizla hareket ettirilir ise etrafinda manyetik alan olusur. Elektrik ve manyetik alan
cizgileri birbirine ve yayilma diizlemine dik olan zamanla siniizoidal olarak degisen
dalgalara elektromanyetik dalgalar denir. Farkli bir ifade ile uzayda veya maddesel ortamda

yayilabilen elektrik ve manyetik alanlarin olusturdugu dalgalara verilen addir [9].
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Elektrik N Manyetik
bilesen bilesen

Sekil 2.2. Elektromanyetik dalga yayilimi [10]

2.1.1. Elektromanyetik dalga spektrumu

Elektromanyetik dalgalarin hizi, bir saniyedeki devir sayisi olan frekans ile tam bir devir i¢in

gerekli mesafe olan dalga boyunun ¢arpima esittir.

c=Af (25)

A: Dalga Boyu (m), f: Frekans (Hz) ¢ = 299792458 m/sn 1 m uzunlugu ise 1/299792458 sn
de alabilmekte ve fotonlar Diinya’dan Ay’a 1.28 sn, Giines’ten Diinya’ya ise 8 dakika da
gelebilmektedir (c=3x108 m/sn vakumlu ortamda).

Bu denklem, yiiksek frekansh elektromanyetik dalgalarn enerjilerinin, diisik frekansh
elektromanyetik dalgalardan daha biiyiikk oldugunu ifade etmektedir. Elektromanyetik

dalgalarin enerji yayilimi, fotonlar ya da enerji paketleri seklindedir.

E=h.f (joule) (2.6)

h: Planck sabiti (j.sn) = 6.626 x 103, f: Frekans (Hz = 1/sn), Elektromanyetik spektrum,
evrende ki elektromanyetik dalgalarin frekans, dalga boyu, enerjilerine gore siralanirlar ve
tayfta goreceli olarak yerleri Sekil 2.3’de oldugu gibi gosterilir. Elektromanyetik spektrum,
dalga boylarina gore atom alt1 degerlerden gama 1sinindan baslayip kilometre uzunluklara
cikabilen radyo dalgalarina kadar bir¢ok farkli radyasyon tipini kapsar. Elektromanyetik



spektrum bilesenleri olan frekans, dalga boylart ve Sekil 2.3’de siralanmistir.
Elektromanyetik spektrumdaki siiflandirmalarin belirli sinir gizgileri yoktur. Belirli bir
kategoride yer alan bir dalga, baska bir kategorinin dalga boyu araliginda girebilir. Ornegin,
X-1sinlart ile gama 1sinlari arasindaki sinirlar1 belirleyici faktor dalga boylar1 degildir. Bazi
diistiik enerjili gama 1sinlari, bazi yiiksek enerjili X-1sinlarindan daha uzun dalga boyuna
sahiptir. Buna ragmen gama 1sinlar1 genellikle X-1sinlarindan daha yiiksek frekansli ve
dolayisiyla daha yiiksek enerjili oldugu i¢in elektromanyetik tayfin en {istiinde yer
almaktadirlar [8-11].
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Sekil 2.3. Elektromanyetik spektrum [11]

Radyasyon, dalga formunda parcaciklarin veya enerjinin emisyonudur. Radyasyon, dalga
boyu ve frekansa gore degisir. Elektromanyetik spektrum, radyasyonun dalga boyu ve

frekansina bagli olarak farkli bolgelere ayrilir. Elektromanyetik radyasyonun enerjisi joule



veya elektron volt olarak ifade edilir. Radyasyon iki tiire ayrilabilir: iyonlagtirict ve
iyonlastirict olmayan. Bu iki tlir radyasyon arasindaki fark, radyasyonun enerji seviyesine
baglidir. Iyonlastirict radyasyon atomdan elektron koparabilir iken iyonizan olmayan
radyasyon atomlar1 veya elektronlar1 harekete gecirebilmesine ragmen ydriingesinden

elektronlart koparmak i¢in yeterli enerjisi olmayan dalgalar ifade eder [12].
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2.2. Iyonizan Radyasyon

Atom, (yarigap yaklasik 10® cm) kimyasal reaksiyona katilabilen maddenin en kiiciik
kismidir, bir mol atom da bulunan atom sayis1 6.02214199x10?2 diir. Atomlarin ¢ekirdekten
farkli radyal mesafelerde yoriingelerinde negatif yiiklii elektronlar vardir. Atomik kiitle

birimi (amu), ?C atomunun kiitlesi = 12.000 olacak sekilde tanimlanir:

1 amu =1.66 x 102* g, Elektron kiitlesi = 0.00055 amu, Proton kiitlesi = 1.0073 amu, N&tron
kiitlesi = 1.0097 amu, Elektron volt (eV), atomdan elektronu ayirmak veya elektronu iist

yoriingeye tasimak igin gerekli olan enerjiye denir. 1eV = 1,6 x 102 erg, 1 amu = 931 MeV.

2
E=mcC 2.7)

1 J/kg'lik bir enerji birikimi, 1s1nlanan maddenin 1 kg’inda 1 Joule’liik enerji sogurulmasi

olarak tanimlanir. Birimi graydir. 1 gray (Gy) (yeni birim) = 100 rad (eski birim).

Yaklagik 20 nm den az dalga boyunda ki elektromanyetik dalgalarin enerjetik parcaciklari
icinden gegtikleri maddeyi iyonize edebilir. Bu tiir dalgalara 'iyonlastirici radyasyon' denir.
Iyonizasyon, atomlarin elektronlari kaybederek veya kazanarak elektriksel olarak
yiiklenmesine neden olur. Iyonize edici enerjinin birikmesi kimyasal degisikliklere ve
dolayisiyla mikroskobik 6lgekte biyolojik hasara neden olur. Biyolojik etkiler ise somatik
(radyasyona maruz kalan kisiyi etkileyen) ve kalitsal (maruz kalan kiginin soyunun devamini
etkileyen) olarak ikiye boliinebilir. Ayrica stokastik ve stokastik olmayan etkilere de
ayrilabilirler. Stokastik bir etki, diisiik dozlarda alinan radyasyondur, etkinin ortaya ¢ikmasi
icin bir esik deger s6z konusu degildir. Determinist (stokastik olmayan) bir etki, maruz
kalinan etkinin siddetinin bir esik degerin tistiinde pozlamalar da meydana gelecegini, belirli
bir radyasyon dozunun agilmasinin gerektigi bir durumdur. Diigiik seviyeli kronik
maruziyetlerin neden oldugu hem stokastik hem de stokastik olmayan etkiler genellikle uzun

latent donemlerle (yillar ile on yillar) iliskilidir [13].

Ortalama kimyasal bagin kirilmasi igin sadece yaklasik 3 eV gerektirdigi diisiiniildigiinde

iyonlastirict radyasyon etkilerini agagidaki gibi siralayabiliriz.



¢ Hiicre oliimii

e Mutasyonlar

e Kromozom kiriklari

¢ Hiicre boliinmesinin inhibisyonu

e Dev hiicrelerin olusumu

e Sag kalim oraninin azaltilmasi

e Makro molekiiller iizerindeki etki ( DNA)

e Metabolizma ve protein sentezinin azaltilmasi [13].

2.2.1. Elektromanyetik spektrumun iyonizan bilesenleri

iyonize Olmayan Radyasyon iyonize Radyasyon
X1 ) | I G I
X-Isim | ama Isim
! 4 Oi ) I
i i
1
| \
1 1
1 10 102 103 104 105 108 107 108 109 1010 1011 Enerji (eV)
| | | | | | | | | | | | | [
[ I I I I | I I I I I [ | I
104 10-5 10-6 10-7 10-8 10-9 10-10 1011 10-12 10-13 10-14  10-15 10-16 10-17 Dalgaboyu (m)

Sekil 2.4. X ve y-1sinlarinin elektromanyetik spektrumdaki yerleri [14]

X-151n1 ve y-151n1 arasindaki enerji 10 eV ile 10! eV arasindadir. X-radyasyonu ve vy -
radyasyonu, Uluslararas1 Kanser Aragtirmalari Ajansi (International Agency for Research
on Cancer — IARC, 2000) tarafindan Grup 1 kanserojen olarak siniflandirilmistir. Bu
siniflandirma, l6semi (kronik lenfositik 16semi hari¢), kadinlarda meme kanseri,
¢ocukluk c¢aginda maruz kalan kisilerde tiroid bezi kanseri dahil olmak tizere cilt

kanseri, mide, kolon ve akciger kanseri risklerinin artis oranlarina gore belirlenmistir
[14].

2.2.2. X-Istm

X-1ginlari; en kisa ultraviyole radyasyon ile (birkag on elektron volt) ve y-radyasyon

(birka¢ mega elektron volt) arasindaki spektral araliktaki elektromanyetik dalgalardir.
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y-radyasyon genellikle atom g¢ekirdeginden kaynaklanir iken, X-radyasyonu ise

elektron kabuklarindan gelen foton emisyonlarindan kaynaklanmaktadir.

X-1gmlarinin kimyasal ve biyolojik etkilere yol agan iyonlastirma potansiyeli
Compton sagilmasi ve fotoelektrik etkisinin bir sonucudur. X 1sinlar1 bir¢ok tibbi ve
teknik uygulamada kullanilmaktadir. En yaygin olarak, insan viicudunun
incelenmesinde malzemelerin analizinde ayrica yok edici etkisi kanser tedavisinde
kullanilmaktadir [14].

2.2.3. y-Isim

Ernest Rutherford tarafindan 1899'da radyoaktif kaynaklardan gelen radyasyonun a,
B ve y-151n bilesenlerinden olustugunu buldu. 1914'te girisim deneyleriyle vy-
isinlarinin  elektromanyetik spektruma eklendi. y-i1s1n1; atom ¢ekirdeklerindeki y
gecisgleri ile yayilirlar. Tip alanindan pargacik fizigine kadar bir¢ok alanda
kullanilmaktadir [14].

2.3. Iyonizan Olmayan Radyasyon

RF elektromanyetik radyasyon, kimyasal baglar1 kirmak veya biyolojik molekiilleri iyonize
etmek icin yeterli enerjiye sahip olmayan fotonlari i¢erdiginden, iyonlastirict olmayan
radyasyon olarak siniflandirilir [15]. Bir elektromanyetik dalganin fotonunun enerjisi E = hf
ile verilir, burada h Planck sabiti (6.626x103* J.s veya 4.136x10° eV.s) dir. RF alanlarin
spektrumundaki fotonlarin enerjisi, 1 GHz'de yaklasik 4.1x10° eV (6.6x102°J), 300 GHz'de
ise 1.2x1073 eV (2.0x1022 J) arasinda degisen enerjilere sahiptirler. Bu nedenle, RF alanlarin
organik malzemeleri veya metalleri iyonize etmek i¢in gerekli olan enerjinin (yaklagik 5-10
eV) ¢ok altinda enerjilere sahiptirler [16]. Bir molekiillerin iyonizasyonu i¢in 2x10° fotonun

sogurulmasi ihtiyag vardir ve bunun i¢in 1 ev’luk enerji gereklidir [17].

2011 yilinda IARC tarafindan cep telefonlar1 ve diger kablosuz cihazlardan yayilan iyonizan
olmayan radyo frekans radyasyonun etkileri Grup 2B olarak siniflandirilmistir. Mevcut
bilimsel kanitlarin kapsamli analizine dayanarak RF alanlarin maruziyeti insanlar i¢in olasi
kanserojenik hasarlara yol agabilecegi sonucuna varilmistir [18, 19]. Bazi arastirmacilar bu
listenin yeniden giincellenip; Grup 2A: Muhtemelen insanlar i¢in kanserojen olarak

degistirilmesi gerektigini diisiinmektedir [20]. Radyo frekans alanlar, canli sistemler
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tarafindan emilir. Hamile kadinlar ve g¢ocuklar, mikrodalga radyasyondan kaynaklanan
gelisimsel zararlara kars1 daha savunmasizdir [21, 22]. Arastirmalar, ayrica ¢ocuklarin viicut
agirhigr basina bir yetiskinden daha fazla mikrodalga radyasyonu emdikleri bilinmesine

ragmen standartlar yetiskin bedenler i¢in gelistirilmistir [23].
2.3.1. Elektromanyetik spektrumun iyonizan olmayan bilesenleri

Gilinliik hayatimizin her noktasinda evde isyerinde karsilastigimiz fakat farkinda dahi
olmadigimiz birgok frekansa maruz kalmaktayiz. insan ve ekoloji iizerine etkileri konusunda
kesin bir goriis birligi olmamasina ragmen gelisen teknoloji ile giderek daha fazla iyonizan
olmayan radyasyonu olusturan farkli frekansta dalgalara maruz kaliyoruz. Iyonlastirict

olmayan radyasyon en diisiik frekanstan en yiiksek frekansa gore;

1. Asin1 diisiik frekans (ELF)
2. Radyo frekanslari

3. Mikrodalga frekanslari

4. Lazerler

5. Kizil6tesi

6. Gortiniir spektrum

7. Ultraviyole seklinde siralanir.
2.3.2. Asin diisiik frekans alanlar

Elektromanyetik spektrumun en basinda yer alan asir1 diisiik frekansh alanlar 0-300 Hz
frekansa sahip dalgalart icermektedir. ELF’ye giinliik hayatimizda, evimizde, calisma
alanlarimizda maruz kalmaktayiz. Uzerinden akim gecen kablolar, her tiirlii elektrik ile
calisan cihazlar, yiiksek gerilim hatlari, televizyon ve bilgisayar gibi gilinliik hayatimizin

pargasi olan cihazlar tarafindan ELF’ye maruz kaliyoruz [24].

2.3.3. Mikro dalgalar

Mikrodalgalar (MW) frekanslar1 300 MHz ile 300 GHz arasinda degisen elektromanyetik
dalgalardir. Mikrodalgalar yaygin olarak evlerde, endiistride, iletisimde, tibbi ve askeri
alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. FM radyo ve TV yayin antenlerinde 80-800 MHz

arasinda degisen frekanslarda mikrodalgalar kullanilmaktadir [25].
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2.3.4. Kizilotesi dalgalar

Kizilétesi (IR), 780 nm ile 1000 um arasindaki dalga boylarini igeren elektromanyetik
radyasyondur. IR farkli bantlara ayrilmistir: yakin kizilétesi (NIR, 0.78~3 pm), orta
kizilotesi (MIR, 3~50 um) ve uzak kizil6tesi (FIR, 50~1000 um) [26]. Viicudumuz da
yakilan besinler sonucunda ortaya ¢ikan 1s1 viicut sicakligimizi artirmaktadir. Viicudumuz
ise sicakligimizi 37 °C de tutabilmek igin IR 151ma yapmaktadir. Yaklasik olusan 1sinmn
%60’1 bu yontem ile disariya aktarilmaktadir. Boylece denge (hemoastasiz) saglanmaktadir.
Canlilar 10'2 Hz’den az titresimle elektromanyetik radyasyon yaymaktadir [27].

2.3.5. Ultraviyole dalgalar

Ultraviyole dalgalar (UV) yayilimi1 100-400 nm dalga boyunda elektromanyetik spektrumun
bir pargasidir. UV radyasyonunun ii¢ alt tiirii vardir: UVA, UVB ve UVC. UV A 1sinlar1 315-
400 nm arasinda Ol¢iilen en uzun dalga boyuna sahiptir. Ozon tabakasi tarafindan emilmezler
birincil olarak erken cilt yaslanmasindan sorumludurlar. UVB 1sinlar1 daha kisadir ve 280-
315 nm arasindadir. Hem UVA hem de UVB'ye maruz kalmak bronzlagsmis bir goriiniime
neden olabilir. UVC iginlar1 en kisa olanidir. 100-280 nm arasindadir. UV radyasyonda
UVC’nin enerjisi UVA ve UVB’ye gore daha yiiksektir. UVC’nin enerjisi 10 eV’dan biiyiik
oldugu i¢in iyonizan radyasyon olarak siniflandirilir. Ozon tabakasi ve atmosfer tarafindan
emilir [28].

2.4. RF Alanlar

RF radyasyonun enerjisi emilimi frekans, yogunluk, polarizasyon, maruz kalma bolgesine
(yakin alan veya uzak alan), maruz kalan nesnenin 6zelliklerine (boyut, geometri, dielektrik
gecirgenlik ve elektrik iletkenligi) ve maruz kalan cismin yanindaki nesnelerin emilim veya
sa¢ilimina baglidir [15]. Cep telefonlari i¢in kullanilan frekanslarda (yaklasik 1-2 GHz),
karsilik gelen dalga boylar1 30 ve 15 cm'dir. Yakin alan ve uzak alan olusumu frekansa ve
maruz kalan kisinin yayilan antenden uzakligina baglhdir. Kablosuz telekomiinikasyon
cihazlarimin kullanimiyla hem yakin alan hem de uzak alan pozlamalar1 olusabilir. Yakin
alan bolgesinde, elektrik ve manyetik alanlar tiniform degildir, dalga empedansi noktadan
noktaya degisir, giic anten ve c¢evresindeki nesne arasinda ileri geri aktarilir. Elektrik ve

manyetik alanlar yakin alanda uniform olmadigindan elektrik ve manyetik alan ayr1 ayri
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Olgiilemez [29]. Radyasyon alanlar; frekans, E, H’nin biiyiikliikklerine ve uzaysal
degisimlerine gore ifade edilir. Kaynaktan uzaklastik¢a RF dalgalar diizlem dalga 6zelligi

gOsterir. Yakin alan ve uzak alan olmak tizere iki kisima ayrilir [30].
2.4.1. Uzak alan

Uzak alanlarda elektromanyetik dalgalar diizlem dalga 6zelligi gosterirler. Uzak alanlarin
yaygin bir tipi olan kiiresel dalgalarin cephesi yeterince biiyiik ise diizlem dalga olarak kabul

edilir. Uzak alanlarin diizlem dalga 6zelligi gostermesi nedeni ile matematiksel hesaplari

oldukga kolaydir [30].
Diizlem dalganin 6zellikleri:

¢ Dalga cepheleri diizlemdir.

¢ E ve H birbirlerine ve yayilma dogrultularina diktirler.

¢ Dalganin empedansi boslukta; E/H=377 ohm’dur.

¢ Diizlem dalga matematiksel bir model olup fiziksel olarak ger¢ek degildir.

e Diizlem dalgada ortalama gii¢ yogunlugu (P) ise;

P=E.H =E?/377(Watt / m?)

(2.8)
2
Dinaks,
Ruzak alan>2 ma - (2.9)
/lmm

Rayleigh o6lg¢iitii ile uzak alan hesabi [27]:
A= Dalgaboyu

D= Kaynak antenin en uzun boyutu

2.4.2. Yakin alan

Yakin alanlarda elektromanyetik dalgalar diizlem dalga 6zelligi gdstermez ve manyetik alan
ve elektrik alan karmasik yapiya sahip oldugundan matematiksel hesaplari olduk¢a zordur

[30].
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2.4.3. Radyo frekans alanlarin ézellikleri

RF araligindaki elektromanyetik alanlar radyo dalgalar1 olarak iletisim amaciyla
kullanilmaktadir. Sekil 2.5°de gosterildigi gibi Uluslararas1 Telekomiinikasyon Birligi (ITU)
frekans dalgalarina gore radyo dalgalar1 i¢in bir siniflandirma gelistirmistir: ¢ok diisiik
frekans (VLF); ses frekansi (VF); diisiik frekans (LF); orta frekans (MF); yiiksek frekans
(HF); cok yiiksek frekans (VHF); ultra yiiksek frekans (UHF); siiper yliksek frekans (SHF);
ve oldukga yiiksek frekans (EHF) [31].

Frekans Foton Enerjisi
°8x2§zgzooo—‘ ;g§§§§§§§
NANNNNNNNNN NN L R EZ R RRA
] ) e [ I I R B N L1 L1 gisge—y

«—Radyo Daigalar}—)

ELF 5 Mikro |4 istesi UV | X-Ism | Gama-Ism

. Dalgalar

,S|<|,_|g|1|§ %’gl? ‘l ««— Iyonize Radyasyon —>
m|imimimim|im|m|m|m |
I | L A L LI | [ P i Pkt it
§88558333338:58338338553
= S- 3 3 3 3 3
3

Sekil 2.5. Elektromanyetik spektrum ve radyo dalgalari siniflandirmasi [16]

2.4.4. RF alan kaynaklari

Insanlar giinliik hayatlarinda hem dogal hem de insan yapimi kaynaklardan elektrik ve
manyetik alanlara maruz kalirlar. Insan yapimi kaynaklardan gelen alanlarin giicii dogal
kaynaklardan gelen alanlardan daha biiyiik degerlere ulasabilir. Sekil 2.6’da 1950’lerden
2010’lara kadar degisen insan yapimi RF-ELF degisimi gosterilmistir.
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Sekil 2.6. Insan yapimi ve dogal 1s1mim gii¢ yogunluklarindan kaynaklanan radyo frekans
elektromanyetik radyasyonunun farkli donemlerle karsilagtirilmasi [32]

2.4.5. Dogal RF alan kaynaklar:

Dogal RF alanlar oldukga yavas degisimler sergilemektedir. Diinya yiizeyindeki havada
elektrik alan 100 V/m civarindadir. Ancak giiglii firtinalar sirasinda 10 kat veya daha fazla
degerlere ¢ikabilmektedir. Jeomanyetik alanin varligi eski ¢aglardan beri bilinmekte ve
yaklagik 50 uT dir. Toplam alan yogunlugu manyetik kutuplarda maksimum 60 uT’ya kadar
ulagirken, ekvator yakininda minimum seviyesine ulasarak yaklasik 30 pT’ya diiger.
Jeomanyetik alan sabit degildir, siirekli dalgalanir ve giinliik, aylik ve mevsimsel olarak
degisebilir [33].
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Sekil 2.7. Diinya ve uzay kaynakli elektromanyetik alanlar K:Kelvin [34]

Dogal elektromanyetik alanlar ¢evre diinya (karasal kaynaklar) ve uzaydan (diinya disi
kaynaklar) kaynaklanmaktadir. Insan yapimi RF alanlarla karsilastirildiginda, dogal alan
kaynaklar1 son derece kiigiiktiir.  Giines, elektromanyetik spektrumun da X-iginlari,
ultraviyole radyasyon, gorliniir 151k, kizilotesi radyasyon ve radyo dalgalarindan
olusmaktadir. Giines ten gelen radyasyon diinya yiizeyine yaklasik 1000 W/m? lik bir enerji
birakirken bu enerjinin yaklasik % 53 kizilotesi, % 44 goriintir 151k, % 3 ultraviyole ve kiigiik

bir kismi yaklasik 3 pW/m? radyo dalgasindan olusmaktadir [34].
2.4.6. Yapay RF alan kaynaklari

Insanlarin maruz kaldig1 RF radyasyon ii¢ kategoriye ayrilmaktadir;

(a) cep telefonu baz istasyonlari, yayin antenleri, akilli sayaglar ve tibbi uygulamalar gibi

cevresel kaynaklar;

(b) yiiksek frekansli dielektrik ve indiiksiyonlu 1siticilar ve yiiksek giiglii darbeli radarlar gibi
mesleki kaynaklar;



17

(c) cep telefonlar, telsiz telefonlar, bluetooth cihazlari ve amator radyolar gibi kisisel

cihazlarin kullanimi [16].

Sekil 2.8.Cesitli elektromanyetik alan kaynaklari [35]

Asirt diisiik frekansli EMF kaynaklarini elektrikli ev aletleri, ev ici kablolama ve yliksek
gerilim hatlar1 iiretir iken radyo frekanst EMF dalgalar1 cep telefonlari, akilli cihazlar, Wi-
Fi, baz istasyonlart ve diger ev cihazlari tarafindan olusturulur [35]. Genelde insanlar en
yiiksek maruziyeti; cep telefonu gibi elde tutulan cihazlar da dahil olmak {izere RF radyasyon
enerjisinin ¢ogunu beyine birakan yani viicudumuza en yakin konumda olan vericilerden
almaktadir [16].

