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OZET

Radyofrekans (RF) ve Mikrodalga (MW) radyasyona kisa siireli ya da uzun siireli maruziyetler; toplum
ve ¢evre sagligi lizerindeki olumlu/olumsuz saglik ve biyolojik etkileri ya da olusturabilecekleri riskler
acisindan heniiz netlik kazanamamus, tartismaya acgik konular arasinda yer alsa dahi Diinya Saglik
Orgiitii (WHO), Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan 2011 yilinda RF alanlari
insanlarda kanser olusturmasi miimkiin olan Grup 2B smifina dahil etmistir. Kanser gelisim siiresinde;
tiimor baskilayic1 fonksiyon, DNA onarimi ve apoptoz kritik 6nem tasimaktadir. Kanser hiicreleri bu
siiregte programlanmis hiicre dliimiine kars1 direng gelistirmektedir. Bu nedenle, radyo frekans alanlarin
kanserin olusumu ya da tedavi edici etkisinin aragtirilmast s6z konusu oldugunda; oncelik,
Elektromanyetik (EM) alanlarin apoptoz mekanizmasi1 tizerindeki olas1 etkilerini aragtirmak
yaklagimlardan biri olmalidir. Calismada, insan kolorektal adenokarsinoma hiicre hatti olan HT-29
hiicreleri kullanildi. HT-29 hiicreleri, farkli frekanslarda [1800 MHz; 2100 MHz; 2600 MHz] ve farkhi
uygulama sitirelerinde (3 saat siirekli, 6 saat kesikli [3saat RF Alan Maruziyet sistemi agik /1saat RF
Alan Maruziyet sistemi kapali/3saat RF Alan Maruziyet sistemi agik], 6 saat siirekli) RF Alanlara maruz
birakilarak, programli hiicre 6liimii yolag1 ve sagkalim mekanizmalarinda aktif rol oynayan 4 Kaspazin
[Baslatic1 Kaspaz (Kaspaz-8; Kaspaz-9), Uyarici Kaspaz (Kaspaz-3) ve Yangi Kaspaz (Kaspaz-12)] gen
ifadelenme diizeyleri kantitatif real time PCR yontemi ile SYBR Green I boyasi kullanilarak analiz
edilmistir. Kaspaz-bagimli apoptoz siireci degerlendirildiginde; 2100 MHz RF radyasyonun uygulanan
3 saat siirekli ve 6 saat kesikli maruziyet siirelerinde Baslatic1 Kaspazlar olan Kaspaz-8 ve Kaspaz-9’ un
gen ifadelenme diizeyinde anlamli seviyede artis oldugu tespit edilmistir. Kaspaz-3’ {in gen ifadelenme
diizeyinin ise sadece 6 saat kesikli maruziyet siiresinde anlamli1 bir artis gosterdigi tespit edilmistir. Bu
dogrultuda; 2100 MHz RF radyasyonun hem 6liim reseptor yolag:i Baglatict Kaspazi olan Kaspaz-8’ i,
hem de i¢ mitokondriyal yolagi Baslatici Kaspazi olan Kaspaz-9’ u aktive edebilecegi, Baslatici
Kaspazlarin 3 saat maruziyet sonrasinda Uyarict Kaspaz olan Kaspaz-3’ i aktive edebilecegi yoniinde
bir goriis belirtilebilmektedir. Ancak; Kaspaz-12’ nin gen ifadelenme diizeyinde kendi negatif kontrol
ve sham gruplarma gore bir degisim olmamasi, Kaspaz-9 ve Kaspaz-3 aktivasyonunun Endoplazmik
Retikulum Stresine bagl gelisen bir apoptoz olmadigini gostermektedir. Apoptoz bir¢ok patolojik ve
fizyolojik olayda etkin rol almaktadir. Bu nedenle apoptotik silirece miidahale ederek yeniden
diizenlenmesi, Onemli tedavi yontemlerini giindeme getirebilmektedir. Bu tez c¢alismasi, Gazi
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Birimi tarafindan desteklenen 01/2013-17 proje kodlu
Doktora Tez projesinden temin edilen Hiicre Hatt1 ve Hiicre Hattina ait Besiyeri; 01/2013-17 proje
kodlu Doktora Tez projesi ile es zamanh c¢alisilmas1 planlanan 01/2015-10 proje kodlu Bagimsiz
Arastirma projesinden temin edilen Kaspaz gen ekspresyon kitleri, Hiicre Hattina ait Besiyeri ve
laboratuvar sarf malzemeleri kullanilarak tamamlanmigtir.

Bilim Kodu : 1008
Anahtar Kelimeler : Radyofrekans alan, HT-29, apoptoz, kaspaz aktivasyonu, in vitro
Sayfa 1114

Danigman : Dog. Dr. Goknur GULER OZTURK



THE EFFECTS OF RADIOFREQUENCY FIELDS ON CASPASE-DEPENDENT APOPTOSIS IN
HUMAN COLORECTAL CARCINOMAS CELLS
(PhD Thesis)

Arin TOMRUK

GAZI UNIVERSITY
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ABSTRACT

Although effects of exposure to radiofrequency (RF) and microwave (MW) radiation for short and long
periods of time on environmental health and community health have not been clarified yet; World
Health Organisation (WHO) and International Agency for Research on Cancer (IARC) included
exposure to RF fields in Group 2B, which can cause cancer in 2011. Tumor suppressing function, DNA
repair and apoptosis have critical importance in the developmental period of cancer. In this process,
cancer cells develop resistance to programed cell death. Therefore, when it comes to researching the
cancer causing or curing effects of radio frequency fields, an approach to be adopted should be to first
study the probable effects of EM fields on apoptosis mechanism. This study uses HT-29 cells- which is
a human colorectal adenocarcinoma cell line. HT-29 cells were analysed in differing frequencies [1800
MHz; 2100 MHz; 2600 MHz] and by exposing the respondents to RF fields in differing lengths of
application (3 hours continuously, 6 hours discontinuously [RF field exposition system is on for 3
hours/ it is off for 1 hour/ it is on for 3 hours], 6 hours continuously) and by analysing the expression of
caspases (caspase-8; caspase-9, caspase-3 and caspase-12) which play active roles in cell death path and
in survival mechanisms through real time PCR method. It was found gene expression level of initiator
caspases (caspases-8 and caspases-9) significantly increased when 2100 MHz RF radiation was applied
for 3 hours continuously and 6 hours intermittently. Caspase-3 gene expression levels were, however,
found to increase significantly only during 6 hour intermittent exposure. Accordingly, it can be said that
2100 MHz RF radiation can activate both caspase-8 - death receptor path starter- and caspase-9 —
internal mitochondrial path starter caspase,- and that the starter caspases can activate caspase-3 after 3
hours of exposure. Yet, the fact that there was no change in gene expression levels of caspase-12
according to its own negative control and sham groups indicated that caspase-9 and caspase-3 activation
was not developing apoptosis due to endoplasmic reticulum stress. Apoptosis plays active roles in many
pathological and physiological actions. Therefore, interfering in the apoptotic process and re-arranging
it can bring new methods of treatment into discussion. This thesis was completed by using Cell Line
and Cell Line Medium obtained from the project for doctoral thesis supported by Gazi University Unit
of Scientific Research Projects and carrying the project code of 01/2013-17 and from Caspase Gene
Expression Kids, Cell Line Medium and Laboratory Consumables- an independent research project
with the project code of 01/2015-10 and which was planned to be conducted synchronally with doctoral
thesis project carrying the project number 01/2013-17.

Science code : 1008

Key words : Radiofrequency field, HT-29, apoptosis, caspase activation, in vitro
Number of pages : 114
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1. GIRIS

Diinyada ve Ulkemizde hizla gelisen ve yaygin bir kullanima sahip olan Radyofrekans
(RF)- Mikrodalga (MW) tabanli kablosuz iletisim teknolojisinin ve bu teknolojiye ait
cihazlardan yayilan iyonize olmayan (non-iyonizan) Elektromanyetik (EM) radyasyonun,
toplum ve ¢evre sagligi acisindan herhangi bir saglik etkisi olusturup / olusturmadig: halen
tartisilan 6nemli konular arasinda yer almaktadir. Bunun yani sira, arastirmacilar; iyonize
(iyonizan) radyasyonda oldugu gibi, non-iyonizan EM alanlarin da tedavi amagh kullanilip

/ kullanilamayacag1 konusunda da arastirmalarini siirdiirmektedirler.

Canli organizmalarin elektriksel yapisi; hiicre zarlarimin elektriksel 6zelliklerinden koken
almaktadir. Insan viicudundaki, hareketli biyoelektrik yiikler de Biot-Savart yasasi
dogrultusunda manyetik (B) alan meydana getirmektedir. Buna ek olarak; géz: [AC B alan
(0-10 Hz) 107 G]J, kalp: [AC B alan (0-40 Hz) 2x10°® G], kas: [AC B alan iskelet kas1 (1-
100 Hz) 10" G] gibi pek ¢ok organin da, kendine ait dogal EM alanlar1 mevcuttur (Bold,
Toros, & Sen, 2003). Bu agidan; insan viicudu kendine 6zgii elektriksel 6zellige sahip
hiicrelerden olusan, adeta elektromanyetik bir makine olarak tanimlanabilmektedir. Bu
elektromanyetik sistem, 1 — 250 uV arasinda ¢ok kiiglik gerilimlerdeki elektriksel
uyarilarla c¢alisan, 500.000 km’ye varan sinir agina sahip dev bir elektriksel donanimdan
meydana gelmektedir. Tiim canli sistemler; Diinyanin dogal Elektrik (E) ve Manyetik (B)
Alanlari, Glinesten kaynakli dogal radyasyon ve yildizlar, kozmik mikrodalgalar ve dogal
radyoaktivite ile biiyiik bir uyum igerisinde yasamaktadir. Ancak bilim insanlari;; EM
spektrumun 0 Hz — 300 GHz frekans araliginda yer alan yapay kaynaklardan (cep telefonu,
baz istasyonlari, mikrodalga firmlar, radarlar, yiiksek gerilim hatlar1 (YGH), TV ve Radyo
vericileri, bilgisayarlar, elektrikli ev aletleri, vb.) yayilan EM alan seviyelerinin; dogada
var olan (Giines, Diinya) EM alan seviyelerinden 1000 kat daha fazla oldugunu tespit
etmiglerdir (Yakymenko, Sidorik, Kyrylenko ve Chekhun, 2011). Bu dogrultuda; her ne
kadar teknolojik geligsmeler, pesi sira insanlar i¢in pek ¢ok yenilik ve kolaylik getirse de,
olusturduklari/olusturabilecekleri EM kirlilik, insanin ¢evre dogal alanlar1 ile arasindaki

uyumun bozulmasina neden olabilmektedir.

Cevresel pek cok olumsuz faktoriin yani sira, teknolojinin gelisimi ile birlikte dogal
olmayan EM alanlarin da hizla artis1 sonucunda; ¢esitli kanser tiplerinin goriilme sikliginda

da artisin meydana gelmesi, bilim insanlarinin EM alan - kanser arasindaki iligkiyi



aragtirmalarina neden olmustur. Yapilan bu ¢alismalarin bir kismi, EM alanlar ve kanser
olusumu arasinda siki1 bir iliski oldugunu gdsterirken, bir kismi ise var olan kanserlerin EM

alanlarla tedavi edilebilecegi diisiincesini akla getirmektedir.

Kanser, % 85-90 cevresel kanserojenlere, % 10-151 ise kalitima bagli olarak gelisen bir
hastaliktir. Genetik bir hastalik olarak bilinmesine ragmen; hiicreler karsinogenez
stirecinde (“normal bir hiicrenin, kanserli hiicre haline gelmesi”) ¢evresel faktorlerin de
etkisiyle bazi biyolojik karakteristikler kazanabilmektedirler. Tiimor hiicreleri, aktif
proliferasyon (¢ogalma) durumuna gegerken ve siirekli ¢ogalirken gelisme sinyallerini,
kendileri iiretip bagimsiz bir hiicreye doniismektedirler. Hiicre membraninda yer alan
reseptOr tirozin kinazlar, sitoplazmik kisimlarinda aktivasyondan sorumlu bir bdlge
icermektedirler. Istirahat halinde, bu reseptérlerin inaktif ve aktif konformasyonlar1 denge
halinde bulunmaktadir. Bu reseptdrlere biiylime faktorleri baglandiktan sonra, reseptorler
aktiflesmekte ve sitoplazmadaki hedef proteinler ile etkileserek sinyal iletimini
gerceklestirmektedirler. Bu reseptorler kendi kendilerini fosforile ederek aktivasyon
saglamaktadirlar. Ancak, karsinogenez siirecinde, tirozin kinaz aktivitesi ligand etkisinden
bagimsiz otofosforilasyonu saglayan bir protein tarafindan bozulabilmektedir. Sitoplazmik
tirozin kinazlarin siirekli aktivasyonu ve onkojenik sinyal iletimi, transformasyon, timor
biliylimesi, migrasyon-motilite ve invazyon artisi1 ile anjiyogenez gibi malign fenotipe 6zgi
hiicresel olaylar1 hizlandirmaktadir (Dogan ve Gii¢, 2004). Bunlara ek olarak, reseptorler
de veya sinyal aktarici proteinler de meydana gelen mutasyonlar veya bu proteinlerin asir
iiretimleri, hiicrelerin biiyiime faktorlerinden veya diger mitotik faktorlerden bagimsiz hale
gelmesine ve boylece kendi basma giden hiicre boliinmesine yol agmaktadir. Bu gen
anormallikleri, genellikle dominant olup, kanser hiicrelerinin en erken saptanan nitelikleri

olarak sayilabilmektedir (Ozcan ve Dikmen, 2015).

Kanser hiicrelerinde ortak bir 6zellik olarak, programlanmis hiicre Sliimiine karsi direng
gelismektedir. DNA’nin kendini esleme (replikasyon), DNA onarim ya da kromozom
diizenleme asamalarinda olusabilecek bir hata ile hiicre dongiisii, durum diizelene kadar
durmaktadir. Onarimi1 imkansiz DNA hasar1 ya da kromozomal hasarlarda ise hiicreler
apoptoza girmektedir. Apoptoz, farkli biyolojik olaylar sonucunda olusan gereksiz, hasarli
ya da zararl hiicrelerin, enflamasyon olmaksizin yok edilisini saglayarak, organizmanin i¢
dengesinin devamliligin1 saglamaktadir. Fizyolojik ve patolojik bircok olayda hayati role

sahip apoptoz, gerek biyokimyasal yontemlerle gerekse genetik bilesenleri araciligiyla ya



aktive ya da inhibe edilerek; kanser, AIDS ve otoimmiin bozukluklar gibi pek ¢ok
hastaligin tedavisi i¢in de olanaklar giindeme getirmektedir (Tomatir, 2003; Alberts ve
digerleri, 1994). Bu nedenle, radyofrekans alanlarin kanserin olusumunda ya da
tedavisinde etkisinin arastirilmasi s6z konusu oldugunda oncelikle EM alanlarin apoptoz

mekanizmasi iizerindeki olasi etkilerini aragtirmak yaklagimlardan biri olmalidir.

Bu amagla bu calismada da, radyofrekans alanlarin farkli siddet ve farkli uygulama

stirelerinde olusturabilecegi degisimlerin arastirilmasi hedeflenmistir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Elektromanyetik Dalgalar ve Spektrum

Elektromanyetik dalga; 1s1tmanin dalga teorisine gore, uzayda veya maddesel bir ortamda
yayilan ve salinim yapan elektrik ve manyetik alanin olusturdugu kabul edilen dalgalara
verilen addir. Sinilizoidal olarak ilerleyen EM dalgasinda birbirini takip eden iki tepe
noktas1 arasindaki uzaklik, dalga boyu (A) olarak tanimlanmaktadir. Elektromanyetik
dalganin frekansi (f) ise, birim zamandaki titresim sayis1 olarak tanimlanmaktadir (Sekil

2.1).

Elektromanyetik Dalga

Sekil 2.1. Elektromanyetik dalga

Elektromanyetik dalgalar frekanslarina gore farkli fiziksel ozellikler gostermektedirler.
Frekans veya dalga boylarma gore adlandirilarak bir cetvel halinde siralanmalarina

Elektromanyetik Spektrum ad1 verilmektedir (Sekil 2.2).
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Kuantum (Foton) Enerjisi (eV)
102 100 102 104 108 108 10 0%

Dalga boyu (m) f f t I f f f T
100 100 10t 12 100 102 100 100 10 10 10 10%

] ] l ] | I 1 Il Il I
T T T T T I ] 1 T T

Morditesi

Cep
Oldulca Diigiik telefonu
Diisiik  Frekans GPS Xsmlan
Frelans - Gama ismlan
Radyo dalgalan Rt e ‘ Kozmik 1smlar

Radar

| 1 1 | ] I 1 1
1 i 1 1 I 1

} ] } T } P T
10° 102 104 108 108 10" 102 -~ oM 107 10% 102 102 10% 1028

Frekans (Hz) 75107 Goriiniir 151k

QR o ivonizan radyasyon

Sekil 2.2. Elektromanyetik spektrum
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Elektromanyetik spektrumda; elektromanyetik dalgalar baslica 9 ana baglikta
siniflandirilmigtir: Bunlar diisiik frekanstan yiiksek frekansa dogru oldukca diisiik frekans
(Extremely Low Frequency, ELF), diisiik frekans (Low Frequency, LF), radyo dalgalari
(Radiofrequency, RF), mikrodalga (Microwave, MW), kizilotesi (Infrared, IR), goriiniir
151k, mordotesi (Ultraviolet, UV), X-1smlar1 ve Gama (y) 1sinlaridir. Mor 6tesi radyasyonun

bir kismi ile X-1s1nlar1 ve Gama 1sinlar1 iyonize radyasyon olarak tanimlanir (Stedwell ve

Polfer, 2013) .

Bu ¢aligmada; 1800 MHz, 2100 MHz, 2600 MHz frekanslarindaki Radyofrekans alanlarin

kanser hiicreleri lizerindeki etkileri incelenmistir.

2.2. Radyofrekans Alanlar

Radyofrekans alanlar 3 kHz-300 GHz frekanslar1 araligindaki elektromanyetik alanlardir.
Sahip olduklar1 enerji ile biyolojik yapilarda iyonlagsmaya neden olmadiklari igin;

elektromanyetik spektrumun non-iyonizan boliimiinde yer almaktadirlar.

Radyofrekans alanlar1 kaynagina olan uzakliga bagl olarak; yakin alan ve uzak alan olmak
iizere iki kategoride smiflandirabilmemiz miimkiindiir. Bu uzaklik Rayleigh yaklagimi ile

hesaplanmaktadir.

A: kaynagin olusturdugu EM alanin dalga boyu,
D: antenin maksimum uzunlugu,

R: Kaynaga olan uzaklik olmak iizere

Eger R > 2D?/A ise, bu mesafe uzak alan (far field), kaynak ile uzak alan arasinda kalan
bolge ise yakin alan (near field) olarak tanimlanir (Matthes, 1996) (Sekil 2.3). Yakin alana;
kaynakla birebir ilgilenen kisiler, genellikle ¢alisanlar maruz kalirlar. Yakin alan kendi

icinde Reaktif bolge ve Fresnel bolgesi olmak tizere iki kisma daha ayrilir:

Reaktif yakin alan bolgesinde, EM alan degerini hesaplamak ya da gii¢ yogunlugu (S)

cinsinden sdylemek miimkiin degildir.

Fresnel yakin alan bdolgesi ise reaktif yakin alan bdlge ile uzak alan arasinda kalan

bolgedir.
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Sekil 2.3. Radyofrekans alan-yakin alan ve uzak alan bolgeleri

Uzak alan ise diizlem dalga yaklasiminin yapilabildigi bolgedir. Bu bdlgede,
elektromanyetik dalgalarin yayilimi genellikle birbirine dik olup, bu dalgalarin Sl¢timii

yapilabilmekte ve hesaplanabilmektedir [Fresnel zone-plate].
Bu arastirmada, radyofrekans alanlarin uzak alan etkisini arastirilmistir.
2.3. Radyofrekans Alan Kaynaklari

Radyofrekans alan kaynaklari, dogal kaynaklar ve yapay kaynaklar olmak iizere iki grupta
toplanabilir. RF alan kaynaklarinin biyolojik etkileri; maruziyet suresi, maruz kalinan
alanin giic yogunlugu, frekansi, polarizasyonu, maruz birakilan bdlgenin yakin alan ya da
uzak alan olusu, maruz kalan canlimin viicut boyutlar1 gibi faktorlere baghidir.
Radyasyondan korunmak i¢in; radyasyon kaynaginin fiziksel 6zellikleri, alan 6zellikleri ve

bu alanlarin biyolojik sistemlerle etkilesiminin bilinmesi gerekmektedir (Matthes, 1996).
2.3.1. Dogal radyofrekans alan kaynaklari

Diinyanin 6zelliklerinden, Giinesten, atmosferden ve uzaym derinliklerinden kaynakl
elektromanyetik alanlar mevcuttur. Diinyanin etrafindaki atmosfer, iyonosfer ve
magnetosfer, derin uzaydan kaynakli radyasyona karsi diinyay1 korur. Bu korumay1 delerek
gecen elektromanyetik alan frekans araligt 10 MHz — 37,5 GHz’dir. 300 GHz frekansa
kadar diinyanin yaydigi radyasyonun gii¢ yogunlugu (S) 0,003 W/m?’dir (Matthes, 1996;
Michaelson ve Lin, 1987; Lin, 1994).



2.3.2. Yapay radyo frekans alan kaynaklar

Yapay radyofrekans alan kaynaklari, insan eliyle iiretilmis kaynaklardir. Bu radyasyon
kaynaklar1 evlerde kullanilan mikrodalga firin, cep telefonu ve telsiz telefonlardir.
Cevremizde ise, iletisim i¢in ya da farkli amaglarla kullanilan askeri radarlar, trafik
radarlari, baz istasyonlari, TV ve Radyo vericileri, uzaktan kumanda cihazlar,
Radyofrekans’li Kimlik Belirleme (RFID - Radiofrequency Identification), giivenlik
sistemleri, medikal alanda kullanilan diatermi iiniteleri ve MRI cihazlari; sanayide
kullanilan eritme firinlar1 baglica radyofrekans alan kaynaklaridir (Zamanian ve Hardiman,
2005). Giliniimiizde en yaygin kullanima sahip yapay radyofrekans alan kaynagi cep
telefonlaridir. Cep telefonlart hem beyin gibi 6nemli ve hassas bir organa ¢ok yakin
mesafede kullanilmaktadir, hem de gelisme siirecinde bulunan cocuklar da dahil olmak
lizere her yastan bireyler tarafindan ¢ok yaygin bir sekilde kabul gérmektedir. Baglica
radyofrekans alan kaynaklarinin frekans, dalga boyu, gili¢ yogunluklar1 ve sahip olduklar
enerjileri Cizelge 2.1 ve Sekil 2.4°de belirtilmistir.