2.4.7. Mobil telefon sistemlerinin gelisimi ve radyo frekans alanlar

Mobil telefon sistemlerin baslangici olarak kabul edilen 0 nesil (G; Generation) sistemler ile
baslayan teknolojik gelismeler sirasiyla 1G, 2G, 2.5G, 3G, 4G, 4.5G, 5G nesil sistemler
kullanild1 veya kullanilmaya devam etmektedir. Kullanilmaya baglayan 5G teknoloji ile veri
aktarimdaki ¢ok ufak sapmalar sayesinde hayatimizda biiyiikk degisimler saglayacak.
Tahmini olarak 2030 yilinda da 6G sistemlerin hayatimiza girmesi beklenmektedir. Mobil
Iletisim Igin Kiiresel Sistemin de (GSM) kullanilan en yaygin RF alanlar 850, 900, 1800,
1900 ve 2100 MHz frekanslardir. Nesillerin geligsmesi ile kullanilan frekans degerleri
artmaktadir. 5G teknolojisi 30-100 GHz arasi frekanslar1 kullanmakta ve muhtemelen 300

GHZz'e kadar dalga boylarim1 kullanilacaktir. RF alanlarin biyolojik dokular {izerine olas1
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olumsuz etkileri hakkinda tartigmalar devam ederken daha ¢ok artan frekanslarin toplum ve
ekosistem tizerine olas1 etkileri hakkindaki tartismalar daha da derinleserek devam edecek

gibi gortinmektedir [34, 36, 37].
2.5. Ozgiil Sogurma Oram

Ozgiil sogurma oran1 (SAR), doku kiitlesi basina emilen elektromanyetik enerjidir. Birimi
W/kg’dir. RF alan maruziyetine kalan viicudun 1 kg’nin sicakligimi 1 selsiyus artiran
elektromanyetik enerji miktar1 4 W olarak belirlenmistir. Bu sebeple standartlarin
olusturulmas: ve gerekli gilivenlik Onlemlerinin alinmasi i¢in 4 W/kg’lik SAR degeri
biyolojik etki goriilebilecek doz degeri olarak kullanilmaktadir. Daha yiiksek degerlerde
ortaya ¢ikabilecek olumsuz etkilere karsi koruma saglanmalidir. SAR degerini 6l¢mek insan
saghgi etkilerinin degerlendirilmesi i¢in 6nemlidir. Bir biyolojik doku da bir RF-EMF'ye
maruz kaldiginda, RF radyasyonun enerjisi dokular tarafindan emilir ve zayiflar. Enerji
emilimi, biiyiik dl¢lide radyasyon frekansinin ve maruz kalan dokunun kompozisyonunun
bir fonksiyonudur. Suyun yiiksek dielektrik sabiti nedeniyle, su igerigi yiiksek olan dokular

daha ¢ok elektromanyetik dalgaya maruz kalacaktir. Formiilii;

O

SAR=ZE2 =2 F’
Jo, 2

(2.10)

E dokuda indiiklenen rms elektrik alan E/N2 (V/m), doku yogunlugu (p) (kg/m3), dokunun
elektriksel iletkenligi (o) (Simens/metre). Tiim viicut ortalamali SAR (WbSAR), bir viicut
tarafindan emilen toplam elektromanyetik giictiir ve kiitlesine boliiniir. Belirli bir dokuya
0zgii SAR (psSAR) degeri ifadesi i¢in 1 g (psSAR-1 g) veya 10 g (psSAR-10 g) doku
kiitlesin de hesaplanir [16].

Genel olarak 1-3 T araliginda ¢alisan manyetik rezonans goriintiilleme (MRI) cihazlari bazen
ozel sistemlerle 8 T veya daha yiiksek seviyelerde kalici bir diizgiin statik manyetik alan
uygulayabilir. 1.5 T’lik MRI taramasinda 64 MHz de RF alanlar 6l¢iiliir. MR tarayicilarinin
icindeki hastalar tarafindan alinan SAR degeri <0,1 W/kg ila yaklasik 4 W/kg arasinda
degisebilir [16].
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2.5.1. Termal etki

0.25 W'lik bir gii¢ ¢ikisinda ¢aligsan cep telefonlarinin kullanimi sirasinda RF radyasyonuna
maruz kalan bireylerin basindaki SAR degeri ile beyin dokusunda sicakliginda yaklasik 0.1
selsiyusluk bir artisa neden olacagin1 gostermektedir [38] bu kadar kii¢iik sicaklik degisikleri
RF radyasyonun beyin dokusundaki etkilerinin sicakliktaki artigdan kaynaklanmadigi
diistiniilmektedir [39]. Bununla birlikte, sicakliga duyarli molekiiler ve fizyolojik etkilerin <
0.1 selsiyusluk bir sicaklik artisiyla meydana gelmesi miimkiin olabilir, ancak 1 selsiyusa

yaklasan sicaklik degisimlerin gesitli biyolojik siirecleri etkilemesi muhtemeldir [40].

Iyonize olmayan radyasyonun yiiksek seviyelerine maruz kalmanin zararl termal etkileri iyi
bilinmektedir. Iyonize olmayan radyasyonun termal etkileri; mikrodalgadan kaynakli
katarakt, RF ve mikrodalgalardan termal yaniklar, kas, sinir hasar1 ve testis fonksiyonundaki
degisikliklerdir. Bununla birlikte termal etkileri; kanser tedavisi ve radyofrekans kateter
ablasyon yontemi ile kalpte kullanilmaktadir. Iyonize olmayan radyasyonun termal
etkilerine maruz kalma yonergeleri, genellikle termal etkilere neden olan enerji seviyelerine
ve giivenli maruziyet seviyelerine gore belirlenir. Ancak kabul edilen sinirlarin altindaki bir
maruziyetin termal yaralanma olusturmamasi, insan saghgi iizerinde termal olmayan
olumsuz etkiler olusturmayacagi anlamina gelmez. Ornegin, hiicresel mobil telefonlarla ve
akilli cihazlarla iliskili frekanslar dahil olmak iizere, RF alanlara maruz kalmanin zararl
etkileri, 6zellikle de beyin tiimorii olabilecegi ¢calismalarina ragmen bilimsel net bir sonuca

vartlamamustir [41].

2.5.2. Termal olmayan etki

Sicaklik degisikligi ile dogrudan iligkili olmayan fakat RF radyasyon elektrik veya manyetik
alanlar tarafindan dokuda meydana gelen biyolojik degisiklikler olarak tanimlanir [17]. Pek
cok tlilkede radyo frekansi elektromanyetik alanlari i¢in 3-300 GHz arasinda maruz kalma
limitleri i¢in yonergeler Uluslararasi iyonize Olmayan Radyasyondan Korunma Komisyonu
(ICNIRP) tavsiyelerine dayanmaktadir. Bununla birlikte, FElektrik ve Elektronik
Miihendisleri Enstitiisii (IEEE) veya ABD Federal Iletisim Komisyonu (FCC) gibi sinir
degerlerle ilgilenen bagka kuruluglar da vardir. Kilavuzlar SAR veya gii¢ yogunlugu olarak
belirtilen temel maruz kalma sinirlarini ¢izerler ve ¢ogu iilke bu sinir degerleri gz oniine

alarak kendi siir degerlerini olusturmaktadir. Onemli giivenlik faktrleri gdz oniine alinarak
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olusturulan bu limitler, maruziyetin biyolojik malzemede termal hasara neden olmayacagi
sekilde belirlenmistir. Viicutda termal etki olusturacak deger olan 4 W/kg SAR degeri insan
icin giivenlik standardi olarak alinmis ve mesleki maruziyet i¢in bu degerin 1/10 olan 0,4
W/kg, genel halk i¢in 1/50’si olan 0,08 W/kg alinarak standart limit degerleri
olusturulmustur. Bununla birlikte, literatiirde 4 W/kg SAR degerinin altindaki biyolojik
etkiler agiklanmistir. Bu tiir etkilerin 1sinmadan kaynaklanmadig diisiiniildiigiinden, bunlar

termal olmayan etkiler olarak adlandirilir [37].

RF alanlarin termal olmayan etkiler sadece DNA ve protein konformasyonu iizerine etkiler
olarak diisiiniilmemelidir. Radyo frekanslar alanlar, kalp pili ve defibratorlerle etkilesime
girmemesi ve Oliimciil sonuglara yol agmamasi i¢in cihazlar dis kaynakli RF alanlar ile
girisime girmeyecek sekilde donatilmislaridr. Ayrica mikrodalgalarin isitme kayiplari
tizerine etkisi (Frey etkisi) ve en tartismali konulardan olan elektromanyetik dalgalara asir1
duyarlilik (hypersensitivity) olarak bilinen tibbi durumlara neden olabilir. Elektromanyetik
dalgalara asir1 duyarli kisiler, bas agrisi, yorgunluk, kas agrilari ve sinirsel bozukluklar gibi
birden fazla semptomu ve siklikla deri dokiintiileriyle kendini gosteren fiziksel belirtileri

tarif etmektedirler [41].
2.6. Elektromanyetik Alanin Biyolojik Sistemler Uzerindeki Etkileri

Uzun siireli RF alan maruziyetinin insanlar iizerinde, bas agrisi, yorgunluk, depresyon, kulak
¢inlamasi, cilt tahrisi, hormonal bozukluklar ve diger durumlar gibi c¢esitli kanser disi
bozukluklara neden olabilecegini gostermektedir. Rimbach kdyiine ilk cep telefonu baz
istasyonu kurulduktan bir buguk yil sonra 60 katilimcinin adrenerjik sistem {izerindeki
etkileri incelenmis. GSM baz istasyonunun aktivasyonundan sonra, adrenalin ve
noradrenalin stres hormonlarinin seviyeleri ilk alti ayda onemli Olclide artig1 ve Onciil
dopamin seviyeleri onemli 6lglide azaldigi tespit edilmistir. Baslangi¢ seviyelerinde Ki
degerler bir buguk yilsonunda geriye donmemis. Stres sisteminin kronik dengesizliginin bir
gostergesi olan feniletilamin seviyeleri c¢alisma siiresinin sonuna kadar 6nemli Glgiide
azalmis. Katekolamin sisteminin kronik diizensizligi saglik i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir ve
uzun vade de insan sagligma zarar verdigi bilinmektedir [42]. Cep telefonu baz
istasyonlarmin yakininda yasayanlar noropsikiyatrik problemler ve ndral davranissal
fonksiyonlariin performansinda degisikliklere yol agabileceginden risk altindadirlar [43].

Hallym Universitesinde 247 tip Ogrencisi iizerinde yapilan calisma da, cep telefonu
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kullaniminin bas agrisini artirdigi, kullanim siiresinin artmasi ile daha da siddetlendigi ve

bas agrisinin mobil telefonun kullanildig: tarafta meydana geldigi gosterilmistir [44].

Insanlarin iyonizan olmayan radyasyona maruz kalmasi nedeniyle ac1 ¢ektikleri ifadesi ile
elektromanyetik asir1 duyarlilik (elektro hipersensitivite, EHS) adi verilen yeni bir tibbi
durum ortaya ¢ikmistir. Tipik olarak, bu kisiler gorsel ekran terminallerine (televizyon,
bilgisayar monitorii vb.), cep telefonlarina ve diger elektromanyetik alanlara maruz
kaldiktan sonra cilt ve mukozada karincalanma, kasinti, agr1, sicaklik hissi belirtilerinin yani
sira kalp ve merkezi sinir sistemi gibi i¢ organ sistemlerinden gelen semptomlarla saglik
kuruluslarima bagvurmaktadirlar. EHS siirekli biliyliyerek 1985 te Avrupa niifusunun %
0,06'sinda bu semptomlar goriiliiyor iken simdilerde bu oran % 9-11’ler de seyretmektedir.

Isveg'te EHS resmi olarak taninan bir saglik bozuklugu haline gelmistir [45].

RF alanlara kars1 alerji reaksiyonu olan insanlar elektromanyetik cihazlara maruz kaldiktan
sonra kisilerin derisindeki mast hiicrelerinin seviyesinde dnemli bir artis gdzlenmis. Benzer
sekilde, EHS kisilerin dermisinde daha yiiksek diizeyde degraniile mast hiicreleri tespit
edilmistir. Ayrica alerjik reaksiyonlar ile ROS arasinda lineer bir iligki giiniimiizde agik¢a
bilinmektedir. Bu nedenle, EHS benzeri kosullarin en azindan kismen RF alan
maruziyetlerinden dolayr hiicrelerde ki ROS artisina atfedilebilir [45-47]. Hem
epidemiyolojik hem de deneysel veriler en azindan belirli kosullar altinda uzun stireli diisiik
yogunluklu RF alanlara maruz kalmanin tiimor olusumuna yol acabilecegi sonucuna
gotiirmektedir [48]. Yapilan kohort insan ¢aligmalarinda uzun siireli RF alan maruziyetinin,
beyin kanseri [49], melonama [50] ve akustik norinom [51] insidansini artirdig

gosterilmektedir.

Cep telefonu kullanan ¢ocuklarda yetigkinlere gore RF radyasyonun enerjisinin ortalama
birikimi beyinde iki kat daha fazla iken bu oran kemik iliginde on kat tan daha fazla
miktarlara ¢ikabilmektedir. Eller serbest kitlerinin kullanilmasi, kulagimizda tuttugumuzdan
% 10 daha az maruziyet vermekte fakat bu viicudun diger bolgelerine olan maruziyeti

artirabilmektedir [16].

2.7. Adaptif Cevap

Elektromanyetik spektrumun 3 kHz-300 GHz bandinda yer alan RF alanlar giiniimiizde

giinliik hayatimizin vazgeg¢ilmez pargalarindan olan cep telefonu, kablosuz internet gibi
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teknolojilerde kullanilmaktadir. Bunun yani sira RF alanlar; tipta goriintiileme, teshis ve
tedavide kullanilmaktadir. Artan RF alanlar ile birlikte, toplumda bu alanlardan kaynakli
olusabilecek saglik etkilerine yonelik endiseler de artmaktadir. Son zamanlarda
arastirmacilar, in vivo ve in vitro RF alanlara maruz kalan insan ve hayvan hiicrelerindeki
genetik hasarin kapsamini degerlendirmektedirler ¢linkii somatik hiicrelerde DNA ya verilen
hasar hiicre 0liimiine ve hatta kansere yol acabilmektedir. RF alanlarin oksidatif hasara
neden olarak DNA onarim mekanizmasin da bir tetikleyici faktor olabilecegi
belirtilmektedir. Canlinin genotoksik bir maddeye toksik dozda maruz kalmasinin canlida
neden olacagi hasara karsi direngli hale getirmek i¢in, bu uygulamadan 6nce ayn1 ya da bagka
bir toksik maddenin diisiik doz uygulanabilir. Adaptif cevap olarak adlandirilan bu olgu,
toksik dozdaki maddenin olusacagi hasarin bu yolla azaltilabilecegini gostermektedir.
Adaptif cevap ile iyonizan radyasyon ve kimyasal ajanlar (kanser tedavisinde kullanilan
ilaglar) iligkisi literatiirde g¢okca yer almaktadir. Son zamanlarda ise RF alanlarin DNA
onarimindan sorumlu genlerin regiilasyonunu artirarak adaptif cevap olusturabilme yetisi

arastirilmaktadir.

Genotoksik bir maddenin once diisiik (toksik olmayan) dozlarinin uygulanip, daha sonra
ayn1 veya benzer bagka bir genotoksik maddenin toksik dozunun uygulanmasi ile canli
hiicrede olusacak hasarin, beklenenden daha az oldugu saptanmistir. Bu sekilde hiicrede,
uygulanan ajana yonelik olusabilecek hasara diren¢ kazanma durumuna adaptif cevap adi
verilir. Literatiirde ¢okca yer bulan adaptif cevap ve iyonizan radyasyon iliskisi, kimyasal
ajanlar veya iyonizan olmayan radyasyon ile de incelenebilir [52]. Adaptif cevap, canl
hiicrenin asgari strese maruz kalmasinin birka¢ saat sonra aymi veya daha yiiksek stres
tiirlerine, daha yiiksek direncle cevap verecegi bir olgu olarak da tanimlanabilir [53].
Escherichia coli'de adaptif cevabi ilk gdsteren ¢alisma 1977 yilinda Nature dergisinde
yaymlanmistir. Bu ¢alisma da diisiik ve toksik olmayan dozlarda N-metil-N-nitro-nitroso
guanidin (MNNG, 1 mg/ml, bir alkilleyici mutajen) verildikten sonra yliksek dozda MNNG
(100 mg/ml) uygulanmas: ile bakteriler hem hiicre 6liimiine hem de mutasyona kars1 daha

direncli hale gelmistir [5].

Insan lenfositlerinde radyo frekans alanlar ile indiiklenen adaptif cevap, ilk olarak 2009
yilinda rapor edilmistir. Sonuglar incelendiginde, genotoksik bir ila¢g olan MMC’nin yiiksek
doz (100 ng/ml) uygulanmadan 6nce diisiik doz (1-5-10 ng/ml) uygulanmasi sonucunda
lenfositlerde olusan genotoksik hasar mikroniikleus (MN) testi ile Ol¢iilmiis ve bu

uygulamanin genotoksik hasar1 anlamli 6l¢iide azalttigi gosterilmistir. Lenfositler yiiksek
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doz (100 ng/ml) MMC den 6nce uygulanan diisiik doz (1-5-10 ng/ml) MMC uygulamast
yerine, 20 saat 900 MHz RF alanlara (GSM, Mobil Iletisim i¢in Kiiresel Sistem sinyali 1.25-
10 W/kg) maruz birakilmistir. RF alan uygulamasinin yiiksek dozun olusturdugu genotoksik
hasar1 anlamli sekilde azalttigit MN testi ile gosterilmistir. Sadece RF alanlara maruz kalan
insan lenfositleri mikroniikleus testi ile incelenmis ve herhangi bir genotoksik hasar tespit
edilmemistir. Boylece RF radyasyonunun genotoksik olmadigi oldugu dogrulamistir. Bu
arastirmadan ¢ikan 6nemli bir sonug da genotoksik olmayan bir ajan olan RF radyasyonun
adaptif bir cevabi indiikleme kabiliyetine sahip olmasidir. RF radyasyon diisiik ol¢iide strese
yol agarak bir tetikleyici gorevi lstlenip, yiiksek dozdaki genotoksik ajanlara karsi koruma

sagliyor olabilir [7].

Adaptif cevabi aciklamak i¢in ¢esitli mekanizmalar Onerilmistir. Bunlar arasinda sinyal
yolaklarinin aktivasyonu ile hiicre savunmasi, serbest radikallerin daha etkin bir
detoksifikasyonuna yonelik antioksidan korumast ve DNA tamir enzimlerinin
regiilasyonunun artmasinda ¢ok 6nemli bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir [54]. 30, 60, 90
dakika kisa siireli maruz kalma sirasinda gen ifade seviyelerinde bir etki olusturmak icin 9.3
W/kg SAR degerinde 900 MHz EMF maruziyetinin yetersiz oldugunu gosterilmis [55].
Insan lenfositlerin de hiicre dongiisiiniin GO, G1 ve S fazinda RF alan maruziyetinin neden
oldugu adaptif cevap etkisi arastirilmis. Bunun i¢in hiicre dongiisiiniin ayr1 ayr1 GO, G1 ve S
fazinda 900 MHz RF (SAR 1,25 W/kg) adaptif doza (AD) 20 saat boyunca maruz birakilmis
ve daha sonra 100 ng/ml MMC yiiksek doza (CD) maruz birakilmis. AD maruz kalan
hiicrelerin GO ve G1 fazinda adaptif etki gostermemis. S-fazinda mikroniikleus sayisinda
anlaml bir azalma meydana gelmistir. Bu sonuglar RF alan maruziyetinin zamanlamasi
adaptif cevabi ortaya ¢ikarmak icin 6nemli oldugunu gdéstermektedir [56]. Farelere 1, 3, 5, 7
ve 14 giin boyunca, giinde 4 saat olacak sekilde 120 mW/cm? gii¢ yogunlugunda 900 MHz
RF alan radyasyon uygulanmis ve sonra ayn fareler 3 Gy gama-radyasyonun akut dozuna
maruz birakilmistir. Primer DNA hasar1 belirleme metodu olan alkalin comet metodu ile
l16kositlerin DNA’sinda tek sarmal kiriklar1 ve alkali kararsiz baz hasari analiz edilmistir. Bir
giin boyunca RF alanlara 6nceden maruz birakilan ve daha sonra gama-isimasina tabi tutulan
farelerde adaptif cevap olusmayarak koruyucu bir etki gézlenmemistir. Ug, bes, yedi ve on
dort giin boyunca 6nceden RF alan uygulanan farelerde adaptif cevabin indiiklenerek gama

1sinlarinin olusturdugu hasar azalmistir [S7].

Yapilan calismalar da DNA sarmal kirilmalar1 ve onarimi i¢in hiicrelere sinyal veren bir gen

olan PARP-1, RF alan maruziyeti ile ifade seviyesinin yiikseldigi gosterilmis ve boylece
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DNA hasarin1 anlamli 6l¢iide diisiirmiistiir. RF alan radyasyonun PARP-1 genini ifade
seviyesini artirarak adaptif cevap mekanizmasina katkida bulunabildigi diigiiniilmektedir
[58, 59]. insan promyelositik 16semi HL-60 hiicrelerine (hematopoietik dokudan tiiretilmis)
giinde 1 saat/giin (9 AM - 10 AM) olacak sekilde 3 giin 12 pW/cm? gii¢ yogunlugunda 900
MHz radyo frekansina maruz birakildiktan sonra kemoterapoétik bir ilagla olan doksorubisin
(DOX) uygulanmis. Bu c¢aligma da saglikli dokuda olusturdugu koruyucu etki kanserli
hiicrelerde gosterip gostermeyecegi incelenmis. Calisma sonucunda, RF alan on-
maruziyetinin  HL-60 hiicrelerini DOX tarafindan uygulanan toksik etkilerden
koruyabildigini gostermistir. Boylelikle, veriler RF alanlarin HL-60 hiicrelerinde adaptif
yanit1 tetikleme potansiyelini ortaya koymaktadir [60].

Sanino ve arkadaglar1 2017 de yaymladig: aragtirma da chinese hamster akciger fibroblast
hiicre hatt1 olan V79 hiicre hatti izerinde RF alanlarin (1950 MHz) tek basina ve 6n RF alan
maruziyet sonrast MMC genotoksik etkileri arastirilmis. Sitokinez-B (Cyt-B) bloklu MN
testi ile 0.15 W/kg, 0.3 W/kg, 0.6 W/kg, 1.25 W/kg kadar 4 farkli SAR degerlerinde 20
saatlik maruziyetin genotoksik ve sitotoksik etkileri dl¢lilmiis. RF alan 6n maruziyeti ile
genotoksik ve sitotoksik etkilerin azaldigi gosterilmis ve RF alanlar ile indiiklenen AC,
iyonizan radyasyon ve kimyasal ajanlarla olusturulan AC ile ilgili literatiirde bildirilen
verilerle 1y1 bir uyum i¢inde oldugu belirtilmektedir [61]. Adaptif cevap ve oksidatif hasar
iligkisi ile 1lgili bir calisma da si¢canlara bir hafta boyunca giinde 4 saat (in vivo), 915 MHz
RF alan uygulanmistir. Son RF alan radyasyon uygulamasindan 24 saat sonra, 4 Gy sublethal
dozda gama radyasyon uygulanmistir. Uygulamalardan 5 saat sonra dokular analiz i¢in
almmustir. 915 MHz radyo frekans radyasyona maruz kalmanin, antioksidan enzimlerin
aktivitesinde ve seviyesinde degisikliklere yol agarak, karacigerde adaptif cevaba neden olup
olamadig1 glutatyon (GSH) ve glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi incelenerek
degerlendirilmistir. Gama radyasyon uygulamasindan once RF alana maruz birakilan grupta
GSH ve GR degerleri kontrol grubuna yakin degerlerde saptanmistir. Veriler RF alanlarin
adaptif yanit1 tetikleme potansiyelini ortaya koymaktadir [62]. Her ne kadar RF radyasyon
genotoksik olmasada oksidatif hasara neden oldugu belirtilmektedir. Genotoksik hasara yol
acabilecek yliksek doza kars1 direngli hale gelmesine neden olan DNA onarim mekanizmasi

gibi olaylar1 oksidatif stres faktorleri ile tetiklemis olabilecegi diisiiniilmektedir [52].

Serbest radikaller DNA, proteinler, lipitler gibi biyomolekiiller ile etkilesime girebilir, lipit
peroksidasyonunu baslatabilir veya DNA ile reaksiyona girebilen ara iiriinler olusturabilir.

ROS olarak da ifade edilebilen serbest radikaller farkli biyotik ve abiyotik uyaranlara (UV
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1s1n1m1, iyonizan edici radyasyon, ozon maruziyeti, agir metaller) maruz kaldiktan sonra
hiicre bilesenlerine zarar vererek oksidatif strese neden olurlar. ROS ayrica baz hasari, tek
ve ¢ift sarmalli kopmalar, DNA-DNA ¢apraz baglar1 ve DNA-protein ¢apraz baglari igeren
coklu lokalize lezyonlar1 indiikleyebilirler [53].

Kunming fareleri 14 giin boyunca 1 saat/giin 120 W/cm? gii¢ yogunlugunda RF alan
maruziyeti uygulanmig. Son RF alan maruziyetinin sonunda, hayvanlar 5.0 Gy iyonize
radyasyonun alt 6ldiiriicii dozuna tabi tutulmus ve 3, 6, 9 ve 12 giin sonra fareler sakrifiye
edilmis. Sadece gama-isinlamasina maruz kalan fareler ile AD + CD'ye maruz birakilan
fareler karsilastirilmis. Kemik iligi ve dalak dokularindan hazirlanan preperatlar
incelendiginde 6n RF alan uygulamasi zaman ilerledik¢e hasarda 6énemli ve progresif bir
azalma oldugu gosterilmis. Kemik iliginde koloni olusturan birim (CFU-BM) sayis1 artmis.
Serumda, koloni uyaric1 faktoér (CSF) ve interlokin-3 (IL-3) seviyeleri artmis. Bu bulgular,
RF alanlar ile indiiklenen AC daha sonra y-radyasyonun neden oldugu hematopoietik doku
hasarint daha hizli rejenerasyonu ve restorasyonunda yardimci oldugunu gostermektedir
[63]. Saglikli fareler 7 giin boyunca 4 saat siireyle 120 pW/cm? gii¢ yogunlugunda
(hesaplanan SAR 50 mW/kg) siirekli dalga 900 MHz radyo frekans alanlarina maruz
birakildi. Tek basina BLM enjekte edilen hayvanlar ile RF + BLM'ye maruz birakilan fareler
karsilagtirildiginda; primer DNA hasarinin onarimini hizlandirmis, MDA seviyelerinden
degerlendirilen oksidatif hasar1 6nemli 6l¢iide azaltmis ve antioksidan enzim olan SOD da
onemli Olciide artis gozlenmis. Veriler RF alan maruziyetinin uyarlanabilir yaniti
indiikleyebildigini ve baz1 hiicresel siiregleri aktive ederek BLM'nin neden oldugu DNA ve
oksidatif hasarlar1 azalttigin1 gostermisler [64]. Kunming fareleri 14 giin boyunca 12, 120 ve
1200 pW/cm? giic yogunlugunda RF alanlara maruz birakilmis daha sonra dldiiriicii dozda
8.0 Gy y-radyasyona maruz birakilmis. Sadece y-radyasyona maruz birakilan farelerde sag
kalim oran1 % 18 iken 14 giin boyunca 120 pW/cm? RF alan uygulanan farelere ldiiriicii
doz olan 8.0 Gy y-radyasyona maruz kalmasma ragmen sag kalim oranit % 43 e kadar
cikmistir. Hematopoetik hiicrelerde hiicre dongiisii ile ilgili genlerin, siklin-D1, siklin-E,

siklin-DK4 ve siklin-DK2 ifade seviyeleri belirgin sekilde artis tespit edilmis [65].

Otofaji, RF alan maruziyeti stresi altinda hiicrelerin apoptotik hiicre o6liimiinden
korunmasinda 6nemli bir rol oynayabilir [66]. Sperm hiicrelerinde radyo frekans alanlarin
AMPK/mTOR sinyal yoluyla otofajiyi indiikleyerek DNA hasarina karsit hiicreyi
koruyabilecegi gosterilmis [67].
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Sekil 2.9. RF alanlar ile uyarlanmis adaptif cevapda yer alan molekiiler mekanizmalar [68]

Adaptif bir doz olarak verilen iyonlastirict olmayan radyo frekans alanlara hayvanlarin (ve
insan hiicrelerinin) maruz birakilmasi, saptanamayan DNA hasarina neden olabilecek bir
“stres” olusturabilir. RF alan maruziyeti ile hiicre savunma mekanizmalarinin aktivasyonuna
yol acan sinyal iletim yollarmi uyarabilir. Iyonlastirici radyasyon ve BLM tarafindan
indiiklenen reaktif oksijen tiirleri de sinyal yollarindan hiicre savunmalarinin aktivasyonunda
rol oynar. Aktive edilmis hiicre savunmalarina miiteakip iyonlastirici radyasyona ve BLM'ye

(yliksek doz) maruz kalmanin neden oldugu yiiksek seviyeli hasarlara direnme kabiliyeti

saglar [68].

Yapilan ¢alismalar géz oniine alindiginda insan lenfositlerinin (hiicre dongiisiiniin belirli bir
asamasinda) ve hayvanlarmn tiim viicut maruziyetinde (belirli bir gii¢ yogunlugu frekans) RF
alanlara 6n maruz kalma daha sonra yliksek dozda kimyasal ve fiziksel genotoksik ajanlara
kars1 adaptif cevabin olustugunu géstermektedir. Tiim bu gézlemler RF alan kaynakli AC
icin bazi birgok mekanizma sunmaktadirlar. Iyonlastirici radyasyona baghh AC
aragtirmalarinin daha fazla daha uzun siiredir calisiliyor olmasi ¢ok sayida mekanizma
Onerilmistir. Yeni ortaya ¢ikan RF alan kaynakli AC ¢alismalari i¢in benzer bir yaklasim

benimsenmesi muhtemeldir [52].

Adaptif cevabin altinda yatan molekiiler mekanizmanin anlagilmasi ile kanser tedavilerinin
(radyasyon ve kemoterapétik ajanlar) risk yonetimi ve degerlendirmesinde gelismeler
saglayacak ve hatta astronotlarin uzun uzay uguslarinda maruz kaldiklar radyasyona kars1
da koruyucu bir etki saglayabilir [53]. Iyonizan radyasyon ve adaptif cevaba iliskin bulgular,
radyasyondan korunmada yeni ufuklar acarken, kablosuz teknolojilerin tarafindan yayilan

RF alanlarin neden oldugu adaptif cevabin; fotonlar ve radyoizotoplar ile yapilan terapotik
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uygulamalarinin sonucunu etkileyebilecegi sorusunu akla getirmektedir [69]. Hayvanlarin
ve insan hiicrelerinin adaptif bir doz olarak verilen iyonizan olmayan radyo frekans
alanlarina maruz kalmasi, saptanamayan DNA hasarina neden olabilecek bir “stres”
yaratabilir. Bunlar, hiicre savunma mekanizmalarinin aktivasyonuna yol acan sinyal iletim
yollarin1 harekete gecirebilir. Aktive edilmis hiicre savunmalari, hiicreye daha sonra
iyonlastirici radyasyona ve yiiksek doz toksik kimyasal ajana maruz kalmanin neden oldugu
yiiksek diizeyde hasarlara direnme kabiliyetini saglar. Simdiye kadar RF alan maruziyetinin
biyolojik etkileri iizerine yapilan arastirmalarin odak noktasi olumsuz etkileri iizerine
olmustur. Yapilan ¢aligmalar ile RF alanlara maruz kalmanin yararli olabilecegini hayvan ve
insan hiicrelerine 6liimciil dozlarda iyonlastirici radyasyon ve kimyasal mutajenlere maruz
kalmanin verdigi zarara karsi diren¢ saglayabilecegini gdstermistir. Insan ve hayvan
hiicrelerine adaptif bir doz olarak verilen radyo frekans alan uygulamasi, DNA hasarina
neden olmayacak bir “stres” yaratabilir. Bunlar, hiicre savunma mekanizmalarinin
aktivasyonuna yol agan sinyal iletim yollarin1 harekete gecirebilir. Aktive edilmis hiicre
savunmalari, hiicreye daha sonra maruz kalacagi iyonlastirict radyasyon veya yiiksek doz

ila¢ uygulamasinin neden olacagi hasarlara kars1 direnme kabiliyeti saglar [68].

2.7.1. Adaptif cevap ve RF alan maruziyet frekansinin belirlenmesi

Adaptif cevap degerlendirirken;

e Maruziyet i¢in segilen RF alan degerinin; frekansi, stirekli veya pulslu dalga olmasi,

modiilasyon paterni, maruz kalma siiresi ve ¢izelgesi, spesifik absorbsiyon orani,

e Adaptif cevabin incelenecegi biyolojik materyalin belirlenmesi; hiicre veya hayvan

modeli se¢imi, maruziyet sisteminin konumlandirilmasi,

e Kullanilan testlerin; duyarliligi, giivenilirligi, zamanlamas1 gibi bircok faktoriin

degerlendirilmesi gereken karigik bir sistemdir.

Diisiik doz olarak RF alanlar secilen yiiksek doz olarak ise gama radyasyon ve radyomimetik
kimyasallar kullanilan in vitro ve fareler lizerinde yapilan ¢aligmalar da adaptif cevabin
olusacagi en uygun dozu belirlemek i¢cin 900 MHz frekans da farkli giic yogunluklari, farkli
giin, siirelerde maruziyetler yapilmis ve birgok yontem kullanilarak analiz edilmis. Adaptif

cevabin olusumu i¢in 900 MHz frekansinda 120 pW/cm? gii¢ yogunlugunda 7 giin boyunca
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giinliik 4 saatlik RF alan uygulamanin en uygun doz oldugu tespit edilmis [57, 63-65, 70].
Calismamizda literatiir taramasi sonucunda 23 dBm ¢ikis giiciinde (21,36 V/m) 900 MHz
frekansinda 7 giin boyunca giinliik 4 saatlik RF alan uygulamanin optimal doz oldugu tespit

edilmis ve bu doz kullanilmistur.

Calismamizin olusturulmasinda referans alinan makalelerden olan 2015 yilinda Zong ve
arkadaslarmin yaptigi calismada fareler 900 MHz frekansinda 120 pW/cm? giic
yogunlugunda 7 giin boyunca giinliilk 4 saatlik RF alan (hesaplanan SAR 54.8mW/kg)
stirekli dalgaya maruz birakilmis. Yiiksek doz olarak radyomimetik bir ajan olan bleomisin
kullanilan ¢aligmanin sonucu primer DNA hasart ve oksidatif hasar parametreleri
degerlendirilmis. Tek basina BLM ile enjekte edilen hayvanlar ile RF + BLM'ye maruz
birakilan fareler karsilastirildiginda RF alanlarin adaptif cevap olusturarak BLM’nin

mutajenik etkisine karsi koruma saglamis [64].

Insan lenfositlerine 20 saat boyunca mobil iletisim igin kullanilan 1950 MHz RF UMTS
(evrensel mobil telekomiinikasyon sistemi) frekansinda 0.15, 0.3, 0.6 ve 1.25 W/kg’lik farkli
SAR degerlerine maruz birakildiktan sonra 48 saat 100 ng/ml MMC ile muamele edilip
sonuglar MN testi ile analiz edilmis. 0.3 W/kg SAR degerinde RF alan 6n maruziyeti adaptif
cevabin indiiksiyonu ile MMC’nin genotoksik etkisini azalmistir [71]. Diger bir ¢alismadan
elde edilen sonuglar ise insan lenfositleri 20 saat boyunca 900 MHz RF GSM (mobil iletisim
icin kiiresel sistem) sinyaline 1,25 W/kg SAR degerinde RF alan maruziyet sonrast 100
ng/ml MMC uygulandiginda adaptif cevabin tetiklendigi gézlenmis [56]. Bu ¢alismalar AC

indiiksiyonunun RF frekansina, sinyalin tipine ve SAR’a bagli oldugunu gostermektedir.

Adaptif cevabi olusturmada uygun frekans, giic yogunlugu ve SAR degerinin yani sira
modiilasyonun ve bant genisligi etkisinin incelendigi ¢alisma i¢in saglikli dondrlerden alinan
kan orneklerinden kiiltiir edilen lenfositler kullanilmis. Lenfositlere 1950 MHz frekansda;
stirekli dalga (CW), genis bantli dogrudan dizi kod boliimli ¢oklu erisim (WCDMA, 4.5
MHz bant genisligi) ve beyaz gauss giiriiltiisii (AWGN, 9 MHz bant genisligi) sinyaller i¢in
0.15, 0.3, 0.6 ve 1.25 W/kg SAR degerlerinde DNA hasar tespiti i¢in mikroniikleus testi
kullanilmis. Sadece RF alan maruziyeti DNA hasar1 olusturmamistir. RF alan maruziyeti
sonrasinda MMC uygulamasinda RF alanin adaptif cevap olusturma yetisi modiilasyona ve
bant genigligine bagli oldugunu, CW maruziyeti MMC’nin neden oldugu DNA hasarini
higbir SAR degerinde degistirmez iken 0.3 W/kg SAR da WCDMA ve 0.15 ve 0.3 W/kg’da

AWGN sinyaller de DNA hasar1 anlamli sekilde azalmis. Bu sonuglar, numuneler tarafindan
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emilen giic ve bant genisligi arasindaki iliski ile koruyucu etkinin meydana gelmesinde

modiilasyonun etkili oldugunu gosterilmis [72].

Adaptif cevabi olusturmada en ideal frekans ve gii¢ yogunlugu aralig1 tespit etmek igin
yapilan ¢aligmalarin yan1 sira baska bir ¢alisma RF alan disinda ki diger frekanslar AC’yi
tetikler mi sorusunun cevabi aranmis. Elektromanyetik spektrumda, oldukga diisiik frekanslt
elektrik ve manyetik alanlar (0 - 300 Hz) araliginda iken RF alanlar (10 MHz- 300 GHz)
sikalasinda yer almaktadir. Diinya Saglik Orgiitiine gore ara frekans (IF) manyetik alani,
ELF ve RF alanlar1 arasinda olan 300 Hz ile 10 MHz frekans aralig1 olarak tanimlamaktadir
[73]. IF MF'nin iyonlastirici radyasyona kars1 adaptif bir cevap olusturup olusturmayacagina
ve IF MF'nin kendi basina genotoksik etkiye neden olup olmadigi arastirilmis. IF MF olarak
250.8 kHz frekans1 (birka¢ yliz kHz; cesitli tibbi, endiistriyel ve ev cihazlarinda
kullanilmakta) secilmis. Bu ¢alisma da kandan izele edilen l6kositler ve H295R insan
adrenokortikal karsinom hiicre hattina, 20 saat boyunca 80 A/m manyetik alan giiciinde (100
uT manyetik aki yogunluguna esdeger) 250.8 kHz IF MF’ye maruz birakildiktan ve sonra
iyonlastirict radyasyon olan X-151n1 (1.5 Gy) uygulanmis. Her iki hiicre tipinde de IF MF
maruziyetinin genotoksik bir etkisinin olmadiginin yani sira ve IF MF i¢in se¢ilen 250.8 kHz

frekansinin adaptif cevap olusturmadigi gosterilmis [74].

Deneyimizde kullandigimiz frekans, modiilasyon, gii¢ yogunlugu ve maruziyetin siiresi
asagidaki makaleler g6z Oniine alinarak belirlenmistir. Fareleri 14 giin boyunca 12, 120 ve
1200 pW/cm? gii¢ yogunlugunda RF alana maruz birakilmis daha sonra éldiiriicii dozda 8.0
Gy y-radyasyona maruz birakilanlarda maksimum korumanin 120 pW/cm? oldugu tespit
edilmis [65]. Baska bir calisma da farelere 7 giin boyunca 4 saat siireyle 120 pW/cm? giic
yogunlugunda (hesaplanan SAR 54.8mW/kg) siirekli dalga 900 MHz RF alanlara maruz
birakilmig. Son RF alan maruziyetinden yirmi dakika sonra, hayvanlara BLM enjeksiyonu
gergeklestirildiginde adaptif cevabin olustugu goériilmiis [64]. Diger in vivo fare ¢aligmalari
incelendiginde [57, 70] RF alan uygulamasmin adaptif cevabin indiiksiyonu igin ideal
maruziyet dozunun siirekli dalga, 900 MHz frekansinda 120 pW/cm? gii¢ yogunlugunda

maruziyet siiresi ise yedi giin boyunca giinde dort saat oldugu tespit edilmistir.

Daha 6nceki galigmalar, adaptif cevabin maruziyet sonras1 hemen ortaya ¢ikmayacagini bu
ylizden adaptif cevabin aktif hale gelmesi i¢in adaptif doz ile yiiksek doz arasinda belirli bir

zaman aralig1 gerektirdigini de gostermistir [52]. Calismamizi tasarlar iken bu bilgiyi g6z
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oniine alarak adaptif dozumuz olan RF alan maruziyeti uygulandiktan sonra yiiksek doz olan

BLM uygulanmadan 6nce yirmi dakikalik bir ara verilmistir.

2.8. RF Alanlar ve Genler

2.8.1. RF alanlar ve p53 geni

Tiimdr protein 53 geni, genomun biitiinliigiinii izleyen bir 'molekiiler polis' gorevi goriir.
DNA’da bir hasar goriirse, pS3 genin ifade seviyesi onarim i¢in sentezini artirir. Onarim
basarisiz olursa p53 geni apoptoz ile hiicreyi intihara gotiirlir [75]. p53 geninin timor
baskilamadaki islevine ek olarak, p53 geni 6zellikle DNA hasarina neden olan maling
hiicrelere karsi transforme olmamis hiicreleri anti kanser terapatik maddesine
doniistiiriilmesinde rol oynar. p53 geni, yaklasik 500 hedef geni dogrudan diizenleyerek
hiicre donglistinli durdurmada, hiicre yaslanmasinda, DNA onariminda, metabolik
adaptasyon ve hiicre 6limi dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli hiicresel siire¢leri kontrol eden

homotetramerik transkripsiyon faktorleri olusturur [76].

Yiiksek Stres

)

Antioksidan Pro-oksidan

Hiicre sag kalim ﬁ Hiicre yaslanmassss Tiimsr Artis:
veya onarumi veva olimi

Tiimdriin Baskilanmasi Tiimoriin Baskilanmasi

Sekil 2.10. p53 geni, diistik stres durumunda hiicre sag kalimi1 ve onarimini, yiiksek stres
altinda hasarl1 hiicrenin 6liim veya yaslanmasindan sorumludur [77]
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p53 geninin “genomun koruyucusu” olarak ¢esitli rolleri vardir. pS3 geni, genomu fizyolojik
ve fizyolojik olmayan stres kosullarinda korur. Stresin seviyelerine bagl olarak, p53 geni
farkli seviyelerde ifade olabilir. p53 geni, DNA'ya baglanarak ve eksoniikleaz aktivitesi ile
anormal DNA yapilarin1 ¢ozerek onarim islemlerine dogrudan katilabilir veya p53 geni
hedef genlerin ifade seviyelerini aktive ederek transkripsiyonel bir cevabi indiikleyebilir. Ek
olarak p53 geni, mitokondriyal apoptozun dogrudan aktivasyonu ile apoptoz indiiksiyonu
gibi transkripsiyonel olmayan cevaplara aracilik edebilir. p53 geninin timor ilerlemesini
kontrol etme yeteneginin ve hiicreyi ortadan kaldirmanin yani sira p53 geni diisiik stres
seviyelerine maruz kalan hiicrelerin korunmasinda ve hayatta kalmasinda rol oynayabilir
[78]. p53 geni diisiik giinliik stres seviyeleri ile basa ¢ikmak igin; ROS seviyelerini
diisiirerek, sag kalimi siirdiirerek ve hatta bazi DNA onarim siire¢lerine katilmak gibi bir dizi
cevap gelistirmistir [77]. Diisiik doz radyasyon, protein kinaz C, p38 mitojenle aktive edilmis
protein kinaz (p38MAPK) ve fosfolipaz C yolu ile dolayli olarak aktive edilen p53 geni,
radyasyona bagli DNA c¢ift sarmal kirilmalarinin (DSB) onarimin da 6nemli bir role
istlenerek hiicrenin  hatali onarimin1 ve apoptozise gitmesi engellenmektedir.
Etkinlestirilmis p53 geni, DSB'lerin onariminda yer alan homolog olmayan ug¢ birlestirme
onarim mekanizmalarin1 diizenler [79]. Hiicreyi DSB'nin potansiyel olarak zararh
etkilerinden korumak i¢in karmagsik DNA hasar tepkisi yollar1 evrimlesmis ve evrimsel
olarak korunmustur. Homolog rekombinasyon onarimi ve homolog olmayan ug¢ birlestirme,

protein kompleksleri kullanarak DSB'leri ortadan kaldiran 2 temel yoldur [80].

Farkli diisiik dozlarda verilen x-151m1 sigan ve farelerin ¢esitli dokularinda p53 protein
seviyeleri Olctildiigiinde; hipofiz, timus, deri, akciger, kemik iligi ve karaciger de farkh
seviyelerde p53 birikimi gozlenir iken dalak, testis ve bdbrekte p53 proteini tespit
edilmemistir [81] fakat bagka bir ¢alisma da dalak da p53 gozlemlenirken testis ve ovaryum
da gbzlemlenmemistir [82]. Diisiik dozlu x-1snlarinin neden oldugu p53 protein seviyeleri
organa 6zgii oldugu gériinmektedir. Insan lenfositlerin de iyonizan radyasyonun 0.5; 1; 2 ve
4 Gy dozlarinda p53 gen ifade seviyeleri incelenmis ve tiim doz seviyelerinde p53 seviyeleri
artig1 gosterilmis [83]. Vahsi tip p53°e sahip lenfoblast TK6 hiicre hattina 0.1 Gy ile 3 Gy
arasinda degisen gama 15111 dozlarina maruz birakilmasi sonucunda TK6 hiicre hattinda tiim
gama 1s1malarinda maruziyet uygulanmayan kontrol grubuna gore p53 geninin ifade seviyesi
artmistir [84]. Yapilan diger bir ¢alisma da 6nce diisiik doz iyonizan radyasyon ve sonrasinda

yiiksek doz iyonizan radyasyona maruz kalan insan lenfoblastoid hiicrelerin de 145 genin
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tarandig1 ¢alisma da adaptif cevabin olusumunda ve kontroliinde p53 geninin aktif rol aldigi

gosterilmis [85].

Iyonize radyasyonun DNA hasar sensérleri olan; PAR, p53, DNA’ya bagimli protein kinaz
ve ataksi-telanjiektazi mutasyona ugramis genlerinin rollerinin, adaptif cevap olusumunda
etkisinin incelendigi ¢alisma da bu genlerin iyonizan radyasyon ile indiiklenen adaptif

cevabin DNA onariminda rol aldiklar1 gosterilmis [86].

2.8.2. RF alanlar ve PARP-1 geni

PARP-1 geni, stres uyaricisinin ¢esidine ve giiciine bagl olarak hiicreleri DNA onarimina
veya hiicre 6liimiine yonlendirdigi hiicresel stres yanitlarinin merkezinde gorev alan bir
gendir. In vitro ve hayvan modellerindeki son c¢alismalar, oksidatif, nitrosatif, genotoksik,
onkojenik, termal, enflamatuar ve metabolik stres dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli dis ve i¢ stres
sinyallerine yanit olarak PARP-1 ve PAR sentezlenmektedir [87]. PARP geni, DNA hasar
tespiti ve onarimi, kromatin modifikasyonu, transkripsiyon, hiicre 6liim yollar1 gibi birgok
molekiiler ve hiicresel siirecte ¢esitli roller oynar. Bu siirecler, genom bakimi, karsinogenez,
yaslanma, inflamasyon ve noronal fonksiyon da dahil olmak {izere bir¢cok fizyolojik ve
patofizyolojik durum i¢in kritik 6neme sahiptir [88]. p53 geni gibi PARP-1 geni de ikili
etkiye sahiptir bir taraftan apoptoza neden olurken diger taraftan DNA tamirinde rol

oynayabilir.

PARP-1 geni, DNA sarmal kirilmalar1 ve onarimina yardimer olmak icin hiicrelere sinyal
veren bir gendir. Kemik iligi stromal hiicrelerinde iyonizan olmayan radyo frekans alanlarin
olusturdugu adaptif cevapta PARP-1 geninin rolii incelenmistir. Kemik iligi stromal
hiicreleri 5 giin boyunca 3 saat siireyle 120 pW/cm? gii¢ yogunlugunda 900 MHz RF
radyasyon uygulanmis ve daha sonra genotoksik bir doz olan 1.5 Gy gama radyasyona maruz
birakilmigtir. Caligmanin sonuglari incelendiginde, RF alan maruziyeti sonrast PARP-1 gen
ifade seviyesinin artis1 tespit edilmis. Sadece gama radyasyon uygulanan gruba kiyasla,
oncesinde RF alanlara maruz birakilip sonra gama radyasyon uygulanan grupta DNA hasari
anlamli Olgiide diistiktiir. Bunun nedeni olarak RF radyasyonun PARP-1 geninin ifade
seviyelerini artirarak adaptif cevap olusturmasi olabilecegi belirtilmistir [58]. Diger bir
calisma da insan lenfositleri ve ¢in hamster akciger fibroblast hiicre hattina 1950 MHz
(UMTS Evrensel Mobil Telekomiinikasyon Sistemleri) 20 saat RF alanin maruziyetinden

sonra MMC uygulanmis. Mikroniikleus testi ile RF alanlarin adaptif cevabi tetikleyerek
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koruyucu etkisi gosterilmis. Ayrica PARP-1 geninin inhibitorii olan 3-aminobenzamid
eklenmesi ile RF alanlarin DNA onarim mekanizmalarin uyarilmasindaki muhtemel katilimi
da gosterilmis [59]. Gerek iyonizan radyasyon ile gerekse de kimyasal ajanlar ile olusturulan

adaptif cevapda PARP-1 geninin aktif rol aldig1 gdsterilmis [89-91].