Cizelge 2.1. Radyofrekans alan kaynaklarinin frekans, dalga boyu ve enerjileri

0,66x10° - 0,12x10°°

1,6-30 GHz

187-10 mm

54 -1600 MHz | 5,55m-0,187 m 0,22x10°®- 0,66x10°
1605 - 54 MHz 187-5,55m 66x10%- 0,22x10°®
500 - 1500 kHz 600 -200 m 2 - 6x10°°

Akilli Sayaglar Yerkiire < frisani Vucudu< {ablssus |nternet< Mikrodalga Firin < <

Cep Telefonlan
902 MHz-2. 4GHz Yiizeyde: Radyo Televizyon 0.0003 mW/em2 g 0010 mW/cm2 0.0047 mW/cm2 Telsiz Telefonlar 0.1pg mW/cm2
0.000015 mW/cm2  300MHz-300GHz ve Telsiz verici 0.12 mW/cm2
0.00013 mW/cm?2 istasyon antenleri
0.00015 mW/cm?2

Sekil 2.4. Yapay radyofrekans alan kaynaklari



RF alanlarin etki mekanizmalari ve glivenlik standartlar

Cep telefonlari, baz istasyonlari, radyo-televizyon vericileri, radarlar gibi RF ve MW
tabanli kablosuz iletisim teknolojileri; cevre elektromanyetik kirlilik kaynaklarini
olusturabilmektedir. EM spektrumun non-iyonizan 1smmim bolgesinde yer alan
Radyofrekans (3 kHz — 300 MHz) ve Mikrodalga (300 MHz — 300 GHz) alanlarinin
kuantum enerjileri (1,24x10° — 4,12x10° eV); molekiiller arasi degisimlere neden
olabilecek ya da genetik materyaldeki en zayif kimyasal bagi (Van der Waals bagi 0,04-
0,08 eV/molekiil) kirabilecek enerjiden dahi oldukga diisiik seviyede olduklari i¢in canli

sistemler iizerinde dogrudan bir etki olusturamadiklari diigiiniilmektedir.

Canli sistemlerde herhangi bir degisiklige neden olabilecek minimal enerjiyi hesaplamak
olduk¢a zordur. Bir yaklasim dogrultusunda; insan viicudunun saglikli viicut sicaklig

36,5 °C, hasta iken viicut sicaklig1 40 °C’ye kadar ¢ikmaktadir.

Bazi1 dokularda bu AT= 3,5 °C sicaklik farki onemli etkilere neden olabilmektedir. Bu
sicaklik artis1 1,47x10* eV’a karsilik gelmektedir (Stuchly, 1979). Bu dogrultuda;
molekiiler diizeydeki biyolojik etkileri heniiz tam olarak kesinlik kazanmasa da, bilim
insanlart tarafindan biyo-etki mekanizmalari;; Termal ve Termal olmayan etkilesim

mekanizmalari ile agiklanabilmektedir
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RF ALANLARIN BiYOLOJiK DOKULARLA
ETKILESIM MEKANIZMALARI

TERMAL NON-TERMAL
MEKANIZMALAR MEKANIZMALAR
¢ RF FOTON ENERJISININ
SICAKLIK BUYUKLUGU
ARTISI
RF ALANLAR iLE
MOLEKULER TIiTRESIMIN
UYARILMASI

RF FREKANSLARDA
HUCRE MEMBRANI
BOYUNCA POTANSIYEL

TERMAL ENERJI TARAFINDAN RF
RADYASYON MARUZIYET
ETKILERININ SINIRLANDIRILMASI

E ALAN ETKILERI

PROTEIN KONFORMASYONUNDAKI
DEGISIMLER

LIGANDLARIN BAGLANMASINDAKI
DEGISIMLER (Ca*2-HUCRE
RESEPTORU)

SOGURMA-BIYOLOJIK BiLESIKLERIN
VIBRASYON SEVIYELERI

ARTAN HUCRELER ARASI CEKIM
KUVVETI

LF E ALANLARIN BOZUNUMU
(DEMODULASYON)

B ALAN ETKILERI

| MANYETIT (Fe;04) |

| RADIKAL CIFTLERI |

Sekil 2.5. Radyofrekans alanlarin biyolojik dokularla etkilesim mekanizmalari

S6z konusu mekanizmalarda; esas olarak E ve B alanlarin biyolojik dokularla
etkilesimlerinin temel alindigi goriilmektedir. Termal etkilesim mekanizmasi, cogu
biyolojik dokunun elektriksel iletkenligine bagl olarak sogurdugu RF enerjisi sonucunda
doku 1sisinda artisin meydana gelmesi prensibine dayanmaktadir. Radyofrekans E alan
bileseni etkilestikleri biyolojik sistemlerde elektriksel yiikleri harekete gecirerek salinimli

bir elektriksel akimin olusmasina neden olmaktadir. Olusan bu elektriksel akim, molekiiler
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hareketi dolayisiyla kinetik enerjiyi arttirarak yiikler arasindaki enerji transferinin de (hizl
hareket eden yiikler sahip olduklar1 enerjilerini daha yavas hareket eden yiiklere aktararak
bu yiiklerin daha hizli hareket etmelerine neden olmaktadirlar.) artmasina neden olmaktadir
(Balzano ve Sheppard, 2003). Boylece canli sistemini olusturan yiiklerin hizlarinin
birbirlerine esit olmas1 saglanarak, sistemdeki 1sinin yayilmasi ve bolgesel 1s1 artiglarinin

meydana geldigi goriilmektedir.

Radyofrekans alanlarin biyolojik sistemler ile etkilesim mekanizmalar1 bir baska sekilde;
Alan-Dipol Etkilesimi ile de agiklanabilmektedir. Canli bir sisteme disaridan uygulanan
RF/MW alanlarin E alan bileseni; kalici bir dipol momente sahip su gibi molekiilleri, alana
paralel konumlandirma egilimine girmektedir. Su gibi viskoziteye sahip molekiiler
dipollerin rastgele hareketleri, uygulanan E alanin etkisiyle rotasyonel harekete zorlanarak,
alan dogrultusunda yonlendirilmeye ¢alisilmaktadir. Bu esnada bulunduklari sivi ortama