2.8.3. RF alanlar ve OGG-1 geni

DNA'da ki oksidatif hasar, 8-oksoguanin DNA glikosilaz gibi DNA glikozilazlar1 tarafindan
katalize edilen bir yol olan baz onarimi yoluyla gergeklesir. OGG-1 geni, genomik
biitiinliigiin korunmasinda ve tlimorigenezin 6nlenmesinde rol oymasinin yani sira OGG-1
geninin hiicresel ve viicudun enerji homeostazini degistirmede yeni bir rolii oldugunu
bildirilmis [92]. Saglikl1 erkek donorlerin kanindan izole edilen periferik kan mononiikleer
hiicreleri 6nce diisiik doz daha sonra yiiksek doz iyonizan radyasyona maruz kalmasi
sonucunda OGG-1 geninin hem gen ifade seviyesi hem de protein seviyeleri artmis. OGG-1
geninin adaptif cevapda gama radyasyonunun neden oldugu spesifik baz hasarlarini tanima
ve onarmadaki aktif rollii gosterilmis [93]. igsel ve dissal kaynaklardan ROS’un artmasi
guanin bakimindan zengin promoterler 8-oksoguanin lireterek epigenetik bir isaretleyici

gorevi gorlir ve oksidadif strese kars1 cevap olarak OGG-1 gen ifade seviyeleri artar [94].

2.8.4. RF alanlar ve GPx-1 geni

Glutatyon peroksidaz-1, hiicre i¢i hidrojen peroksitin zararli birikimini 6nlemede rol
oynayan ¢ok oOnemli bir antioksidan enzimdir. Tim hiicrelerde bulunur; sitozolik,
mitokondriyal ve bazi hiicrelerde, peroksizomal bdlmelerde bulunur ve bir¢ok fizyolojik
kosul altinda hiicre i¢i peroksitlerin uzaklastirllmasinda CAT’in daha etkili oldugu
bulunmustur. Hidrojen peroksit gibi bazi reaktif oksijen tiirleri, biiylime faktorii aracili sinyal
iletimi, mitokondriyal fonksiyon ve normal tiyol redoks dengesinin korunmasi igin
gereklidir. GPx-1, bu islemleri hidrojen peroksit birikimini sinirlandirarak modiile eder.
GPx-1, H202 veya organik peroksitlerin suya veya alkole indirgenmesini katalize etmekten
sorumlu olan glutatyon peroksidaz enzim ailesinin bir iiyesidir. Memeli GPx-1, molekiiler
kiitlesi 83 ile 95 kDa arasinda olan bir homotetramer olarak bulunur ve burada her bir
monomer, tiire ve alelik varyanta bagli olarak yaklasik 200 amino asit tagir [95]. Falone ve

arkadaslar1 2018’de yaptig1 ¢aligma da; toksik ajan olan menadion uygulamasi ile GPx-1 gen
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ifade seviyesi onemli dl¢lide azaldigini1 gostermisler. Hiicrelerin 6nceden RF-EMF maruz

kalmasi ile GPx-1 gen ifadesini normal seviyesine geri ¢ikarmistir [54].

2.9. RF Alanlarin Oksidatif Mekanizmasi

Serbest radikal hasari; kanser, kardiyovaskiiler hastalik, katarakt ve yaslanma dahil birgok
dejeneratif hastaligin olusumuyla baglantilidir. Asirt ROS olusumu, oksidatif strese neden
olarak hiicre 6liimiiyle sonuglanabilecek hiicre hasarina yol agabilir. Bu nedenle, hiicrelerin
asir1 iiretilen ROS’u dengelemek i¢in antioksidan mekanizmalar1 vardir. ROS {iretimi ve
temizligi arasindaki denge genel olarak homeostazisi saglar. Bu denge bir sekilde serbest
radikal artisina yoniinde devam ederse zamanla biriken ROS hiicre hasarlarina neden olur.
Antioksidanlar, in vitro ROS’un zararli etkilerini hafifletebilir ve hiicresel yaslanmay1
geciktirebilir. Baz1 ROS hiicresel sinyal yollarindaki rolii ile oksidatif stresin olusumu
organizma i¢in zararli veya faydali olabilir. Bu gibi durumlarda antioksidan takviyeleri ile
oksidatif stres seviyelerinin diisiiriilmesi yararli degildir. Oksidatif stresin ve antioksidatif
stresin normal seviyeler {lizerine ¢ikmasi zararli oldugundan, ROS ve antioksidanlar

arasindaki dengeyi optimal diizeyde tutulmas1 dnemlidir [96].

ROS

Fizyolojik Denge

Antioksidan
Savunma

Asmn "Oksidadif Stres'

Sekil 2.11. Antioksidatif savunmalar ve ROS arasindaki bozukluk durumunda [96]

ROS iiretimi ile antioksidan savunma mekanizmalar1 arasindaki dengenin bozulmasi
oksidatif strese neden olabilir. Iyonlastirict radyasyona veya iyonlastirict olmayan
radyasyonlara (6rnegin, cep telefonlarindan ve diger kablosuz teknolojilerden yayilan radyo
frekans elektromanyetik alanlar) maruz kalma gibi bazi ¢cevresel uyaranlar bu dengeyi ciddi
sekilde bozabilir [97]. Iyonlastiric1 radyasyonlar gibi iyonlastirict olmayan radyasyonlar
tarafindan adaptif cevabin indiiklenmesi, bu olgunun gergeklesmesi i¢in minimum bir hasar
seviyesi gerektigini ve uyarlanabilir tepkinin bagslatilmasini tetiklemek icin gereken

minimum hasar seviyesini iiretmede ROS 6nemli bir rol oynamaktadir. Mevcut veriler,
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iyonlastirict ve iyonlastirict olmayan radyasyonlarla adaptif cevabin indiiklenmesi i¢in
benzer paternler kullandigini; oksidatif stresin iyonlastirici ve iyonlastirici olmayan
radyasyonlar tarafindan indiiklenen cevabi birbirine baglayan bir koprii oldugu

goriilmektedir [98].

Literatiir de canli hiicrelerde diisiik yogunluklu RF alanlarin neden oldugu molekiiler
etkileri; ROS aktivasyonu, peroksidasyon aktivasyonu, DNA'nin oksidatif hasar1 ve

antioksidan enzimlerin aktivitesindeki degisiklikler ile ortaya koymaktadir [46].
2.9.1. RF alanlar ve reaktif oksijen tiirleri

Oksidatif stres, bir¢ok hastaligin baslamasi ve ilerlemesi ile baglantili ciddi bir hiicre hasari
nedenidir. Bu nedenle organizmalar; enzimler, kiiciik molekiiller gibi c¢esitli onarim
sistemleriyle antioksidan koruyucu sistemleri gelistirmisti. Bu koruyucu ve onarim
sistemlerini etkili bir sekilde kullanmak i¢in organizmalar, reaktif oksijen tiirlerinin neden
oldugu redoks dengesizligini hassas bir sekilde tanir ve ardindan biyolojik yanit
sinyallesmesini baslatir. Oksidatif stres, hiicrelerde 6liim sinyallerini veya hayatta kalma
sinyallerini ortaya ¢ikarir. Oliim sinyalleri apoptoz ve nekroza dogru ilerlerken, hayatta
kalma sinyalleri ii¢ tlir biyolojik tepkiye neden olur; (i) hiicrelerdeki hasarli bilesenleri
onaran, onarim cevabi, (i1) savunma ve onarim sistemlerini gelistiren, adaptif cevap ve (iii)
yararlt uyaric etkiler saglayan, hormesis. Antioksidan enzimlerin artan aktivitesi, ROS un
hizl1 bir sekilde azaltilmasina ve dolayisiyla daha az hiicre hasarina yol agacaktir. Fakat bu
denge her zaman icin ayni diizlemde ¢alismamaktadir. Sican astrositlerine once diisiik doz
ve ardindan yiiksek doz x-151m1 radyasyonu maruziyetinden sonra katalaz, glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve glutatyon igeriginin aktivitelerini incelmis ve katalaz,
glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktazin aktiviteleri ve GSH igerigi 6énemli 6lciide
artmamistir. Bu nedenle, antioksidan savunmalar, astrositlerdeki radyasyonun olusturdugu
adaptif mekanizmaya kismen katkida bulmustur. ROS {iiretimi ve temizligi arasindaki denge
genel olarak homeostazisi saglar. ROS hiicresel sinyal yollarindaki rolii ile oksidatif stresin
olusumu organizma i¢in zararli veya faydali olabilir. Antioksidanlar ROS’u etkisiz hale
getirerek oksidatif stresi azaltabilirler. Ancak bu bir hastaligin gelisimi ve ilerlemesi (6rnegin
kanser) agisindan veya yaslanmay1 geciktirme acgisindan her zaman yararh degildir. Ciinkii
antioksidanlar faydali fizyolojik role sahip radikaller ile oksidatif hasara neden olan

biyomolekiilleri ayirt edemezler [96].
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ROS’un mitokondri iizerindeki etkisi iki tiirlii olabilecegi diisliniilmektedir; ROS iiretiminin
artmast mitokondriyal membrana zarar verebilir veya hasarli mitokondriyal zar ROS
tiretiminin artmasina neden olabilir [46]. Mitokondriyal solunum zinciri, hiicre igi ROS
olusumunun ana kaynagidir ve ayn1 zamanda ROS'un zararli etkileri i¢in 6nemli bir hedeftir.
Hiicresel metabolizmalarin ¢cogu mitokondride iiretilen ATP nin siirekli tedarikine baghdir.
Bu nedenle, solunum zincirinin islevini bozan herhangi bir hasarin hiicre canlilig1 lizerinde
de etkisi olabilir. Hiicreleri oksidatif hasardan korumak i¢in mitokondri ROS’u detoksifiye
etmeldir. Bu yiizden ROS kaynakl1 hasar1 onarmak i¢in savunma mekanizmalar1 mevcuttur.
Mitokondrinin enerji metabolizmasindaki roliine ek olarak hiicre ¢liimiiniin diizenlenmesi
bu organellerin ikinci énemli islevidir. Mitokondrinin bu ikincil islevinde hiicre i¢gi ROS
miktarina bagl olarak bu gorevini yerine getirmektedir. Mitokondri kaynakli ROS, kaspaz
ve apoptoz aktivasyonunu tetikleyebilen sitokrom-C ve diger pro-apoptotik proteinlerin

salinmasinda 6nemli bir rol oynar [99].
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Sekil 2.12. ROS’un hiicre 6liimiine ve hiicresel fonksiyonlar {izerine olan etkisi [99]

Nispeten diisiik konsantrasyonlar da ROS artisi bile niikleer faktor kabba B (NF-kB)
yolunun aktivasyonu yoluyla inflamasyonu modiile edebilir [100]. RF alanlara maruz
kalmanin canli hiicrede serbest radikallerin ROS'un agir1 liretimine yol agmaktadir. Bu
serbest radikaller biyolojik makromolekiillerin oksidasyonu nedeniyle dogrudan hasara yol
acarak zararl etkilere neden olabilirler. Bu nedenle diisiik doz RF alan maruziyetinin bile

algilanamayan miktarlarda serbest radikaller iiretilmesiyle anlamli biyolojik sonuglar

olabilir [46].
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Sekil 2.13. Radyasyona bagli oksidatif stresin DNA biyolojisi iizerindeki potansiyel etkileri
[101]
p53 geninin ifade seviyesindeki artis hiicre dongiisti durdurur ve ardindan apoptozise kadar
uzanan bir siireci baslatir. Oksidatif stresin DNA metiltransferaz enziminin aktivitesini
azalttigi bilinmekte ve bu sekilde gen ekspresyonunun epigenetik regiilasyonuna da
etkileyebilir [101]. Ayrica ROS, niikleotit eksizyon bazli (NER) onarim gibi DNA onarim
mekanizmalarinin aktivitesini de degistirebilir [102]. Insan spermatozoasmna 1.8 GHz
frekansin da 0.4 W/kg ile 27.5 W/kg SAR degerleri arasinda radyo frekans elektromanyetik
radyasyona (RF-EMR) maruz birakilmis. SAR degerinin artis1 ile spermatozoanin motilite
ve canliligi o6nemli Olgiide azalirken, miyokondrial reaktif oksijen tiirleri ve DNA
fragmantasyonu 6nemli Olgiide artmis. Ayrica, RF-EMR maruziyetin de SAR artis1 ile
oksidatif DNA hasari biyo belirteci olan 8-OHdG ve DNA fragmantasyonu arasinda anlamli
iliskiler gozlemlenmis. Bu bulgular, lireme cagindaki erkekler tarafindan cep telefonu
kullaniminin dogurganligit ve sperm kalitesini potansiyel olarak etkileyebilecegini
gostermistir [103]. Insan mercek epitel B3 hiicrelerin de 1.8 GHz RF 2, 3, 4 W/kg SAR
degerinde 0.5, 1 ve 1.5 saat RF alan maruziyeti uygulanmasi sonucunda ROS seviyesinde

onemli olgiide artiglar gozlenmis [104].

Radyasyondan sonra artan hiicresel oksidatif stresin baslica kaynaklar1 olan iyonlastirici
veya iyonlastirict olmayan radyasyon ROS'u indiikleyebilir. Bu genellikle ya mitokondriyal
zar i¢indeki elektron transfer zincirini bozarak ya da su molekiiliiniin serbest radikallere

dogrudan ayrigmasiyla olur [101].
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2.9.2. RF alanlar ve 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine

Endojen veya eksojen olarak iiretilen reaktif oksijen tiirleri, hiicrelerde lipid, protein ve
niikleik asitlere saldirabilir. Niikleer ve mitokondriyal DNA'da okside olmus DNA
niikleozidi olan 8-OHdG, en sik saptanan DNA lezyonudur. DNA onarimi sonrasi 8-OHdG

idrarla viicuttan uzaklagtirilir [105].

Insan spermatozosun da yapilan calisma da frekans sabit tutularak SAR degerleri artirilmus
ve DNA hasarmin bir 6lgiisii olan 8-OHdG ile degerlendirilmis. Spermatozoda yapilan
calisma da 1.8 GHz frekans SAR (5-27.5 W/kg) degeri artarken, oksidatif DNA hasar1 da
artmig. SAR seviyesi ile 8-OHdAG ekspresyonu arasinda giiglii bir pozitif korelasyon oldugu
anlasilmis ve mitokondriyal ROS iiretimi seviyesi artarken, spermatozoda oksidatif DNA
hasarmin derecesi de artmis [103]. Adaptif cevabin DNA hasar1 ve tamiri {izerine olan
etkilerini incelenen calisma da oncii diisiik doz iyonizan radyasyon (0,02 Gy x-1511) ve
ardindan yiiksek doz iyonizan radyasyona (1 Gy x-1gin1) maruz kalan hiicrelerdeki DNA
hasar1 comet ve erken kromozom yogusmasi testi ile incelenmis. Adaptif dozun olusturdugu
on stres yiiksek doza kars1 olusturdugu adaptif cevap ile tek ve ¢ift sarmalli DNA kiriklarini
azaltmistir [106]. Yetiskin fareler (900 MHz, 120 pW/cm? gii¢ yogunlugunda, SAR 54.8
mW/kg, 7 giin boyunca giinde 4 saat) RF alanlara maruz birakilmis. Son RF alan
maruziyetinden sonra, radyomimetik bir kimyasal mutajen olan BLM enjekte edilmis. Tek
basina BLM enjekte edilen hayvanlarla karsilastirildiginda, RF + BLM'ye maruz kalan
farelerde BLM kaynakli birincil DNA hasar1 onarilmig [64]. Cin hamsteri V79 hiicrelerinde
gama 1sinlart ile insan lenfositlerinde ise ultraviyole C (UV-C) ile olusturulan adaptif

cevaplarda DNA kiriklarinin azaldig gosterilmistir [107, 108].
2.9.3. RF alanlar ve malondialdehit

ROS tarafindan indiiklenen lipid peroksidasyonunun bir son {iriinii olan MDA; lipidlerede,
proteinlerde ve niikleik asitlerde ¢apraz baglanmaya neden olur. Oksidatif stresin ana
belirteglerindendir [109]. Lipid peroksidasyonu, serbest radikaller gibi oksidanlarin karbon-
karbon ¢ift baglar1 ve 6zellikle de ¢oklu doymamis yag asitlerini igeren lipitlere saldirdigi
bir siire¢ olarak tanimlanabilir [110]. MDA, yiiksek oksidatif stresten kaynaklanan lipid
peroksidasyonun son iiriinlerindendir. Oksidatif stres ile lipid peroksidasyonu artar ve otolog

biyomolekiillere baglanabilen MDA gibi lipid peroksidasyon son {iriinlerinin olusumuyla
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sonuglanir. Bagisiklik sistemi, hem hiicresel hem de ¢oziiniir efektorler yoluyla son iirtinleri

baglayarak ve notralize etmeye ¢aligir [111].

HLE B3 hiicrelerinde 1.8 GHz frekansinda 2, 3, 4 W/kg SAR degerinde RF alan maruziyeti
uygulamasi sonrasi yapilan analizler sonucunda RF alan maruziyeti alan grubun ROS ve
MDA seviyeleri sham grubuna gore onemli 6lgiide artmistir [104]. Cep telefonlarindan
yayilan 900, 1800 ve 2100 MHz’lik RF alanlara alt1 ay boyunca giinde iki saat maruz kalan
erkek siganlarin frontal lobunda lipit peroksidasyonun artirdigi gésterilmis [112]. Yetiskin
fareler (900 MHz, 120 pW/cm? gii¢ yogunlugunda, SAR 54.8 mW/kg, 7 giin boyunca giinde
4 saat) RF alanlara maruz birakilmis. Son RF alan maruziyetinden sonra, radyomimetik bir
kimyasal mutajen olan BLM enjekte edilmis. Tek basina BLM enjekte edilen hayvanlarla
karsilagtirildiginda, RF + BLM'ye maruz kalan farelerde MDA seviyeleri 6nemli 6l¢iide
azaltmis [64]. 900 MHz frekans radyasyona maruz kalan Fischer si¢anlarin kaninda ki
oksidatif stres etkilerinin degerlendirildigi c¢alisma da maruziyet alan gruplarin lipid

peroksidasyonunun bir belirteci olan MDA seviyeleri artmig [113].

2.9.4. RF alanlar ve siiperoksit dismutaz

Reaktif oksijen tiirlerinin artig1 hiicresel redoks dengesizligi olusur. Degisen redoks
dengesine kars1 hiicre sliperoksit dismutaz aktivitesini artirarak bu dengeyi korumaya ¢alisir.
SOD, hiicreleri siiperoksit radikallerinin toksik etkilerinden koruyan antioksidan enzimidir.
Stiperoksit dismutaz ailesi, ROS'un zararl etkilerini hafifletmede 6nemli bir fizyolojik rol
oynar [109]. Siiperoksidin oksijen ve hidrojen peroksite doniisiimiinii katalize ederler.
Stiperoksit anyonlar, 6zel sinyal enzimlerinin yan1 sira mitokondriyal solunum dahil ¢esitli
metabolik islemlerin yan iriintidiir. Aktiviteleri sayesinde, SOD enzimleri ROS ve reaktif
nitrojen tiirlerinin seviyelerini kontrol eder boylece bu molekiillerin potansiyel toksisitesini

siirlandirir. Tiim aerobik organizmalar i¢cin SOD evrensel bir enzimdir [114].

Japon bildircinlarinin embriyolari {izerinde yapilan ¢alisma da 900 MHz de 0.25 pW/cm?
giic yogunlugunda RF alanlara maruz birakilan embriyolarda siiperoksit radikallerini
hidrojen peroksite ayiran bir enzim olan SOD aktivitesine bakilmis. RF alan uygulanan grup
kontrol grubu ile karsilastirildiginda 5 giin 900 MHz frekans RF alanlara maruz kalan
embriyo dokularinda % 34.4 (p <0.05) oraninda SOD degeri azalmis. 10 giinliik 900 MHz
frekans RF alanlara maruz kalan embriyo kalp dokularinda % 48.3 (p <0.05) oraninda SOD

degeri azalmis. Gelismekte olan bildircin embriyolarinin GSM 900 MHz RF alanlara maruz
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kalmasi serbest radikalleri ve reaktif oksijen tiirlerinin 6nemli 6l¢iide artmasina ve embriyo
hiicrelerinde ise DNA'nin oksidatif hasarina yol agmistir [115]. Yetiskin fareler (900 MHz,
120 pW/cm? gii¢ yogunlugunda, SAR 54.8 mW/Kg, 7 giin boyunca giinde 4 saat) RF alanlara
maruz birakilmis. Son RF alan uygulamasindan sonra, radyomimetik bir kimyasal mutajen
olan BLM enjekte edilmis. Tek basina BLM enjekte edilen hayvanlarla karsilastirildiginda
RF + BLM'ye maruz kalan farelerde bir antioksidan enzim olan SOD degeri artmistir [64].

2.9.5. RF alanlar ve katalaz

Hiicrede {iretilen reaktif tiirleri; niikleik asitler, proteinler ve lipitler gibi hiicresel
biyomolekiiller ile kimyasal olarak reaksiyona girebilir ve bunlarin oksidatif
modifikasyonlarina, bilesimlerinde degisikliklere ve hiicresel aktivitelerinde hasara yol agar.
Hiicreler reaktif tiirlerin veya yan {riinlerinin zararli etkilerini etkisizlestirmek veya
azaltmak i¢in ¢esitli antioksidan savunma mekanizmalar1 (metabolitler, vitaminler ve
enzimler gibi) gelistirmistir. Antioksidan seviyesindeki ve reaktif tiirlerdeki dengede
meydana gelen herhangi bir bozulma "oksidatif stres" adi verilen fizyolojik bir duruma
neden olur. Katalaz, su ve oksijen iiretmek i¢in hiicresel hidrojen peroksidi yok ederek
oksidatif stresi 6nemli Ol¢lide azaltan 6nemli antioksidan enzimlerden biridir. Katalaz
eksikligi veya islev bozuklugunun, diabetes mellitus, hipertansiyon, anemi, vitiligo,
alzheimer hastaligi, parkinson hastaligi, bipolar bozukluk, kanser ve sizofreni gibi yasla

iliskili bir¢ok dejeneratif hastaligin patogenezi ile iligkili oldugu varsayilmaktadir [116].

Hiicreleri hidrojen peroksitten koruyan bir enzim olan katalazin aktivitesi Japon bildircin
embriyolari iizerinde yapilan ¢alisma da 900 MHz’de 0.25 uW/cm? gii¢ yogunlugunda RF
alana maruz kalan embriyolarin dokularinda azalmistir. Embriyolarin karaciger dokular1 38
saatlik maruziyet sonras1 % 20 (p <0.05) oraninda, 10 giinliik maruziyet sonras1 ise % 21 (p
<0.05) oraninda kontrol ile karsilastirildiginda katalaz aktiviteleri azalmistir. Ote yandan, 5
giin maruz kalan embriyolarin dokularinin katalaz aktivitesinin seviyesi, kontrol grubundan
% 60.4 (p <0.05) daha yiiksek bulundu [115]. Falone ve arkadaslar1 2018 yilinda yaptig1 bir
caligma da in vitro kosullarda noroblastoma hiicrelerine 6n RF alan uygulamasindan sonra
menadion (MD) verilen grupda CAT seviyeleri diger gruplara gore anlamli bir sekilde
artmisti. On RF alan uygulamasi bir antioksidan enzim olan CAT’mn regiilasyonunu

artirmistir [54].
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2.9.6. RF alanlar ve toplam antioksidan kapasite

Toplam antioksidan kapasite, viicut sivilarindan antioksidan potansiyelini Olgen bir
biyobelirtectir. Kimyasal ve biyolojik sistemlerde serbest radikal antioksidan dengesini

degerlendirmek igin en sik kullanilan testlerdendir [117].

Sperm numuneleri lizerinde yapilan ¢alisma da (850 MHz GSM, maksimum gii¢ <1 W; SAR
1,46 W/kg) RF alanlara maruz kalan numunelerde sperm hareketliligi ve canliliginda 6nemli
bir azalmanin yani sira, ROS seviyesinde artis ve ROS-TAC skorunda azalig gostermis.
Maruziyet almayan grup da ise TAC ve DNA hasar seviyelerinde onemli degisiklik
gozlemlenmemis [118]. Erkek Wister tiirii sicanlar (10 hafta boyunca giinde 24 saat Wi-Fi
2.45 GHz) RF radyasyonuna maruz birakilmis. Wi-Fi'ye maruz kalan grubun plazma
orneklerinin toplam antioksidan kapasitesi ve CAT, GSH-Px ve SOD dahil antioksidan
enzimlerinin aktivitelerinde 6nemli bir azalma tespit edilmis (P <0.05). Wi-Fi sinyaline
maruz kalan siganlarda oksidatif savunma mekanizmasi kontrol grubuna gore 6nemli dlgiide
etkilenmistir [119]. Leydig hiicreleri (1, 2 ve 4 saat boyunca 200.27 pW/cm? giic
yogunlugunda, SAR 0.116 W/kg 1800 MHz) RF alanlara maruz birakildiginda total
antioksidan kapasite ve CAT aktivite seviyeleri azalmig ve MDA seviyesi artmistir. Ayrica

bir¢ok genin gen ifade seviyesinin regiilasyonu maruziyet ile azalmigtir [120].