enerji transferi gerceklesmesi ile de ortamda 1s1 artis1 meydana gelmektedir (Challis, 2005).

~~~~~~~~~~~~~~~~~

Rotasyonel Hareket

Sekil 2.6. Su molekiilii-RF E alan etkilesimi

Radyofrekans / Mikrodalga alan maruziyetinden kaynakli dokuda meydana gelen 1s1 artist
ve ardindan gelisen ani saglik etkilerine karsi; 1998 yilinda Uluslararasi Iyonize Olmayan
Radyasyondan Korunma Komisyonu [International Commission on Non-lonizing
Radiation Protection (ICNIRP)] 0 Hz - 300 GHz frekans araligindaki EM alanlar i¢in,
Elektrik Elektronik Miihendisleri Enstitiisii [Institute of Electrical and Electronical
Engineers (IEEE)] ise 2006 yilinda 3 kHz — 300 GHz frekans araligindaki EM alanlar igin
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giivenlik limitleri igeren yonergeler yaymlamislardir (The International Commission on
Non-lonizing Radiation Protection, 1998). (The Institute of Electrical and Electronics
Engineers Standards , 2005). Bu yonergelerden, 1998 yilinda yayinlanan ICNIRP giivenlik
limitleri; kisa-siireli ve acil saglik etkilerini temel almaktadir. Acil saglik etkileri; periferik
sinirler ve kaslarin uyarilmasi, iletken nesnelerle temastan kaynakli yasanan soklar ve
yaniklar, EM alan maruziyeti siiresince enerji sogurulmasindan kaynakli doku sicakliginda
meydana gelen 1s1 olarak belirtilmektedir (The International Commission on Non-lonizing
Radiation Protection, 1998). Elektrik Elektronik Miihendisleri Enstitiisii’niin 2005 yilinda
yayinladig1 yonergesinde, genel halkin yogun bir sekilde maruz kaldigi E, B ve EM
alanlara karst Ozel smirlamalar getirilmesi ve bu yonde Onlemler alinmasi; ayrica
literatlirdeki mevcut caligsmalardan elde edilen bulgular dogrultusunda, halkin maruz
kaldig1 indiiklenmis ve kontak akimlar neticesinde olusan olumsuz saglik etkilerinin en aza
indirilmesi gerektigi konusunda 3 asamali glivenlik limitleri olusturulmasi gerekliligi ifade
edilmektedir. Ozellikle; yonergede belirtilen ilk giivenlik limit degerleri (3 kHz-5 MHz
frekans aralig1) elektrostimiilasyon uygulamasi ile meydana gelebilecek olumsuz etkileri
en aza indirmeyi hedeflemektedir. Ikinci belirtilen giivenlik limit degerleri (100 kHz- 300
GHz frekans araligi) 1isinma ile olusabilecek olumsuz saglik etkilerine karsi korumayi
hedeflemektedir. Yonergede yer alan t¢ilincii giivenlik limit degerleri (0,1- 5 MHz olan
gecis frekans bolgesi) ise hem elektrostimiilasyon, hem de 1sisal etkiler sonucunda
olusabilecek olumsuz etkilere karsi korumay1 hedeflemektedir (The Institute of Electrical
and Electronics Engineers Standards, 2005). Gegis bolgesinde, elektrostimiilasyon temelli
limitler genellikle diisiik is hacimli (duty cycle) maruziyetler i¢in sinirlandirilirken, termal
temelli limitler siirekli dalga alanlari i¢in sinirlandirilmaktadir. 10 MHz-10 GHz frekans
araliginda yer alan temel siirlamalarin amaci viicutta meydana gelen asir1 1sinmaya engel
olmaktir. Bu dogrultuda, Radyofrekans radyasyondan kaynaklanan bolgesel 1s1 artig1 1 °C’
den az olacak giivenlik limitleri belirlenmektedir (Cizelge 2.2).
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Cizelge 2.2. ICNIRP 1998 yonergesi ile IEEE C95.1-2005 standardinin karsilastirilmasi

Uluslararas iyonize
Olmayan Radyasyondan

Elektrik Elektronik
Miihendisleri Enstitiisii

Parametre Korunma Komisyonu (IEEE-C95.1-2005)
(ICNIRP-1998)

Frekans Arahigi ~ 100 kHz - 300 GHz ~ 100 kHz - 300 GHz

i::lllll—nvll:‘fll:ltl 2l;:ezonansmm Evet Evet

Dozimetrenin déhil edilmesi Evet Evet

Deneysel literatiir veri tabani Genis Cok Genis (~ 1300 alint1)

En 6nemli biyolojik etki noktasi

Davranigsal Bozukluk
(~1 °C’ lik sicaklik artigina
bagli)

Davranigsal Bozukluk

(~1 °C’ lik sicaklik artigina
bagli)

Davrams bozukluklarina neden olan

tilm-viicut ortalama SAR degerleri

1-4Wlkg

~ 4 W/kg

Tiim-viicut ortalama SAR degeri
limitleri:
+«+ Uygulanan Frekans Arahgi

Mesleki Maruziyet: 0,4
Wikg

Genel Halk Maruziyeti :
0,08 W/kg

++100 kHz-10 GHz

Kontrollii Cevre: 0,4 W/kg
Eylem Diizeyi: 0,08 W/kg
100 kHz-3 GHz

Maksimum uzaysal-ortalama SAR
degeri

(Bolgesel maruziyet)

¢ Ortalama Hacim

e Ortalama Zaman

Mesleki Maruziyet: 10

W/kg

Genel Halk Maruziyeti: 2

W/kg

e Ortalama Hacim 10 gr
doku (yakin)

e Ortalama Zaman :

Mesleki Maruziyet: 6 dak.

Genel Halk Maruziyeti: 6

dak.

Kontrolli Cevre: 10 W/kg

EylemDiizeyi: 2 W/kg

e Ortalama Hacim 10 gr doku
(kiip seklinde)

e Ortalama Zaman :

Kontrollii gevre: 6 dak.

Eylem Diizeyi: 30 dak.

Limitler (Kollar ve Bacaklar i¢in)
o Ust Limit

e Alt Limit

++ Uygulanabilir Frekans Araligi
Ortalama Zaman (f>100 kHz)

o Ust Limit

e Alt Limit

Kollar-Bacaklar i¢in;

Ust Limit Degeri: 20 W/kg
Alt Limit Degeri : 4W/kg
100 kHz <f<10 GHz
Ortalama Zaman:

6 dak. (f<10 GHz)

300 GHz’ de 10 sn’ ye
diiger.
300 GHz’ de 10 sn’ ye
diiser.

El-ayak, Kulak kepgesi i¢gin;
Ust Limit Degeri: 20 W/kg

Alt Limit Degeri: 4W/kg

+ 100 kHz <f<3 GHz
Ortalama Zaman:

6 dak. (f<3 GHz) 300 GHz’ de
10 sn’ ye diiser.

6 dak. (3kHz <f<1.34 MHz)
E? ve H? 1.34 MHz <f<100
MHz igin farkli ortalama
zamanlara sahiptirler; fakat ikisi
de 100 MHz de 30 dak.’ ya
kadar esittir.

100 MHz <f<5 GHz arasi igin
ortalama zaman 30 dak.’ dir, ve
300 GHz’ de 10 sn’ ye diiser.

Limitler (indiiklenmis ve Kontak
AKkimlar icin)

e Ust Limit
e Alt Limit
+« Uygulanabilir Frekans Aralig:

Kollar-Bacaklar igin

Ust Limit Degeri: 40 mA
Alt Limit Degeri 20 mA
100 kHz <f<110 MHz

Her bir ayaktan yere

Ust Limit Degeri: 90 mA
Alt Limit Degeri: 20 mA
100 kHz <f<110 MHz

Kaynak: (Giilersoy, 2009)
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Radyofrekans radyasyona tiim viicut maruz kalan bir bireyde goriilebilecek olasi saglik
etkileri icin esik deger Ozgiil Sogurma Oram (OSO; [Specific Absorption Rate, (SAR)])
olarak da bilinen 4 W/kg’dir. 1971 yilinda, Herman P. Schwan; EM alan-canli sistem
etkilesim mekanizmasinda belirleyici en uygun parametrenin doku igerisinde indiiklenmis
akim yogunlugu oldugunu ileri stirmiistiir (Schwan, 1971). 1982 yilinda, Amerikan Ulusal
Standartlar Enstitlisii (American National Standards Institute, ANSI) RF giivenlik standardi
icin temel dozimetri parametresi olarak SAR’1 benimseyen ilk kurulustur. SAR viicudun
sogurdugu EM enerji veya viicudun enerji sogurma hizi olarak ifade edilir. Radyofrekans
enerjiyi soguran viicudun 1 kg’inin sicakligini 1 °C artiran EM enerji miktar1 4 Watt’tir. Bu
nedenle, standartlarin olusturulmasinda 4 W’lik SAR degeri biyolojik etki goriilebilecek

doz olarak kullanilmaktadir.
Elektrik alan siddetinin dl¢iilmesi yontemiyle yapilan SAR hesabi:

SAR =E_E|:=_5AR _ oF
P ? ile ifade edilmektedir.

Ei: V/ m cinsinden dokudaki elektrik alan siddetinin etkin degeri
o: S/m cinsinden viicut dokusu iletkenligi

p: kg/m? cinsinden viicut dokusu yogunlugunu belirtmektedir.

Bir noktadaki sicakligin zamanla artig orani da;

dr

SAR =¢c.— | ¢
“ar I %ile hesaplanr.

Ci: j/kg K cinsinden viicut doku 1s1 kapasitesi

dT/dt: K/s cinsinden viicut dokusu sicakliginin baslangi¢ anindaki tiirevidir.

Giivenlik limitleri belirlenirken; bilimsel ¢aligmalarda dokudaki termal degisimi gostermek
amaciyla gelismis matematiksel yontemler kullanilarak bilgisayar ortaminda hesaplanan
SAR degeri baz alinarak 10 GHz frekansa kadar olan radyofrekans alanlar i¢in maksimum
kabul edilebilir sicaklik artis1 (olumsuz zaman-sicaklik esik degerleri) da belirlenmistir.
Giivenlik limit degerleri icin belirleyici faktor olarak kabul edilen SAR degeri ile ilgili goz

onilinde bulundurulmasi gereken 6nemli konular:
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= Tim frekanslarda tutarli olmasi,

* Her kosulda uygulanabilir olmasi,

= Maruziyet parametrelerinin degerlendirilebilir olmas,
= Sebep-sonug iliskisi olmasi

* Anlasilabilir olmasi

= Kabul edilebilir nitelikte olmasi seklindedir.

Elektromanyetik spektrumda, non-iyonizan boliimiinde yer alan Diisiik Frekansh
Alanlarda, kHz mertebesindeki frekanslardaki elektrik ya da manyetik enerjinin kii¢iik bir
bolimii dokular ya da biyolojik sistemler tarafindan sogurulmaktadir. 1998 yilinda
yayinlanan ICNIRP yonergesinde de diisiik frekansli E ve B alan maruziyetlerinde goz ardi
edilebilecek boyutta enerji soguruldugundan ve sonucta oOlgiilemeyecek kadar da viicut
sicaklik artigindan bahsedilmektedir. Artan frekans ile birlikte kademeli olarak indiiklenmis
elektrik akimlarindan kaynakli EM alan enerji sogurulmasinda da artis oldugu
goriilmektedir ki, bu olay etkilesim mekanizmalarinin temelini olusturmaktadir. 100 kHz
ve 10 MHz frekans aralifinda hem indiiklenmis elektrik akim yogunlugu hem de dokudaki
termal degisimi gosteren SAR birlikte degerlendirilmektedir. 10 MHz ve 10 GHz frekans
araliginda ise dozimetrik degerlendirme kullanilmaktadir. Yiiksek frekanslardaki EM
enerjiler (Kizilotesi ve Mordtesi) i¢in ise yiizeysel sogurulma goriilmektedir. Bu nedenle
10 GHz’den yiiksek frekanslardaki EM alanlar i¢in degerlendirmek amaciyla gii¢
yogunlugu kullanilmaktadir. Iyonize radyasyon icin ise sogurulan radyasyon dozu

maruziyet limitleri olusturulurken temel alinmaktadir.

Ozgiil Sogurma Orani, uygulanabilirligi ve degerlendirilebilirligi agisindan bakildiginda,
mevcut yonergelerde yer alan 10 MHz-10 GHz frekans araligi lizerinde termal etkilerden
dolay1 olumsuz saglik etkilerinin olabilecegi yoniinde kabul edilebilir maruziyet limitleri
icin, zaman-sicaklik esik degerleri Olclimiiniin  dikkate alinmasi1 gerekliligini
vurgulamaktadir. Ancak, mevcut gilivenlik limitlerinin belirlendigi, karmasik yapida
bilgisayar modelleri ilizerinde gelismis matematiksel bir platformda hesaplanan SAR
dagilimmin, insan viicudundaki sicaklik dagilimi ile karsilastirildiginda 6nemli dlgiide

farkli oldugu tespit edilmistir.

Ozgiil sogurma orani, dis enerji kaynaklari tarafindan sogurulan giicii, yalnizca enerji

akisin1 goz Oniine alarak, kaynagin tiiriinii dikkate almadan vermektedir. Gelen enerji
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dogrudan ya da dolayl olarak biyolojik mekanizmalar tetikleyerek, hedef dokularda ya da
tiim viicutta birtakim degisikliklere neden olmaktadir. Insan viicudunda termal
homeostazin kontrolii olduk¢a zordur. Sicaklik artisi, fizyolojik olarak diizenlenen kan
akisinin sogutma mekanizmasi ile etkisiz hale gelmektedir. Kan akisi, termal homeostazin
devamliliginda hayati bir role sahip olup, hedeflenen bdlgede islevselligin saglanmasi
acisindan en uygun kosullarin olusturulmasi i¢in 1s1 alig-verisini diizenlemektedir. Bu
nedenle, 1s1 tedavileri (hipertermi) onkolojik uygulamalarda kullanilan tedavi yontemleri

arasinda yer almaktadir.

Gerek Uluslararas1 Iyonize Olmayan Radyasyondan Korunma Komisyonu 1998
yonergesinde, gerekse Elektrik Elektronik Miihendisleri Enstitiisii  C95.1-2005
standardinda diisiik frekanslarin yiizeydeki etkilerini (elektrostimiilasyon, elektrosoklar ve
yaniklar) ve yiiksek frekanslarda dokuda meydana gelen 1s1 artisii g6z Oniinde
bulundurmuslardir. Gergeklestirilen ¢alismalarin pek ¢ogu in vitro aragtirmalar olmasina
ragmen, in vivo c¢alismalar lizerinde durmusglardir. Kanser ve iiremeyi konu alan
epidemiyolojik calismalar ise hem smirli sayida olmalari hem de sonuglar arasinda
tutarsizliklar olmasi sebebiyle, giivenlik limitlerinin olusturulmasi konusunda bilime dayali
maruziyet kriterleri agisindan yeterli goriilmemistir (van Rhoon, ve digerleri, 2011).
Ayrica, 6grenme ve davranis ¢aligmalarinin sonucunda, yaklasik 4 W/kg’lik SAR’da 30-60
dakikalik maruziyet sonrasinda viicut sicakliginda 1 °C artis oldugu tespit edilmis, deney
hayvanlarinin davraniglarinda bozukluklarmin oldugu gézlemlenmistir (de Lorge, 1984)
(de Lorge ve Ezell, 1980). Bu ¢alisma sonuglar1 referans alinarak, insanlar igin RF
radyasyon maruziyet limit degeri 4 W/kg olarak belirlenmistir. Teorik olarak bu degerin
10’da 1’1 alinarak mesleki maruziyet (0,4 W/kg), mesleki maruziyet limit degerinin de 5’te
I’1 almarak genel halk maruziyet (0,08 W/kg) limitleri olusturulmustur. Mevcut limit
degerleri sagliklt bireyler icin, kisa siireli etkiler dikkate alarak olusturulmustur.
Tanimlanan saglikli birey 70 kg agirliginda 1,7 m boyunda bir erkek olarak se¢ilmistir.
Deney hayvanlari {izerinde gozlenen biyolojik etkilerin insana uyarlanmasi gereklidir.
Uyarlama yapilabilmesi i¢in, EM alanlarin biyolojik sistemler ile etkilesim
mekanizmasinin ¢oziimlenmesine yonelik dogru biyolojik ve fiziksel parametrelerin
belirlenmesi, analiz edilmesi ve elde edilen sonuglarin insana Olgiimlendirilmesi,
yorumlanmas1 gerekmektedir. Ancak, mevcut limit degerler belirlenirken toplumda yer
alan hasta bireyler, hamileler, cocuklar, yashlar géz dniinde bulundurulmamistir. Ozellikle

limit deger olarak kabul edilen 4 W/kg’in ¢ok altinda uygulanan RF alanlarin canlilar
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iizerinde Onemli etkiler olusturabildigi de bilimsel bir gercektir Bu acidan
degerlendirildiginde de, ulusal ve uluslararasi standartlarin yeniden olusturulabilmesinde;
EM alanlarin canlilar ile etkilesiminde, etkin maruziyet siddetinin, uygulama siiresinin ve

dogrultusunun belirlenebilmesi biiyiik onem tasimaktadir.

Radvofrekans alanlarin DNA ile olas1 etkilesim mekanizmasi

Radyofrekans enerjisi canli bir ylizeye ¢arptiginda enerjisinin bir kism1 yansir bir kismi
viicut i¢ine girerek absorbe olur. Radyofrekans alanlara maruz kalan bir organizmada
sogurulan enerjiye bagli olarak olusabilecek olasi biyolojik etkilerin tespiti iic temel
fiziksel parametre ile miimkiin olabilmektedir: i. frekans, ii. siddet, iii. maruziyet siiresi.
Canli sistemlerde biyo-etkilerin tetiklenmesi ya da baslatilabilmesi i¢gin EM alanlarin
etkilestikleri sistemlerde farkli cevaplara/sonuglara yol acabilecek olaylar zincirine neden
olmasi gerekmektedir. Elektromanyetik alan-canli sistem etkilesimi sonrasinda; sistemin
yik dagiliminda, kimyasal yapisinda ya da enerjisinde degisim meydana gelmektedir.
Yapilan c¢alismalar, sistemdeki bu degisimlerin farkli biyolojik etkilerin olusum
zincirindeki ilk agsamalar1 oldugunu gostermektedir (Weaver, Vaughan ve Astumian, 2000)
(Varlberg, van Deventer ve Repacholi, 2007). Molekiiler seviyedeki degisim, biyolojik
yapinin karmasiklig 6lgiisiinde cevaplar iiretmek i¢in yiikseltilir ki bu cevaplar organizma
icin farkli sonuglar dogurabilir (Apollonio, ve digerleri, 2008). Konformasyon degisimi,
atom yer degisimlerini igermektedir; vibrasyonel uyarilmalarda oldugu gibi ve spesifik
modlar konformasyonel degisime siiriiklenmelerde 6nemli olabilmektedirler. Eger RF
sogurulmasi, vibrasyonel dinamikleri konformasyon degisimini etkileyerek degistiriyorsa,
enzim fonksiyonlarin1 da etkiledigi diistiniilebilir. Yiiksek sicakligin fonksiyonu etkiledigi
bilinmektedir ve sicakliktaki ylikselme, tiim vibrasyonel modlarin uyarilma seviyelerinde
1s1 dagiliminin siirdiiriilmesi ile tutarl olarak artmasi seklinde diisiiniilebilmektedir. Eger
etkili ve biyolojik olarak aktif modlarsa, RF sogurulmasi birkag¢ spesifik modun uyarilma
seviyesini artirabilir ve fonksiyonunu etkileyebilir (Prohofsky, 2004). Enerji transferi ile
rastgele hareket eden molekiil ve yiiklerin kinetik enerjilerinde meydana gelen artis ile
ortamin 1sinmasi saglanmaktadir. Sisteme transfer edilen enerji (¢) termal enerjiden (1/2
kBT, serbestlik derecesi) biiyilk oldugu takdirde biyolojik cevap olusmaktadir.
Radyofrekans enerjinin sogurulmas: ile hiicre iskeletinin temel bilesenlerinden olan
mikrotiibiillerin titresim yapilar etkilenmektedir. Ancak, DNA molekiilii i¢in titresim

frekansinin 10 GHz oldugu kabul edilmektedir. Radyofrekans radyasyonun foton
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enerjisinin molekiiler baglarin kirilmasi i¢in yeterli olmadigi ve bu yiizden DNA nin kararlt
yapisini, biitlinliigiinii bozabilecek diizeyde olmadigi halen tartisma konusudur (Challis,

2005).

Bu nedenle, RF/MW alanlarin biyolojik sistemler ile etkilesimini biyokimyasal mekanizma
ile de agiklamak miimkiindiir. Normal metabolik isleyisin yani sira gesitli dis etkenlerin
etkisiyle hiicre igerisinde ikincil mesajcilar olarak da adlandirilan iyon, molekil ve
radikaller olugsmaktadir. Yasam siireleri ¢ok kisa olmasina ragmen yiiksek aktiviteye sahip
ara urlinler olan serbest radikaller tiim hiicre bilesenleri ile kolaylikla reaksiyona girerek bu
bilesenler iizerinde kimyasal degisimlere neden olabilmektedir. Bu degisimlere, uzun
omirli kollajen, elastin ve kromozomlarda meydana gelen oksidatif degisimler,
karbonhidratlarin pargalanmasi ve lipid peroksidasyonu nedeniyle mitokondri ve lizozom
gibi karakteristik membran elemanlarinda tespit edilen degisimler 6rnek verilebilmektedir
(Harman, 1972). DNA kararl1 yapida bir molekiil olmasina ragmen hiicre igerisindeki diger
molekiiller (lipitler, proteinler, karbonhidratlar) gibi serbest radikaller ile etkileserek
oksidatif hasara ugrayabilmektedir. Serbest radikaller, hasara ugramis biyomolekiillerin
onarilmasindan sorumlu tek biyolojik molekiil olan DNA ile etkilesime girerek, DNA
iizerinde lezyonlar olusturabilmektedir. Bu lezyonlar; baz veya seker lezyonlari, tek veya
cift iplik kiriklar1 ve DNA protein ¢apraz baglarinin olusumu seklinde siralanabilmektedir

(Dizdaroglu, Jaruga, Birincioglu ve Rodriguez, 2002).

Oksidatif DNA hasari, hiicrelerde normal aerobik metabolizma ya da iyonize radyasyon ve
karsinojenik bilesikler gibi ekzojen kaynaklara maruziyet sonucunda olusan serbest
radikallerin DNA ile etkilesimi sonucunda da olugsmaktadir (Cooke, Evans, Dizdaroglu ve
Lunec, 2003). DNA’da hasar olusturma giicline sahip kimyasal, fiziksel ya da viral ajanlar
olarak da tanimlanan karsinojenik bilesiklerin etkileri doza-bagimli, birikimli ve geri
doniislimsiiz olarak tanimlanmaktadir. Bir karsinojenik ajana, belirli bir dozda bir kez
maruz kalindiginda da, aym karsinojenik ajana ayni toplam dozda uzun bir zaman
stiresince azar azar maruz kalindiginda da esdeger etki goriilmektedir. Birgok kimyasal
ajan ancak organizmada metabolik degisiklige ugradiktan sonra aktifleserek karsinojenik
hale gelmektedirler. Karsinojenler dogrudan DNA ile etkilesen genotoksik ya da DNA
dizilisinde degisiklik olusturmadan hiicrenin fenotipini degistiren epigenetik olarak

siiflandirilabilmektedirler (Giirdol ve Ademoglu, 2006) .
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Hiicre tarafindan olusturulan cevapta;

= uyarici faktoriin tipi,
= uyarici faktore maruziyet siiresi,

* maruziyetin siddeti 6nemli rol oynamaktadir.

Hiicre hasar1 belirli bir noktaya kadar geri donebilir, yeteri kadar siddetli ise geri

doniisiimsiiz bir hasar olugsmakta ve hiicre 6lmektedir.

Bu dogrultuda; geri doniisiim meydana gelen hiicrelerdeki degisimler, uyarici dis faktore
diisik siddet ve/ veya kisa siireli maruziyet sonrasi olusan hasarlara karsi gelisen
cevaplardir. Hiicre yapisindaki ani degisimler; bazi materyallerin sitoplazmada birikmesi
ile karakterize edilmektedir. Geri doniisiimlii hiicre hasarinda; durgun hiicrelerden ziyade
islevsel hiicreler daha cok etkilenmektedirler. Ozellikle de, emici ve salgilayict epitel
hiicrelerinin hassasiyetinin, bag dokusu hiicrelerine nazaran daha fazla oldugu

bilinmektedir.

Biyolojik sistem uyaran faktore kisa siireli ve/veya diisiik konsantrasyonda/ siddette maruz
kalmis ise genellikle olusacak cevap geri doniisiimlii olabilmektedir. Eger organizma, daha
uzun siireli ve/veya daha yiiksek konsantrasyonlarda/siddetlerde stres faktoriine maruz
kalmigsa meydana gelecek cevap geri doniisiimsiiz olabilmektedir. Geri doniistimlii
biyolojik etkiler maruziyet kesildikten sonra kaybolsa dahi, geri doniisiimsiiz hiicre
hasarlarinda maruziyet kesildikten sonra etki devam ettigi gibi ilerlemesi de miimkiin

olabilmektedir (Sen, 2005).

Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization- WHO)’ ne bagl Uluslararas: Kanser
Arastirma Ajanst (IARC), 1998-1999 yillarinda yayginlagsmaya baslayan cep telefonu
kullanim1 ve yine bu yillarda yetiskinlerde insidansi artan Bas-Boyun bdlgesi kanserleri
arasindaki iligkinin arastirilmasi amaci ile 14 iilkenin katildigi, “INTERPHONE” adi
verilen genis kapsamli Diinya capinda bir fizibilite ¢alismas1 gergeklestirmistir. Bu ¢alisma
beyin tiimorii (gliyoma), meninjiyom, akustik nérinom ve parotis bezi tiimorlerinin birlikte
calisildigr en biiyiik vaka-kontrol ¢aligmasidir. IARC cep telefonu kullanilan tarafta riskin
daha ytiksek oldugunu, 6zellikle gliyoma riskinin artabilecegini rapor etmistir. Uluslararasi

Kanser Arastirma Ajansi ¢aligma grubu, cep telefonu kaynakli radyofrekans radyasyonun
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etkisini 2011 yilinda “Insanlarda Olas1 Karsinojen” (Grup 2B) olarak simiflandirmustir
(Cardis, ve digerleri, 2007; Lahkola, ve digerleri, 2007; Takebayashi, ve digerleri, 2008;
Hepworth, ve digerleri, 2006; Sadetzki, ve digerleri, 2008; Diinya Saglik Orgiitii (WHO) -
Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC), 2011).

Cesitli i¢ ve dis sebeplerden dolayr hasara ugrayan biyomolekiillerin onarimi i¢in gerekli
kodlarin DNA biinyesinde bulunmasi nedeniyle DNA’da olusan oksidatif hasarin
belirlenmesi hayati 6nem tagimaktadir. Reaktif oksijen tiirleri (Reactive oxygen species,
ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri (reactive nitrogen species, RNS) dogrudan DNA
molekiiliindeki azotlu bazlara etki ederek, bazlar {izerinde modifikasyonlarin olugmasina
neden olmaktadir. Ozellikle Fe™? ve Cu*? gibi gecis metalleri deoksiriboz sekerlere
baglanarak, Fenton reaksiyonlarinin ger¢eklesmesini saglamaktadir. Bu reaksiyonlar
sonucu olusan "OH radikali deoksiriboz sekerlerde hasar meydana getirmektedir. Cu*
iyonlart DNA’nin Guanin-Sitozince zengin bolgelerine baglanarak, Guanin’in H20: ile
reaksiyona girmesi sonucunda Guaninde hasar meydana getirmektedir. Hidroksil radikali,
plirin ve pirimidin bazlarinda modifikasyonlar meydana getirerek, ¢cok sayida iirliniin
olusmasini saglamaktadir. Bu baz modifikasyonlarindan en ¢ok bilineni 8 hidroksideoksi-
guanozin (80OHAG) dir (Aruoma, Halliwell, Gajewski ve Dizdaroglu, 1991). Guanin, "‘OH
radikalinin etkisi ile C-8 pozisyonunda hidroksillenmekte ve Guanin’de modifikasyonlara
neden olmaktadir. Bu hidroksil modifikasyonu, yapisal ve konformasyonel degisimlere
oldugu kadar DNA molekiiliinii olusturan dort azotlu bazin yanlis eslenmesi sonucunda
mutasyonlarin gériilmesine de neden olur. Bu olusan hasar hidroksil radikaline spesifiktir
(Aruoma, Halliwell ve Dizdaroglu, 1989). Calismalar, 8OHdG’in Parkinson, Alzheimer,
kanser gibi bazi hastaliklarin gelisim evresini tanimlamada yararli bir belirte¢ oldugunu
gostermektedir (Yasuhara, Hara, Sethi, Morgan ve Borlongan, 2007; Sato, Mizuno ve
Hattori, 2005).

DNA hasari; hiicrenin yasami1 boyunca yaygin olarak goriilen ve mutasyon, kanser,
yaslanma ve sonucta hiicre Oliimiine yol acabilen bir olaydir. DNA, yasam boyunca
hiicresel metabolitler (ROS) ve ekzojen ajanlar tarafindan siirekli olarak degisimlere maruz
kalir. Bu degisimler sonugta tek hiicreli organizmalarda hiicresel 6liime veya ¢ok hiicreli
organizmalarda dejenerasyon ve yaslanmaya sebep olabilir (Sancar, Lindsey-Boltz, Unsal-
Kagmaz ve Linn, 2004). Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali, in vivo
sartlarda bir seri ¢alismalar gergeklestirmistir: 1800 MHz frekansli RF alanlarin hidroksil
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radikalleri ve 80OHdG baz modifikasyonlarinda degisime neden oldugu tespit edilmistir
(Giiler, ve digerleri, 2012) (Giiler, Tomruk, Ozgur ve Seyhan, 2010) (Tomruk, Giiler ve
Sepici Dingel, 2010). Yapilan diger calismalarda da (900 MHz, 2100 MHz) RF alanlarin
ROS ve RNS kokenli radikal olusumunda etkili oldugu saptanmistir (Ozgur, Gililer ve
Seyhan, 2010) (Ozgur, ve digerleri, 2013) (Kismali, ve digerleri, 2012) (Ozgur, ve
digerleri, 2015) (Sahin, ve digerleri, 2016).

Dig Keynekdar: Radyasyon, I Kaynelder: ROS, RNS, Lipid
AZr metaller, Hava Kirfiligi, ie.,:"‘ idasyon Grinieri,
3 T S ety
Kemoterapotik llaglar wlasyon sanan, ,“ ::er
Tek Bincr kung: Ve kolestrol metabolitier,
\ / Reaitif Karbonil Tirevier

/ ' / Y \/
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/——— DNA HASARI ﬁ

Yaniy Replikasyon, T Bloke olmusg
Anormal Kromozom aystimi Transkripsiyon
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[
Mutasyonlar Jd L
Kromozomal aberasyonlar o
Hicre Dongusinde gecikme/ durma
O Hicre Oloma

Kanser . Yaglanma

Sekil 2.7. DNA hasar1 sebep ve sonuglar1 (Hoeijmakers, 2009)

2.4. Apoptoz

Hiicreler sahip olduklar1 genetik yap1 sayesinde i¢ ve dis ortamlarinda degisiklige neden
olabilecek fiziksel ve kimyasal etkenlere karsi diren¢ gostererek yapisal ve fonksiyonel
biitlinligiinii etkili bir sekilde korumaya ¢aligmaktadir (Guyton ve Hall, 2001). Normal bir
hiicrenin fonksiyon ve yapisi; metabolizmasi, farklilagim siireci, 6zellesirken sahip oldugu
genetik programlar, komsu hiicre ile iliskileri ve metabolik maddelerin uygunlugu gibi
faktorler ile sinirlanmaktadir. Normal kosullarda dahi hiicrelerin dis ortamlarinda meydana
gelen degisiklikler adaptasyonlara neden olmaktadir. Uyaran faktor; fizyolojik bir stres
faktorli ya da patolojik bir uyaran ise hiicreler uyaran faktdre yanit olarak yasamlarini
devam ettirirken, fonksiyonunu ve 6zelliklerini diizenleyerek degismis olan yeni duruma
uyum saglar. Adaptasyon sinirlarin1 asan bir uyar1 olur veya adaptasyon olmazsa hiicre

hasar1 meydana gelir.
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Hiicrenin tipi, adaptasyon kapasitesi ve genetik 6zellikleri hiicre hasarinin olusmasinda
etkili diger faktorlerdir. Hiicre hasar1 meydana geldiginde; Ozellikle hiicre membran
biitlinliigii, mitokondriyal oksidatif fosforilasyon ve ATP olusumu, protein sentezi ve
hiicrenin genetik materyali etkilenmektedir. I¢ veya dis faktdrlerin etkisiyle hiicrede hasar
meydana geldiginde, hiicreler organizmanin zarar gormemesi i¢in kendilerini
oldiirmektedirler (Apoptoz) (Ulukaya, Acilan ve Yilmaz, 2011). Apoptoz, biitiin ¢ok
hiicreli organizmalarin gelisim ve homeostazlarinin korunmasinda o6nemli rol
oynamaktadir (Ellis ve Horvitz, 1999; Jacobson ve digerleri 1997; Shi, 2002). Bu sayede,
hasar gormiis, onarilamayan hiicrelerin de aktif bir gekilde programli Oliimii
saglanmaktadir. Enerji gerektiren karmagik molekiiler olaylar kaskadindan olusan apoptoz,
iki temel mekanizma ile agiklanmaktadir: i. Dis ya da Oliim Reseptdr Yolagy; ii. I¢ ya da
Mitokondriyal Yolak. Yapilan ¢aligsmalar, mekanizmayi olusturan bu iki yolakta yer alan
molekiiler olaylarin aslinda birbirleriyle baglantili oldugunu ve bir yolakta yer alan
molekiiliin diger yolak iizerinde 6nemli bir etkiye sahip olabilecegini gostermektedir
(Igney ve Krammer, 2002). Ayrica, apoptozun hem granzim B hem de granzim A ile
indiiklenebildigi, T Hiicrelerine bagl sitotoksisiteye bagli bir liciincii yolak ile de
indiiklenebildigi gosterilmektedir: iii. Perforin/Granzim Yolagi. Bu {i¢ yolak ayni
terminalde yani Uygulama Yolaginda birlesmektedir (Sekil 2.8).

Dis/ Oliim Reseptér Yolag: i¢/Mitokondriyal Yolak

Oliim Ligandi Hiicresel stres

Oliim Kompleksi

1

Bid (
Kaspaz-8 @tBid o

Cytochrome c /Apaf-1

]

Kaspaz-9

Efektor Kaspazlar

1

Apoptoz

Sekil 2.8. Apoptoz-6liim reseptdr ve mitokondriyal yolaklari

Kaspazlarin (sistein aspartil -spesifik proteazlar) aktivasyonu ile tetiklenen karmasik

molekiiler olaylar sonucunda gelisen morfolojik (hiicre ve organellerin biiziismesi, niikleer
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kromatin kondensasyonu, niikleer zarf dagilimi, apoptotik cisimciklerin olusumu) ve
biyokimyasal (kaspaz kaskad aktivasyonu ve DNA fragmentasyonu) degisimler ile
karakteristik olarak apoptoz tespit edilebilmektedir (Martinvalet ve digerleri, 2005).

Apoptotik Yolagin aktivasyonu ve programli hiicre 6liimii spesifik protein ligandin hiicre
yiizey transmembran reseptoriine baglanmasi ile tetiklenmektedir. Apoptotik sinyaller;
hedef hiicrelere, Olim Reseptorleri ailesi (TNF siiper ailesi: TNF-R1 (P55); TNF-R2
(P75); TNF-R3 (TNF-RP); LT-R; Ox-40; CD27; CD28; CD30; CD40; 4-1BB; P75NGF-R;
GIT-R; Rank; CD95; DR6; TRAIL-R1 (DR4); -R2 (DR5); -R3 (DcR-1) ve DcR-2 )
aracilifr ile iletilmektedir. Reseptdr aracili indiiklenen yolak Baglatici Kaspazlar olarak
adlandirilan Kaspaz-8 ve Kaspaz-10’un aktif hale gelmesini organize etmektedir. Aktif
Kaspaz-8; ya sonlandirici kaspazlardan olan prokaspaz 3’ii aktive ederek hiicre 6liimiine ya
da Bcl-2 ailesinin tiyesi olan Bid’in C-terminal bolgesini keserek aktif formu olan tBid’in
olugmasina ve bdylece apoptozun i¢ yolaga dogru ilerlemesine neden olmaktadir (Elmore,
2007). Mitokondri dis zar potansiyelinin degismesi Bcl-2 ailesi adi verilen bir protein
grubu tarafindan diizenlenmektedir. Bu grubun bir kismi anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-x), bir
kismi da pro-apoptotik (Bax, Bak, Bad, Bim, Bmf, Bid, ve BH-3) aile iiyelerinden
olugmaktadir. Bax / Bcl- 2 dengesi hiicre i¢in hayati bir dneme sahiptir, hiicrenin apoptoza
olan egilimini belirlemektedir. Bax proteini, i¢ yolakta Sitokrom c¢ salinimim
indiiklediginden bu proteinin artist hiicre i¢in Olimciil bir anlam tasimaktadir. Bcl-2
proteini ise anti-apoptotik olmasi nedeniyle Sitokrom C salinimini bloke ettiginden, bu
proteinin artisi hiicre i¢in hayatta kalim demektir (Korsmeyer, 1995; Mignotte ve
Vayssiere, 1998). I¢ ya da Mitokondriyal yolak, hem pozitif hem de negatif hiicre igi
sinyaller tarafindan indiiklenmektedir. Baz1 biiylime faktorlerinin, hormonlarin, sitokinlerin
eksikligi 6lim programlarmin baskilanmasinda basarisizlia neden oldugu i¢in negatif
hiicre i¢i sinyaller olarak sayilirken, radyasyona maruz kalmak, toksinler, hipoksi, viral
enfeksiyon ve serbest radikaller pozitif hiicre i¢i sinyaller olarak degerlendirilmektedir.
Mitokondri dis membran gegirgenliginde 6nemli derecede artis meydana gelmektedir.
Mitokondri dis membran1 gegirgenligindeki artis ile birlikte basta Sitokrom-c olmak {izere
Smac/diablo (Apoptoz proteinlerinin inhibitorleri (IAP)’ni inhibe eden mitokondriyal
gecirgenlik proteini), AIF (Apoptoz indiikleyici faktor), Endoniikleaz G ve Omi (HtrA2,
Olgun Serin Proteaz) gibi maddelerin salimimi ger¢eklesmektedir. Sitokrom-c; Apaf-1
(Apoptotik proteaz aktive eden faktdr) ve pro-Kaspaz 9’a baglanarak apoptozom adi
verilen oligomerik Apaf-1 kompleksi (Apaf-1 + Sitokrom-c + ATP + pro-Kaspaz 9)’ nin
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olusumunu saglayarak, Kaspaz-9’ u ve efektor kaspaz olan Kaspaz-3’ii aktive etmektedir.
Efektor kaspazlarin aktivasyonu ile birlikte niiklear etkiler de goriilmeye baslamaktadir. En
belirleyici etkilerden biri de kromozomal DNA’nin niikleozomal birimler halinde
parcalanmasidir (Shamas-Din ve digerleri, 2011; Wang ve Tjandra, 2013; Bender ve
Martinon, 2013; Franklin, 2011; Tait ve Green, 2013; Harris ve Thompson, 2000; Zou ve
digerleri, 2003; Wu ve digerleri, 2014).

DNA’ nin degradasyonu birkag sekilde ger¢ceklesmektedir:

* DNA hasar1 tamirinden sorumlu olan ve kaspazlar tarafindan substrat olarak tanimlanan
Poli ADP-riboz polimeraz (PARP) niiklear enzimi, apoptoz siiresince DNA’y1 pargalayan
Endoniikleazlar1 inhibe etmektedir. Ortamdaki Ca/Mg Poli ADP-riboz sentezlenmesini
katalizleme ve DNA zincir kiriklarina baglanip niiklear proteinleri modifiye etme goérevi
tistlenmektedir. Kaspaz-3’iin bu proteini parcalamasit ile DNA hasari tamiri

sonlanmaktadir.

= DNA replikasyonu ve tamirinden sorumlu DNA Topoizomeraz II niikklear enzimi,

Kaspazlar tarafindan inaktive edilerek DNA’ da hasar olusumuna yol agmaktadir.

» Intra-niiklear proteinler olan laminlerin, Kaspaz-6 proteinleriyle degradasyonu ile

kromatin kondensasyonu, niiklear fragmantasyon yapilar1 gdzlenmektedir (Ozten

Kandas, 2004).

DNA fragmantasyonu, siireci daha da hizlandirmaktadir. Apoptoz siiresince 100°den fazla
protein, kaspazlar tarafindan boliinmektedir. Bu proteinler, DNA replikasyonunda (DNA
sentezi), transkripsiyonunda (RNA sentezi) ya da translasyonunda (protein sentezi) gorev
alan proteinler, hiicre iskeleti proteinleri, kinazlar ve fosfatazlar olarak sayilabilmektedir.
Hiicre i¢in hayatta kalim anlami tasiyan DNA replikasyon, transkripsiyon ve
translasyonun; kaspazlar tarafindan inaktif hale getirilmesi ya da hiicre iskeleti proteinleri
olan fodrin, gelsolin ve aktinin kaspazlar tarafindan boliinmesi ile hiicrenin biitiinliiglini
kaybetmesi ve programli hiicre 6liimiiniin gerceklesmesi, kaspaz aktivasyonunun apoptotik

yolakta hiicre i¢in hayati bir 6neme sahip oldugunu gostermektedir (Nagata, 2000).



25

Timor hiicrelerinin apoptozu smirlandirmak ya da atlatmak igin c¢esitli stratejileri
bulunmaktadir. En yaygin olan1 p53 tiimdr baskilayict genin inaktive olmasidir ki, bu olay
apoptotik yolaktan 6nemli hasar sensorliniin ¢ikarilmasi anlamini tasimaktadir. Ayrica,
timor hiicreleri, anti-apoptotik diizenleyicilerin (Bcl-2, Bcl-x) ifadelenmelerini artirip, pro-
apoptotik faktorlerin (Bax, Bak, Bad, Bim, Bmf, Bid, BH-3, Puma) ifadelenmelerini
azaltarak ya da apoptozun indiiklendigi dis yolak ligandina kisa devre yaptirarak da
apoptozu sonlandirabilmektedirler. Kanser, birden fazla doku tiiriinden kaynakli ve biiyiik
genetik farklilik gésteren oldukga heterojen bir hastalik olarak tanimlanmaktadir (Hanahan

ve Weinberg, 2011).

2.5. Kanser Olusum Mekanizmalari

Kanser, normal hiicrelerin genetik materyallerinin mutasyona ugramasi sonucu kontrolsiiz
bir sekilde cogaldiklar1 ve uzak dokulara da yayilabildikleri, metabolik ve davranigsal
degisiklikler gegirdikleri bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir (Cetin, 2013). Kanser
gelisiminde, timor baskilayict fonksiyon, DNA onarimi ve apoptoz kritik Onem
tasimaktadir. Mekanizma, hiicre proliferasyonunu indiikleyen genlerin aktive olmasi, hiicre
proliferasyonunu baskilayan genlerin inaktive edilmesi, programli hiicre dliimiinde yer alan
ve DNA onariminda gorevli genlerde meydana gelen degisiklikler seklinde ifade
edilmektedir. Kanser mekanizmalari hem epigenetik (fenotipik) hem de genetik bakimdan
degerlendirilmektedir. Genetik materyalde meydana gelen mutasyonlar neticesinde
anormal hiicre proliferasyonlar gerceklesmektedir. Anormal hiicre proliferasyonlarinin
engellenmesi i¢in DNA sentezi ve hiicre bdliinmesinin engellenmesi gerekmektedir. Bu
stirecte, hiicrenin sahip oldugu anormal hiicrelerin yok edilmesini saglayan bir ¢esit “hiicre

intihar1” olan apoptoz 6nemli rol oynamaktadir (Ayhan,2007).

Karsinogenez siirecinde, sinyal iletimi yollarinm ve sinyal proteinlerini hedef alan
onkojenik mutasyonlar oldukca sik goriilmektedir. Bu onkojenik mutasyonlar hiicrenin

proliferasyonu ve/veya sag kalim kontroliinii ortadan kaldirmaktadir (Ozcan ve Dikmen,

2015).
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2.5.1. Sinyal iletim yollar:

Protein-tirozin kinazlar ve sinyal iletimi

Bu reseptorler, dimer yapisina sahiptirler. Reseptér Tirozin Kinazlar (RTK), hedef
proteinin serin, treonin veya tirozin gibi u¢ amino asitlerine fosfor baglayarak
(fosforilasyon) proteinlerin aktivasyonlarini saglamaktadirlar. Insiilin benzeri biiyiime
faktorii-1 (IGF-1), epidermal biiyiime faktorii (EGF), vaskiiler endotel biiyiime faktori
(VEGF), platelet-kokenli biiyiime faktorii (PDGF), fibroblast biiyiime faktorii (FGF), sinir
bliylime faktérii (NGF), makrofaj koloni uyarici faktérii (M-CSF) reseptorleri ve efrin
reseptorleri (EphA, EphB) bu reseptorler arasinda yer almaktadir. Pek ¢ok hiicre yilizeyine
bagli sinyal proteini de bu reseptorler iizerinden ¢alismaktadir (Alberts ve digerleri, 2008).
Tirozin kinaz reseptorlerinin aktivasyonu, reseptoriin kendi kendini fosforile etmesiyle
baslar. ikinci asamada ise, bu fosforlanan bolgelere cesitli adaptdr proteinler baglanirlar ve
uyarinin hiicre icine iletimini saglarlar.  Adaptdr proteinlerin hepsinde SH2 (Src-
homology-2) bolgesi bulunmaktadir. Bu proteinler, SH2 bolgeleri araciligiyla reseptore
baglanarak, tirozin kinaz reseptorii ile sitoplazmadaki etkilenecek hedef proteinleri
arasinda koprii gorevi yapmaktadir. Bu reseptdrlerin aktivasyonunu fosfataz grubu
proteinler sonlandirmaktadir. Tirozin kinaz reseptor aracili aktivasyonu daima kontrol
altinda tutulmaktadir. Ancak karsinogenez siirecinde siirekli ve kontrolsiiz tirozin kinaz

reseptor aktivitesi oldugu goriilmektedir.

Sitoplazmik protein kinazlar arasinda; Src, A61, Fokal Adezyon Kinaz1 (FAK) ve “Janus
Family Kinases (JAK)” proteinleri yer almaktadir. Istirahat halindeki hiicrelerde bu
proteinler sitoplazmada inaktif halde bulunmaktadirlar. Biiylime faktorleri veya sitokinler
ile hiicrenin uyarilmasindan sonra aktif hale gelen bu proteinler, sitoplazmadaki veya
niikleustaki  hedeflerine yonelmektedirler. Sitoplazmik tirozin kinazlarin = siirekli
aktivasyonu ve onkojenik sinyal iletimi, transformasyon, timor biiyiimesi, motilite ve
invazyon artist ile anjiyogenez gibi malign fenotipe 0Ozgii hiicresel olaylar

hizlandirmaktadir (Dogan ve Giig, 2004).
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Mitojenle etkilesen protein kinaz (MAP kinaz) sinyal iletim yolu

Mitojenle Etkilesen Protein Kinaz (Mitogen-Activated Protein Kinase, MAP kinaz) sinyal
yolagi, reseptor tirozin kinazlarca olusturulan sinyalleri niikleusa ileterek gen
ekspresyonunun aktivasyonuna yol agmaktadir. Hiicre proliferasyonunu, apoptozu, hiicre
farklilagmasini ve spesifik hiicre fonksiyonlarmi uyarabilmektedir. Okaryotik hiicrelerin
tiimiinde mevcut olan bu proteinler, hiicre membranindan ¢ekirdege bilgi aktarilmasinda
¢ok onem tasimaktadir. MAP kinazlar, genellikle kisa siireli olarak etkinlestirilmekte olup,
etkin kaldiklar1 siire, olusan yanitin dogasini derinden etkilemektedir. Defosforilasyon
yoluyla da aktivasyonlar1 sonlandirilmaktadir. Tirozin veya treonindeki fosfatlardan birinin

uzaklastirilmast aktivasyonu sonlandirmak igin yeterli olmaktadir (Alberts ve digerleri,

1994).

Ras/Raf/MEK/ERK sinyal iletim yolu ve kanser

Hormonlar, biiytime faktorleri, farklilagim faktorleri ve timor promoter maddeler bu sinyal
yolunu kullanmaktadirlar. Bu iletim yolu Ras aktivasyonu ile baslamakta olup, sirasiyla
Raf (= MAPKKK), MEK (= MAPKK) ve Erk (= MAPK) proteinleri ile kinaz kaskadi
ilerlemektedir. Istirahat halindeki hiicrelerde Ras proteinleri inaktif (Ras-GDP) halde
bulunmaktadirlar. Hiicrenin uyarilmasi ile GDP’nin yerine GTP baglanarak aktif
konformasyona doniisiim (Ras-GTP) tetiklenmektedir. Ras aktivitesi, GAP (GTPaz-aktive

eden proteinler) tarafindan uyarilan GTP hidrolizi ile sonlandirilmaktadir.

Insan kanserlerindeki Ras genlerinde olusan mutasyonlar sonucunda, Ras proteinine
baglanan GTP hidroliz olamaz, boylece GTP bagli Ras proteini siirekli aktif durumda kalir.
Kanser hiicreleri bu durumda biiyiime faktorii uyarisina gerek duymadan sinirsiz cogalarak

timor gelisimine neden olmaktadirlar (Alberts ve digerleri, 1994).

P1-3 kinaz/protein kinaz B sinyal iletim yolu ve kanser

Fosfoinozitid-3 kinaz (PI-3K) yolagi, hiicresel metabolizmanin kontroliinde &zellikle
glukoz transportu ve kullanimi, hiicre biliylimesinin regiilasyonu, 06zellikle protein

biyosentezi ve apoptozu dnlemede fonksiyon gérmektedir. Reseptdr tirozin kinazlar ve G-
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proteini bagli reseptorleri de igeren pek c¢ok yiizey reseptorii tarafindan

etkinlestirilmektedirler.

MAPK yolagi, hiicre proliferasyonunu (6rn. DNA sentezi ve mitoz) uyarirken, sebep
oldugu pro-apoptoz Onleyen ve hiicre biliylimesi igin (protein biyosentezini de igeren)
gereken uyarilar icin PI3K yolagindaki gibi ilave sinyallere gereksinim duymaktadir.
MAPK yolagi ve PI3K yolagi hiicre proliferasyonunun biiyiime faktorleri tarafindan
birlikte etkinlestirilmektedir. Boylece, tiimor hiicrelerinde meydana gelen mutasyonlar,
MAPK yolaginda yapisal aktivasyona yol agarken, bu durum yasamsal biiylime
faktorlerinin aktivitesinde artisa neden olmaktadir. PI3K sinyal iletimini uzatan
mutasyonlar ve PTEN (fosfataz) etkinligi yok olmaktadir (uzatmali hiicre sagkalimi)

(Basaran, 2015).

Non-reseptor tirozin kinazlar ile sinyal iletim yolu ve kanser

Bircok hiicre ylizey reseptorii tirozin kinazdan yoksun olmasina ragmen, tirozin kinaz
fosforillenmesi neticesinde aktive olmaktadirlar. Bu reseptorler, sitoplazmik tirozin
kinazlar yolu ile gorev yapmaktadirlar. Bu sitoplazmik tirozin kinazlar, reseptorlerle
baglantili olup, reseptdrler ligandlarina baglandiklarinda, ¢ogu kez reseptorlerin kendileri
de dahil olmak iizere bir¢cok hedef proteini fosforillemektedirler. Bu reseptorlerin bircogu
memeli sitoplazmik tirozin kinazlarin en biiyiik ailesinin iiyelerinden olan Src ailesi protein
kinazlara (Yes, Fgr, Fyn, Lck, Lyn, Hck ve BIk) muhtagtir. Bu protein kinazlar SH2 ve
SH3 alanlar1 igermekte olup, hiicre zarinin sitoplazmik kisminda yerlesmektedirler. Kinaz,
hiicre dis1 ligand uygun reseptor proteinine baglaninca aktive olmaktadir. Src’ nin kendisi
ve diger aile iiyelerinin birgogu da aktif haldeki tirozin kinazlara baglanabilmektedir.
Boylece, reseptor ve sitoplazmik kinazlar birbirlerinin katalitik etkinliklerini karsilikli
olarak uyararak sinyalin giiclinli ve siiresini arttirmaktadir. Kanser gelisimi siirecinde Src
tirozin kinazin ekspresyonu ve/veya aktivitesi artmaktadir. Kanser hiicrelerinde Src
aktivasyonunun kontroliiniin ortadan kalkmasi, tiimor biiylimesini hizlandirmakta ve

hiicrelerdeki invazyon potansiyelini uyarmaktadir (Basaran, 2015).
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Sitokin almaclar1t JAK-STAT sinvyal iletim yolu ve kanser

Jak proteini (Nonreseptdr protein kinaz), sitokin reseptoriiniin karboksil ug bolgesine