Diistik yogunluklu RF alanlarin oksidatif etkileri ile ilgili yapilan 100 arastirmanin 93°’de RF
alanlarin biyolojik sistemlerde oksidatif etkilere neden oldugunu dogrulanmis. Diisiik
yogunluklu RF alanlarin hem kanser hem de kanser olmayan patolojileri igeren biyolojik /
saglik agisindan etkisi; ROS’un indiiklenmesi ve bunlarin hiicre sinyal yollarinin
aktivasyonu ile aciklanabilir. RF alanlarin oksidatif etkinligi; mitokondriyal ve fagositik
olmayan NADH oksidazlar1 da iceren ROS {ireten sistemlerin aktivitelerindeki degisiklikler,
su molekiilleri iizerindeki dogrudan etkileri ve biyolojik agidan Onemli makro
molekiillerdeki konformasyon degisiklikleri ile aciklanabilir. Sonug¢ olarak diisiik
yogunluklu RF alan maruziyeti canli hiicre icin giiclii bir oksidatif stres edici bir ajan
oldugunu gdstermektedir. RF alan maruziyetlerinin yogunlugunu ve siiresini en aza indirmek
ve gilinlik yasamimizda kablosuz teknolojilere karsi ihtiyatli bir yaklasim sergilenmesi
gerektigi onerilmektedir. Bu ihtiyatli yaklagimin yani sira RF alanlarin "faydali" etkilerini
aciklamak i¢in zararli konsantrasyonlarin altindaki seviyelerde indiiklenen serbest
radikallerin aktivasyonu sayesinde oldugu hipotezi ile agiklanabilir. Zarar vermeyecek

konsantrasyondaki RF alanlarin serbest radikal olusturmasi bir 6n uyari sistemi gibi
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viicudumuzu daha dikkatli ve temkinli olmaya sevk edebilir. Dis ¢evresel etkinin yararli gibi
goriinen herhangi bir etkisi dikkatle ele alinmali ve uzun vadeli sonuglarin dikkatli bir
sekilde degerlendirilmesi yapilmadan once RF alan maruziyetleri en aza indirilmelidir.
Diisiik yogunluklu RF alanlarin olumsuz saglik etkileri bize dogrudan oksidatif hasarla veya

bozulmus hiicresel sinyallesme ile net bir uyar1 verir [46].

2.10. Apoptozis

Hiicreler dogarlar, ¢ogalirlar, farklilasirlar ve oliirler (apoptozis) biitiin bu mekanizma bir
denge halinde siire gelir. Homeastazisin siirdiiriilmesinde apoptozis ve proliferasyon
arasindaki dengenin saglikli bir sekilde devam etmesine baglidir. Programli hiicre 6liimii
olarak bilinen apoptozis, immiin sistemin diizenlenmesi ve gelismesinde onemli rol
almaktadir. Yunanca da ‘diisen yaprak’ anlamina gelen apoptosiz hiicrenin aldig1 sinyaller
sonucunda hiicrenin intihar1 olarak da bilinen fizyolojik bir durumdur. Hiicrenin kendisini
yok etmesi i¢in gelen komutlar1 tagiyan genlerin bir kismi indiikleyici bir kismi ise inhibitor
rolii oynarlar. Fizyolojik sistemde gorevini tamamlamis artik ihtiya¢ duyulmayan veya hasar
olugmus hiicreler genlerin kontroliinde ortadan kaldirilir. Apoptozis mekanizmasinda ortaya
cikacak sorunlar patolojik durumlara (tiimor gelisimi) ve hastaliklara yol agmaktadir.

Ornegin hasarli DNA’lar kanser gelisimine neden olabilir [121, 122].

Apoptozis, nekrozisden birgok 06zelligi bakimindan oldukc¢a farkli bir hiicre 6liim
mekanizmasidir. Nekroz patolojik olaylar sonucu hiicrenin zarar gorerek Olimii iken
apoptozis ise patolojik olmayan bir fizyolojik uyar1 tarafindan baslatilan bir yikim siirecidir.
Nekrozda hiicreler hacimsel olarak genisler ve patlayarak dagilir iken apoptosiz de hiicre
hacimsel olarak kii¢iiliir ve daha sonra komsu hiicreler absorbe ederler. Bunlara ek olarak
apoptozisde ¢ekirdek yogunlagsmasi, DNA parg¢alanmasi, apoptotik yapilarin olusmasi gibi
morfolojik degisiklikler sayesinde tespit edilebilir [123]. Ugiincii bir hiicre oliimii ise
yunanca da ‘kendini yemek’ anlamina gelen otofaji, hiicrelerin kendi organellerini ve makro
molekiillerini sindirerek enerji ve metabolitler lirettigi bir siirectir. Hiicre 6liimii genetik
olarak kontrol ediliyorsa ‘programli 6liim’ gerceklesiyor demektir. Apoptoz ve otofajiyle
iliskili hiicre 6liimii iki temel programlanmis hiicre 6liimii tiirtidiir. Hiicre 6liimiiniin genetik
olarak kontrol edilen siireclerle meydana geldiginin bulunmasi ile birgok hastaligin
mekanizmalarinin ¢oziilmesinde ilerlemeler saglamistir ve bu bilgi programlanmis hiicre

oliimiinii baglatan veya inhibe eden farmakolojik ajanlarin gelisimini kolaylastirmistir [124].
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Iki ana apoptoz yolu vardir; reseptdrlerinin aktivasyonunun aracilik ettigi hiicre 6liim
reseptorleri yolu ve bcl-2 tarafindan diizenlenen mitokondriyal yol. Hiicrelerdeki kaspaz

aktivasyonu iki farkli fakat birbirine yakinsak yoldan birine baglanirlar.

Hiicre 6liim reseptorleri, tiimor nekroz faktorii (TNF) ailesine ait hiicre ylizey reseptorleridir.
Apopitozun indiiklenmesinde gorev alan bu reseptdrler, hiicre ¢ogalmasini ve programli
hiicre Oliimiinii denetleyen homeostazin siirdiiriilmesini  saglayan transmembran
proteinleridir. Tiimor nekroz faktorii reseptor 1 (TNF-R1), fas reseptor (Fas, FasR), TRAIL-
R1 ve R2 (TNF iligkili apopitoz indiikleyen ligand reseptdrleri) apopitozu tetikleyen 6liim
reseptorleridir. Oliim reseptdrleri apopitozun baslaticist olan kaspaz 8 ve kaspaz 10'un aktive
eder. Kaspaz 8 ve 10’nun tetiklenmesi ile efektor kaspazlar olan kaspaz 3 ve 7 aktivasyonu
gercekleserek apoptozise karaekteristik morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler meydana
gelir [124, 125].

Apoptoz ikinci bir yol olan mitokondri organeli ile diizenlenmektedir. Mitokondrinin
aktivasyonu sitoplazmaya sitokrom ¢ ve apoptozis uyarici faktor gibi apoptotik faktorlerin
salinimi ile baglar. Sitokrom-C’nin salinmini diizenlenmesi ise bcl-2 ailesi iyeleri tarafindan
gergeklestirilir. Bcl-2 ailesi, antiapoptotik ve proapoptotik iiyelerden olusur ve iyeleri
arasindaki etkilesim mitokondriyal apoptotik yolu kontrol eder. Bu gruplarin birbirine zit
etkiye sahiptir. Anti-apoptotik grup (BHRL-1, bcl-xI, bcl-w, bfl-1, brag-1 vb.) apoptozisi
baskilayici, pro-apoptotik grup (Bad, Bax, Bak, Bcl-xS, bid, bik, p53, p21 vb.) ise apoptozisi
indiikleyici bir etkiye sahiptir. Hiicre 6liim reseptorleri ve mitokondriyal apoptoz i¢in efektor

kaspazlar olan kaspaz 3 ve kaspaz 7’nin aktivasyonu her ikisi i¢inde ortaktir [124, 126].
2.10.1. Apoptozis ve RF alanlar

Insan akciger karsinom hiicre hattina (A549) farkli gii¢ yogunlugu ve siirelerde mikrodalga
uygulanmas1 apoptozu artirmis. Mikrodalga radyasyonunun siiresine ve dozajimna baglh
olarak p53 proteinlerinin seviyesi artirmistir [127]. Ozgiir ve arkadaslar1, hepatokarsinom
hiicrelerini (Hep G2) 1, 2, 3 ve 4 saat boyunca 15 dakika acik, 15 dakika kapali1 2 W/kg 6zgiil
sogurma oraninda GSM-EDGE modiilasyonun da 900 ve 1800 MHz frekansa RF alanlara
maruz birakmislar. Sonuglari TUNEL yontemi ile analiz edilmis ve 6zellikle 4 saatlik
uygulama sonucunda RF alanlarin hiicreleri apoptoza gotiirdiigli gortilmiistiir [128]. Fare
embriyonik fibroblast hiicre hatt1 (NIH/3T3) 2 W/kg SAR degerinde aralikli olarak 1800
MHz RF alana maruz kaldiktan sonra ROS seviyesinde ve apoptozis de artis olur iken DNA
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¢ift sarmallarinda kopma tespit edilmemistir [129]. Iyonizan radyasyona 1sinima maruz
kalmis hiicrelerden gelen sinyaller 1s1na maruz kalmayan hiicrelerde de hasara yol acar bu
olay ‘bystander effect’ (seyirci etkisi) olarak ifade edilir. Jurkat hiicre hattinda 900 MHz RF
alanlarin seyirci etkisine yol acip agmadigi flow sitometrik yontemle Annexin V 7-AAD kiti
ile apoptozun indiiksiyonu araciligi ile arastirilmis. Jurkat hiicre hatlari ii¢ gruba ayrilmis;
maruziyetsiz grup, maruziyet grubu ve bystander grubu (herhangi bir RF alana maruz
kalmamis fakat maruziyet grubunun medyumu transfer edilmis). Apoptoz, hem maruziyet
hem de bystander grubunda gézlenmistir. Elde edilen sonuglardan, Jurkat hiicrelerinde RF
radyasyona maruz kalmanin sadece maruziyet grubunda degil, ayni zamanda seyirci
hiicrelerde de apoptoz oraninda 6nemli bir artisa yol actig1 sonucuna varilmis. Bu sonuglar
gosteriyor ki iyonizan olmayan radyasyonunda ‘bystander effect’ etkisine yol agtigini ortaya

koymustur [130].
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Sekil 2.14. Apoptoz, proliferasyon ve hiicre yaslanmasinda radyasyona bagli oksidatif stresin
potansiyel rolleri [101].

Sekil 2.14’de artan ROS ile hem p53 sinyalinin indiiklenmesi hem de intrinsik kaspaza
bagimli apoptozun aktivasyonu ile apoptotik yollar1 tesvik edebilir. Ayrica, radyasyona
maruz kalan hiicrelerin artan ROS igerigi, p38 MAPK sinyalleri yolu ile proliferatif yaniti
tesvik edebilir. MAPK yolunun, pl6 yollarinin uyarilmas: ile hiicre yaslanmasina yol

acabilecegi de ileri siiriilmiistiir [101]. Onceden verilen diisiikk dozda iyonizan radyasyon,
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Trp53** fare embriyolarinda yiiksek doz radyasyonun neden oldugu apoptosizi baskilar iken
Trp537 fare embriyolarinda yiiksek doz radyasyonun neden apoptosiz baskilanmamistir.Bu
veriler gosteriyor ki adaptif cevabin apoptosiz olusumunu engelleme de Trp53 geni aktif rol
oynamaktadir. Trp53 geni apoptosizin baskilanmasinda rol alan 6nemli bir gendir [131].
Embriyogenesiz iizerine yapilan ¢alisma da Trp53*"*, Trp537 farelere 11 giin diisiik doz
iyonizan radyasyon uygulandiktan sonra 12. giin yiiksek doz iyonizan radyasyon
uygulanmasi sonucunda Trp53*"* farelerinin yasayan fetiis sayis1 6nemli olgiide artmus
ayrica apoptosiz insidansini azalmistir [131]. SA-NH murin sarkom hiicrelerine 6nce diisiik
doz iyonizan radyasyon arkasindan verilen yiiksek doz iyonizan radyasyon sonucunda
hiicreler de AC olusumu, sag kalim ve TUNEL yo6ntemi ile apoptosiz incelmistir. SA-NH
hiicrelerin de sag kalim % 20-40’lik bir artis gozlenirken, TUNEL yontemi ile incelenen
apoptosiz de ise % 20-40’lik azalis tespit edilmis. Ayrica ¢aligma da bu sag kalimin adaptif
cevabin hiicrelerin NF-kB’y1 aktive etme kabiliyetine bagli oldugu gosterilmistir [132].
Diisiik doz iyonizan radyasyonun (o, y ve x-1s1n1) [133-137] ve diisiikk doz kimyasal ajanlarin
[138-140] olusturdugu adaptif cevaptaki Nrf2 antioksidan yolagi, NF-kB inflamatuar
yolagin1 rolii gosterilmistir. RF-EMF indiiklenen adaptif cevaptaki NF-kB’nin rolii
incelemeye deger goriinmektedir. pS3 geni, yaklasik 500 hedef geni dogrudan diizenleyerek
DNA onariminin da déhil oldugu, metabolik adaptasyon ve apoptosiz de aktif rol oynar [76].

Radyasyonun indiikledigi oksidadif stres; apoptosiz olusumuna, proliferatif siireclere ayrica
p53 ve MAPK ile molekiiler sinyal yolaklarimi tetikler. Dahasi radyasyon ile indiiklenen
oksidadif stres; ATG4, AMPK/mTOR, Beclin 1, Bcl-2, NF-kB ve Nrf2/Keapl sinyal

yolaklari ile otofaji lizerinde rol oynayabilir [101].
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2.11. Bleomisin

Bleomisin, Streptomyces Verticillusdan mikroorganizma kiiltliriinden izole edilen bir
antibiyotiktir. Farmakolojide antibiyotik terimi sadece antimikrobik ilaglar i¢in degil ayrica
kiiltiirden izole edilen antineoplastik ilaglar i¢inde kullanilmaktadir [141]. Bleomisin serbest
radikalleri iireten, tek sarmal kirilmalarina ve ¢ift sarmal kirilmalarina neden olan ve
dolayisiyla kromozomal hasar1 indiikleyen bir radyomimetik (radyoterapi ile alinan
neticelere benzer sonu¢ veren) bir ajandir. Bir hiicre sistemine uygulanan fiziksel veya
kimyasal stres (iyonizan radyasyon, toksik ajanlar vb.), bu strese maruz kalmamis komsu
hiicrelere bir sinyal kaskati olarak iletilir bu iletim "bystander effect" (seyirci etkisi) olarak
adlandirilir. Kemoterapik bir ajan olan BLM 'nin bir¢ok hiicrede yapilan testlerde bystander
etki cevabi gozlenmis. Kemoterapdtik ajanlar, hiicre tipinden bagimsiz olarak iyonlastirict
radyasyona benzer bir yaniti indiiklemektedirler. DNA iizerinde radyomimetik etki
gosterdiginden birgok farkli kanser tiirlerinin tedavisinde klinik kemoterapide yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu nedenle, BLM genotoksitenin incelenmesinde siklikla kullanilan bir

ajandir [142, 143].

BLM, esas olarak tek sarmal kirilmalara ve ¢ift sarmal kirilmalara neden olan ve bdylece
kromozomal sapmalara neden olan bir radyomimetik ajandir. MMC, DNA ‘cross-link’
(capraz-baglama) neden olan ve ‘sister chromatid exchanges’ kardes kromatid degisimlerini
indiikleyen, alkilleyici bir ajan olarak islev goren gii¢lii bir mutajendir [144, 145]. Bleomisin
basta akciger kanseri, testis kanseri, serviks kanseri, bas-boyun kanseri, hodgkin hastaligi,
melonama ve uterus kanseri olmak iizere olduk¢a yaygin olarak kullanilan antitiimoral etkiye
sahip bir antibiyotiktir. Viicutta kolayca yayilabilir iken santral sinir sitemine ge¢mez ve
onemli miktarda bobrekten atilimi saglanir. insanda eliminasyon yarilanma siiresi 2 ile 4 saat
arasindadir. Akciger ve bobrek sorunlar1 yasayan hastalarda dikkatli kullaniimalidir.
Bleomisin; hiperpigmentasyon, cilt lezyonlarina, bulanti, kusma alopesi, ates ve lislime

titreme gibi yan etkilere yol agcabilmektedir [146].

Antineoplastik kemoterapinin hedefi tiimorlii hiicrelerin biiyiimesi veya c¢ogalmasini
dururmak ve yok ederken de saglikli hiicreleri ise korumak hedeflenmektedir. Fakat normal
doku ile tiimdr dokusu arasindaki benzerlik antineoplastik ilaclarin selektifitesini olumsuz
etkilemektedir. BOylece antineoplastik ilaglarin cogu tiimor hedeflenmis ilaglar olmadigi icin
kanser hiicreleri harabiyetinin yan1 sira normal hiicrelere de zarar vermektedir. Yani bu tiir

ilaclarin kanserojen, teratojen ve mutajen etkileri vardir. Hiicre proliferasyonun dénemleri
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(hiicre siklusii) goz oniine alindiginda bleomisin basta G fazi olmak iizere ge¢ Gi, erken S

ve M de doneme 0zgii etki gostermektedir [141].

S (sentez, replikasyen)

Kontrol
noktasi t

G, (mitoza hazirtik)

Kaontro!
noktas: 2

M {mitoz)

P

)
G-| (senteze Farklslasma

hazirlik)

GO (istirahat)

Sekil 2.15. Hiicre proliferasyonunun déonemleri (hiicre siklusu) ve kontrol noktalar1 [141]

Antineoplastik ajanlar; serbest radikallerin ve reaktif oksiyen tiirlerinin ekspirasyonunu
artirarak oksidatif stresi indiikler. Antineoplastik ajanlar ile uygulanan antioksidan diyet
takviyeleri ROS detoksifiyesi ile kemoterapinin antikanser etkisini artirabilir. Tam tersinde
ise artmis oksidatif stres hiicre proliferasyon hizini azaltacag: i¢in hizli ¢ogalan kanser
hiicrelerini hedef alan antineoplastik ilaglarin sitotoksik etkilerine miidahale edebilir [146].
Schlade-Bartusiak ve arkadaslarinin yaptigi bir calisma da insan lenfositleri tizerinde BLM
ve MMC’nin adaptif cevap yanitlar1 karsilastirilmis. Ayn1 dondr grubunun lenfositlerinde
BLM ve MMC’nin olusturdugu adaptif cevap yanitinda anlamli farkliliklar gézlenmis.
Oncelikle verilen diisiik dozda BLM ardindan yiiksek dozda BLM maruz kalma sonucunda
kromozal hasar frekansi %50 azalir iken bu oran MMC de %20 nin altinda ger¢eklesmistir
[145]. Antineoplastik (sitotoksik) ilaglar, ¢ogalma fraksiyonu ve iki katina ¢ikma siiresi
yiiksek olan ve anormal big¢imde hiicre popiilasyonunu artiran kanser hiicrelerini yok

etmelerinin yaninda viicuttaki proliferasyonu yiliksek olan agiz mukozasi epiteli, bagirsak
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epideli, kil follikiilleri ve kemik iligi gibi hiicrelere ayrica hiicre proliferasyonun belirgin
olmadig1 karaciger ve bobrek gibi dokulara da zarar verebilir [141]. Bu yiizden kanser
hiicrelerini yok etmek i¢in miicadele ederken normal hiicrelerin korunmasi biiyiik 6nem arz

etmektedir.

Hedeflerimizden biri antineoplastik ajanlarin normal hiicre iizerindeki olumsuz etkileri RF
alan uygulamasi ile en aza indirilmesi hedeflenmektedir. Muhtemelen RF alan maruziyeti ile
indiiklenen ROS ve serbest radikallerin artis1 oksidatif stresi artirmakta ve boylece

antineoplastik ilaglarin etkinliginin azalmasina sebep olabildigi diistiniilmektedir.

2.11.1. Bleomisinin kimyasal yapis1

Bleomisin, genotoksik oOzelliklere sahip bir radyomimetik antitimdr ajandir. Klinik
formiilasyon olan Blenoxane, baslica bleomisin A2 ve B2 bilesenlerinin bir karigimidir

[147]. Sekil 2.16’da Blenoxanenin baglica A2 ve B2 formlar1 gdsterilmistir.
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Sekil 2.16. Bleomisinin kimyasal yapis1 [147]

Bu ilacin klinik kemoterapide olduk¢a yaygin kullanimi nedeninden olan genetik
toksisitesinin yani sira, bleomisin DNA’nin deoksiribozun C-4' pozisyonuna da belirli bir
oksidatif hasar verme yetenegine sahiptir. Fe (II)-bleomisine oksijen eklenmesi veya Fe (I1I)-
bleomisine H20. eklenmesi ile "aktive edilmis bleomisin" (bleomisin ferrik peroksit)

olusumuyla sonuglanir.
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Sekil 2.17. Bleomisin tarafindan indiiklenen DNA hasarinin kimyasal yapis1 [147]

C-4' pozisyonun tizerindeki ilk baslangi¢ radikali; oksijenden bagimsiz bir yolla (sol) baz
salimimina ve AP bolgesi olusumuna ya da oksijene bagli bir yola (sag) baz propenal salimina

ve iplikcik boliinmesine yol agar [147].
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3. GEREC VE YONTEM

Bu caligsma ile saglikli dokularda RF alanlarin olusturabilecegi adaptif cevabin altinda yatan
molekiiler mekanizma biyokimyasal olarak ve gen diizeyinde arastirilmistir. Calisma
oncesinde Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan G.U-ET-19.038
kodlu etik kurul onay1 alinmistir. Bu amag dogrultusunda, erkek Swiss Albino farelere tim
viicut 3G modiilasyonu 23 dBm ¢ikis giiciinde (21,36 VV/m) 900 MHz giinliik 4 saat (9:30-
13.30) 7 giin boyunca radyo frekans alana maruz birakildiktan 20 dakika sonra 37.5 mg/kg,
I.p. bleomisin enjeksiyonu gergeklestirildi. Bleomisin enjeksiyonundan 30 dakika sonra

anestezi altinda (ksilazin 10 mg/kg, ketamin 200 mg/kg i.p.) kan ve doku 6rnekleri alindi.

Tiim maruziyetler Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali
Biyoelektromanyetik Laboratuvart RF alan uygulama sistemi ile gergeklestirildi. Tiim bu
islemler, steril kosullar altinda ve veteriner hekimler gozetiminde Gazi Universitesi
Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezi (GUDAM) da
gerceklestirildi. Yapilan biyokimyasal deneyler ve gen ifade analizleri Ankara Universitesi

Biyoteknoloji Enstitiisii Laboratuvarlarinda gergeklestirildi.
3.1. Radyo Frekans Alan Maruziyet Sistemi

Sinyal jeneratorii olarak R&S®SMBVI100A Vektor Sinyal Jeneratorii (Resim 3.1)

kullanilmistir. Sinyal jeneratdriiniin teknik 6zellikleri Cizelge 3.1 de verilmistir.

(77 0 0 3 FTSsS el Shife 3

: B we ]
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Resim 3.1. R&S®SMBV100A vektor sinyal jeneratorii
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Cizelge 3.1. R&S®SMBV100A vektor sinyal jeneratorii teknik ozellikleri

R&S®SMBV100A
Frekans araligt: 9kHz - 3.2 GHz
Frekans ¢oziiniirligii: 0.001 Hz

I MHz < f< 6 GHz: (145 dBm) — (+30 dBm)

300 kHz < f < 1 MHz: ( ~145 dBm) — (+18 dBm)

Cikis giicii:
100 kHz < £ <300 kHz: (-145 dBm) — (+13 dBm)
9kHz < f< 100 kHz: (-145 dBm) — (+8 dBm)
Gli¢ ¢Oziintirligi: 0.01dB
Cikis dogrulugu: 200 kHz<f<3 GHz:<0.5dB

f>3GHz:<09dB

Cikis empedanst:

50 Ohm

Modiilasyon:

AM, FM, Puls, Faz, 1/Q

Olusturulan sistemde RF alan yayilim1 i¢in ETS-Lindgren 3164-04 horn anten (Resim 3.2)
kullanilmigtir. Horn antenler,
sekillendirilmis metal dalga kilavuzundan olusan bir anten tipidir. Bu tiir antenlerin
avantajlari yonlendirilebilir olmasi, basit geometrik yapilari, genis bir frekans araliginda ve

genis bir bant genisliginde ¢alisabilmeleridir. Horn antene ait 6zellikler Cizelge 3.2 ve 3.3’

de verilmistir [148].

radyo dalgalarin1 yonlendirmek ic¢in boynuz gibi

Resim 3.2. ETS-Lindgren 316404 horn anten




Cizelge 3.2. ETS-Lindgren 3164—-04 horn antenin elektriksel 6zellikleri
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Model 3164-04

Frekans Araligt: 700 MHz—6 GHz
Gerilim Duran Dalga Oran1 (VSWR): <3.5:1
Anten Kazanct: 3 dBi-12 dBi
Maksimum Siirekli Giicti: 10W
Empedans (I¢ Diren¢ Nominal): 50 Q
Capraz Polarizasyon izolasyonu: >20dB

Cift Polarizasyon Simetrisi:

+0.1dB<3GHz+

0.25dB 3-6 GHz

Konnektor:

SMA (2)

Cizelge 3.3. ETS-Lindgren 3164-04 horn antenin fiziksel 6zellikleri

Model 3164-04

Uzunluk: 22.3cm
Genislik: 22.3cm
Derinlik: 35.6 cm
Agirhik: 3.9kg

Maruziyet igin 23 dBm ¢ikis giiciinde (21,36 V/m), 900 MHz 3G modiilasyonlu cep telefonu

sinyali tipinde RF alanlar kullanild1.