baglanan bir protein kinazdir. Sitokin reseptor dimerinin otofosforilasyonunu
saglamaktadir. Jak/STAT sinyal iletim yolu diger hiicre i¢i sinyal ileti yollarina gore
transkripsiyon faktorleri ve protein tirozin kinazlar arasinda daha hizli bir baglanti

saglamaktadir.

Sinyal ileticisi ve transkripsiyon aktivatorii (STAT, Signal transducer and activator of
transcription) proteinlerinde, bazi aktive olmus tirozin kinaz reseptorlerindeki belirli
fosfotirozinlere tutunmalarini saglayan SH2 bolgeleri bulunmaktadir. Bu reseptorler,
Jaklardan bagimsiz olarak baglanan STAT’lart dogrudan aktif hale getirebilmektedir.
STAT proteinleri; STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STATS5a, STATS5b ve STAT6 seklinde

adlandirilmaktadir.

Sitokin ligand:1 ile sitokin reseptorii baglantisi sonucu olusan dimere JAK proteinleri
baglanarak dimer tirozin reseptdr kinazin otofosforilasyonunu saglamaktadir. Bu bolgeler
sitoplazmadaki inaktif STAT proteinlerinin reseptor ile etkilesmesine olanak saglamaktadir.
STAT proteinleri daha sonra homodimer ya da heterodimer olusturmak {izere reseptérden
ayrilarak hiicre cekirdegine gelirler ve DNA iizerinde 6zgiil cevap elemani dizileri ile

etkileserek hedef genlerin transkripsiyonunu uyarirlar.

STAT proteinleri iki mekanizma araciligiyla karsinogenezde etkili olmaktadir. Bunlardan
biri STAT 1n siirekli aktivasyonu, digeri ise proteinin C-ucunun mutasyona ugramasidir.
Devamli olarak aktif olan STAT proteini anti-apoptotik yollar1 uyararak malign siirecte

etkili olabilmektedir (Alberts ve digerleri, 1994) (Basaran, 2015).

2.6. Kolorektal Kanser

2012 yilina ait kanser verilerine gore, Diinyada tiim kanserler arasinda, goriilme sikligi
acisindan degerlendirildiginde; kolorektal kanser erkeklerde ii¢lincii sirada (746.000 vaka;
toplam vakanin %10), kadinlarda ise ikinci sirada (614.000 vaka, toplam vakanin %9.2’ si)
en sik goriilen kanserdir. Tiirkiye’de kanser insidansi (yeni vakalarin orani) Diinya

insidansinin lizerinde seyretmektedir. T.C. Saglik Bakanligi, Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu
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biinyesindeki Kanser Daire Baskanligi tarafindan Kamu Saghg:r Ulusal Kanser Kontrol
Programi olusturulmus olup, program hedefleri dogrultusunda, caligmalarina devam
etmektedir. 2013 yili itibariyle, kanser kayit sistemi ile 15 ilden toplanan veriler
dogrultusunda; iilkemizdeki kanser insidansinda hizli bir artisin oldugu tespit edilmistir.
Kanser kayit sisteminde toplanan veriler degerlendirilirken; iilkemizde goriilen kanser
tiirlerinin insidanslarin1 hesaplamak, kanser tiirlerinin insidanslarinin yas gruplari, cinsiyet,
bolgelere dagilimlarini aragtirmak, degerlendirmeler dogrultusunda (kanser insidansi-yas
grubu/cinsiyet/bolge dagilimi), yeni bilimsel aragtirmalar i¢in hem konu hem veri tabani
olusturabilmek ve bu veri tabanlarimi1 kullanarak; kanser ve kansere sebep olabilecek
etkenlerin 6nlenebildigi, bu sayede kansere bagli 6liimlerin Oniine gecilebildigi, taramalar
ve erken teshis ile tedavi sonrasi artan bir yasam kalitesi hedeflenmektedir (T.C. Saglik

Bakanl1g1,2008)

Gelismis tilkelerde ciddi morbidite (hastalik durumu) ve mortaliteye (6liim orani) yol acan
kolorektal kanser, iilkemizde de en sik goriilen ilk 10 kanser arasinda olup, dnemli bir
saglik sorunudur. 2013 yil1 itibariyle kanser kayitcilik sistemi ile alinan veriler
dogrultusunda; kolorektal kanserler hem kadinlarda hem de erkeklerde {igiincii sirada yer
almaktadir. Erkeklerde, 24,4/100.000 ile kadinlarda ise 15,2/100.000 siklikta
goriilmektedir. Kolorektal kanserin etiyolojisinde diger kanserlerin etiyolojilerinde oldugu
gibi cevresel ve genetik faktorler rol oynamaktadir. Bilinen risk faktorleri arasinda yas, aile
oykiisii, kolonda 6nciil adenomatdz polipler ya da adenokarsinoma, yaygin ve uzun siireli
iilser ve/ veya Crohn koliti (iltthabi bagirsak hastaligi-iilseratif kolit) gibi diyet, sigara ve
alkol kullanimi, hormonlar, belirli ilaglarin kullanim1 ve hareketsiz yasam gibi ¢evresel
faktorleri de saymak miimkiindiir. Kolon kanseri kolonda kanserli (habis) olmayan, polip
adi1 verilen doku biiyiimeleri ile baslamaktadir. Cok asamal1 bir gelisim gosteren kolorektal
kanser, normal mukozayr etkileyerek, son olarak ¢evreye yayilan (invaziv)
adenokarsinoma haline getirmektedir (Yamaner, 2007). Kolon kanserinde hiicre tipi
cogunlukla salgi dokusu hiicrelerinden koken alan adenokarsinomadir. Adenokarsinomanin
disinda, epitelyal doku hiicrelerinden koken alan karsinoma ve lenfositlerden koken alan

lenfoma da kolon kanserinde goriilen tiimor hiicre tipleri arasindadir.

Bu calismada; 1800 MHz, 2100 MHz, 2600 MHz frekanslarindaki Radyofrekans alanlarin
insan kolorektal karsinoma hiicrelerinde kaspaz-bagimli apoptoz iizerine etkileri

incelenmistir. Kolorektal karsinoma hiicre hatt1 olan HT-29 hiicreleri, normal hiicrelerin
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baz1 karakteristik 6zelliklerini tagimaktadir. Bazi kiiltiir kosullar1 altinda, tek tabakali
mukus salgilayan polarize hiicrelerine ve / veya emici hiicrelerine farklilasim
gosterebilmektedirler. HT-29 hiicreleri fibroblastlarin gelisimini uyaran faktorlerin de dahil
oldugu pek c¢ok peptid salgilamaktadir. HT-29 hiicrelerindeki apoptotik etki
mekanizmasinin aydinlatilmasina yonelik ¢aligmalar da giincel aragtirma konular1 arasinda

yer almaktadir.

2.7. Radyofrekans Alan-Kanser Iliskisi

RF teknolojisinin, yasamimizin her alaninda siklikla kullanilmaya baslanmasiyla, bilim
insanlart “RF Alan-Kanser” iligkisinin arastirilmasi gerekliligi {lizerinde durmuslar ve
caligmalarint bu dogrultuda gergeklestirmislerdir. Acaba bu alanlara maruz kalmak m
kanser goriilme sikligindaki artista etkili olan ¢evresel faktorlerden biridir? Ya da tam tersi
iyonizan radyasyona benzer sekilde, non-iyonizan radyasyon sinifina giren RF alanlar1 da

kanser tedavisi i¢in kullanabilir miyiz? Bu dogrultuda yapilan arastirmalar;

e Al-Serori ve digerleri (2017), akilli telefonlarn kullandigi UMTS-RF (SAR dozlari,
0,25-0,50-1,00 W/kg ) sinyallerin; mikrogekirdek olusumu ve diger anomaliler (niiklear
tomurcuklar) ve niikleoplazmik kopriiler olusumu iizerine etkileri, insan glioblastoma
hiicre hatlarinda (U87-wild type; U251-mutasyona ugramis) incelenmistir. Yapilan
arastirmanin sonuclar1 dogrultusunda; mikrogekirdek ve diger anomalilerin olugsmadigi
tespit edilmistir. Ancak; en yiiksek dozda U251 hiicrelerininin morfolojik 6zelliklerinin
temelinde apoptozun indiiklendigi gozlenmistir. Caligma bulgulari, UMTS-RF sinyalin
glioblastoma hiicrelerinde kromozomal hasara neden olmadigini gostermektedir (Al-

Serori ve digerleri., 2017).

e Zhang ve digerleri (2017), 50 adet LLC tiimér enjekte edilen C57BL/6 farelerin
iizerinde mikrodalga radyasyonun tiimor biiylimesi ve apoptoz iizerine etkilerini
arastirmislardir. Mikrodalga radyasyona (30 mW/cm?) sadece 15 dakika tiim viicut
maruziyetinde; viicut sicakliginin (2,20 + 0,82°C) diger gruplarla karsilastirildiginda
(0,78 = 0,29 °C, 1,24 + 0,52 °C, 0,78 £ 0,42 °C, swrastyla) artis gosterdigi tespit
edilmistir. Ancak; LLC tiimor hiicrelerinde apoptozu etkilememistir. Stirekli mikrodalga
radyasyon maruziyetinde, tek doz mikrodalga radyasyon giinde bir kez yedi giin

boyunca doz ve siireye bagli olacak sekilde LLC tiimor hiicrelerinde hiicre bdliinmesini
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inhibe etmis, apoptozu indiiklemistir. Bax, Kaspaz-3, p53 protein seviyeleri up-regiile,
Bcl-2 proteini down-regiile olmustur. LLC enjekte edilen farelerin mikrodalga
radyasyona maruziyeti timor hiicre apoptozunun en az bir kismini pro-apoptotik
proteinleri up-regiile etmek, anti-apoptotik proteinleri de down-regiile etmek seklinde
indiiklemektedir. Diisiik siddette siirekli mikrodalga radyasyona giinde kisa siire ile
maruz kalmak kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri tedavisi icin umut vaat

etmektedir (Zhang ve digerleri., 2017).

Lai ve digerleri (2016), Molt-4 16semi, BT474 meme kanseri ve HepG2 hepatik kanser
hiicrelerini RFID mikrogiplerden yayilan radyofrekans alana 1 saat boyunca maruz
birakmiglardir. Enerjinin ti¢ farkli tip kanser hiicresinde de gelisimi etkili bir sekilde
geciktirdigi tespit edilmistir. Bu calismadan elde edilen bulgular; mikrog¢ip kaynakli
radyo frekans alan maruziyetinin kanser hiicrelerini Fenton Reaksiyonu aracilig ile
etkileyebilecegini gostermektedir. Tiimorlerde, RFID mikrociplerin
implantasyonunun kanser tedavisinde yeni bir yontem olabilecegi ongoriillmektedir
(Lai ve digerleri, 2016).

Liu ve digerleri, (2015), insan glioblastoma hiicre hatlarin1 (U251-MG ve U87-MG)
1950 MHz TD-SCDMA (mak. SAR 5.0 W/kg) radyasyona 12, 24, 48 saat stireler ile
maruz birakmiglardir.  Hem biyolojik o6zellikler hem de tiimor olusum yetenegi
acisindan kontrol gruplart ile karsilastirildiklarinda 6nemli bir farklilik olmadigini tespit
etmislerdir. Elde edilen bulgular, 1950 MHz TD-SCDMA EM alanlarin 48 saat
maruziyete kadar sitotoksik ya da tiimor tetikleyici ajan olarak gliyoblastoma
hiicrelerininin gen ekspresyon ya da proliferasyon profilini etkilemedigini

gostermektedir (Liu ve digerleri, 2015).

Lerchl ve digerleri (2015), Tillmann ve arkadaslarinin 2010 yilinda gergeklestirmis
olduklari, embryo-fetal maruziyet pilot calismasini replike etmeyi hedeflemislerdir.
Tillmann ve ark., pilot calismalarinda 72 haftaya kadar radyofrekans sinyallere maruz
biraktiklar1 farelerin tiimdr hassasiyetlerini incelemislerdir. Onceden etilnitrosoiire
(ethylnitrosourea, zarar veren bir mutajen) ile muamele edilmis disi B6C3F1 yavrularda
UMTS (universal mobil telecommunications systems; 3. Nesil teknolojileri, 3G)
maruziyetinin (4,8 W/m?) hayat boyu kanser yapici faktoriin etkisini artirma egiliminde

olduguna iliskin bulgular pilot ¢alisma ile gdsterilmistir. Pilot calismadaki gruplar
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artirllarak ¢alisma replike edilmistir: 1. Kontrol; 2. Sham Maruziyet; 3. SAR-0,04 W/kg
("dusik"); 4. SAR-0,4 W/kg ("orta") ve 5. SAR-2 W/kg ("yiiksek"). Maruziyet
gruplarindaki farelerin akciger ve Kkaracigerlerindeki tiimor sayilarinda sham
maruziyet gruplarina gore 6nemli derecede artis tespit etmislerdir. Ayrica, lenfomanin
da maruziyet siddetiyle ile arttigi da saptanmistir. Calismada agik¢a bir doz-cevap
iligkisi saptanamamistir. Calismayr gerceklestiren ekip, tiimoriin ilerlemesinin
maruziyetten kaynakli metabolik degisikliklerden olabilecegini hipotez etmektedir.
Arastirmacilar; bir¢ok etkinin diisiik (0,04 W/kg) ve orta (0,4 W/kg) seviyedeki SAR
degerlerinde goriilmesi nedeniyle; daha fazla c¢alisma yapilarak altinda yatan
mekanizmanin anlasilmas1 gerektigini, boylelikle de cep telefonu kullanicilarinin
maruziyet seviyesinin limit degerlerin altina indirilebilecegini ifade etmektedirler

(Lerchl ve ark., 2015).

Akhavan-Sigari ve digerleri (2014), gliyoblastoma multiform teshisi konmus ve giinde 3
saatten fazla cep telefonu kullanan hastalarin gliyoblastoma multiform santral ve
periferal bolgelerinde p53 geni ekspresyonunu ger¢ek zamanli (real-time) ters (reverse)
transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) teknigi ile incelemis ve
klinikopatolojik bulgular ile genel sag kalim iligkisinin tanimlanmasini hedeflemislerdir.
Arastirmacilar, giinde 3 saatten fazla cep telefonu kullanan hastalarin %65’ inin,
gliyoblastomanin periferal bolgesinde p53 geninin mutant tipinin ekspresyonunun

arttigini tespit etmislerdir (Akhavan-Sigari ve digerleri, 2014).

Curley ve digerleri (2014), RF uygulamasmin (13,56 MHz; 1 KeV’ dan 20 KeV/m?’ ye
kadar) abdominal tiimor xenograft hayvan modellerinde tiimoriin ilerlemesini
engelledigini tespit etmislerdir. RF uygulamasinda, 10 dakikalik maruziyet siiresince
timorde sicaklik artisinin  yaklastk 46°C’ye yiikseldigini, normal dokularda ise
sicakligin 37°C oldugunu saptamiglardir. Yazarlar, bu ¢aligmalarinda RF ve hipertermi
uygulamalarinin malign ve normal hiicrelerde proliferasyon oranini, oksijen tiiketimini
ve otofajiyl nasil degistirdigini karsilastirmiglardir. Sadece RF uygulamasinin; kanser
hiicre canlihginda ve proliferasyonunda azalmaya neden oldugu bulunmustur.
Ayrica, RF uygulamasimin kanser hiicrelerindeki mitokondriyal fonksiyon iizerinde
hipertermi uygulamasina gore daha fazla etkisi oldugu tespit edilmistir (Curley ve

digerleri, 2014).
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Ozgiir ve digerleri (2014), 900 ve 1800 MHz GSM modiileli RF alanlara (SAR 2 W/kg)
farkli siirelerde (1 saat, 2 saat, 3 saat ve 4 saat) kesikli [15 dak RF alan maruziyet
sistemi acik/ 15 dak RF alan maruziyet sistemi kapali] maruz biraktiklar
Hepatokarsinoma (HepG2) hiicrelerinde hiicre proliferasyonundaki ve apoptotik hiicre
olimiindeki degisimleri incelemislerdir. Ayrica, hiicrede olusan hiicre hasarini, kiiltiir
mediumundan alinan 6rnekten analiz edilen laktat dehidrogenaz (LDH) ve hiicre lizisi
ile salman glukoz miktari ile tespit etmislerdir. Hiicre canliligindaki degisimin, LDH ve
glukoz seviyeleri ile de baglantili bir sekilde RF radyasyon maruziyetinin frekansi ve
stiresi ile degisim gosterdigini tespit etmislerdir. Maruziyet siiresi-biyolojik etki
karsilastirmas1 yapildiginda en fazla etkinin 4 saat maruziyet grubunda oldugu
goriilmistiir. Frekansa bagli hiicre canliligindaki degisimler karsilastirildiginda ise 1800
MHz GSM modiileli RF radyasyon maruziyetinin hiicre canliligi ve hiicre hasari
iizerinde 900 MHz GSM modiileli RF radyasyon maruziyetine gore daha fazla etkisi
oldugu tespit edilmistir. Morfolojik incelemeler de biyokimyasal analizleri
desteklemistir. 1800 MHz GSM modiileli RF radyasyona 4 saat siire ile kesikli maruz
birakilan HepG2 hiicrelerinde DNA hasar1 oldugu saptanmistir (Ozgiir ve digerleri,
2014).

Lee ve digerleri (2005), insan promiyelositik 16semi hiicrelerini (human HL-60) 2,45
GHz frekansli 10 W/kg SAR degerindeki RF alanlara maruz birakmis ve gen
ekspresyonunda farklilik gozlemislerdir. Ayrica arastirmacilarin, 2006 yilinda basilan
caligmalarinda, insan T-lenfosit Jurkat hiicreleri ve rat birincil astrosit hiicreleri; 1763
MHz frekansa sahip RF alanlara 30 dakika ya da 1 saat boyunca maruz birakilmis ve
uygulanan RF alanlarin 1s1 soku proteinlerinin ekspresyonlarinda degisime neden olup
olmadig arastirilmistir. HSp90, HSp70 ve HSp 27 ekspresyon seviyelerinde herhangi
bir degisim olmadigi tespit edilmistir (Lee ve digerleri, 2005).

Leszczynski ve digerler (2002), kiiltiir ortaminda insan endotel hiicrelerini, ortalama
SAR degeri 2 W/kg olan 900 MHz GSM sinyallerine 1 saat boyunca maruz birakmis ve
uygulanan RF alanin HSp27 ekspresyon seviyelerinde gegici degisimlere neden oldugu

tespit edilmistir (Leszcyzinski ve digerleri, 2002).

Hirose ve digerleri (2006), insan gliyoblastoma A172 hiicrelerini; SAR degerleri 80,
250 ve 800 mW/kg olan W-CDMA (Wideband Code Division Multiple Access, 3G
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uygulamalari i¢in kullanilan bir GSM ag1) ve SAR degeri 80 mW/kg olan siirekli dalga
formundaki (continuous wave, CW) 2142,5 MHz radyasyona 24 ve 48 saatlik stirelerle
maruz birakmiglardir. Ayrica, insan fetlis akcigerlerinden elde edilen insan IMR-90
fibroblastlar1 da; SAR degeri 80 mW/kg olan W-CDMA ve CW 21425 MHz
radyasyona 28 saat siiresince maruz birakilmistir. Hiicrelerde apoptoz ve stres faktorleri
arastirllmistir. SAR degeri 800 mW/kg’a kadar olan diisiik seviyedeki RF sinyallerinin
p53-bagimli apoptozu, DNA hasarim1 ve diger stres cevaplarini indiiklemedigi tespit

edilmistir (Hirose ve digerleri, 2006).

Merola ve digerleri (2006), noroblastoma hiicre kiiltlirlerini; SAR degeri 1 W/kg olan
GSM modiilasyonlu 900 MHz radyofrekans alana 24, 48 ve 72 saat boyunca maruz
birakmis ve degisik siirelerde uygulanan RF EM alanlarin, néroblastoma hiicrelerinin
gelisim ve farklilagsmalarinda meydana getirebilecegi olast degisimler ve apoptoz
tizerine etkileri arastirilmistir. Yetmis iki saatlik maruziyete kadar RF EM alanlarin
noroblastoma hiicrelerinde meydana gelen bu 3 temel aktivite {izerinde herhangi bir

etkiyi indiiklemedigi tespit edilmistir (Merola ve digerleri, 2006).

Caraglia ve digerleri (2005), insan epidermoid kanser hiicre kiiltiiriinii, SAR degeri
3.6 £ 0.2 mW/g olan, 1950 MHz MW EM alana 1 ila 3 saat arasinda degisen siirelerde
maruz birakmig ve wuygulanan EM alanin stres bagimli HSP70 ve 27
ekspresyonlarindaki artis ile farklilasmay1 indiikledigi ve bunun sonucunda apoptozu

engelleyebilecegi tespit edilmistir (Caraglia ve digerleri., 2005).

Marinelli ve digerleri (2004), insan T-lenfoblast 16semi hiicre kiiltiirtinii; SAR degeri 3.5
mW/kg olan 900 MHz radyofrekans alana 248 saat siire ile maruz birakmis ve
uygulanan alan degerinin hiicre gelisim oram1 ve apoptozis {lizerine etkilerini
arastirmistir. Kisa siireli maruziyet (2—12 saat) sonrasinda, DNA kiriklarimin meydana
geldigi, p53-bagimh ve bagimsiz yolaklarimin erken aktivasyonunun indiiklendigi
tespit edilmistir. Uzun siireli maruziyette (24-48 saat) ise pro-apoptotik sinyallerin,
hiicre ici (Bcl-2) ve hiicre dis1i (Ras ve Aktl) sinyallerin dahil oldugu genlerde

aktivasyonun azaldigi tespit edilmistir (Marinelli ve digerleri, 2004).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Arag ve Gerecler
3.1.1. Hiicre hatti

Calismada, Amerikan Tipi Kiiltir Kolleksiyonu (American Type Culture Collection,
ATCC)’ndan almman, insan kolorektal adenokarsinoma hiicre hatti olan HT-29
(ATCC®HTB-38) hiicreleri kullanildi. Hiicre hatti, 44 yasindaki kadin kolorektal
adenokarsinoma hastasinin tiimorlii dokusundan alinmis ve kiiltiire edilmesiyle elde

edilmisgtir.
3.1.2. Kullanilan cihazlar

Radvofrekans radyasyon maruziyetinde kullanilan cihazlar

Pleksiglas kutu (32x52x75 cm)
+

—

RF sogurucu (absorber) materyal

RF alan maruziyeti esnasinda
HT-29 hiicreleri ve petri
(35 mm x 10 mm) kaplarinin

konumu

Horn Anten
Vektor Sinyal

| Jeneratori

L

Isik mikroskobu orjinal 1st
sistemi ve kontrol {initesi

| -

Sekil 3.1. Radyofrekans radyasyon maruziyet sistemi
Vektor sinyal jeneratorii

Calismada, vektor sinyal jeneratorii olarak Test Olgiim Cihazlar1 Uretici firmasi olan
Rohde ve Schwarz tarafindan iiretilen R&S®SMBVI100A Vektér Sinyal Jeneratorii
kullanildi (Sekil 3.2). Sinyal jeneratoriiniin teknik 6zellikleri Cizelge 3.1 verilmistir.
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Sekil 3.2. Vektor sinyal jeneratorii

L1

Cizelge 3.1. Vektor sinyal jeneratoriiniin teknik 6zellikleri

Frekans arahgi

9 kHz to 3.2 GHz

Frekans ¢oziiniirliigii

0.001 Hz

Cikis giicii

1 MHz <f <6 GHz: (-145 dBm) — (+30 dBm)
300 kHz <f <1 MHz: (-145 dBm) — (+18 dBm)
100 kHz < f <300 kHz: (-145 dBm) — (+13 dBm)

9 kHz <f <100 kHz: (-145 dBm) — (+8 dBm)

Gii¢ coziiniirliigii

0.01dB

200 kHz<f<3GHz: <0.5dB

kis dogrulug
Cikas dogrulugu f>3GHz: <0.9 dB
Cikis empedansi 50 Ohm
Modiilasyon AM, FM, Puls, Faz, 1/Q
Horn anten

Sistemde alan yayilimi i¢in Schwarzbeck BBHA 9120 L3F horn anten (Double ridged
broadband horn antenna, DRHA) (D-96250 Schénau, Germany) (Sekil 3.3) kullanildi.

Horn antenler, mikrodalga ve RF sinyallerinin génderilmesi ya da alinmasi i¢in kullanilan

anten tiplerinden biridir. Basit geometrilere sahip olmalar1 nedeniyle analizleri, tasarimlari

ve imal edilmeleri kolay olan bu antenler, diger antenlere gore yiiksek kazang

verdiklerinden tercih edilmektedirler. Horn antene ait teknik ozellikler Cizelge 3.2°de

verilmistir.



Sekil 3.3. Horn anten

Cizelge 3.2. Horn antenin teknik 6zellikleri

Frekans arahgi 0,5-2,8 GHz

Anten kazanci 5-14 dBi

Anten faktorii 19-26dB/m

VSWR <2

Boyutlari (en x boy x derinlik) 416 240 x 550 mm

Elektromanyetik alan él¢iim cihazi ve probu

RF radyasyon; 1800 MHz, 2100 MHz ve 2600 MHz GSM modiileli cep telefonu sinyali
benzeri pulslu dalgalar seklinde, farkli uygulama siirelerinde (3 saat, kesikli ve siirekli 6
saat), insan kolorektal adenokarsinoma hiicrelerine uygulandi. Hiicrelerin maruz kaldig:
ortamdaki alan siddeti EMR 300 cihazi ve uygun proplar1 kullanilarak (Sekil 3.4) ol¢iildii.

Hiicrelerin maruz kaldig1 elektrik- manyetik alan siddetleri ve gili¢ yogunlugu olglimleri

tespit edildi (Cizelge 4.2).
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Sekil 3.4. Elektromanyetik alan 6l¢iim cihazi (NARDA EMR 300 cihazi ) ve probu

3.1.3. Hiicre Kkiiltiiriiniin hazirlanmasi

HT-29 hiicreleri; icerisinde %10 Fetal sigir serumu (Fetal Bovine Serum, FBS, Heat-
inactivated, F4135, Sigma-Aldrich, USA), %21 penisilin-streptomisin  (Sigma-
Aldrich;USA) ve 2mM glutamin (Invitrogen;USA) bulunan Dulbecco’nun Modifiye Eagle
Besiyeri (Dulbecco’s modified Eagle Medium, DMEM, Biochrom) nde kiiltiire edilmistir.

Kiiltiire edilen insan kolorektal karsinoma hiicreleri 37°C’ de, %5 CO2 ve %95 nem ile

inkiibatorde inkiibe edilmistir.

Hiicreler flaska ekildikten sonra genellikle ii¢ biiylime faz1 ge¢irmektedirler:

a. Lag fazi: Kiiltiir hiicrelerinin yeni kosullara uyum sagladigi déonemdir.

b. Hizli biyiime (eksponansiyel) fazi: En yiiksek metabolik aktivitenin gozlendigi
logaritmik artig (lireme) donemidir.

C. Hiicrelerin yiizeyi tamamen kapladig1 (confluent) plato fazi: Hiicrelerin hiicre sayisinin
sabit kaldig1 duragan evredir. Hiicre niifus yogunlugu baskilamistir, hiicreler daha fazla
cogalamazlar, bu durumda hiicrelerin bulunduklar1 kiiltiir ortamindan alinip bagka

ortamlara aktarilmalar1 gerekmektedir, bu isleme “pasajlama” ad1 verilmektedir.



41

Plato fazindaki confluent hiicrelerin biyokimyasi, eksponansiyel fazdaki hiicrelerin
biyokimyasindan farkli olacagindan; pasajlama islemi hiicrelerin yeterli sayiya ulastigi ve
duragan hale gelmedigi evrede yapilmaktadir. Pasajlama islemi ile hiicrelerin kiiltiire

edilme isleminin devamlilig1 saglanmaktadir.
3.1.4. Hiicre pasajlama islemi

Kiiltiir esnasinda 75cm?’lik flasklara ekim yapilan hiicrelerin iist mediumlar: (ortamlarr)
atildiktan sonra, kalsiyum (Ca*?) ve magnezyum (Mg*?) icermeyen tuzlu fosfat tuz
tamponu (Phosphate-buffered saline, PBS) ile yikama islemi yapilmaktadir. Bu yikama
islemi ile ylizeyden besiyerinin iyice uzaklastirilmasi amaglanmaktadir. Besiyeri
uzaklastirildiktan sonra, yilizeyi kaplayacak kadar (4ml) Tripsin-EDTA (Etilendiamin tetra-
asetik asit, Biochrom) soliisyonu eklenmekte, 37°C’ de, % 5 CO’ li inkiibatdrde 5 dakika
siire ile inkiibe edilmektedir. Inkiibasyon sonrasi, yiizeyde yapisan hiicrelerin kalmadigina
emin olduktan sonra ortama Tripsin’in iki katt hacminde serum (%10 FBS) igeren
complete medium (4 ml, cogaltma ortami) [Dulbecco’nun Modifiye Eagle Besiyeri,
DMEM, (2mM L-glutaminli) + %10 FBS + %1 penisilin-streptomisin] eklenmektedir.
Boylelikle, Tripsin’in etkisi notralize olmaktadir. Bu islem sonrasinda, kaldirilan hiicreler
saglikli bir sonu¢ icin Once sayilmakta, sonrasinda da birka¢ flaska esit sayida olacak

sekilde hiicrelerin ekimi yapilmaktadir.

Bu projede; ekimi yapilacak hiicrelerin sayimi islemi Tripan Mavisi Boyama Yontemi

kullanilarak yapilmistir.
3.1.5. Tripan mavisi boyama yontemi ile canli ve olii hiicre oraninin tespiti

Aragtirma laboratuvarlarindaki hizli teknik gelismelere ragmen, neubauer lami/thoma lami1
ile hiicre saymmi en yaygin kullanilan yontemlerden biridir (Sekil 3.5). Temel prensip;
0,1mm?3 hacimde sayim yapilmasina dayanmaktadir. Thoma lami, 25 kiigiik karenin (kare
prizma; Derinlik: 0,1mm; Hacmi: 0,05mm x 0,05mm x 0,dmm = 25x10* mmd)
olusturdugu 16 biiyiik kare olacak sekilde 400 kiiciik kareden (2,5x10* mm3 x 400 =

0,1mm3) olusmaktadir. Hiicre sayimi1 bu karelerde yapilmaktadr.
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Sekil 3.5. Thoma lami-hiicre canlilik sayimi1

Tripan Mavisi boyama yontemi, hiicre canliligini 6lgmek i¢in kullanilan yontemlerden
biridir. Tripan mavisi boyasi, hiicreye girince hiicre i¢i proteinlerine baglanmakta ve
hiicreleri maviye boyamaktadir. Ancak; Tripan mavisi sadece 6lii hiicrelerin membranindan
iceri gecerek onlari boyamaktadir. Hiicre slispansiyonu tripan mavisi ile seyreltildiginde;
Canl1 hiicreler kiiciik, yuvarlak ve refraktil (1s1k kiran) olarak gériiniirler. Olii hiicreler sis,

biiylik ve koyu mavi hale gelirler (Sekil 3.6).

Live
cell

Dead
cell

Sekil 3.6. Canli hiicre ve 6lii hiicrenin gosterimi

Her iki hiicrenin total sayisi mililitre basina ve canli hiicrelerin yiizdesi olarak
belirlenebilir. Bu metodun temel prensibi, canli hiicreler boyay1 almaz iken 6lii hiicrelerin
almasidir. Tripan Mavisi Canlilik Testleri floresan bazli tespit metotlar1 ile
karsilagtirildiginda daha yiiksek oranda hiicre canliligi dlgmiistiir (Altman ve digerleri,

1993; Mascotti ve digerleri, 2000).
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Uygulama basamaklart;

e Tripsinizasyon islemi sonrasinda; falkon tiiplerine aktarilarak 1800 rpm’de 9 dakika
santrifiij islemine tabi tutulan HT-29 hiicrelerinin siipernatant adi verilen st kismi
atilmig, kalan pellet iizerine 2 ml besiyeri eklenerek pipetleme iglemi yapilmistir.
Pipetleme islemi ile pellet iyice dagitilmistir.

e Homojen hale getirilen pelletler, ependorflara alinmistur.

e Belirli diliisyon oranlarinda seyreltilmis Hiicre siispansiyonlar1 {izerine 0,2 ml % 0.5’lik
Tripan Mavisi boyasi eklenerek ve iyice karistirilmistir.

e Karistirma isleminden sonra 5 dakika oda sicakliginda (15-30°C arasinda)
bekletilmistir.

e Ornekler Thoma lamina yerlestirilerek, biitiin hiicreler ve canli (boya almamus) hiicreler
sayillmistir.

e Canli hiicreler yiizdesi asagidaki gibi hesaplanmistir:

e Canl hiicre oran1 (%) = Boya almamus hiicrelerin sayisi/ Toplam hiicre sayis1 x 100

3.1.6. Kantitatif Gercek Zamanh (Real Time) PZR, yontemi ile kaspaz genlerinin

ifadelenmesi

e Kaspaz genlerinin ifadelenmesi ticari PZR kit protokolii dogrultusunda tespit edilmistir.

e Bu PZR kitinin protokolii takip edilerek asagida belirtilen islemler uygulanmistir:

e Oncelikle Total RNA izolasyonu yapilmis, izole edilen RNA’lar kalite ve kantite
acisindan degerlendirilmek {izere denatiire jel elektroforezinde (RNA -elektroforezi;

Agaroz-Formaldehid jel elektroforezi) yiirtitiilm{istir.

Total RNA izolasyonu

e RNA izolasyonu en az 10° hiicreden yapildi. Trizol uzaklastirilarak, Trizol/ hiicre
lizatlar1 1,5 ml’ lik ependorflarda muhafaza edildi.

e 5 dakika siiresince oda sicakliginda tutuldu.

e 250 pl kloroform eklenmis, 15 saniye siiresince hizlica tiipler sallandi.

e Tiipler, 10 000 rpm de 5 dakika siiresince santrifiije tabi tutuldu.

e Santrifiij sonrasinda tiiplerde 3 faz olustu:

- Ust faz: acik, sivi (RNA)
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- Orta faz/interfaz: beyaz ¢oktiiriilmiis (DNA)

- Alt faz: pembe organik faz (protein)

Pipet yardimiyla dikkatli bir sekilde iist faz uzaklastirildi, 1,5 ml’ lik ependorflara
alind1.

Ependorflardaki sivi faz tizerine 550 pl izopropanol eklenmis karigim dikkatli bir
sekilde karistirildi. Oda sicakliginda 5 dakika tutuldu.

14 000 rpm’ de 20 dakika (bu siire 30 dakikaya da cikarilabilir) ependorflar santrifiij
islemine tabi tutuldu.

Ependorflar buz {izerine alindi, bir sonraki islem izopropanolii ugurmak ve igerisinde
DEPC bulunan su ile hazirlanmis %75 etanolden 1 ml eklemek ve dikkatlice
karistirmak oldu.

Ependorflar sonrasinda, 9500 rpm de 5 dakika siiresince santrifiij islemine tabi tutuldu.
Etanol uzaklastirilmis ve pelletler, kurumaya birakildi.

RNA pelletlerin tizerine yaklagik 15-25ul ya DEPC uygulanmis TE tamponu ya da su
eklendi.

Ependorf tiip RNA 1/40 (48,8ul TE Tamponundan 1,2ul’si) oraninda diliie edilerek
mikrokiivete (yol uzunlugu= 1 cm) eklendi. RNA konsantrasyonlar1 i¢in 260 nm dalga
boyunda absorbans 6l¢iimleri ve konsantrasyon tayinleri yapildi.

Absorbans oranlar1 (260 nm/280nm) 1,8’den biiylik olmalidir. Eger, bu oran 1,5-1,6’
dan diisiik ise en azindan kismen par¢alanmis anlamina gelmektedir. Diisiik oranlarda

ayn1 zamanda DNA ya da tiyosiyanat kontaminasyonu olabilmektedir.

Calismada yapilan absorbans dl¢limleri ve konsantrasyon tayinlerinden 6rnekler Sekil 3.7,

Sekil 3.8 ve Sekil 3.9°de gosterilmektedir.

Sekil 3.7. Caligmada yapilan absorbans 6l¢iimleri ve konsantrasyon tayinlerine 6érnekler
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Sekil 3.8. Caligmada yapilan absorbans 6l¢iimleri ve konsantrasyon tayinlerine 6érnekler

Sekil 3.9. Caligmada yapilan absorbans 6l¢iimleri ve konsantrasyon tayinlerine 6rnekler

RNA Konsantrasyonu (ul) Hesabi: 1/konsantrasyon

RNA + distile su=9,4 ul

cDNA sentezi protokolil

Izole edilen RNA’ lardan Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kiti (Roche
Diagnostics. GmbH, Mannheim) kullanilarak cDNA sentezlendi.

e cDNA sentezi i¢in protokolii uygulamaya baslamadan 6nce kullanilacak olan donmus
haldeki reaktifler ¢oziildii.
o Reaktifler, protokol 6ncesinde kisa bir siire santrifiij islemine tabi tutuldu.

e Uygulamalar siiresince de biitiin reaktifler buz iizerinde tutuldu.
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e Buz lizerinde tutulan, steril (nuclease-free) ince duvarli PCR tiiplerinde template-primer
karisimi hazirlandi (20 pl reaksiyon i¢in). Hazirlanmis olan template-primer karisimi

Cizelge 3.3’de listelenmektedir.

Cizelge 3.3. Template primer karisimi

Icerik Hacim (ul) Son Hacim
Total RNA (1/konsantrasyon) hesabindan 1ng
Random Hexamer 2 ul 60uM
dH20 9,4- (1/ konsantrasyonu) hesabindan
Toplam Hacim 11,4 ul

Hazirlanan template-primer karigimi 10 dakika siire ile 1sitmali bir blok cycler da denatiire
edildi. Bu basamak RNA’ nin ikincil yapilarinin denatiirasyonunu sagladi. Bu asamadan

sonra, tiipler hizlica buz {izerine alinarak sogutuldu.

Template-primer karigimi igeren tiiplere ¢oklu reaksiyonlar igin hazirlanan master mixler

eklendi. Eklenmis olan master mixler Cizelge 3.4’de listelenmektedir.

Cizelge 3.4. Coklu reaksiyonlar i¢in hazirlanan master mixler

icerik Hacim (ul) Son Hacim
Transcriptor High Fidelity
Resction Buffer 5x conc. 4 L (8 mM MgCly)
(vial 2)
Pr r RNase Inhibitor
ey
e 2 LmM herbiri
DTT (vial7) 1 5mM
Transcriptor High Fidelity
Reverse Transcriptase 1,1 22 U
(vial 1)
+
11,4 nl
(Template Primer Mixture)
Son Hacim 20 nl
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Kontrol reaksiyonu i¢in ise;

Icerisinde cDNA yerine su bulunan negatif kontrol reaksiyonu Cizelge 3.5°de belirtildigi
sekilde hazirlandi.

Cizelge 3.5. Negatif kontrol reaksiyonu hazirlanisi

Icerik Hacim (pl) Son
[50p1 reaksiyon] | Hacim

Water, PCR Grade (19 ul) 2,6 ul

fleri (Forward) Primer (30 pM) (0.5 pl) 0,35 ul 300nM

Geri (Reverse) Primer (30uM) (0.5 pl) 0,35 ul 300nM

FastStart Universal SYBR Green Master (ROX) (25 nl) 6,7 ul 1x

Toplam Hacim (45 pl) 10 pl +5 ul cDNA

Ileri ve geri primer dizileri Cizelge 3.6 te listelenmektedir.

Gercek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Gergek Zamanl (Real Time) PZR, hedef niikleik asid dizisinin 6zgiil olarak ¢ogaltilmasini
ve bu sirada floresan isaretleyici molekiiller kullanilarak PZR {iriin miktarmin gercek

zamanli olarak tesbit edilmesini saglayan bir yontemdir.

Floresan igaretleyici molekiiller genel olarak iki baslik altinda toplanabilir.

1. SYBR® Green ve benzeri DNA’ya baglanan boyalar
2. Floresan isaretli PZR primer ve problar (Hidroliz-TagMan-problar, Scorpion PZR

primerleri, Molekiiler beacons gibi).

DNA’ya baglanan boyalar, ¢ift zincirli DNA molekiiliine niikleik asid dizisinden bagimsiz
olarak baglanirlar. Bu boyalar doymus ve doymamis olarak iki gruba ayrilir. SYBR®
Green doymus boyalardandir. Belirli bir derisimin iizerinde PZR ’nin baskilanmasina neden
olur. EvaGreen, LC Green ise doymamis boyalardandir. Bu boyalar PZR’nin
baskilanmasina neden olmaz ve PZR karisimimnin igine olasi tiim ¢ift zincir DNA
molekiiliine baglanacak derisimde boya konulabilir. Ancak bu boyalar 6zellikle ytiksek

¢oziiniirliiklii DNA erime egrisi analizlerinde kullanilmaktadir.
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SYBR® Green I, ger¢ek zamanli PZR yonteminde en sik kullanilan boyadir. SYBR®
Green boyasi, soliisyon igerisinde serbest haldeyken ¢ok diisiik diizeyde floresan 1s1ma
yapar. Cift zincirli DNA molekiiliine baglandiktan sonra yaydigi floresan 1s1ma yaklasik
1000 kat artig gosterir. Karisimdaki ¢ift zincirli DNA molekiilii miktar1 arttikga bununla
orantili olarak floresan 1s1ma miktar1 da artig gosterir. Boylelikle PZR firiin miktarrindaki
artis gercek zamanli PZR cihazlar1 yardimiyla tesbit edilebilir. Bu yontem araciligiyla her
PZR dongiisii sonunda tiip i¢inde olusan ¢ift zincirli {iriin miktar1 Ol¢iilerek kantitatif

analizlerin yapilmasi saglanir. Bu yontem kullanilarak gen ifadelenme degisimleri analiz

edilebilir (Nolan et al. 2006).

[SYBR® Green gibi ¢ift zincirli DNA moliikiillerine diziden bagimsiz olarak baglanan
boyalarin gercek zamanli PZR’da kullanilmasi, fléresan isaretli PZR primer ve problar ile

karsilastirilirsa bazi avantajlara sahiptir. Bunlar:

1. PZR primer dizayn edilmesi daha kolaydir.

3. PZR reaksiyonu i¢in hedef bolgeye baglanan prob dizayn edilmesine gerek yoktur.

4. Maliyeti daha diisiik oldugu i¢in ¢ok sayida farkli gen ayn1 zamanda analiz edilebilir.

5. PZR sonrasinda gergeklestirilen erime egrisi analizi ile elde edilen PZR iiriinlerinin

ozgiilliigii kolaylila kontrol edilebilir. ]

Bununla birlikte DNA’ya baglanan boyalarin, DNA molekiiliine diziden bagimsiz bir
sekilde baglanmalar1 nedeniyle bazi eksiklikleri de bulunmaktadir. Bu boyalarin fléresan
1s1ma yapmasi ic¢in karisimda ¢ift zincirli DNA molekiiliiniin bulunmasi yeterlidir. Bu
nedenle eger kullanilan primer dizileri, kendi kendilerine baglanip primer dimer olusturur
veya hedef bolge disinda bazi baska bolgelerin daha ¢ogaltilmasina neden olur ise bu
durumda hedef iirtin miktarinin hesaplamasinda gercek durumdan sapmalar gozlenebilir
(Bustin et al. 2005). Bu nedenle SYBR Green kullaniminda en énemli asama uygun primer

secimidir.

Yontemin basariyla uygulanabilmesi i¢in PCR primerlerinin sadece spesifik cDNA’ya
baglanmasi, primer-dimer veya spesifik olmayan amplifikasyon {iriinii olusturmamasi

gerekmektedir.
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RNA izolasyonu sirasinda olusabilecek olasi genomik DNA kontaminasyonu SYBR Green
yonteminde sorun yaratabilen bir diger konudur. Bunun 6niine gegebilmek i¢in primerlerin
farkli ekzonlardan seg¢ilmesi, primerlerin baglanacagi ekzonlar arasinda biiyiik intronlar
olmasi, iiriin boyutunun 100-150 baz ¢ifti uzunlugu arasinda olmasi énemli noktalardandir

(Balci, 2009)

Gergeklestirilen PZR reaksiyon iirtinlerinin 6zgiilliigli erime egrisi (melting curve) analizi
ile kontrol edilir. Cift zincirli DNA molekiiliiniin %50°sinin tek zincirli hale geldigi
sicakliga erime sicakligi (melting temperature, Tm) denir. Her ¢ift zincirli DNA
molekiiliiniin, baz icerigi tarafindan belirlenen kendine 6zgiil bir Tm degeri vardir. Erime
egrisi analizi i¢in, amplifikasyondan sonra sicaklik, DNA molekiiliiniin tamamen tek
zincirli hale gelecegi sicakliga kadar yiikseltilir. Bu sirada belirli araliklarla floresan 1s1ma
miktart 6l¢iiliir. Cift zincirli DNA molekiilii, tek zincirli hale gelmeye baslayinca bagli olan
boyalar serbest hale gelir ve dlgiilen floresan 1s1nma miktart bununla orantili olarak azalir.
Bu yontemle elde edilen erime egrisi kullanilarak PZR iiriinlerinin Tm degeri belirlenir.
PZR iirlinlerinin erime egrisi analizi ile test edilmesi sonucunda farkli Tm degerlerinin
saptanmasi, tlip icerisinde hedeflenen bolge disinda baska bolgeye ait liriinlerin veya

primer dimerlerinin varligimni gostermektedir.

Gergek zamanli PZR yonteminde elde edilen ifadelenme degerlerinin normalizasyonu
amaci ile cesitli kosullarda ifade diizeyi etkilenmeyen bir gen, referans gen olarak
kullanilir (Bustin 2002). Incelenen hedef genin ifade diizeyi, referans gen olarak kullanilan
housekeeping genin ifade diizeyine oranlanir. Bu oranlamayla amag, RNA izolasyonu ve
cDNA sentezi sirasinda olusabilecek ornekler arasi baslangi¢c farkliliklarimi ve ayrica
gercek zamanli PZR de dahil deneysel siiregler sirasinda olusabilecek hatalar1 normalize

etmektir.

Bu calismada Cizelge 3.6 ’de listesi ve dizileri verilen genler semi-kantitatif gergek

zamanli PZR yontemi ile analiz edildi.

Kantitatif gercek zamanli PZR sonucunda elde edilen veriler 224" yontemi kullanilarak

analiz edilmistir. Beta aktin geni, housekeeping gen olarak kullanilmistir (Livak ve

Schmittgen, 2001).
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B = E[Efi: rnek  “Prontrol ]

R = 2%

R = E_[ﬂff':rnek_ﬂqkunrrni]

R — E—i'nﬂft

Bu amagla uygulanan protokol asagida verilmistir.

Cizelge 3.6. Semi-kantitatif ger¢ek zamanli PZR yontemi

ve primer dizileri

ile analiz edilen genlerin listesi

::::r Forward (5’ to 3’) Reverse (5’ to 3’) ,SAirerp(I::’;n Reference :’Drimer Bank
CASP3 CATGGAAGCGAATCAATGGACT | CTGTACCAGACCGAGATGTCA | 139 1-3 73622121cl
CASP8 TTTCTGCCTACAGGGTCATGC TGTCCAACTTTCCTTCTCCCA 183 1-3 1403329a3
CASP9 CTGTCTACGGCACAGATGGAT GGGACTCGTCTTCAGGGGAA | 177 1-3 312596928c3
CASP12 AACAACCGTAACTGCCAGAGT CTGCACCGGCTTTTCCACT 118 1-3 300360579c1
ACTB GGCACCCAGCACAATGAAG CCGATCCACACGGAGTACTTG | 66 4 -

Toplam 20pl hacimdeki RT-PCR reaksiyonu Cizelge 3.7’teki kosullarda gerceklestirildi.

Cizelge 3.7. RT-PCR Reaksiyonu kosullart

1 dongii Baslangi¢ denatiirasyonu 95 5 dakika

35 dongii Denatiirasyon 95 10 saniye
Yapisma (Annealing) 50 20 saniye
Uzama (Elongation) 72 30 saniye

1 dongii Final Uzama (Final Elongation) 72 7 dakika
Soguma (Cooling) 4
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3.1.7. RF alan maruziyet gruplari

Gilinlimiizde cep telefonu teknolojileri ve en yaygin kullanilan 1800 MHz (2G), 2100 MHz
(3G), 2600 MHz (4G) frekanslarinin olas1 etki mekanizmalarini molekiiler diizeyde
optimum kosullarda arastirabilmek amaci ile; HT-29 hiicreleri standardize edilerek, ii¢
farkli uygulama saati belirlenmis (3 saat siirekli, 6 saat kesikli [3saat RF maruziyet sistemi
acik /1saat RF maruziyet sistemi kapali /3saat RF maruziyet sistemi acgik], 6 saat siirekli)
ve HT-29 hiicreleri bu uygulama siirelerinde s6z konusu RF alanlara maruz birakilmistir.
Maruziyet gruplarina ait hem Sham hem de Kontrol gruplart da calisiimistir. Kontrol
gruplart ayni siirede inkiibator igerisinde bekletilip, siire sonunda analizleri yapilmistir.
Sham gruplar igin RF maruziyet gruplar ile ayn1 kosullar saglanmis; ancak RF maruziyet
sistemi kapali konumda tutulmustur. Bu sayede, gruplar aras1 karsilastirma yapilarak,

deneyi etkileyebilecek faktorler olabildigince elimine edilmeye ¢alisilmistir.

Farkli frekans ve maruziyet siirelerinde uygulanan RF alanlarin HT-29 hiicreleri tizerinde
olusturabilecegi olas1 biyolojik etkileri tespit edebilmek ve en etkin frekans ve uygulama
stiresinin belirlenebilmesi amaciyla; Hiicre Canlilik Testleri yapilmistir. Etkin olan RF alan
siddetleri ve siireleri uygulanmak suretiyle, HT-29 hiicrelerinde programli hiicre 6limii
yolagi ve sagkalim mekanizmalarinda aktif rol oynayan kaspaz proteinlerinin, baslica 4
gen lizerinden, arastirilmasi hedeflenmistir. Bu hedef dogrultusunda; programli hiicre
olimii ve sagkalim mekanizmalarinda 6nemli rol oynayan Baslatici Kaspaz (Kaspaz-8;
Kaspaz-9), Uyarici Kaspaz (Kaspaz-3) ve Yangi Kaspaz (Kaspaz-12) gen ifadelenme

diizeyleri tespit edilmistir.

Deney gruplari

Calismada, farkli frekanslarda (1800 MHz, 2100 MHz ve 2600 MHz) ve farkli uygulama
stirelerinde (3 saat, 6 saat kesikli [3 saat RF Alan Maruziyet sistemi agik / 1 saat RF Alan
Maruziyet sistemi kapali / 3 saat RF Alan Maruziyet sistemi agik], 6 saat siirekli) RF
Alanlara Maruz birakilan HT-29 hiicreleri, kendi negatif kontrolleri ve kendi sham gruplari

olacak sekilde, deney gruplar1 3 kez tekrar edilerek calisilmistir.
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Cizelge 3.8. 1800 MHz RF alan maruziyet deney gruplari: 1. Deney Gruplari

1800 MHz RFR Kontrol . Ornek 2. Ornek 3. Ornek

(3 saat stirekli) Sham . Ornek 2. Ornek 3. Ornek
RFR . Ornek 2. Ornek 3. Ornek

1800 MHz RFR Kontrol . Ornek 2. Ornek 3. Ornek

(3 saat RF alan maruziyeti + 1 Sham Ornek 2. Ornek 3. Ornek

saat inkiibatorde + - i i

3 saat RF alan maruziyeti) RFR - Ornek 2. Ornek 3. Ornek

1800 MHz RFR Kontrol . Ornek 2. Ornek 3. Ornek

(6 saat siirekli) Sham . Ornek 2. Ornek 3. Ornek
RFR . Ornek 2. Ornek 3. Ornek

Cizelge 3.9. 2100 MHz RF alan maruziyet deney gruplari: 2. Deney Gruplari

2100 MHz RFR Kontrol . Ornek 2. Ornek 3. Ornek
(3 saat stirekli) Sham . Ornek 2. Ornek 3. Ornek
RFR . Ornek 2. Ornek 3. Ornek
2100 MHz RFR Kontrol . Ornek 2. Ornek 3. Ornek
(3 saat RF alan maruziyeti + 1 Sham Ornek 2. Ornek 3. Ornek
saat inkiibatorde + i — : ~ : "
3 saat RF alan maruziyeti) RFR - Ornek 2. Ornek 3. Ornek
2100 MHz RFR Kontrol . Ornek 2. Ornek 3. Ornek
(6 saat siirekli) Sham . Ornek 2. Ornek 3. Ornek
RFR . Ornek 2. Ornek 3. Ornek




Cizelge 3.10. 2600 MHz RF alan maruziyet deney gruplari: 3. Deney Gruplari
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2600 MHz RFR

Kontrol . Ornek 2. Ornek 3. Ornek
(3 saat stirekli) Sham . Ornek 2. Ornek 3. Ornek

RFR . Ornek 2. Ornek 3. Ornek
2600 MHz RFR Kontrol . Ornek 2. Ornek 3. Ornek
(3 saat RF alan maruziyeti + 1 Sham Ornek 2. Ornek 3. Ornek
saat inkiibatorde + i i i
3 saat RF alan maruziyeti) RFR - Ornek 2. Ornek 3. Ornek
2600 MHz RFR Kontrol . Ornek 2. Ornek 3. Ornek
(6 saat siirekli) Sham . Ornek 2. Ornek 3. Ornek

RFR . Ornek 2. Ornek 3. Ornek
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4. BULGULAR

4.1. Farkh Frekanslarda Uygulanan RF E Alan Optimizasyonu

Calismada uygulanan farkli frekanslardaki RF alan maruziyetleri uzak alanda