Elektromanyetik alan 6l¢iimleri; Narda EMR 300 ve Narda EMR 300’¢e ait Tip 8,3 elektrik

alan probu (100 kHz — 3 GHz) kullanild1. Sistem kapali iken maruziyet yaptigimiz odada <1

V/m’den kiigiik degerler 6lgiildii. Olusturulan deney diizenegi degerleri Narda EMR 300 ile

deney siiresince kontrol edildi.
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3.1.1. Radyo frekans radyasyon maruziyetinde kullanilan cihazlar

1. R&S®SMBV100A Vektor Sinyal Jeneratorii
2. ETS-Lindgren 3164-04 Horn Anten (700 MHz—6 GHz)

3. Narda EMR 300 Ana Unitesi ve Tip 26.1 Elektrik Alan Probu, (300 kHz — 40 GHz)

Resim 3.3. Maruziyet sisteminde kullanilan cihazlar

3.2. Deneyde Kullanilan Kimyasallar

. Ksilazin (Bioveta Ltd. Sti., Xylazinbio %2)
. Ketamin (interhas T1bbi ve Kimyevi Uriinler San. ve Tic. A.S., Ketasol %10)
. Bleomisin (Onko Ecza San. ve Tic. Ltd. $ti., Bleocin-S 15 mg)

A W N -

. Serum Fizyolojik ( Kogak Farma ila¢ ve Kimya Sanayi A.S., Serum Fizyolojik
Izotonik % 0.9)

. Niikleaz P1 (Sigma, N8630)

. Alkalin fosfat (Sigma, PO114)

. Trizma base (Sigma, T1503)

. Borik asit (Sigma, B6768)

.0.5 M EDTA (Sigma, E5134)

© 00 ~N O O

3.3. Analizler i¢in Kullamlan Cihazlar

1. Es-Zamanli PZR Cihazi (Roche 480 LightCycler)
2. ELISA Cihaz1 (Perkin Elmer VICTOR 3 1420)
3. Nanodrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, USA)
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4. Termal Dongii Cihaz1 (Bio-Rad T100)

5. Isik Mikroskobu (Leica DM4000, Almanya)

6. Bidistile ve Ultra Saf Su Sistemi

7. Spin Santrifiij

8. Sogutmali Santrifiij (Beckman Coulter, Allegra X-15R, 392934)
9. Sonikatdr (Sonics, Amerika)

10. Etiiv

11. Manyetik Karistirici

12. Is1 Tablast

13. Vorteks

14. Hassas Terazi

15. Otoklav

16. Kirik Buz Makinesi

17. Su Banyosu

18. Mikro pipetler (10 ul, 100 ul, 200 pul, 1000 ul) ve diger rutin laboratuvar malzemeleri

3.4. Deney Hayvanlan

Deney i¢in 5 grup olusturulmustur. Her bir grup 6 adet Swiss Albino erkek fareden olusacak
sekilde toplamda 30 adet fare kullanilmistir. Hayvanlarin sakrifiye edilme islemi sonlanana
kadar, tiim maruziyetler ve dokularin alinmas1 Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar
Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezinde gergeklestirilmistir ve hayvanlar bu
islemler siiresince bagka bir ortama ¢ikarilmamistir. Hayvanlar dogadaki yasam ortamlarinin
saglanmasi amaci ile 12 saatlik aydinlik-karanlik déngiisiinde ( 07:00-19:00 / 19:00-07:00
saatleri arasinda), % 50 nem ortaminda sicaklik 23 °C olacak sekilde kafeslerde steril
kosullar altinda muhafaza edilmistir. Deney siiresince farelere herhangi bir yiyecek
kisitlamasi yapilmamustir. Otuz fare rastgele her bir kafeste alt1 hayvan olacak sekilde 5 ayr1

gruba ayrilmistir.

3.5. Deney Gruplan

1) Kontrol, n=6
2) Sham, n=6
3) R, n=6 (900 MHz giinliik 4 saat 7 giin boyunca)
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4) B, n=6 (37.5 mg/kg BLM, i.p.)
5) RB, n=6 (900 MHz giinliik 4 saat 7 giin boyunca + 37.5 mg/kg BLM, i.p.)

Grup 1 (K, n=6) =Kontrol grubu farelere deney siiresince herhangi bir islem
uygulanmamustir. 7. giin sonunda fareler anestezi altinda intra kardiyak kan alinarak

sakrifiye edildi.

Grup 2 (S, n=6) = Sham grubu fareler RF alan kapali iken maruziyet sistemi diizenegine
koyuldu. Béylece maruziyet sisteminin herhangi bir etkisinin olup olmadig: tespit edildi.
Hayvanlar 7 giin boyunca ayni kosullar altinda kurulan deney sisteminde RF alan kapali
olacak sekilde konuldu ve 7. giin sonunda fareler anestezi altinda intra kardiyak kan alinarak

sakrifiye edildi.

Grup 3 (R, n=6) = RF alan maruziyetinin etkilerinin arastirilmasi i¢in 900 MHz frekansinda
giinliik 4 saat olacak sekilde 7 glin boyunca RF alana maruz birakildi. 7. giin sonunda fareler

anestezi altinda intra kardiyak kan alinarak sakrifiye edildi.

Grup 4 (B, n=6) = Bleomisin etkilerinin arastirilmasi i¢in 37.5 mg/kg intraperitonal (i.p.)
enjeksiyon yapildiktan 30 dakika sonra anestezi altinda intra kardiyak kan alinarak sakrifiye

edildi.

Grup 5 (RB, n=6) = RF alanin adaptif cevap olusturma yetisinin test edilmesi i¢in
oncesinden 900 MHz frekansinda giinliik 4 saat 7 giin boyunca RF alana maruz kalan farelere
son maruziyetten 20 dakika sonra bleomisin (37.5mg/kg, i.p.) uygulandi. 30 dakika sonra

anestezi altinda intra kardiyak kan alinarak sakrifiye edildi.
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Sekil 3.1. Deney gruplar1 ve akis diyagrami

3.6. Yontem

Calisma radyo frekans alanlarin olusturdugu adaptif cevap ile saglikli dokular
kemoterapétik ajanlarin olumsuz etkilerinden koruma hedeflendi. Bu amag dogrultusunda,
fareler, tiim viicut 23 dBm ¢ikis giiciinde (21,36 V/m) 900 MHz giinliik 4 saat (9:30-13.30)
7 glin boyunca radyo frekans alana maruz birakildiktan 20 dakika sonra 37.5 mg/kg, 1.p.
bleomisin enjeksiyonu gergeklestirildi. Enjeksiyondan 30 dakika sonra anestezi altinda
(ksilazin 10 mg/kg, ketamin 200 mg/kg i.p.) kan ve doku ornekleri alindi. Sekil 3.2°de

sematik olarak deney protokolii 6zetlenmistir.
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>1 GUN>2 GUN>3 GUN>4 GUN 5. GUN>6 GUN>7 GUN

900 MHz frekansinda 120 pWicm? gic yodunlugu giinde 4 saat RF

Bleomycin (BLM)
37.5 mg/kg
Enjeksiyonu

(JUOS expep og

DNA HASAR,
APOPTOTIK ETKI VE
GEN EKSPRESYONU

OKSIDATIF HASAR
(TOS.ROS,CATMOASOD)

INTRAKARDIYAK
SAKRIFIYE

Sekil 3.2. Deney protokolii

Kan ornekleri steril tek kullanimlik etilen-diamin-tetra-asetik asit (EDTA) igeren tiiplere
alindi. Daha sonra biyokimyasal testler i¢in alinan kan Ornekleri Hettich Rotina 420 R
santrifiij de 3000 RPM de 10 dakika santrifiij edildi ve plazmalar 1000°lik pipet yardimi ile
1.5 ml ependorf tiiplere alinarak -80 selsiyus derecede analiz yapilana dek muhafaza edildi.
Farelerden alinan karaciger ornekleri ise bir kismi TUNEL testi i¢in %10 formaldehit

sollisyon i¢ine alinarak fiksasyon islemine baslandi. Tiim bu islemler steril kosullar ve

veteriner hekimler gozetiminde GUDAM da gergeklestirildi.

Resim 3.4. Anestezi altindaki Swiss Albino fare ve sakrifiye sonrasi analiz i¢in alinan
karaciger dokusu

Gen ifade analizleri, DNA hasari tespiti ve apoptotik etkinin analizi i¢in karaciger dokusu
kullanilmigtir. Alinan karaciger dokusu ELISA, Es-Zamanli PZR ve TUNEL yo6ntemi igin 3
parcaya boliindii. ELISA ve diger yontemler i¢in alinan karaciger dokular1 tiim hayvanlar

icin karacigerin ayni lokalizasyonundan lobundan alinmigtir. DNA hasar1 belirlenmesinde
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kullanilan 8-OHdG ELISA yontemi ile karaciger dokusunda DNA hasari analiz edilmistir.
Cikarilan karaciger dokusu serum fizyolojik ile yikanarak kandan temizlendikten sonra 2 ml

ependorf tiiplere koyularak sivi azot tankina atilmistir.

Tiim maruziyetler Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali
Biyoelektromanyetik Laboratuvari RF alan uygulama sistemi ile yapildi. Alinan plazma
orneklerinden oksidadif hasarin tespiti icin ELISA testleri ve karaciger dokusundan adaptif
cevap ile ilgili gen ifade analizi i¢in Es-Zamanli PZR kullanilarak p-53, PARP-1, OOG-1 ve
GPx-1 gen ifade diizeyleri 6l¢iildii. Bu amagla yapilan biyokimyasal deneyler ve gen ifade

analizleri Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii laboratuvarlarinda gerceklestirildi.

Resim 3.5. RF maruziyet altindaki fareler

3.7. Dokularin ve Soliisyonlarin Hazirlanmasi

3.7.1. Bleomisin doz ayarlamasi

Deneyimizde kullandigimiz radyomimemetik bir ajan olan BLEOCIN-S, kanser tedavisinde
kullanilan, Streptomyces Verticillus isimli bakteriden elde edilen antineoplastikler grubuna

dahil sitotoksik bir antibiyotiktir.

BLEOCIN-S 15 mg liyofilize toz iceren flakon, 15.000 TU esdeger liyofilize blomisin siilfat
icerir. Her bir fare i¢in enjeksiyon Oncesi agirliklari dlciilerek 37.5 kg/mg olacak sekilde i.p

enjeksiyon gerceklestirildi.

Ruhsat sahibi: Onko Ecza San. ve Tic. Ltd. Sti. Kosuyolu Cad. No: 102, 34718
Kadikdy/Istanbul Tiirkiye Ruhsat tarihi: 12/6/1996 Ruhsat No: 99/41

Uretici firma: Nippon Kayaku Co., Ltd. 11-2 Chiyoda-ku, Tokyo 102-8172 Japonya
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3.7.2. Dokularin homojenizasyonu

Karaciger dokusundan Total RNA izolasyonu PureZOL RNA izolasyon reaktifi (Bio-Rad
Kat: 7326890) kullanilarak gergeklesti. 50-100 mg arasinda tartilan karaciger dokusu 2ml
ependorfun i¢ine 1 ml PureZOL koyularak sonikatdr ile 40 amplitiidde 5 sn olacak sekilde 3
kez tekrarlanarak karaciger dokusunun homejenizasyonu yapildi. RNA bozulumunu

engellemek i¢in tekrarlar aras1 10 sn beklenildi ve tiim bu islemler esnasinda ependorf buz

i¢in de muhafaza edildi.

Resim 3.6. Sonikator ile karaciger dokusu homojenizasyonu

3.8. ELISA Kitleri

ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay), antijen-antikor iliskisini, antikora
baglanan enzim aktivitesini arastirma prensibi ile ¢alisan kantitatif Slgtimdiir. ELISA
Ol¢iimleri i¢cin uygulama bitiminden sonra anestezi altindaki farelerden alinan intra kardiyak
kan plazmasi kullanildi. Steril tek kullanimlik etilen-diamin-tetra-asetik asit (EDTA) 2 ml
iceren tiiplere alinan kan 3000 RPM de 10 dakika santifiij edilerek plazma kisimlar1 1000 ml

ve 100 ml’lik steril pipet ucu yardimu ile alinarak 1.5 ml’lik ependorf tiiplerine koyulmustur.
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Toplanan kan plazmalar1 biyokimyasal analizlerin baslayacagi zamana kadar -80 selsiyusda
muhafaza edildi. Kan plazmasindan; reaktif oksijen tiirleri, katalaz, malondialdehit, siiper

oksit dismutaz, total antioksidan kapasite 6l¢iimleri yapildi.

ELISA kitleri;

e ROS (BioVision, Katalog No: K936),

e CAT (BioVision, Katalog No: K773),

e MDA (BioVision, Katalog No: K739),

e SOD (BioVision, Katalog No: K335),

e TAC (BioVision, Katalog No: K274) o6l¢timleri i¢in plazmalar kullanildu.

e 8-OHdG (Abcam, Katalog No: ab201734) 6l¢iimii karaciger dokusunda gergeklestirildi.

3.8.1. Reaktif oksijen tiirleri ELISA Kiti

Reaktif oksijen tiirlerinin diizeyleri, reaktif oksijen tiirleri dedeksiyon test ELISA Kiti
(BioVision, Katalog No: K936) kullanilarak, iiretici firma kit prosediirlerine uygun olarak
ELISA yontemi kan plazmasinda ¢aligildi. Emilim degerleri Perkin Elmer VICTOR 3 1420
coklu plate ELISA okuyucusunda spektrofotometrik olarak Ex/Em= 495/529 nm de
okutuldu. Sonuglar bagil floresans yogunlugu (relative fluorescence units, RFU 495/529)
protein olarak verildi. [149].

3.8.2. Katalaz ELISA Kkiti

Katalaz aktivitede kolorimetrik/floremetrik ELISA test kiti (BioVision, Katalog No: K773)
kullanilarak, tiretici firma kit prosediirlerine uygun olarak ELISA ydntemi kan plazmasinda
calisildi. Absorbans degerleri Perkin Elmer VICTOR 3 1420 ¢oklu plate ELISA
okuyucusunda spektrofotometrik olarak 570 nmde okutuldu. Sonuglar mu/ml protein olarak
verildi [149].
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3.8.3. Malondialdehit ELISA Kiti

Malondialdehit diizeyleri, Lipid Peroksidaz kolorimetrik/florimetrik ELISA test Kiti
(BioVision, Katalog No: K739) kullanilarak, iiretici firma kit prosediirlerine uygun olarak
ELISA yontemi ile kan plazmasinda ¢alisildi. Absorbans degerleri Perkin ElImer VICTOR 3
1420 ¢oklu plate ELISA okuyucusunda spektrofotometrik olarak 532 nm de okutuldu.
Sonuglar nmol/ml protein olarak verildi [149].

3.8.4. Siiperoksit dismutaz ELISA Kiti

Siiperoksit Dismutaz aktivite ELISA test kiti (BioVision, Katalog No: K335) kullanilarak,
iiretici firma kit prosediirlerine uygun olarak ELISA yontemi kan plazmasinda calisildu.
Absorbanslar Perkin Elmer VICTOR 3 1420 ¢oklu plate ELISA okuyucusunda
spektrofotometrik olarak 450 nm de okutuldu. Sonuglar % inhibisyon orani (inhibition rate
%) protein olarak verildi [149].

3.8.5. Total antioksidan kapasite ELISA Kiti

Total antioksidan kapasite kolorimetrik ELISA kiti (BioVision, Katalog No: K274)
kullanilarak, iiretici firma kit prosediirlerine uygun olarak ELISA ydntemi kan plazmasinda
calisildi. Absorbanslar Perkin Elmer VICTOR 3 1420 ¢oklu plate ELISA okuyucusunda
spektrofotometrik olarak 570 nm de okutuldu. Sonug¢lar nmol/ml protein olarak verildi [149].

3.8.6. 8- hidroksi-2’-deoksiguanozin ELISA kiti

DNA iizerindeki oksidatif hasarin tayini i¢in karaciger dokusundan izole edilen DNA’lar
niikleaz P1 ve alkalin fosfat ile sindirim isleminden sonra Abcam (katalog no: ab201734) 8-
OHdG kiti kullanilarak, iiretici firma kit prosediirlerine uygun olarak Perkin Elmer VICTOR
3 1420 spektrofotometre de 6l¢iim yapildi. Sonuglar ng/ml protein olarak verildi [149].
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3.9. Es-Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Kantitatif Real Time-PCR / qRT-PCR)

Kantitatif revers-transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu ile p53, PARP-1, OGG-1 ve

GPx-1 genlerinin ifade seviyeleri analiz edildi.

3.9.1. Primerlerin dizayni

Gen ifade analizi i¢in deneyimizde bakilacak olan p53, PARP-1, OGG-1 ve GPx-1 genleri

igin;

https://www.nchi.nlm.nih.gov/gene/

https://www.ncbhi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cqi?LINK LOC=BlastHome

https://eu.idtdna.com/pages

https://www.ensembl.org/index.html

web sitelerinin veri tabani kullanilarak her bir gen i¢in forward ve reverse primer dizileri

olusturuldu.

Karaciger, bir yaralanma tepkisine yanit olarak aktif proliferasyona ugrama ve rejenarasyon
ozelligi ile kiitlesini geri kazanma konusunda kendine 6zgli bir yetenege sahiptir. Bu
rejeneratif siireg, karmasik fakat iyi organize edilmis gen ifade seviyerindeki degisimi ile
gerceklesmektedir. Karaciger rejenerasyonunun ¢esitli asamalarinda hedef genlerin dogru ve
giivenilir gen ifade seviyelerini tespit edebilmek igin, tek tip olarak eksprese olan kararl bir
referans genin (housekeeping genler) belirlenmesi 6nemlidir. Yapilan bir calisma da
karaciger dokusunda Peptidilprolil izomeraz A (PPIA) ve TATA kutu baglayici protein
(TBP) gen ifade seviyeleri diger referans genlere nispeten istikrarli oldugu ve normalizasyon
icin ideal oldugu bulunmustur [150]. Calismamizda referans gen olarak PPIA geni

secilmisgtir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome
https://eu.idtdna.com/pages
https://www.ensembl.org/index.html
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Cizelge 3.4. Genler i¢in olusturulan primerler

Genler Forward Primer Reverse Primer

GPx-1 TATGTGTGCTGCTCGGCTC TCTTCATTCTTGCCATTCTGGTG
p53 TGCTCACCCTGGCTAAAGTT AATGTCTCCTGGCTCAGAGG
PARP-1 CCTCTCTGTCACCTCAGCAC ACTCATCTTCTCCACCTCCTTTTT
0GG-1 CCCAGAAATTCCAAGGTGTGAGA | TTGGCACTGGCACGTACATA
PPIA CCAAGACTGAATGGCTGGATG AATGCCCGCAAGTCAAAAGAA

3.9.2. Total RNA izolasyonu

Es-Zamanli PZR analizi i¢in fare karaciger dokusundan total RNA izolasyonu yapilmistir.
Total RNA izolasyonun da kullanilan soliisyonlar:

e PureZOL RNA izolasyon reaktifi (Bio-Rad, 7326890)

e Kloroform (Sigma, C2432)

e Isopropanol (Sigma, 19516)

¢ % 75’lik etanol (EtOH; DEPC’li su ile hazirlandi)

¢ 1.5 ml RNase/DNase free falkon tiipleri

e DEPC’li su (SERVA, 39798.03)

Total RNA izolasyon Asamalari:

1. -80 selsiyusdan ¢ikarilan karaciger dokulari 50-100 mg arasinda olacak sekilde makas

yardimu ile kesilerek hassas terazi de tartildi

2. 2 ml ependorfa alinan karaciger dokusunun i¢ine 1 ml PureZOL eklendi (tiim islemler buz

iizerinde gerceklesti).

3. Doku homejenizasyonu i¢in sonikator de 40 amplitiidde 5 sn tutuldu 3 kez tekrarlandi ve

her bir tekrar arasinda 10 sn ara verildi (RNA degredasyonundan kaginmak i¢in).

4. Buz lizerinde 5 dakika inkiibasyona birakildi.



65

5. Inkiibasyon sonrasi tortu ve kalintilardan kurtulmak igin 12.000 g de 10 dakika 4 °C’de

santrifiij edildi ve siipernatan bagka bir ependorfa alinir.

6. Siipernatan {izerine 200 ul kloroform eklendi ve ependorf 15 sn boyunca kuvvetlice

calkalandi.

7.Buz iizerinde 5 dakika inkiibasyona birakilan ependorf tiipleri belirli araliklarla

calkalandi.

8. Daha sonra 4 °C de 12.000 g de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra tiiplerde iist

orta ve alt kisim olmak tizere 3 faz meydana gelir.

Ust (Aquaz) Faz
A =
Orta (inter) Faz

Protein ve
Lipid

9. Ustteki RNA igeren akuaz faz kismu steril 1000 pl’lik pipetle gekilerek yeni bir ependorf

Alt (Organik) Faz

Sekil 3.3. Izolasyon sonrasi olusan fazlar

tiipe aktarildi.

10. Ependorf tiiplere 500 ul izopropanol eklendikten sonra tiipler iyice ¢alkalandi ve buz

iizerinde 5 dakika inkiibasyona birakildu.

11. 4°C de 12.000 g de 10 dakika santrifiij edildi.

12. Ependorf tiipiin dibinde beyaz bir RNA peleti olustu.
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Sekil 3.5. RNA peleti

Peletin kalkmamasmna dikkat edilerek iist kisimdaki izopropanol pipet araciligi ile

uzaklastirdi.
13. Yikama amagli ependorf tiiplere 1 ml %75’lik etanol (EtOH) eklendi hafifce ¢alkaladi.
14. Ependorf tiipler 4 °C de 7500 g de 5 dakika santrifiij yapildu.

15. Peletin kalkmamasina dikkat edilerek alkol steril 1000 ml pipet araciligiyla veya bir

pecete tizerine dokiilerek uzaklastirdi.

16. Ependorf tiipler kapagi acik bir sekilde pegete iizerine alkoliin buharlagmasi igin

kurumaya birakildi (pelletin kurumamasina dikkat edildi).

17. Alkoliin tamamen uctugundan emin olduktan sonra tiip i¢indeki peletin biiyiikliigiine
gore 50 ul RNAz serbest su eklendi ve steril 1000 ml pipet yardimi ile pelet dikkatli bir
sekilde ¢oziildii.

18. Bu asamada peletler ¢oziildiikten sonra RNA kaybini engellemek i¢in izole ettigimiz

RNA stogu -80 selsiyus dereceye sahip buzdolabina kaldirildi.

19. Nanodrop ve jel elektroforez de yiiriitmek i¢in 2 pl 6rnekler ependorf tiiplere koyularak
-20 °C ye kaldirildi.
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3.9.3. NanoDrop ile total RNA miktar dlciimleri

Karaciger dokusundan izole edilen total RNA’larin miktar ve saflik derecesinin 6l¢iisii olan
A260/A280 absorbans oranlar1 NanaDrop (ND-1000, Thermofisher) cihaz ile iki tekrarl

Olciilerek ortalama degeri baz alinmistir. Degerler Cizelge 3.5°de gosterilmistir.

Cizelge 3.5. Karaciger dokusundan elde edilen total RNA’larin A260/A280 oranlari

Ornek Miktar (ng/ul) A260/A280
K1 598,98 2,07
K1-2 600,42 2,06
K2 633,77 2,08
K2-2 631,98 2,07
K3 1554.11 213
K3-2 15345 2,12
K& 751,32 2,08
Kd-2 775,29 2,08
K5 672,88 2,07
K5-2 666,51 2,06
K6 1108,51 2.1
K6-2 1104,29 2,09
s1 7111 2,07
S1-2 715,21 2,08
S2 834,47 2,07
S2-2 838,15 2,08
S3 781,05 2,07
S3-2 790,86 2,08
S4 805,77 2,07
S4-2 802,62 2,07
S5 700,74 2,07
S5-2 712,28 2,07
S6 853,1 2,09
S6-2 8458 2,07
R1 923,65 2,09
R1-2 920,63 2,09
R2 818,65 2,08
R2-2 816,2 2,08
R3 920,1 2,09
R3-2 924,36 2.1
R4 552,29 2,07
R4-2 559,36 2,05
R5 551,44 2,06
R5-2 556,71 2,06
R6 648,24 2,07
R6-2 661,87 2,05
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Cizelge 3.5 (devami). Karaciger dokusundan elde edilen total RNA’larin A260/A280

oranlar1
Ornek Miktar (ng/ul) A260/A280
Bl 610,79 2,06
B1-2 607,47 2,06
B2 864,84 2,06
B2-2 869,98 2,07
B3 694,9 2,08
B3-2 698,49 2,06
B4 865,24 2,07
B4-2 859,04 2,07
B5 606,42 2,05
B5-2 601,05 2,06
B6 697,24 2,06
B6-2 700,17 2,07
RB1 660,7 2,05
RB1-2 669,16 2,05
RB2 539,27 2,07
RB2-2 539,86 2,04
RB3 666,34 2,08
RB3-2 665,07 2,06
RB4 759,77 2,06
RB4-2 754,76 2,07
RB5 624,87 2,04
RB5-2 624,09 2,05
RB6 626,34 2,06
RB6-2 630,52 2,07

3.9.4. RNA biitiinliigiiniin kontrolii ve agaroz jel elektroforezi

RNA biitiinliigii agaroz jel elektroforezi ile kontrolii i¢in; 1 gr agaroz, 100 ml Trizma Base
EDTA mikrodalga i¢inde eriyinceye kadar 1sitildi. Jel bir siire sogumaya birakildiktan sonra,
4 ml RedSafe™ niikleik asit boyama soliisyonu katilarak jel tankina dokiildi.
Polimerizasyondan sonra, RNA’lar jele 1 pl RNA 6rnegi, 9 ul elektroforez boyasi 5X Green
GoTag® ile kuyucuklara yiiklendi. Ornekler 120 V’luk gii¢ kaynag: ile % 1’lik agaroz jelde
30 dakika boyunca yiiriitiildii. Elektroforezis sonuglarina gore 28s, 18s ve 5s bantlar Jel

goriintiileme sistemi ile bakildi.