gerceklestirildigi i¢in sadece elektrik alan siddetinin Ol¢iilmesi yeterli olmasina ve 6l¢iilen
elektrik alan siddetinden hesaplanarak bulunabilmesine ragmen, deney esnasinda diizenli

olarak manyetik alan siddeti ve gii¢ yogunlugu dlgiimleri de yapilmuistir.

Elektromanyetik Alanlarin insan saglig1 tizerindeki etkileri ile ilgili diinyada bir¢ok kurulus
standart ve siir degerler belirlemislerdir. Bu sinir degerler, frekansa gore farkliliklar
gostermektedir. Ulkemizde bu sinir degerler, Bilisim Teknolojileri ve iletisim Kurumu
(BTK) tarafindan, 10.11.2008 tarih 5809 sayili “Elektronik Haberlesme Kanunu” ve
21.04.2011 tarith ve 27912 sayili “Elektronik Haberlesme Cihazlarindan Kaynaklanan
Elektromanyetik Alan Siddetinin Uluslararas1 Standartlara Gore Maruziyet Limit
Degerlerinin Belirlenmesi, Kontrolii ve Denetimi Hakkinda Yo6netmelik”ine, Uluslararasi

Iyonlastirict Olmayan Radyasyondan Korunma Komitesi (ICNIRP)’nin belirledigi sinir

degerler g6z onilinde bulundurularak olusturulmustur.
Bu sinir degerler cesitli frekanslar i¢in Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Uluslararasi iyonlastirict olmayan radyasyondan korunma komitesi

(ICNIRP)’nin belirledigi sinir degerler

) . . ) . . B-Manyetik Ak1 Esdeger Diizlem Dalga Giig
. E-alan siddeti (V/m) H-Alan siddeti (A/m) Yogunlugu (uT) Yogunlugu (W/m?)
rekans
Agirhg Tek cihaz | Ortamin Tez cihaz Ortamin Tek cihaz Ortamin Tek cihaz Ortamin
(MH2) igin limit toplam i¢in limit toplam limit icin limit toplam icin limit toplam limit
degeri limit degeri degeri degeri limit degeri degeri degeri
degeri
0.010-0,15 22 87 13 5 15 6,25
0,15-1 22 87 0,18f 0,73f 0,23f 0,92f
1-10 22/f2 87/f12 0,18/f 0,73/f 0,23/f 0,92/f
10-400 7 28 0,02 0,073 0,023 0,092 0,125 2
400-2 000 0,341f12 1,375f12 0,0009f%2 0,0037f42 0,001f12 0,0046f2 /3 200 /200
2 000-60 15 61 0,04 0,16 0,05 0,2 0,625 10
000

f=frekans (MHz)
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Cizelge 4.2. Calismada uygulanan RF alanlarin E ve B alan, gii¢ yogunlugu ol¢iim

degerleri
Frekans Elektrik (E) Alan Manyetik (B) Alan Gii¢ Yogunlugu
(MHz2) (V/m) (mG) (mW/cm?)
Maksimum Averaj Maksimum Averaj
1800 31,20+0,95 | 27,66+1,82 28,85+1,31 19,73+1,81 0,223+0,009
2100 31,56+0,27 | 28,93+1,97 29,93+1,31 23,00+8,36 0,248+0,005
2600 31,43£1,15 | 24,36+4,20 27,85+2,05 21,10+0,28 0,218+0,018

Uzak alanda uygulanan farkli frekanslardaki RF Alan Maruziyetlerinde E Alandan
kaynakli farkliliklar1 elimine etmek amaciyla BTK’ nin belirlemis oldugu limit degerler
g6z Onlinde bulundurulmustur. Radyofrekans Elektrik Alan degerleri belirli bir alan
degerinde sabitlenerek optimizasyon saglanmistir. BTK’ nin limit degerleri Cizelge 4.3’de

verilmektedir.

Cizelge 4.3. 1800 MHz, 2100 MHz ve 2600 MHz limit degerleri

Frekans 1800 MHz 2100 MHz 2600 MHz
Tek bir Ortamin Tek bir Ortamin Tek bir Ortamin toplam sinir
cihazi¢in | toplam sinir | cihaz i¢in toplam cihaz igin degeri
sinir deger degeri siir deger | sinir degeri | smnir deger
Elektrik Alan 114 47vim | 5834vim | 15Vim 61 V/m 15V/m 61 V/m
Siddeti
g"iggzz“kA'a” 0,038A/Mm | 0157A/m | 004A/m | 016A/M | 004A/m 0,16 A/m
Gig 0,56 W/m2 | 9,0W/m2 | 0,625 W/m2 | 10 W/m? 0,625 10 W/m?
Yogunlugu W/m

4.2. Farkh Frekans ve Uygulama Siirelerinde RF Alanlara Maruz Birakilan Insan
Kolorektal Karsinoma Hiicrelerinde Hiicre Canlihiginin Tripan Mavisi Boyama

Yontemi ile Degerlendirilmesi

Bu arastirmada, farkli frekans ve uygulama siirelerinde, radyofrekans alanlara maruz
birakilan insan kolorektal karsinoma hiicrelerinde, Oncelikle Tripan Mavisi boyama

yontemi ile hiicre canlilig1 6l¢tilmiistiir.
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Uygulama suresi:

3 saat
_120%
c
© 100% FEmes
S . ¢
o 80% &, ¢
® e i T E Kontrol
;i 60% i i
= @ Sham
= 40%
5 ERFR
< 20%
S 0%
I 1800 MHz 2100 MHz 2600 MHz

Uygulamada yer alan frekanslar

Sekil 4.1. 1800 MHz, 2100MHz ve 2600 MHz radyofrekans alanlara 3 saat boyunca maruz
birakilan HT-29 hiicrelerinde hiicre canlilig1 yiizde oranlari
&: p< 0.05 (RFR grubu Kontrol grubundan farkli),
¢: p<0.05 (RFR grubu Sham grubundan farkli)

1800 MHz RF radyasyona 3 saat siirekli olarak maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde; RF
alan maruziyet grubunun hiicre canlilik yiizde oranlari kendi sham ve negatif kontrol

gruplar ile karsilagtirildiginda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).

2100 MHz RF radyasyona 3 saat siirekli maruz birakilan hiicrelerde hiicre canlilik yiizde
oranlar1 incelendiginde; maruziyet grubunun kendi sham grubu ile arasinda %23 oraninda;
kendi negatif kontrol grubu ile arasinda %27 oraninda istatistiksel anlamli bir azalma

oldugu tespit edilmistir.

2600 MHz RF radyasyona 3 saat siirekli maruz birakilan hiicrelerde hiicre canlilik yiizde
oranlar1 incelendiginde; maruziyet grubunun kendi sham grubu ile arasinda %21,46
oraninda, kendi negatif kontrol grubu ile arasinda % 24 oraninda istatistiksel anlamli bir

azalma oldugu tespit edilmistir (p<0.05).
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Uygulama suresi:

6 saat
(3 saat RF maruziyet sistemi acik/ 1 saat RF maruziyet sistemi
120% kapali/ 3 saat RF maruziyet sistemi acik)
=
© 100%
o]
X 80%
3@ o
= 60% B Kontrol
T
z 40% B Sham
g 20% @RFR
I

0%
1800 MHz 2100 MHz 2600 MHz

Uygulamada yer alan frekanslar

Sekil 4.2. 1800MHz, 2100MHz ve 2600 MHz radyofrekans alanlara 6 saat keskli [3 saat
RF maruziyet sistemi acgik/l1 saat RF maruziyet sistemi kapali/3 saat RF
maruziyet sistemi acik] maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde hiicre canlilig1
yiizde oranlar1

&: p< 0.05 ( RFR grubu Kontrol grubundan farkl)
¢: p<0.05 ( RFR grubu Sham grubundan farkly)

1800 MHz RF radyasyona 6 saat kesikli [3 saat RF maruziyet sistemi agik/1 saat RF
maruziyet sistemi kapali/3 saat RF maruziyet sistemi ag¢ik] olarak maruz birakilan HT-29
hiicrelerinde hiicre canlilik ylizde oranlar1 degerlendirildiginde; RF alan maruziyet
grubunun hiicre canlilik yiizde orani kendi sham ve negatif kontrol gruplarinin hiicre
canlilik yiizde oranlar1 ile karsilastirildiginda bir farklilik olmadigi tespit edilmistir
(p>0.05).

2100 MHz RF radyasyona 6 saat kesikli maruz birakilan hiicrelerde hiicre canlilik yiizde
oranlar1 degerlendirildiginde; RF alan maruziyet grubunun hiicre canlilik yiizde orani kendi
sham grubuna gore %52; kendi negatif kontrol grubuna gore %55 istatistiksel anlamli
azalmistir (p<0.05).

2600 MHz RF radyasyona 6 saat kesikli maruz birakilan hiicrelerde hiicre canlilik yiizde
oranlar1 degerlendirildiginde; RF alan maruziyet grubunun hiicre canlilik yiizde oran1 kendi
sham grubuna gore %?24; kendi negatif kontrol grubuna gore %32 istatistiksel anlamli

azalmistir (p<0.05).
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Uygulama suresi: 6 saat

120%

=
g 100% 333 = T B o
R 80%
>an
= 60% : -, ¢ = : B Kontrol
= i = i : PR
& 40% g - @ Sham
ol -, ¢ :
5 20% ERFR
T 0%
1800 MHz 2100 MHz 2600 MHz

Uygulamada yer alan frekanslar

Sekil 4.3. 1800MHz, 2100MHz ve 2600MHz radyofrekans alanlara 6 saat siirekli maruz
birakilan HT-29 hiicrelerinde hiicre canlilig1 yiizde oranlari
&: p<0.05 ( RFR grubu Kontrol grubundan farkl)
¢: p< 0.05 ( RFR grubu Sham grubundan farkli)

1800 MHz RF radyasyona 6 saat siirekli olarak maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde hiicre
canlilik ylizde oranlar1 degerlendirildiginde; RF alan maruziyet grubu hiicre canlilik yiizde
orani, kendi sham ve kendi negatif kontrol grubu ile karsilagtirildiginda %49 oraninda

istatistiksel anlaml1 azalmastur.

2100 MHz RF radyasyona 6 saat siirekli olarak maruz birakilan hiicrelerde hiicre canlilik
yiizde oranlar1 degerlendirildiginde; RF alan maruziyet grubu hiicre canlilik yilizde orani
kendi sham grubu ile karsilastirildiginda %83 oraninda; kendi negatif kontrol gruplarina

gore %84 oraninda bir azalma oldugu tespit edilmistir.

2600 MHz RF radyasyona 6 saat siirekli olarak maruz birakilan hiicrelerde hiicre canlilik
ylizde oranlar1 incelendiginde; maruziyet grubu hiicre canlilik yiizde orani kendi sham
grubu ile karsilastirildiginda %63 oraninda; kendi negatif kontrol gruplarina gére %67

oraninda bir azalma oldugu tespit edilmistir.

4.3. Farkh Frekans Ve Uygulama Siirelerinde RF Alanlara Maruz Birakilan insan
Kolorektal Karsinoma Hiicrelerinde Kaspaz-Bagimh Apoptoz’un Bashca 4 Gen

ifadelenmesi Uzerinden incelenmesi

Etkin radyofrekans alan siddetleri ve uygulama siirelerinin hiicre canliligi Slglimleri

sonucunda belirlendigi HT-29 hiicrelerinde kaspaz-bagimli programli hiicre 6liimii yolag:
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ve sagkalim mekanizmalarinda aktif rol oynayan baglica 4 genin [Baslatict Kaspaz
(Kaspaz-8; Kaspaz-9), Uyarict Kaspaz (Kaspaz-3) ve Yangi Kaspaz (Kaspaz-12)]

ifadelenme diizeylerinin kantitatif degerlendirmesi yapilmustir.

4.3.1. Farkh Frekanslarda RF radyasyona maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde
kaspaz-8; Kaspaz-9; Kaspaz-3; Kaspaz-12 genlerinin ifadelenme diizeylerinin
kantitatif degerlendirmesi: 1800 MHz Frekans RF radyasyon maruziyeti

Kaspaz bagimli apoptoz yolaklari:

Di1g/6liim reseptor yolaklari- i¢/mitokondriyal yolak

Kaspaz-8 gen ifadelenme diizeyinin kantitatif degerlendirmesi

Cizelge 4.4. 1800 MHz RF radyasyona maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde Kaspaz-
Bagimli Apoptoz’ un SYBR Green temelli gercek zamanli PCR protokolii ile
analiz edilmesi: Kaspaz-8 gen ifadelenme diizeyleri (Ct degeri+SD)

Kaspaz-8
(Ct degeri£SD)
3 Saat Siirekli Maruziyet
Kontrol 26,14+0,21
Sham 26,69+0,15
RFR 25,74+0,28

6 Saat Kesikli Maruziyet
(3 saat RF Alan Maruziyeti + 1 saat inkiibatorde bekletme+ 3 saat RF

1800 MHz Alan Maruziyeti)
Kontrol 26,55+0,12
Sham 28,84+0,02
RFR 25,54+0,09
6 Saat Siirekli Maruziyet
Kontrol 26,02+0,12
Sham 27,01+0,10
RFR 26,06:0,12
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1800 MHz
35
30
25 EKontrol
Q
N 20 K Sham
[1+
Q o BRFR
v
b 15
x
10
5
0
3 saat 3 saat RF maruziyet
sistemi acik/ 1 saat RF
maruziyet sistemi
kapali/ 3 saat RF
maruziyet sistemi acik

Sekil 4.4. 1800MHz radyofrekans radyasyona {i¢ farkli uygulama siiresi [3 saat siirekli;
6 saat kesikli; 6 saat silirekli] boyunca maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde
Kaspaz-8 gen ifadelenme diizeyi

1800 MHz RF alan radyasyona maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde;

3 saat siirekli maruziyet grubunun Kaspaz-8 gen ifadelenme diizeyi (25,74+0,28), kendi
sham grubu (26,69+0,15) ve kendi negatif kontrol grubu (26,14+0,21) ile
karsilagtirildiginda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).

6 saat kesikli (3 saat RF alan maruziyet sistemi agik/1 saat RF alan maruziyet sistemi
kapali/3 saat RF alan maruziyet sistemi agik) maruziyet grubunun Kaspaz-8 gen
ifadelenme diizeyi (25,54+0,09), kendi sham grubu (28,84+0,02) ve kendi negatif kontrol
grubu (26,55+0,12) ile karsilastirildiginda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).

6 saat siirekli maruziyet grubunun Kaspaz-8 gen ifadelenme diizeyi (26,06+0,01), kendi
sham grubu (27,01£0,10) ve kendi negatif kontrol grubu (26,02+0,12) ile
karsilagtirildiginda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).
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Kaspaz-9 gen ifadelenme diizevyinin kantitatif degerlendirmesi

Cizelge 4.5. 1800 MHz RF radyasyona maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde Kaspaz-
Bagimli Apoptoz’ un SYBR Green temelli ger¢ek zamanli PCR protokolii ile
analiz edilmesi: Kaspaz-9 gen ifadelenme diizeyleri (Ct degeri+SD)

Kaspaz-9
(Ct degeri+SD)
3 Saat Siirekli Maruziyet
Kontrol 27,94+0,23
Sham 27,90+0,10
RFR 28,21+0,03

6 Saat Kesikli Maruziyet
(3 saat RF Alan Maruziyeti + 1 saat inkiibatorde bekletme+ 3 saat RF

1800 MHz Alan Maruziyeti)
Kontrol 28,02+0,05
Sham 31,29+0,29
RFR 28,54+0,20
6 Saat Siirekli Maruziyet
Kontrol 27,79+0,25
Sham 28,27+0,16
RFR 28,20+0,15
1800 MHz
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Uygulama sureleri

Sekil 4.5. 1800MHz radyofrekans radyasyona {i¢ farkli uygulama siiresi (3 saat siirekli, 6
saat kesikli, 6 saat silirekli) boyunca maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde
Kaspaz-9 gen ifadelenme diizeyi
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1800 MHz RF alan radyasyona maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde;

3 saat silirekli maruziyet grubunun Kaspaz-9 gen ifadelenme diizeyi (28,21+0,03), kendi
sham grubu (27,90+0,10) ve kendi negatif kontrol grubu (27,94+0,23) ile
karsilagtirildiginda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).

6 saat kesikli (3 saat RF alan maruziyet sistemi acik / 1 saat RF alan maruziyet sistemi
kapali / 3 saat RF alan maruziyet sistemi ag¢ik) maruziyet grubunun Kaspaz-9 gen
ifadelenme diizeyi (28,54+0,20), kendi sham grubu (31,29+0,29) ve kendi negatif kontrol
grubu (28,02+0,05) ile karsilastirildiginda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir
(p>0.05).

6 saat silirekli maruziyet grubunun Kaspaz-9 gen ifadelenme diizeyi (28,20+0,15), kendi
sham grubu (28,27+0,16) ve kendi negatif kontrol grubu (27,79+0,25) ile
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).

Kaspaz-3 gen ifadelenme diizeyinin kantitatif degerlendirmesi

Cizelge 4.6. 1800 MHz RF radyasyona maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde Kaspaz-
Bagimli Apoptoz’ un SYBR Green temelli gergek zamanli PCR protokolii ile
analiz edilmesi: Kaspaz-3 gen ifadelenme diizeyleri (Ct degeri+SD)

Kaspaz-3
(Ct degeritSD)
3 Saat Siirekli Maruziyet
Kontrol 32,07+0,85
Sham 32,07+0,93
RFR 31,73+0,23

6 Saat Kesikli Maruziyet
(3 saat RF Alan Maruziyeti + 1 saat inkiibatorde bekletme+ 3 saat RF

1800 MHz Alan Maruziyeti)
Kontrol 31,82+0,15
Sham 33,65+0,15
RFR 31,00+0,15
6 Saat Siirekli Maruziyet
Kontrol 31,74+0,12
Sham 31,64+0,08
RFR 30,9+0,21
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3 saat RF maruziyet 6 saat
sistemi acik/ 1 saat RF
maruziyet sistemi kapali/
3 saat RF maruziyet
sistemni acik

Uygulama sureleri

Sekil 4.6. 1800 MHz radyofrekans radyasyona ii¢ farkli uygulama siiresi (3 saat, 6 saat: 3
saat RF maruziyet sistemi acik/ 1 saat RF maruziyet sistemi kapali/ 3 saat RF
maruziyet sistemi agik, 6 saat) boyunca maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde
Kaspaz-3 gen ifadelenme diizeyi

1800 MHz RF alan radyasyona maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde;

3 saat siirekli maruziyet grubunun Kaspaz-3 gen ifadelenme diizeyi (31,73+0,23), kendi
sham grubu (32,07+0,93) ve kendi negatif kontrol grubu (32,07+0,85) ile
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).

6 saat kesikli (3 saat RF alan maruziyet sistemi agik / 1 saat RF alan maruziyet sistemi
kapali / 3 saat RF alan maruziyet sistemi agik) maruziyet grubunun Kaspaz-3 gen
ifadelenme diizeyi (31,00+0,15), kendi sham grubu (33,65+0,15) ve kendi negatif kontrol
grubu (31,82+0,15) ile karsilagtirildiginda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).

6 saat siirekli maruziyet grubunun Kaspaz-3 gen ifadelenme diizeyi (30,9+0,21), kendi
sham grubu (31,64+0,08) ve kendi negatif kontrol grubu (31,74+0,12) ile
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).
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ifadelenme

diizeyinin kantitatif degerlendirmesi

Cizelge 4.7. 1800 MHz RF radyasyona maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde Kaspaz-
Bagimli Apoptoz’ un SYBR Green temelli gergek zamanli PCR protokolii ile
analiz edilmesi: Endoplazmik Retikulum Stresinin Indiikledigi Apoptoz-
Kaspaz-12 gen ifadelenme diizeyleri (Ct degeri+SD)

Kaspaz-12
(Ct degeri+tSD)
3 Saat Siirekli Maruziyet
Kontrol 32,61+0,04
Sham 28,83+0,05
RFR 30,59+1,55

6 Saat Kesikli Maruziyet

(3 saat RF Alan Maruziyeti + 1 saat inkiibatorde bekletme+ 3 saat RF

1800 MHz Alan Maruziyeti)
Kontrol 30,00+1,05
Sham 31,69+0,22
RFR 29,62+1,44
6 Saat Siirekli Maruziyet
Kontrol 30,51+0,39
Sham 29,77+0,04
RFR 31,04+0,55
1800 MHz
35
30 : o £
ol ma L
8 i i1 T
N i - [
g . ; i iii LR
- £ HH
5 - £ HH
o ! Ei HH

3 saat RF maruziyet
sistemi acik/ 1 saat RF
maruziyet sistemi
kapali/ 3 saat RF

maruziyet sistemi actk

Uygulama sireleri

Sekil 4.7. 1800 MHz radyofrekans radyasyona ti¢ farkli uygulama siiresi (3 saat, 6 saat: 3
saat RF maruziyet sistemi agik/ 1 saat RF maruziyet sistemi kapali/ 3 saat RF
maruziyet sistemi agik, 6 saat) boyunca maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde

Kaspaz-12 gen ifadelenme diizeyi
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1800 MHz RF alan radyasyona maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde;

3 saat siirekli maruziyet grubunun Kaspaz-12 gen ifadelenme diizeyi (30,59+1,55), kendi
sham grubu (28,83+0,05) ve kendi negatif kontrol grubu (32,61£0,04) ile
karsilagtirildiginda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).

6 saat kesikli (3 saat RF alan maruziyet sistemi agik / 1 saat RF alan maruziyet sistemi
kapali / 3 saat RF alan maruziyet sistemi acik) maruziyet grubunun Kaspaz-12 gen
ifadelenme diizeyi (29,62+1,44), kendi sham grubu (31,69+0,22) ve kendi negatif kontrol
grubu (30,00+1,05) ile karsilastirildiginda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).

6 saat siirekli maruziyet grubunun Kaspaz-12 gen ifadelenme diizeyi (31,04+0,55), kendi
sham grubu (29,77+0,04) ve kendi negatif kontrol grubu (30,51+0,39) ile
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).

1800 MHz GSM benzeri RF sinyaline maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde; Kaspaz-8,
Kaspaz-9, Kaspaz-3, Kaspaz 12 gen ifadelenme diizeylerinde uygulanan ii¢ maruziyet
stiresinde de kendi sham ve negatif kontrol gruplarina gore istatistiksel anlamli bir farklilik

olmadig tespit edilmistir(p>0.05).

4.3.2. Farkh Frekanslarda RF radyasyona maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde
kaspaz-8; kaspaz-9; kaspaz-3; kaspaz-12 genlerinin ifadelenme diizeylerinin
kantitatif degerlendirmesi: 2100 MHz frekans RF radyasyon maruziyeti

Kaspaz Bagimli Apoptoz Yolaklari:

Dis/Oliim Reseptor Yolaklari- ig/Mitokondriyal Yolak
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Kaspaz-8 gen ifadelenme diizevyinin kantitatif degerlendirmesi

Cizelge 4.8. 2100 MHz RF radyasyona maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde Kaspaz-
Bagimli Apoptoz’ un SYBR Green temelli gercek zamanli PCR protokolii ile
analiz edilmesi: Kaspaz-8 gen ifadelenme diizeyleri (Ct degeri+SD)

Kaspaz-8
(Ct degeri+SD)
3 Saat Siirekli Maruziyet
Kontrol 25,91+0,21
Sham 26,72+0,06
RFR 28,27+0,02

6 Saat Kesikli Maruziyet
(3 saat RF Alan Maruziyeti + 1 saat inkiibatorde bekletme+ 3 saat RF

2100 MHz Alan Maruziyeti)
Kontrol 25,85+0,04
Sham 28,11+0,25
RFR 33,00+0,14
6 Saat Siirekli Maruziyet
Kontrol 26,62+0,12
Sham 27,71£0,03
RFR 26,81+0,01
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Uygulama siireleri

Sekil 4.8. 2100MHz radyofrekans radyasyona ii¢ farkli uygulama stiresi[3 saat siirekli, 6
saat kesikli, 6 saat silirekli] boyunca maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde
Kaspaz-8 gen ifadelenme diizeyi
& p<0.05 ( RFR grubu Kontrol grubundan farkly)
¢: p<0.05 ( RFR grubu Sham grubundan farkli)
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2100 MHz RF alan radyasyona maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde;

3 saat silirekli maruziyet grubunun Kaspaz-8 gen ifadelenme diizeyi (28,27+0,02), kendi
sham grubu (26,72+0,06) ve kendi negatif kontrol grubu (25,91+£0,21) ile
karsilagtirildiginda istatistiksel anlamli bir artma oldugu tespit edilmistir (p<0.05).

6 saat kesikli (3 saat RF alan maruziyet sistemi agik / 1 saat RF alan maruziyet sistemi
kapali / 3 saat RF alan maruziyet sistemi ag¢ik) maruziyet grubunun Kaspaz-8 gen
ifadelenme diizeyi (33,00+0,14), kendi sham grubu (28,11+0,25) ve kendi negatif kontrol
grubu (25,8540,04) ile karsilastirildiginda istatistiksel anlamli bir artma oldugu tespit
edilmistir (p<0.05).

6 saat silirekli maruziyet grubunun Kaspaz-8 gen ifadelenme diizeyi (26,81+0,01), kendi
sham grubu (27,71+0,03) ve kendi negatif kontrol grubu (26,62+0,12) ile
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).

Kaspaz-9 gen ifadelenme diizeyinin kantitatif degerlendirmesi

Cizelge 4.9. 2100 MHz RF radyasyona maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde Kaspaz-
Bagimli Apoptoz’ un SYBR Green temelli ger¢ek zamanli PCR protokolii
ile analiz edilmesi: Kaspaz-9 gen ifadelenme diizeyleri (Ct degeri+SD)

Kaspaz-9
(Ct degeritSD)
3 Saat Siirekli Maruziyet
Kontrol 25,91+0,21
Sham 26,72+0,06
RFR 28,27+0,02

6 Saat Kesikli Maruziyet
(3 saat RF Alan Maruziyeti + 1 saat inkiibatorde bekletme+ 3 saat RF

2100 MHz Alan Maruziyeti)
Kontrol 25,85+0,04
Sham 28,11+0,25
RFR 33,00+0,14
6 Saat Siirekli Maruziyet