Jel Elektroforezi i¢in kullanilan malzemeler;
e Agaroz (Sigma, A9539)
e Stok (5x) TBE (Trizma Base EDTA) tamponu
o 54 gr trizma base (Sigma, T1503)
o 27.5 gr borik asit (Sigma, B6768)
0 0.5 M EDTA 20 ml (Sigma, E5134)
o 1 Litre ¢ift distile su (Millipore, ZMQS5V001)
e 5X Green GoTaq® (Katolog No:M891A)
e RedSafe™ Niikleik Asit Boyama Soliisyonu (Katolog No:21141)
e Elektroforez gii¢ kaynagi (ATTO, myPower 300, AE8130)
e Elektroforez tanki (Thermo, Minicell Primo Horizontal Gel System, EC320)

e Jel goriintilleme sistemi (Gene Genius Bioimaging System, SYDR2-1352)

Resim 3.7. Total RNA &rneklerinin jel goriintiileri
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Resim 3. 8. Total RNA 6rneklerinin jel goriintiileri

3.9.5. cDNA sentezi

cDNA Sentezi i¢in kullanilan materyaller;

e iScript™ cDNA Sentez kiti (Bio-Rad katalog no: 1708891)
e Total RNA 6rnekleri

¢ 0.2 ml PZR tiipleri (Sarstedt, 72.737.002)

e Termal Dongii Cihazi (Bio-Rad T100)

Izole edilen RNA 6rneklerinden cDNA sentezi i¢in iScript™ cDNA Sentez kiti (Bio-Rad
katalog no: 1708891) protokolii izlendi.

Cizelge 3.6. cDNA karisim miktarlar1 tayini

5x 1Script Reaksiyon Karigimi 4 ul
iScript Revers Transkriptaz 1 ul
Nucleazsiz Su .oul
RNA 6rnegi (1000 ng total RNA) .l
Toplam Miktar 20 pul
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Cizelge 3.7. Her bir tiipte 1000 ng total RNA olmasi i¢in gerekli 6rnek ve niikleazsiz su

miktarlart
Gruplar Total RNA Miktari (ng/ul) Ornek Miktar (ul) Su (DEPC) (ul)
K1l 598,98 1,67 13,33
K2 633,77 1,58 13,42
K3 1544,305 0,65 14,35
K4 763,305 1,31 13,69
K5 669,695 1,49 13,51
K6 1106,4 0,90 14,10
S1 713,155 1,40 13,60
S2 836,31 1,20 13,80
S3 785,955 1,27 13,73
S4 804,195 1,24 13,76
S5 706,51 1,42 13,58
S6 849,45 1,18 13,82
R1 922,14 1,08 13,92
R2 817,425 1,22 13,78
R3 922,48 1,08 13,92
R4 555,825 1,80 13,20
R5 554,075 1,80 13,20
R6 655,055 1,53 13,47
Bl 609,13 1,64 13,36
B2 867,41 1,15 13,85
B3 696,695 1,44 13,56
B4 862,14 1,16 13,84
B5 603,735 1,66 13,34
B6 698,705 1,43 13,57
RB1 494,215 2,02 12,98
RB2 551,205 1,81 13,19
RB3 665,705 1,50 13,50
RB4 757,265 1,32 13,68
RB5 624,48 1,60 13,40
RB6 628,43 1,59 13,41

Cizelge 3.8. Reaksiyon protokolii

Hazirlanma Asamasi 25 °C de 5 dakika
Revers Transkriptaz 46 °C de 20 dakika
Revers Transkriptaz Inaktivasyonu 95 °C de 1 dakika
Opsiyonel 4 °C de 5 dakika
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Resim 3.9. Reaksiyon protokolii yazilmis Thermal Cycler cihazi

3.9.6. Primerlerin sulandirilmasi

PARP-1, OGG-1, GPx-1, p53 genleri ve PPIA ig¢in tasarladigimiz primerler DEPC su ile

sulandirildi.

3.9.7. Roche 480 LightCycler Es-Zamanh PZR cihazi l¢iimleri

PARP-1, OGG-1, GPx-1, p53 genleri ve PPIA’nin gen ifade 6lgiimleri 480 LightCycler Es-
Zamanl1 PZR cihazinda yapildi.

Es-Zamanl PZR o6l¢iimleri i¢in kullanilan materyaller;

e SsoFast™ EvaGreen® Supermix ( Bio-Rad Katalog No: 1725201 )
e DEPC su

e Forward ve Reverse Primerler (Oligomer)

e cDNA o6rnekleri

e LightCycler® 480 Multiwell plate 384 (Roche, 4729749)
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SsoFast™ EvaGreen® Supermix protokolii takip edildi. 384-kuyucuklu PZR platinin her bir

kuyucuguna;

Cizelge 3.9. Reaksiyonda kullanilan miktarlar

SsoFast™ EvaGreen® Supermix | 5 pl
DEPC su 3pul
Forward Primer 0,5 ul
Reverse Primer 0,5 ul
cDNA Ornegi 1ul

toplamda 10 pl olacak sekilde karisim yiiklendi (tiim islemler buz tizerinde yapildi). Her bir
ornek igin 3 teknik tekrar yapildi. Hazirlanan 384-kuyucuklu PZR plakasi Roche 480
LightCycler Es-Zamanli PZR cihazina yerlestirilerek 6lgiimler alindi ve istatistiksel analizler

icin bilgisayara kaydedildi.

3.10. TUNEL Yontemi

Deney gruplarma ait karaciger doku oOrneklerinde DNA fragmantasyonu ile olusan
apoptozisi saptamak i¢in terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) deoxyuridine
triphosphate (dUTP) nick end labeling (TUNEL) yontemi kullanilmigtir. TUNEL metoduyla
DNA fragmantasyonu olan hiicrelerin belirlenmesi i¢in Millipore ApopTag Peroxidase In
Situ Apoptosis Detection kit (ApopTag Peroxidase In Situ Apoptosis Detection kit, Cat:
S7101, Millipore, Billerica, MA) kullanildi. 4 pm kalinliginda parafin bloklardan alinan
kesitler deparafinizasyon islemini takiben 5 er dakika sirasiyla 2 kez absolii alkol, 1 kez
%9611k ve %70'lik alkolden gegirildi. Kesitler, alkolden arindirilmak icin 5 dakika PBS ile
yikandi. Doku ¢evresi PAP-pen ile sinirlandirildiktan sonra 15 dakika boyunca 20 pg/ml
proteinaz K (katolog:2393903; Millipore, Germany) ile inkiibe edildi. Dokular 2 kez 2'ser
dakika PBS ile yikand1 ve sonra 5 dakika %3'liikk hidrojen peroksite (Lab Vision, Fremont,
CA) birakildi. PBS ile tekrar yikanan kesitler Equilibration Bufferda ile oda sicakliginda 5
dakika bekletildi. 60 dakika boyunca 37°C nemli ortamda TdT enzim soliisyonu ile
bekletilme isleminin ardindan dokular durdurma/ yikama (stop/wash) tamponunda 10 dakika
bekletildi. PBS ile yikanan kesitler Anti-Digoxin Peroksidase soliisyonu ile nemli ortamda,
oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Dokular tekrar 4 kez 2' ser dakika PBS ile yikand1

ve yikama sonrasinda DAB ile inkiibe edildi. Distile su ile yitkamanin ardindan zemin boyasi
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olarak Mayer’s Hematoksilen kullanildi. Boyanan lamlar distile suda yikandiktan sonra artan
alkol serilerinden gegirildi. Son olarak ksilolde bekletilme isleminin ardindan entellan
kullanilarak lamelle kapatildi. Leica DM 4000B (Germany) bilgisayar destekli goriintiileme
sisteminde Leica Las V 9 programi kullanilarak elde edilen goriintiiler degerlendirildi.
TUNEL pozitif hiicreler sayilarak elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildi
[151].

3.11. istatiksel Analiz

Istatistiksel analizler icin GraphPad Prism 8.0.2 kullanilmustir. Verilerin ortalamas1 + SEM
olarak verildi. Normallik testi Shapiro-Wilk ve Kolmogorov-Smirnov testleri ile analiz
edildi. One Way Anova testi uygulanarak parametrik analizler yapildi. P’nin 0,05, 0,001,

0,0001’in altinda olan degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda 900 MHz GSM-EDGE modiilasyonlu cep telefonu sinyallerinin saglikli
Swiss Albino erkek farelere bir hafta boyunca giinde 4 saatlik maruziyetin olusturdugu
diisiiniilen adaptif cevabin molekiiler mekanizmasi, ELISA, Es-Zamanli PZR ve TUNEL
yontemi ile arastirilmigtir. Kontrol (K) grubu ile Sham (S) grubu arasinda istatiksel bir fark
olmadig1 igin grafiklerde sadece Sham grubu gosterildi. Istatiksel anlamliliklar sham

grubuna gore karsilastirildi.

4.1. Viicut Agirhiklar:

Fareler 1 hafta boyunca maruziyet dncesinde tartildi. Viicut agirliklarinda gruplar arasinda

istatiksel olarak anlamli bir fark yoktur. Cizelge 4.1’ de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Tiim gruplarin viicut agirliklart

Grup Viicut Agirhg (gr)
K (n=6) 36,27 £ 1,667
S (n=6) 39,63 + 1,052
R (n=6) 36,28 + 1,848
B (n=6) 38,12 £ 0,6478
RB (n=6) 38,87 £ 10,9461

4.2. ELISA Analiz Sonuclari

Enzime bagli immiinosorbent testi ile 8-OHdG, ROS, MDA, CAT, SOD ve TAC enzim

seviyeleri ol¢iildii.
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4.2.1. ELISA 8-OHdG sonuglari

Deney gruplarina ait karaciger dokusundan izole edilen DNA’lardan Olciilen degerler
istatiksel olarak karsilastirildiginda, Sekil 4.1’de DNA iizerindeki oksidatif hasarin tayini
icin 8-OHdG kiti ile yapilan 6l¢iim sonucunda gruplar arasin da istatiksel bir anlamlilik

bulunamamustir.

8-OHdG (ng/ml)

O = = =
o o o o
N & & ©
| | | |

0.00- | |
S R B RB

Sekil 4.1. Karaciger dokusundan analiz edilen 8-OHdG degerleri
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4.2.2. ELISA ROS sonuclar1

Deney gruplarinda yer alan farelerden anestezi altinda alinan intra kardiyak kan
numunelerinden elde edilen plazmalardan Olgiilen degerler, istatiksel olarak
karsilagtirildiginda, Sekil 4.2°de 900 MHz frekansinda giinliik 4 saat 7 giin boyunca RF alana
maruz kalan farelere son maruziyetten 20 dakika sonra bleomisin (37.5mg/kg, i.p.)
uygulanmis olan RB grubunda, diger gruplara gére ROS degeri, anlamli olarak artmigtir. RB
grubunda S, B ve R grubuna gore istatiksel olarak anlamli artis gosterilmistir (sirasiyla;
p<0,0001, p<0,0001, p<0,05).

% 5 %k
5000~ *

%* %k %k

4000

3000

([
>
—
o
|

ROS (RFU 495/529)

1000

S R B RB

Sekil 4.2. Plazma orneklerinden 6lgiilen ROS degerleri
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4.2.3. ELISA MDA sonuglari

Deney gruplarinda yer alan farelerden anestezi altinda alinan intra kardiyak kan
numunelerinden elde edilen plazmalardan Olgiilen degerler istatiksel olarak

karsilagtirildiginda, Sekil 4.3’de MDA ol¢limlerinde tiim gruplar arasinda herhangi bir

istatiksel farkliliga rastlanmamustir.

250~

MDA (nmol/ml)
—_ = N
S wm S
T T3

wn
~
|

0- T 1
S R B RB

Sekil 4.3. Plazma orneklerinden dlgiilen MDA degerleri
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4.2.4. ELISA CAT sonuglan

Deney gruplarinda yer alan farelerden anestezi altinda alinan intra kardiyak kan
numunelerinden elde edilen plazmalardan Olgiilen degerler istatiksel olarak
karsilastirildiginda, Sekil 4.4’de R ve RB grubu, Sham (S) grubuna goére (p<0,05) ve B
grubuna gore (p<0,001) katalaz degerleri istatiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistir.
Sham ve bleomisin gruplari arasinda istatiksel bir fark yoktur. R ve RB gruplari arasinda da
istatiksel bir fark yoktur.

X

SN
]

*X * Xk %k Xk

OI—D—I |||
S R B RB

Sekil 4.4. Plazma 6rneklerinden 6lgiilen CAT degerleri
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4.2.5. ELISA SOD sonuclar1

Deney gruplarinda yer alan farelerden anestezi altinda alinan intra kardiyak kan
numunelerinden elde edilen plazmalardan Olgiilen degerler istatiksel olarak
karsilagtirildiginda, Sekil 4.5°de olgiilen SOD inhibisyon oram1 degerlerine gore
karsilastirildiginda R grubu S grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistir
(p<0,05). B grubu S grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistir (p<<0,001).
RB grubu S grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistir (p<0,0001). RB
grubu R grubuna gore istatiksel olarak azalmistir (p<0,05).

%k %k 5k
%k %k
1.0- E 3 E 3
0.8- B =

SOD
(inhibisyon orani %6)

0.0- | |
S R B RB

Sekil 4.5. Plazma o6rneklerinden 6lgiilen SOD degerleri
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4.2.6. ELISA TAC sonuglan

Deney gruplarinda yer alan farelerden anestezi altinda alinan intra kardiyak kan
numunelerinden elde edilen plazmalardan Olgiilen degerler istatiksel olarak
karsilagtirildiginda, Sekil 4.6°da olgiilen TAC degerlerine gore; R grubu S grubuna gore
istatiksel olarak anlaml bir sekilde azalmistir (p<0,001). RB grubu S grubuna gore istatiksel
olarak anlamli bir sekilde azalmistir (p<0,0001). RB grubu R grubuna gore istatiksel olarak
anlaml bir sekilde azalmistir (p<0,0001). RB grubu B grubuna gore istatiksel olarak anlamli
bir sekilde azalmistir (p<0,0001).

%K %k %k
3K %k Kk
0.8- ** KK

TAC (nmol/ml)
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S R B RB

Sekil 4.6. Plazma 6rneklerinden 6lgiilen TAC degerleri
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4.3. Es-Zamanh PZR Gen Ifade Analizleri Bulgular
4.3.1. p53 gen ifade seviyesi degisim bulgulari

Deney gruplarina ait karaciger dokusundan izole edilen RNA’lar dan oOlgiilen gen ifadeleri
istatiksel olarak karsilastirildiginda, Sekil 4.7°de R ve RB grubu, S grubuna gore istatiksel
olarak anlaml bir sekilde artmistir (p<<0,001). R ve RB degeri B grubuna gore istatiksel
olarak anlamli bir sekilde artmistir (p<0,05). S grubu ve B grubu arasinda herhangi bir
istatiksel bir fark bulunmamaktadir. R ve RB gruplar1 arasinda da anlamli bir farklilik

gozlemlenmemistir.

P53
%k %k

%k Xk X *

7 L 1

Bagl Ifade Degeri

0 | 1
S R B RB

Sekil 4.7. p53 gen ifade seviyesi degisimi
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4.3.2. PARP-1 gen ifade seviyesi degisim bulgulari
Deney gruplarina ait karaciger dokusundan izole edilen RNA’lar dan 6lgiilen gen ifadeleri
istatiksel olarak karsilastirildiginda, Sekil 4.8’de R grubu, S ve B grubuna gore istatiksel
olarak bir artig géstermistir (sirastyla; p<0,001, p<0,05). RB gurubunda S ve B grubuna gore

bir artig vardir fakat bu artis istatiksel olarak anlamli degildir. R ve RB gruplar1 arasinda

istatiksel olarak bir fark yoktur.

PARP-1
* %k *

| 1

Bagil Ifade Degeri

0 ] 1
S R B RB

Sekil 4.8. PARP-1 gen ifade seviyesi degisimi
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4.3.3. OGG-1 gen ifade seviyesi degisim bulgulari

Deney gruplarina ait karaciger dokusundan izole edilen RNA’lar dan Slgiilen gen ifadeleri
istatiksel olarak karsilastirildiginda, Sekil 4.9°da RB grubunda, S ve B grubuna gore
istatiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir (sirasiyla; p<0,05, p<0,001). R grubu ise B
grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir artig gdstermistir (p<0,05). S ile B gruplar1 arasinda

ve R ile RB gruplar1 arasinda istatiksel olarak bir anlamliliga rastlanmamustir.

OGG-1
*

w
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Sekil 4.9. OGG-1 gen ifade seviyesi degisimi
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4.3.4. GPx-1 gen ifade seviyesi degisim bulgulari
Deney gruplarina ait karaciger dokusundan izole edilen RNA’lar dan 6lgiilen gen ifadeleri
istatiksel olarak karsilastirildiginda, Sekil 4.10’da RB grubunda, S ve R grubuna gore
istatiksel olarak anlamli bir artis géstermistir (sirasiyla; p<0,0001, p<0,001). RB grubu ve B

grubu arasinda herhangi bir istatiksel bir fark yoktur. S grubu ve R grubu arasinda da bir

istatiksel olarak anlamli bir fark gozlenmemistir.

GPx-1
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Sekil 4.10. GPx-1 gen ifade seviyesi degisimi
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4.4, TUNEL Sonuglar:

Deney gruplarina ait karaciger dokularinda TUNEL pozitif hiicre sayisi1 gruplar arasi
istatistiksel olarak karsilastirildiginda, Resim 4.1’de Grup S ile Grup R ve RB arasinda
herhangi istatistiksel olarak bir anlamlilik yoktur (sirastyla; p=1.000 ve p=1.000). Grup B’
de TUNEL pozitif hiicre sayist Grup S ve Grup R’ye gore anlamli sekilde artis gosterdi
(strayla; p<0.001 ve p<0.001). Grup R ve Grup RB arasinda istatistiksel olarak herhangi bir
anlamlilik izlenmezken (p=1.000), Grup RB’de TUNEL pozitif hiicre sayis1 Grup B’ye gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiiktii (p=0.004).

Resim 4.1. A: Sham, B: R, C: B, D: RB deney gruplarina ait karaciger kesitlerinde TUNEL
pozitif hiicreler (ok) izlenmekte (DAB & Hematoksilen; x 400)
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Sekil 4.11. TUNEL pozitif hiicre sayis1 grafigi
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5. TARTISMA

Diisiik doz iyonizan radyasyonun neden oldugu radyo adaptif cevabin; bakterilerde,
bitkilerde, bocek hiicrelerinde, in vitro insan/hayvan hiicrelerinde ve in vivo hayvan
modellerinde minimal diizeydeki bir stresin (diisiik doz iyonizan radyasyon) yiiksek dozdaki
benzer veya diger genotoksik ajanlarin hasarina karsi direngli hale getirdigi gosterilmistir.
Adaptif cevabin altinda yatan molekiiler mekanizmay1 agiklanmaya yonelik ¢alismalar
devam etmektedir. Radyobiyoloji biliminde adaptif cevap oldukca iyi bilinen ve calisilan
konular arasinda yer almaktadir [53]. Hiicre diizeyinde AC’nin iyonizan olmayan radyasyon
ile de olustugunu gosteren caligsmalarda farkl frekans, gii¢ yogunlugu ve SAR degerlerinde
AC’nin mekanizmasi agiklamaya yonelik calismalar baglamstir [7, 54, 64]. Insan lenfositleri
on RF alan uygulamasindan sonra yiiksek dozda kemoterapdtik ilaglara veya x-1s1nina maruz
birakilmigtir. On RF alan uygulanan grup da genetik hasara karst énemli bir savunma
mekanizmasi devreye sokmustur [7, 56, 71, 152]. On RF alanlara maruz kalan si¢anlar ve
farelere 6ldiiriicii dozda iyonizan radyasyon veya Escherichia Coli bakterisi verilmis ve sag
kalim 6nemli 6lgiide artmistir. On RF alan uygulamasi hayvanlarda oldiiriicii seviyedeki
radyasyon veya bakterilere karsi bir direng olusturmustur [153, 154] ve RF ile indiiklenen
AC’nin mekanizmasin1 henliz tam olarak agiklanmamistir. Literatiir taramalarimiz
neticesinde RF-EMF’lerin olusturdugu AC ile ilgili hayvan deneylerinin az olmasi nedeniyle
calismamizi in vivo olarak tasarladik. Saglikli Swiss Albino farelerde; genomik stabiliteden
sorumlu genler, serbest radikaller ve antioksidan mekanizma arasindaki denge ve TUNEL

yontemi ile apoptosiz iizerine etkileri incelenmistir.

5.1. Gen Ifadesi ve Adaptif Cevap

Calismamiz da DNA tamir mekanizmasinda gérev alan genler olan p53, PARP-1, OGG-1
ve GPx-1 genlerin rolii incelenmistir. p53 geni radyasyona bagli DNA ¢ift sarmalli
kiriklarmin onarimin da énemli bir role sahiptir [79]. p53 geni, onkojenlerin aktivasyonu ve
DNA hasar1 dahil birgok stres uyarisina yanit olarak aktive olur [76]. Literatiir taramasinda;
p53 geni iyonizan radyasyon ve kimyasal ajanlar ile olusturulan adaptif cevapda rolii
incelenmis fakat RF alanlarin olusturdugu AC de hiicresel veya hayvan calismalari ile
incelenmemistir. Literatiire ilk defa RF-EMF kaynakl1 adaptif cevapda ki p53 geninin rolii
caligmamiz ile gosterilmistir. Yaptigimiz bu deney de AC olusturdugumuz gurubun p53 gen

ifade seviyesi Sham ve BLM grubuna gore karsilastirildiginda; AC ile savunma
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mekanizmasini tetikleyerek doku hiicrelerini  6liime gotlirmemektedir. Ayrica bu
mekanizmanin tetiklenmesi ile hiicreleri genotoksik ajana kars1 direngli hale getirmistir. RF-
EMF uyguladigimiz gruplar da p53 gen ifade seviyeleri uygulamadigimiz gruplara gore
anlamli bir bigimde artmistir. Mevcut deneyler AC olusumunda p53 geninin gerekliligini ve
aktif rol oynadigimi gdstermektedir [79]. In vitro ve in vivo ¢aligmalar ile iyonizan radyasyon
indiiklic AC olugumundaki p53 geninin rolii gosterilmesine ragmen RF-EMF indiikli AC
olusumundaki p53 geninin rolii hiicresel veya hayvan deneyleri ile gosterilmemistir. RF alan
uygulamasi sonucun da sham ve BLM grubuna gore p53 geninin ifade seviyesi R ve RB
grubunda anlamli dlglide artis gostermistir. pS3 geninin ifade seviyelerindeki bu artist AC

olusturmada 6nemli rol aldigini diistinmekteyiz.

PARP-1 geni, DNA hasarinin onarimi ve genomun korunmasinda bir¢ok yolak ile DNA
hasarina hiicresel yanitta ¢ok yonlii rol oynar [155, 156]. PARP-1 geninin RF alanlar ile
olusturulan AC roliinii arastiran caligmalar da He ve arkdaslart kemik iligi stromal
hiicrelerine adaptif doz olarak 120 yW/cm? gii¢ yogunlugunda 900 MHz frekansinda 5 giin
boyunca giinde 3 saat RF alan uygulamasindan sonra gama radyasyon uygulanmis.
Maruziyet gruplari ile sham grubu karsilastirildiginda maruziyet grubunda PARP-1 genin
ifade seviyelerinin artti1 gosterilmis ve bdylece RF alan indiiklii AC’nin olusumunda rol
aldig1 gosterilmis [58, 157]. Diger bir calisma da insan lenfositleri ve ¢in hamsteri akciger
fibroblast hiicre hatlarina 6n RF alan uygulamasina birakildiktan sonra kemoterapik ajan
uygulamasi sonucu onarim mekanizmasinda gorev alan PARP-1 geninin ifade seviyesinin
artisi ile AC de aktif olarak katildig1 gosterilmis [59]. In vitro caligmalar ile RF-EMF indiiklii
AC olusumundaki PARP-1 geninin rolii gosterilmesine ragmen hayvan deneylerinde PARP-
1 genin rolii ilk kez bizim ¢alismamiz ile gosterilmistir. RF alan uygulamasi sonucun da
sham ve B grubuna gore PARP-1 gen ifade seviyesi anlaml 6l¢iide in vitro ¢aligmalar ile
aym dogrultuda artis gdstermistir. Istatiksel olarak bir anlamlilik gdsterilmemesine ragmen
RB grupta ki PARP-1 geninin ifadesinde artis gozlenmistir. PARP-1 geninin ifade

seviyelerindeki bu artis1 ile AC olusturmada 6nemli rol aldiginmi diistinmekteyiz.

DNA; cevresel, fiziksel veya kimyasal etkiler ile reaktif oksijen tiirlerine maruz kalmasiyla
genotoksik veya mutajenik sonuglara neden olan lezyonlara yol acar. 7,8-dihidro-8-
oksoguanin (8-0x0G), oksidatif hasarin iirettigi baslica lezyonlardan biridir. 8-0xoG’nin
onarimindan OGG-1 geni sorumludur. Falone ve arkadaslar1 2018 yilinda yaptig1 bir calisma

da in vitro kosullar da ndroblastoma hiicrelerine menadion (MD) verilmesi ile OGG-1 genin
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ifade seviyesi azalmig fakat 6n RF alan uygulamasi ile OGG-1 gen ifade seviyesini normal
hale déndiirmiistiir. On RF alan uygulamasi kritik bir DNA onarim enzimi olan OGG-1, MD
ye bagli asag regiilasyonunu ortadan kaldirmistir [54]. Calismamiz da RF alan uygulamasi
gruplarda OGG-1 genin ifade seviyeleri anlamli bir sekilde artmistir. Bu artis ile adaptif
cevapda rol alabilecegi gosterildi. Elde ettigimiz sonuglar literatiirde bulunan in vitro
caligmalar ile benzerlik gostermektedir. OGG-1 geninin ifade seviyelerindeki bu artisi ile
AC olusturmada onemli rol aldigimi diisiinmekteyiz. Ayrica ROS’un artis1 ile indiiklenen
oksidadif strese cevap olarak OGG-1 gen ifadesi artmaktadir [94]. Calismamiz da ROS’un

artist ile OGG-1 geninin ifade seviyesi eslenik olarak artmistir.

Glutatyon peroksidaz-1; hiicre oliimii, hayatta kalma, protein kinaz fosforilasyonu ve
NF-kB’nin aktivasyonu da dahil olmak tizere hiicresel sinyal yollarinda aktif rol alir. GPx-
1** ve GPx-17" fare modellerin de GPx-1 in oksidatif yaralanmalara ve reaktif oksijen
tirlerinin aracilik ettigi Olim oranlarina karst koruma sagladigi gosterilmis. GPx-1
seviyesinin diismesi ile hiicrenin oksidatif strese kars1 direnci azalir [158, 159]. Falone ve
arkadaslar1 2018’de yaptig1 in vitro calisma da toksik bir kimyasal ajan olan menadion
uygulamasi ile GPx-1 gen ifade seviyesi 6nemli dl¢lide azaldigin1 géstermisler. Hiicrelerin
onceden RF-EMF maruz kalmasi ile GPx-1 gen ifade seviyesi normal seviyeye geri
getirdigini ortaya koyulmus [54]. In vitro ¢alismalar ile RF-EMF indiiklii AC olusumundaki
GPx-1 geninin rolii gosterilmesine ragmen hayvan deneylerinde GPx-1 genin rolii ilk kez
bizim calismamiz ile gosterilmistir. In vivo calismamiz da RB grup da GPx-1 gen ifade
seviyesi artmistir. Elde ettigimiz sonuglar liteartiirde bulunan in vitro ¢alisma sonuglari ile

ayn1 yonde seyretmektedir.

Bugiine kadar yapilan ¢alismalardan elde edilen verilere gore diisiik hasar seviyeleri, DNA
onarim sistemlerindeki rol oynayan genlerin aktivasyonunu tetikliyor olabilir [160-162]
calisgmamiz da ROS’un olusturdugu minimal stres ile DNA onarim sistemlerin de rol

oynayan genlerin aktivasyonunu indiiklemis olabilir.
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5.2. Protein Analizleri ve Adaptif Cevap

Farelere 900 MHz frekansinda 120 pW/cm? giic yogunlugunda giinde 4 saat 7 giin 6n RF
alan uygulamast BLM ile olusan DNA hasarii azaltmis [64]. DNA hasar1 tespiti i¢in
mikrontikleiis ve comet yontemi kullanilan ¢alismalar da ¢esitli ve farkli dozlarda 6n RF alan
uygulamasi sonrasinda DNA hasarina yol acan bir ajan (x-151n1, BLM vb.) verilmesi ile
olusan hasar1 azalttig1 gosterilmis [54, 70, 72, 152] . Calismamizda 8-OHdG ELISA Kkiti ile

degerlendirilen DNA hasarinda gruplar arasinda istatiksel olarak bir anlamlilik bulunamadi.

ROS un yiiksekligi "oksidatif stres" olarak adlandirilan molekiiler hasarlara yol agar. ROS
un ylikselmesi ayn1 zamanda fizyolojik fonksiyonlar siirdiiren koruyan redoks biyolojisidir.
Redoks sinyali fizyolojik kosullara katki saglar iken oksidatif stres patolojik kosullara katk1
saglamaktadir. Redoks biyolojisi diisiik ROS seviyelerini ifade ederken, oksidatif stres;
DNA, protein veya lipidlere zarar veren yiiksek ROS seviyelerini belirtecidir [163]. Ni ve
arkadaglar1 2013 yilinda yaptiklari in vitro ¢alisma da RF alan uygulamasi sonucun da ROS
seviyesinin artigin1 gostermigler [104]. Fakat bununla birlikte, Xu ve arkadaslar1 alt1 farkli
tip hiicreye [164] ve Lantow ve arkadaslari ise insan gobek kordonu kanindan elde edilen
monositler ve lenfositlerde [165], RF-EMF alanlara maruz kaldiktan sonra hiicresel ROS
seviyesinde onemli bir artis gdzlenmemistir. Luukkonen ve arkadaslar1 2009 yilinda yaptig
caligma da 5 W/kg giic yogunlugunda 872 MHz frekansinda RF radyasyonu insan SH-SYSY
neuroblastoma hiicrelerin de ROS iiretimin de ve DNA hasar1 iizerinde higbir etkisi
goriilmemis. Fakat RF radyasyonun kimyasal ajan ile birlikte verilmesi ROS iiretimini
artirdigr ve DNA hasarina neden oldugu gosterilmis [166]. RF-EMF kaynakli maruziyet
sonucunda ROS seviyeleri incelendiginde bir¢ok ¢alismada artis [167-169] gozlenir iken gok
az calismada [170] ROS seviyeleri degismemistir [46, 171]. Calismamizda RF alan
uygulamas1 yapilan gruplarin ikisinde de bir artis egilimi olmasimna ragmen sadece RB
grubunda ROS miktari istatiksel olarak anlamli bir artis sergilemistir. ROS, adaptif cevabin
indiiksiyonunu tetiklemek i¢in gereken minimum hasar diizeyini iiretmede 6nemli bir rol
oynar [98]. Elde ettigimiz bu verilere gore literatiirle uyumlu olarak adaptif cevabin

olusumunda minimum hasar diizeyinin olusmasinda ROS 6nemli rol alabilir.

Malondialdehit, ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna yol agan ana zincir
reaksiyonlar1 pargalar bu nedenle gilivenilir bir oksidatif stres markeri olarak hizmet eder
[172]. 900 MHz radyasyondan sonra tavsan serumunda ve beynin dokusunda lipid hasari

bulunmaz iken, diger oksidatif parametreler de degisikler gosterilmistir [173]. Ultra yiiksek
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frekansli elektromanyetik alanlarin (UHF-EMF) 800-1800 MHz frekansa maruz kalan
sicanlarda antioksidan hasar; lipid ve protein deneyleriyle oksidatif hasarin degerlendirildigi
calismada frontal korteks ve hipokampuste lipid ve protein hasar1 bulunmamistir [174]. In
vitro caligmalar da farkli hiicre hatlar1 ve RF alanlara maruziyetde de lipid hasarinin belirteci
olan MDA’nin degismedigi gosterilmis [175, 176]. Fakat erkek siganlar {izerinde yapilan
baska bir deney de (900 MHz, 1 saat/giin, 60 giin boyunca) RF radyasyona maruz kalan
grupda beyin, karaciger ve bobrek dokularinda MDA seviyeleri artig gostermistir [177].
Calismamizda ise MDA seviyelerinde literatiirle uyumlu olarak gruplar arasinda istatiksel

bir farklilik bulunmamastir.

Oksidatif stres, artan serbest radikal olusumunun veya serbest radikallere karsi antioksidan
savunmanin azalan fizyolojik aktivitesinin bir sonucudur. [96]. Aktif oksijen molekiillerini
toksik olmayan bilesiklere doniistiren SOD ve CAT savunma mekanizmasinin dnemli
antioksidan enzimleridir [178]. GPx, SOD ve CAT gibi enzimler, oksidatif stresin zararli
etkileriyle miicadele etmek i¢in hiicre icinde redoks dengesinin korunmasina yardimeci
olurlar [179]. Yetiskin farelerin plazma, karaciger ve akciger dokularindaki SOD
seviyelerinin 06l¢iildiigii deneyde BLM enjeksiyonu ile tiim dokularda SOD degeri azalmis
ve 0on RF-EMF uygulanmis grup da sadece karaciger dokusunda SOD degeri artis
gostermistir [64]. Bravard ve arkadaglari iyonizan radyasyon ile olusturulan adaptif cevapda
antioksidan enzimlerin aktivitelerini rapor ettikleri ¢alisma da insan lenfoblastoid AHH-1
once diisiik doz sonra yliksek doz iyonizan radyasyona maruz birakiliyor. Cu-Zn SOD
(SODI1), MnSOD (SOD2), katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon S-transferaz (GST),
glutatyon rediiktaz (GR) ve ve glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PD) gibi antioksidan
enzimlerin aktivitelerini AHH-1 lenfoblast hiicrelerinde incelenmis. SOD2, GST, GPx ve
katalaz seviyeleri 6n maruziyet uygulanan hiicreler uygulanmayan hiicreler gore oldukga az
indiiklendigi gozlenmistir. Antioksidan savunmalarin aktivasyonu AHH-1 lenfoblastlarinin
radyo adaptasyonunun altinda yatan koruyucu mekanizmaya yalnizca kismen katkida
bulundugunu diisiinmektedirler [180]. Sican glial hiicrelerinde diisiik doz ve ardindan
yiiksek doz x-1s1nlamasindan sonra katalaz, GPx, GR ve glutatyon igeriginin aktivitelerini
incelendigi ¢aligma da katalaz, GPx, GR ve glutatyon i¢eriginin aktiviteleri de 6nemli dl¢iide
indiiklenmemis. Sican glial hiicrelerinde adaptif cevap mekanizmasina yalnizca kismen
katkida bulmuslardir [181]. Erkek siganlar iizerinde yapilan baska bir deney de (900 MHz,
1 sa/glin, 60 giin boyunca) RF radyasyona maruz kalan grup da beyin, karaciger ve bobrek

dokularinda TAC seviyelerinde énemli bir diisiise yol agmistir [177]. RF radyasyona maruz
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kalan hayvanlari ¢esitli dokularin da RF radyasyon kaynakli oksidatif stres artarken SOD,
CAT seviyeleri azalmigtir [182-184]. ROS ayrica antioksidan sistem iizerinde olumsuz bir
etkiye sahiptir, diisiik glutatyon (GSH) seviyesine ve antioksidan enzimlerin aktivitesinin
azalmasina neden olabilir [185-188]. Antioksidan savunma sisteminin kaybi1 veya azalmasi,
ROS’un seviyesinin hasara neden olan esigin iistiine ¢ikmasina neden olabilir [163].
Oksidatif stres, artmig bir serbest radikal olusumunun yani sira koruyucu antioksidan
savunma sisteminin azalmis aktivitesinin yansimasidir [96]. In vivo ¢alismamiz da SOD,
CAT ve TAC gibi antioksidan seviyesinin diismesi serbest radikalin ROS’un artigini
dogrulamaktadir. Caligmamizda inceledigimiz antioksidan enzimler olan SOD, CAT ve TAC
seviyeleri ROS miktar1 artmis olan RF-EMF maruziyeti alan gruplarda azalmistir. Bu
sonuclar litaratiirde bulunan bazi caligmalar ile benzerlik gdstermesine ragmen bir¢ok
caligma ile de ters yonde seyretmektedir. Radyasyon ile indiiklenen yanitta antioksidan
sistemler ile iligkin tutarsizlik, hiicre tipi ve radyasyon dozlar1 ve araliklar1 dahil olmak iizere
deneysel kosullar gibi biyolojik sisteme bagli oldugu goériinmektedir [189]. Oksidatif stres
ile artan ROS’un antioksidan sistemlerden tarafindan diisiiriilmemesi, redoks dengesizligine
neden olur ve redoksa duyarl sinyal yollarin1 aktive eder bu da hiicresel yanitlara, ¢esitli
protein sentezlerine [189], hiicre proliferasyonun artmasi [190], gen ifade seviyesi [191] da
dahil cevaplara yol acar. Calismamizda ROS ve antioksidanlar arasindaki denge g6z oniine
alindiginda AC olusturdugumuz RB grubunda antioksidan seviyelerinin artmamasi ROS
seviyesini diisiirmeyerek daha farkli savunma mekanizmalarin devreye girmesine imkan

saglamis olabilir.

5.3. Apoptosiz ve Adaptif Cevap

p53 geni, malignite ile iligkili gesitli stres sinyallerine yanit olarak aktive edilir boylece p53
geninin aktivasyonu ile tiimor hiicresi biiylimesinin inhibisyonu saglanir. Stresin p53 genini
aktif hale getirmesiyle; hiicre dongiisiiniin durmasi, yaglanma, farklilasma ve apoptoz da
dahil olmak iizere cesitli sonuglara neden olabilir. Baz1 kosullar altinda ise p53 geni
genotoksik hasarin onarimina da katkida bulunur ve bdylece rehabilite edilen hiicrenin
cogalma havuzuna geri salinmasina izin verir. Bununla birlikte, p53 geninin indiiksiyonu
apoptozu aktive ederek hiicre biiylimesinin geri dondiiriillemez bir yola sokar. p53 geni,
hiicreleri genotoksik hasarina karsi rehabilite etme 6zelliginin yaninda apaoptoza gotiirerek
de savunma mekanizmasinda Onemli gorevler istlenir [192]. Diisiik doz iyonizan

radyasyonun olusturdugu adaptif cevap ile apoptosizin azaldig birgok in vivo ve in vitro
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calisma ile gosterilmigtir [193-200]. Suana kadar literatiir ¢alismalarina baktigimiz da
iyonizan olmayan radyasyonla olusan adaptif cevapda apoptosiz arasinda bir iligki
arastirilmamistir. Yaptigimiz deneylerden elde etigimiz sonuglara gore B grubun da artan
hiicre 6liimii RB grubunda anlamli bir bi¢imde diismiis ve apoptosiz azalmistir. Sadece RF
alan uygulamasi ile p53, OGG-1, PAPR-1 genlerinin ifade seviyeleri artarken, 6n RF alan
uygulamasi sonrast BLM uygulanan grupda p53, OGG-1 ve GPx-1 gen ifade seviyeleri
artmistir. Muhtemelen DNA tamir mekanizmasinda gorev alan bu genlerin [201] RF-EMF

ile aktivasyonu BLM’nin olusturdugu apoptosize karsi koruma saglamis olabilir.

Arastirmalarin  sonuglari, 6n RF alan uygulamasi memeli hiicrelerinde adaptif cevap
olusturarak genotoksik ajanlarin olusturdugu hasara kars1 koruyucu bir etki yaratabilecegine
dair daha fazla kanit sunmaktadir. Diisiik radyasyon dozlari ile indiiklenen AC, reaktif
oksijen tiirleri, DNA hasar1 onarimi ve proliferatif siire¢lerde rol oynayan genlerin ifadesini
degistirdigini gostermistir. Diisiik doz radyasyonun neden oldugu normal hiicrelerin
proliferatif tepkisi, hem in vitro hem de in vivo birgok kanser hiicresinde yoktur. Radyasyon
tedavisinde normal hiicreleri korumak i¢in kullanilabilir [202]. Yapilan retrospektif kohort
caligma da bilgisayarli tomografi ile alinan diisiik doz iyonlastirict radyasyonun bile ¢gocuk
ve genclerde beyin timori ve 16semi insidansini yaklasik ii¢ kat artmistir [203]. Ayni
zamanda 0.05-0.1 Gy (uzun siireli maruziyet) veya 0.01-0.05 Gy (akut maruziyet) iyonizan
radyasyon dozlarina maruz kalmanin bazi kanser riskini artirdigi bildirilmistir [204].
Bleomisin benzeri antineoplastik ilaglarin radyomimetik etkilerinin oldukca ytiksek oldugu
icin 151n tedavisi ile birlikte kullanilmamaktadirlar. ikisinin bir kullanilmasi durumunda
dokuda toksisite artmaktadir [141]. Iyonlastiric1t radyasyonun giivenli dozu olmadigini
bilmek 6nemlidir [205]. Iyonize radyasyonun olusturdugu adaptif cevabin kullanimi diisiik
dozda dahi olsa, iyonlastirict radyasyonun DNA {izerinde olusturabilecegi hasar nedeni ile
klinik anlamda kullanilabilmesi ger¢ek¢i degildir. RF alan 6n maruziyeti ile AC
olusturulabilir. Boylece RF alanlarin iyonlastirici olmayan dogasi ile diisiik doz iyonizan
radyasyonun olusturabilecegi olast saglik sorunlarmin {stesinden gelinebilir. Adaptif
cevabin altinda yatan molekiiler mekanizmanin anlagilmas: ile kanser tedavilerinin
(radyasyon ve kemoterapdtik ajanlar) risk yonetimi ve degerlendirmesinde gelismeler
saglayacaktir. Kemoterapotik ajanlarin tiimor hiicreleri tizerindeki oldiiriicii etkisinin yani
sira saglik doku lizerinde olumsuz etkilere neden oldugu bilinmektedir. RF alanlarin saglikli
dokularda adaptif cevap olusturulmasi ile saglikli dokular kemoterapinin olumsuz etkilerine

kars1 daha direncli hale gelebilecektir. Boylece kanser tedavisinin saglikli doku iizerindeki
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olumsuz etkilerine kars1 RF alanlar ile bir savunma mekanizmasi gergeklestirilebilir. Ayrica
RF alanlar ile olusturulacak adaptif cevabin koruyucu etkisi sistemin olusturulmasinin diistik

maliyeti de biiyiik avantaj saglamaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

6.1. Sonuclar

Radyo frekans dalgalar ile adaptif cevabin olusumu ve altinda yatan molekiiler mekanizmay1
aydinlatmak igin tasarladigimiz in vivo ¢alisma da genomik stabiliteden sorumlu genler,
serbest radikaller ve antioksidan mekanizmasinin yani sira AC olusumunun apoptosiz
iizerine olan olasi etkileri arastirilmistir. Bu amagla DNA tamir mekanizmasinda gorev alan
p53, PARP-1, OGG-1 ve GPx-1 genlerinin ifade seviyeleri Es-Zamanli PZR ile DNA hasar1
tespiti i¢cin 8-OHAG, oksidatif stresin belirlenmesi i¢in ROS ve MDA, antioksidan etki i¢in
ise SOD, CAT ve TAC seviyerini belirlemek i¢cin ELISA yontemi kullanildi. Ayrica apoptosiz

tizerine olasi etkilerini incelemek i¢in TUNEL yontemi kullanildi.

Mutant p53 hiicre hatlarinda yapilan LDR mauriziyeti sonucunda PARP-1 geninin p53 gen
ifade seviyelerinin artmasina ve DNA hasarindan sonra transkripsiyonel aktivitesi igin
gerekli oldugu gosterilmis. p53 geni birgok stres entegratorii olarak hiicrelerde ki DNA
hasar1 iizerine olan etkisini sadece fosforilasyon ve redoks ile degil ayrica PARP-1 geni ile
diizenlemektedir [206]. PARP-1 ve p53 genleri, LDR nin olusturdugu AC de 6nemli roller
oynayabilir [207]. Calismamizda LDR i¢in gosterilen PARP-1 ve p53 genlerinin 6nemli
rolleri RF-EMF ile olusturulan AC icin de gecerli olabilecegini gdsterdik. PARP-1, OGG-
I’in N terminali iizerinden dogrudan baglanir ve bu etkilesimin oksidatif stres ile dogru
orantili olarak artar. OGG-1 ve PARP-1 genleri oksidatif stres ve DNA hasarina hiicresel
yanitta anahtar rol oynamaktadir [208, 209]. OGG-1 geninin ifade seviyesi PARP-1 geninin
ifade seviyesiyle eslenik olarak artis gostermis ve AC’nin olusumuna katki sunmus
olabilirler. GPx-1 geninin ifade seviyelerinin artmasi ile oksidadif strese karsi hiicresel
yanitlar1 gelistirerek genotoksik hasarin azalttigini diistinmekteyiz. ROS, adaptif cevabin
indiiksiyonunu tetiklemek icin gereken minimum hasar diizeyini liretmede 6nemli bir rol
oynar [98]. Bugiine kadar yapilan calismalardan elde edilen verilere gore diisiik hasar
seviyeleri, DNA onarim sistemlerin de ki rol oynayan genlerin aktivasyonunu tetikliyor
olabilir [160-162]. ROS’un olusturdugu minimal diizeydeki stres ile DNA tamir
mekanizmasinda rol alan genler olan p53, PARP-1, OGG-1 ve GPx-1 genlerinin ifade
seviyelerinin artisina neden olarak dokudalardaki hiicreleri daha direngli hale getirebilir.

Ayrica p53 gen ifade seviyesindeki artis ile hiicre dliimiinii azaltarak apoptosizi azalmig
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olabilir. Literatiirde AC olusumunda rol aldig1 ifade edilen antioksidan savunma [64] bizim

calismamiz da ise aktif hale gelmemis ve diislis gostermistir [16].

Diisiik doz iyonizan radyasyonun olusturdugu adaptif cevap ile kanser tedavisinde saglikli
dokular1 daha direngli hale getirmek i¢in kullanilabilir. Yapilan ¢alismalar da diisiik doz
iyonizan radyasyon kanser riskini artirabilir ayrica kemoterapik ilaglar birlikte iyonizan
radyasyonun verilmesi dokuda toksisitenin artmasina neden olacaktir. Iyonizan radyasyon
yerine iyonizan olmayan radyasyonun AC’yi indiikleme 6zelligi kullanilarak, iyonizan
radyasyonun olusturabilecegi olas1 saglik sorunlarinin {istesinden gelebilir. Kemoterapi ve
radyoterapinin timor 6ldiiriicii etkilerinin yan1 sira saglik doku iizerinde olumsuz etkilere
neden olmaktadir. Saglikli dokuya uygulanacak 6n RF alan uygulamasi ile kemoterapi ve
radyoterapinin saglikli doku {izerine olusturacagi olumsuz etkiler azaltilabilir. Ayrica RF
alan uygulamasi ile olusturulacak adaptif cevabin koruyucu etkisi, RF alanlarin
olusturulmasinin diisitk maliyeti de biiylikk avantaj saglamaktadir. Bu ¢alismanin
sonuclarinin gelistirilmesi ile radyasyon ve kemoterapotik ajanlarin risk yonetimi ve

degerlendirmesine sundugu katki ile klinik kanser tedavisine olumlu katkilar saglayabilir.

6.2. Oneriler

Daha sonraki ¢aligmalar da asagidaki onerilerin g6z 6niinde bulundurulmas: gerekmektedir.

e Mikroarray yontemi ile tim genom dizilimi analiz edilerek adaptif cevabin olusumunda

hangi set genlerin rol aldig: tespit edilebilir.

e Adaptif cevabin apoptosiz iizerine olusturdugu olumlu etkinin mekanizmasinin

aydinlatilmasi i¢in kaspazlar ve yolaklar incelebilir.

e Sadece saglikli hayvanlar iizerinde yapilan bu ¢alisma, kanser modeli olusturulmus
fareler ile adaptif cevabin kanser ve tiimdr dokusu {izerindeki etkilerinin

degerlendirilmesi onerilerimizdendir.
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