Kontrol 26,62+0,12
Sham 27,71+0,03
RFR 26,81+0,01
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Sekil 4.9. 2100MHz radyofrekans radyasyona ii¢ farkli uygulama siiresi[3 saat siirekli, 6
saat kesikli, 6 saat siirekli] boyunca maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde
Kaspaz-9 gen ifadelenme diizeyi
&: p<0.05 ( RFR grubu Kontrol grubundan farkli)
¢: p< 0.05 ( RFR grubu Sham grubundan farkli)

2100 MHz RF alan radyasyona maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde;

3 saat siirekli maruziyet grubunun Kaspaz-9 gen ifadelenme diizeyi (28,27+0,02), kendi
sham grubu (26,72+0,06) ve kendi negatif kontrol grubu (25,91+0,21) ile
karsilastirildiginda istatistiksel anlamli bir artma oldugu tespit edilmistir (p<0.05).

6 saat kesikli (3 saat RF alan maruziyet sistemi agik / 1 saat RF alan maruziyet sistemi
kapali / 3 saat RF alan maruziyet sistemi ag¢ik) maruziyet grubunun Kaspaz-9 gen
ifadelenme diizeyi (33,0040,14), kendi sham grubu (28,11+0,25) ve kendi negatif kontrol
grubu (25,85+0,04) ile karsilastirildiginda istatistiksel anlamli bir artma oldugu tespit
edilmistir (p<0.05).

6 saat silirekli maruziyet grubunun Kaspaz-9 gen ifadelenme diizeyi (26,81+0,01), kendi
sham grubu (27,71£0,03) ve kendi negatif kontrol grubu (26,62+0,12) ile
karsilagtirildiginda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).
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Kaspaz-3 gen ifadelenme diizevyinin kantitatif degerlendirmesi

Cizelge 4.10. 2100 MHz RF radyasyona maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde Kaspaz-
Bagimli Apoptoz” un SYBR Green temelli ger¢ek zamanli PCR protokolii
ile analiz edilmesi: Kaspaz-3 gen ifadelenme diizeyleri (Ct degeri=SD)

Kaspaz-3
(Ct degeri+SD)
3 Saat Siirekli Maruziyet
Kontrol 32,38+0,92
Sham 32,76+0,62
RFR 34,16+0,48

6 Saat Kesikli Maruziyet
(3 saat RF Alan Maruziyeti + 1 saat inkiibatorde bekletme+ 3 saat RF

2100 MHz Alan Maruziyeti)
Kontrol 31,4340,03
Sham 33,51+0,15
RFR 38,09+0,02
6 Saat Siirekli Maruziyet
Kontrol 32,10+0,08
Sham 33,344+0,24
RFR 32,20+0,16
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Uygulama siireleri

Sekil 4.10. 2100 MHz radyofrekans radyasyona ti¢ farkli uygulama siiresi (3 saat, 6 saat: 3
saat RF maruziyet sistemi acik/ 1 saat RF maruziyet sistemi kapali/ 3 saat RF
maruziyet sistemi agik, 6 saat) boyunca maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde
Kaspaz-3 gen ifadelenme diizeyi
&: p<0.05 ( RFR grubu Kontrol grubundan farkl)
¢: p< 0.05 ( RFR grubu Sham grubundan farkli)
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2100 MHz RF alan radyasyona maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde;

3 saat siirekli maruziyet grubunun Kaspaz-3 gen ifadelenme diizeyi (34,16+0,48), kendi
sham grubu (32,76+0,62) ve kendi negatif kontrol grubu (32,38+0,92) ile
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik olmadigi tespit edilmistir (p>0.05).

6 saat kesikli (3 saat RF alan maruziyet sistemi agik / 1 saat RF alan maruziyet sistemi
kapalt / 3 saat RF alan maruziyet sistemi ag¢ik) maruziyet grubunun Kaspaz-3 gen
ifadelenme diizeyi (38,09+0,02), kendi sham grubu (33,51+0,15) ve kendi negatif kontrol
grubu (31,4340,03) ile karsilastirildiginda istatistiksel anlamli bir artma oldugu tespit
edilmistir (p<0.05).

6 saat silirekli maruziyet grubunun Kaspaz-3 gen ifadelenme diizeyi (32,20+0,16), kendi
sham grubu (33,34+0,24) ve kendi negatif kontrol grubu (32,10+0,08) ile
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).

Endoplazmik Retikulum Stresinin Indiikledigi Apoptoz-Kaspaz-12 gen ifadelenme

diizeyinin kantitatif degerlendirmesi

Cizelge 4.11. 2100 MHz RF radyasyona maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde Kaspaz-
Bagimli Apoptoz’ un SYBR Green temelli ger¢cek zamanli PCR protokolii
ile analiz edilmesi: Endoplazmik Retikulum Stresinin Indiikledigi Apoptoz-
Kaspaz-12 gen ifadelenme diizeyleri (Ct degeri+SD)

Kaspaz-12
(Ct degeritSD)
3 Saat Siirekli Maruziyet
Kontrol 31,91+0,29
Sham 29,54+0,34
RFR 30,73+0,90

6 Saat Kesikli Maruziyet
(3 saat RF Alan Maruziyeti + 1 saat inkiibatorde bekletme+ 3 saat RF

2100 MHz Alan Maruziyeti)
Kontrol 31,94+0,18
Sham 30,29+0,21
RFR 31,02+0,54
6 Saat Siirekli Maruziyet
Kontrol 32,07+1,02
Sham 30,62+0,10
RFR 31,33+0,33




72

2100 MHz
35

30

25

0 Kontrol

20

O Sham

Ct

15

B RFR

Kaspaz-12

10

3 saat 3 saat RF maruziyet 6 saat
sistemi acik/ 1 saat RF
maruziyet sistemi kapali/
3 saat RF maruziyet
sistemni acik

Uygulama sureleri

Sekil 4.11. 2100 MHz radyofrekans radyasyona ti¢ farkli uygulama siiresi (3 saat, 6 saat: 3
saat RF maruziyet sistemi agik/ 1 saat RF maruziyet sistemi kapali/ 3 saat RF
maruziyet sistemi agik, 6 saat) boyunca maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde
Kaspaz-12 gen ifadelenme diizeyi

2100 MHz RF alan radyasyona maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde;

3 saat siirekli maruziyet grubunun Kaspaz-12 gen ifadelenme diizeyi (30,73+0,90), kendi
sham grubu (29,54+0,34) ve kendi negatif kontrol grubu (31,91+0,29) ile
karsilagtirildiginda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).

6 saat kesikli (3 saat RF alan maruziyet sistemi agik / 1 saat RF alan maruziyet sistemi
kapali / 3 saat RF alan maruziyet sistemi acik) maruziyet grubunun Kaspaz-12 gen
ifadelenme diizeyi (31,02+0,54), kendi sham grubu (30,29+0,21) ve kendi negatif kontrol
grubu (31,94+0,18) ile karsilastirildiginda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).

6 saat siirekli maruziyet grubunun Kaspaz-12 gen ifadelenme diizeyi (31,33+0,33), kendi
sham grubu (30,62+0,10) ve kendi negatif kontrol grubu (32,07£1,02) ile
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).
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4.3.4. Farkh Frekanslarda RF radyasyona maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde
kaspaz-8; kaspaz-9; kaspaz-3; Kaspaz-12 genlerinin ifadelenme diizeylerinin
kantitatif degerlendirmesi: 2600 MHz frekans RF radyasyon maruziyeti

Kaspaz Bagimli Apoptoz Yolaklari:

D1s/Oliim Reseptdr Yolaklari- I¢/Mitokondriyal Yolak

Kaspaz-8 gen ifadelenme diizeyinin kantitatif degerlendirmesi

Cizelge 4.12. 2600 MHz RF radyasyona maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde Kaspaz-
Bagimli Apoptoz’ un SYBR Green temelli gercek zamanli PCR protokolii
ile analiz edilmesi: Kaspaz-8 gen ifadelenme diizeyleri (Ct degeri+SD)

Kaspaz-8
(Ct degeritSD)
3 Saat Siirekli Maruziyet
Kontrol 25,98+0,19
Sham 26,85+0,09
RFR 26,12+0,14

6 Saat Kesikli Maruziyet
(3 saat RF Alan Maruziyeti + 1 saat inkiibatérde bekletme+ 3 saat RF

2600 MHz Alan Maruziyeti)
Kontrol 25,76+0,03
Sham 26,79+0,16
RFR 27,18+0,05
6 Saat Siirekli Maruziyet
Kontrol 26,06+0,02
Sham 25,64+0,03
RFR 25,88+0,35
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Uygulama sureleri

Sekil 4.12. 2600MHz radyofrekans radyasyona ti¢ farkli uygulama siiresi(3 saat siirekli, 6
saat kesikli, 6 saat siirekli) boyunca maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde
Kaspaz-8 gen ifadelenme diizeyi

2600 MHz RF alan radyasyona maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde;

3 saat slirekli maruziyet grubunun Kaspaz-8 gen ifadelenme diizeyi (26,12+0,14), kendi
sham grubu (26,85+0,09) ve kendi negatif kontrol grubu (25,98+0,19) ile
karsilagtirildiginda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).

6 saat kesikli (3 saat RF alan maruziyet sistemi agik / 1 saat RF alan maruziyet sistemi
kapali / 3 saat RF alan maruziyet sistemi ag¢ik) maruziyet grubunun Kaspaz-8 gen
ifadelenme diizeyi (27,1840,05), kendi sham grubu (26,79+0,16) ve kendi negatif kontrol
grubu (25,76+0,03) ile karsilastirildiginda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).

6 saat silirekli maruziyet grubunun Kaspaz-8 gen ifadelenme diizeyi (25,88+0,35), kendi
sham grubu (25,64+0,03) ve kendi negatif kontrol grubu (26,06+0,02) ile
karsilagtirildiginda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).
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Kaspaz-9 gen ifadelenme diizevyinin kantitatif degerlendirmesi

Cizelge 4.13. 2600 MHz RF radyasyona maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde Kaspaz-
Bagimli Apoptoz” un SYBR Green temelli ger¢ek zamanli PCR protokolii
ile analiz edilmesi: Kaspaz-9 gen ifadelenme diizeyleri (Ct degeri=SD)

Kaspaz-9
(Ct degeri+SD)
3 Saat Siirekli Maruziyet
Kontrol 27,68+0,02
Sham 27,48+0,02
RFR 28,00+0,11

6 Saat Kesikli Maruziyet
(3 saat RF Alan Maruziyeti + 1 saat inkiibatorde bekletme+ 3 saat RF

2600 MHz Alan Maruziyeti)
Kontrol 27,98+0,15
Sham 28,72+0,11
RFR 29,10+0,20
6 Saat Siirekli Maruziyet
Kontrol 28,59+0,01
Sham 28,90+0,10
RFR 29,31+0,02
2600 MHz
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3 saat 3 saat RF maruziyet 6 saat
sistemni agik/ 1 saat RF
maruziyet sistemi
kapal)/ 3 saat RF
maruziyet sistemi agik

Uygulama siireleri

Sekil 4.13. 2600 MHz radyofrekans radyasyona ti¢ farkli uygulama siiresi (3 saat, 6 saat: 3
saat RF maruziyet sistemi acik/ 1 saat RF maruziyet sistemi kapali/ 3 saat RF
maruziyet sistemi agik, 6 saat) boyunca maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde
Kaspaz-9 gen ifadelenme diizeyi
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2600 MHz RF alan radyasyona maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde;

3 saat silirekli maruziyet grubunun Kaspaz-9 gen ifadelenme diizeyi (28,00+0,11), kendi
sham grubu (27,48+0,02) ve kendi negatif kontrol grubu (27,68+0,02) ile
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).

6 saat kesikli (3 saat RF alan maruziyet sistemi acik / 1 saat RF alan maruziyet sistemi
kapali / 3 saat RF alan maruziyet sistemi ag¢ik) maruziyet grubunun Kaspaz-9 gen
ifadelenme diizeyi (29,10+0,20), kendi sham grubu (28,72+0,11) ve kendi negatif kontrol
grubu (27,9840,15) ile karsilastirildiginda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).

6 saat silirekli maruziyet grubunun Kaspaz-8 gen ifadelenme diizeyi (29,31+0,02), kendi
sham grubu (28,90+0,10) ve kendi negatif kontrol grubu (28,59+0,01) ile
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).

Kaspaz-3 gen ifadelenme diizeyinin kantitatif degerlendirmesi

Cizelge 4.14. 2600 MHz RF radyasyona maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde Kaspaz-
Bagimli Apoptoz’ un SYBR Green temelli gercek zamanli PCR protokolii
ile analiz edilmesi: Kaspaz-3 gen ifadelenme diizeyleri (Ct degeri+SD)

Kaspaz-3
(Ct degeri+SD)
3 Saat Siirekli Maruziyet
Kontrol 32,57+0,38
Sham 32,60+0,23
RFR 31,38+0,18

6 Saat Kesikli Maruziyet
(3 saat RF Alan Maruziyeti + 1 saat inkiibatorde bekletme+ 3 saat RF

2600 MHz Alan Maruziyeti)
Kontrol 32,27+0,12
Sham 32,09+0,10
RFR 32,09+0,23
6 Saat Siirekli Maruziyet
Kontrol 31,51+0,04
Sham 30,34+0,12
RFR 29,83+0,06
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3 saat 3 saat RF maruziyet 6 saat
sistemi acik/ 1 saat RF
maruziyet sistemi
kapali/ 3 saat RF
maruziyet sistemi acik

Uygulama suresi

Sekil 4.14. 2600 MHz radyofrekans radyasyona ti¢ farkli uygulama siiresi (3 saat, 6 saat: 3
saat RF maruziyet sistemi agik/ 1 saat RF maruziyet sistemi kapali/ 3 saat RF
maruziyet sistemi agik, 6 saat) boyunca maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde
Kaspaz-3 gen ifadelenme diizeyi

2600 MHz RF alan radyasyona maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde;

3 saat siirekli maruziyet grubunun Kaspaz-3 gen ifadelenme diizeyi (31,38+0,18), kendi
sham grubu (32,60+0,23) ve kendi negatif kontrol grubu (32,57+0,38) ile
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).

6 saat kesikli (3 saat RF alan maruziyet sistemi agik / 1 saat RF alan maruziyet sistemi
kapalt / 3 saat RF alan maruziyet sistemi ag¢ik) maruziyet grubunun Kaspaz-3 gen
ifadelenme diizeyi (32,09+0,23), kendi sham grubu (32,09+0,10) ve kendi negatif kontrol
grubu (32,2740,12) ile karsilastirildiginda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).

6 saat siirekli maruziyet grubunun Kaspaz-3 gen ifadelenme diizeyi (29,83+0,06), kendi
sham grubu (30,34+£0.12) ve kendi negatif kontrol grubu (31,51+0,04) ile
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).
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Endoplazmik Retikulum Stresinin Indiikledigi Apoptoz-Kaspaz-12 gen ifadelenme

diizevyinin kantitatif degerlendirmesi

Cizelge 4.15. 2600 MHz RF radyasyona maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde Kaspaz-
Bagimli Apoptoz’ un SYBR Green temelli ger¢ek zamanli PCR protokolii
ile analiz edilmesi: Endoplazmik Retikulum Stresinin Indiikledigi Apoptoz-
Kaspaz-12 gen ifadelenme diizeyleri (Ct degeri+SD)

Kaspaz-12
(Ct degeri+tSD)
3 Saat Siirekli Maruziyet
Kontrol 32,83+1,11
Sham 29,40+0,23
RFR 30,73+0,75

6 Saat Kesikli Maruziyet
(3 saat RF Alan Maruziyeti + 1 saat inkiibatorde bekletme+ 3 saat RF

2600 MHz Alan Maruziyeti)
Kontrol 32,52+0,22
Sham 30,69+0,26
RFR 31,94+0,60
6 Saat Siirekli Maruziyet
Kontrol 31,98+0,18
Sham 29,97+0,25
RFR 30,80+0,54
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Uygulama siireleri

Sekil 4.15. 2600 MHz radyofrekans radyasyona ti¢ farkli uygulama siiresi (3 saat, 6 saat: 3
saat RF maruziyet sistemi acik/ 1 saat RF maruziyet sistemi kapali/ 3 saat RF
maruziyet sistemi agik, 6 saat) boyunca maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde
Kaspaz-12 gen ifadelenme diizeyi
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2600 MHz RF alan radyasyona maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde;

3 saat siirekli maruziyet grubunun Kaspaz-12 gen ifadelenme diizeyi (30,73+0,75), kendi
sham grubu (29,40+0,23) ve kendi negatif kontrol grubu (32,83+1,11) ile
karsilagtirildiginda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).

6 saat kesikli (3 saat RF alan maruziyet sistemi agik / 1 saat RF alan maruziyet sistemi
kapali / 3 saat RF alan maruziyet sistemi acik) maruziyet grubunun Kaspaz-12 gen
ifadelenme diizeyi (31,9440,60), kendi sham grubu (30,69+0,26) ve kendi negatif kontrol
grubu (32,52+0,22) ile karsilastirildiginda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).

6 saat siirekli maruziyet grubunun Kaspaz-12 gen ifadelenme diizeyi (30,80+0,54), kendi
sham grubu (29,97+0,25) ve kendi negatif kontrol grubu (31,98+0,18) ile
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).

4.4. Farkh Frekans ve Uygulama Siirelerinde RF Alanlara Maruz Birakilan Insan
Kolorektal Karsinoma Hiicrelerinde Kaspaz-Bagimh Apoptoz’un Baslica 4 Gen

Ifadelenmesi Uzerinden Incelenmesi:

4.4.1. 1800 MHz RF radyasyona farkl uygulama siirelerinde maruz birakilan HT-29

hiicrelerinde baslatici-uyarici-yangi kaspazlarin gen ifadelenme diizeyleri

1800 MHz
3 saat
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Kaspaz-8 Kaspaz-9 Kaspaz-12

Sekil 4.16. 1800 MHz radyofrekans radyasyona 3 saat boyunca maruz birakilan HT-29
hiicrelerinde Kaspaz-bagimli apoptoz da yer alan baslica 4 genin ifadelenme
diizeyleri
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1800 MHz
3 saat RF maruziyet sistemi acik/ 1 saat RF maruziyet
sistemi kapali/ 3 saat RF maruziyet sistemi acik
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Sekil 4.17. 1800 MHz radyofrekans radyasyona 6 saat( 3 saat RF maruziyet sistemi acgik/ 1
saat RF maruziyet sistemi kapali/ 3 saat RF maruziyet sistemi agik) boyunca
maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde kaspaz-bagimli apoptozda yer alan baslica
4 genin ifadelenme diizeyleri
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Sekil 4.18. 1800 MHz radyofrekans radyasyona 6 saat boyunca maruz birakilan HT-29
hiicrelerinde kaspaz-bagimli apoptoz da yer alan baslica 4 genin ifadelenme
diizeyleri
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4.4.2. 2100 MHz RF radyasyona farkl uygulama siirelerinde maruz birakilan HT-29

hiicrelerinde baslatici-uyarici-yangi Kaspazlarin gen ifadelenme diizeyleri
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Sekil 4.19.

2100 MHz radyofrekans radyasyona 3 saat boyunca maruz birakilan HT-29

hiicrelerinde Kaspaz-bagimli apoptoz da yer alan baslica 4 genin ifadelenme

diizeyleri

&: p<0.05 ( RFR grubu Kontrol grubundan farki)

¢: p< 0.05 ( RFR grubu Sham gru

bundan farkiy)
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Sekil 4.20. 2100 MHz radyofrekans radyasyona 6 saat(3 saat RF maruziyet sistemi acgik/ 1
saat RF maruziyet sistemi kapali / 3 saat RF maruziyet sistemi acik) boyunca
maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde Kaspaz-bagimli apoptoz da yer alan
baslica 4 genin ifadelenme diizeyleri

&: p<0.05 ( RFR grubu Kontrol grubundan farkl)
¢: p<0.05 ( RFR grubu Sham grubundan farkiy)
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Sekil 4.21. 2100 MHz radyofrekans radyasyona 6 saat boyunca maruz birakilan HT-29
hiicrelerinde Kaspaz-bagimli apoptoz da yer alan baslica 4 genin ifadelenme
diizeyleri

4.4.3. 2600 MHz RF radyasyona farkh uygulama siirelerinde maruz birakilan HT-29

hiicrelerinde baslatici-uyarici-yangi kaspazlarin gen ifadelenme diizeyleri

2600 MHz
3 Saat

35

30 e e =

25

20 B Kontrol

Ct

IIIII HS}-‘E nﬂ

15

----- BARFR

B B B e - 0 -

s e oo i i b SR S

Kaspaz-8 Kaspaz-9 Kaspaz-3 Kaspaz-12

Sekil 4.22. 2600 MHz radyofrekans radyasyona 3 saat boyunca maruz birakilan HT-29
hiicrelerinde Kaspaz-bagimli apoptoz da yer alan baslica 4 genin ifadelenme
diizeyleri



83
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Sekil 4.23. 2600 MHz radyofrekans radyasyona 6 saat (3 saat RF maruziyet sistemi agik/1
saat RF maruziyet sistemi kapali/3 saat RF maruziyet sistemi a¢ik) boyunca
maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde kaspaz-bagimli apoptoz da yer alan baslica
4 genin ifadelenme diizeyleri
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Sekil 4.24. 2600 MHz radyofrekans radyasyona 6 saat boyunca maruz birakilan HT-29
hiicrelerinde Kaspaz-bagimli apoptoz da yer alan baslica 4 genin ifadelenme
diizeyleri
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5. SONUC VE ONERILER

Canli sistemlerin Radyo frekans/Mikrodalga alanlara verdigi biyolojik cevaplar birgok
fiziksel faktore bagli degisiklik gostermektedir. Giig (0zgiil sogurma orani (SAR)) ve gii¢
yogunlugu (W/m?), dalga boyu (L), frekans (f), yakin alan-uzak alan, polarizasyon
(dogrusal, dairesel), siirekli dalga (CW) ve pulslu alanlar (puls tekrar hizi, puls genisligi,
doluluk/bosluk orani, puls sekli, puls ortalama giicii, vb.), modiilasyon (genlik, frekans,
faz), toplam maruziyet siiresi ve maruziyet araligi (siirekli, kesikli), akut ve kronik
maruziyetler; canli organizmanin radyo frekans ya da mikrodalga alan maruziyetlerinde
olusturacaklar1 olasi biyolojik cevaplarda farkliliklara neden olabilecek fiziksel faktorler

olarak sayilmaktadir (Belyaev ve digerleri, 2009).

Radyofrekans ve mikrodalga alanlarin canli sistemler ile etkilesiminde; yapilan 6l¢iim ve
modelleme c¢aligmalarinda kullanilan SAR ve gii¢ yogunlugu parametreleri dogrultusunda,
sogurulan enerji miktarina bagl bir 1s1 artigt oldugu tespit edilmis ve elde edilen sonug
“RF/MW’ nm 1sisal etkisi” olarak degerlendirilmistir. Ayn1 zamanda, bu alanlarin bir
boliimiiniin de canli organizmada 1s1 artisina neden olmadig: tespit edilmis ve bu durum
bilim insanlar1 tarafindan “RF/MW’ nin 1sisal olmayan etkisi” olarak yorumlanmistir.
Radyofrekans/Mikrodalga alanlarin canli sistemlerle etkilesimlerinde, 1sisal olmayan
etkilesim mekanizmalarinin 6nemli bir yer tuttugu goriilmektedir. Radyofrekans ve
mikrodalga alan uygulamalarinda, molekiiler seviyede hiicre membrani, kromozomal
DNA, radikal, protein ve protein kavitelerindeki iyonlar ile etkilesimleri; s6z konusu
alanlarin 1s1sal olmayan etkilesim mekanizmalarina 6rnek verilebilmektedir (de Pomerai ve

digerleri, 2003).

Yapilan ¢aligmalarda; uygulanan frekanslarin, modiilasyonlarin, 6zgiil sogurma oranlarinin
(SAR), hiicre tiplerinin, maruziyet siirelerinin olusacak olas1 biyolojik cevaplar lizerindeki
etkilerini degerlendirebilmek amaciyla; farkli genotoksisite testleri kullanilmistir, tek ve
cift zincir kiriklari, kromozomal aberasyon, mikrogekirdek, kardes kromatid degis-tokusu
ve mutasyonlar vb. parametreler degerlendirilmistir. Hiicrede herhangi bir nedenle hasara
ugramis molekiillerin neredeyse tamamina yakin bir kismmin onarimindan DNA’nin
sorumlu olmas1 nedeniyle; DNA iizerinde meydana gelebilecek bir hasari tespit edebilmek
ayrica onem tasimaktadir (Capri ve digerleri, 2004; Lantow ve digerleri, 2006; Zhao ve

digerleri, 2007; Speit ve digerleri, 2007; Zeni ve digerleri, 2007; Diem ve digerleri, 2005;
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Hou ve digerleri, 2015). Ancak; farkh frekanslarda ve farklh uygulama siirelerinde
maruz birakilan farkl: hiicre tiplerinin molekiiler seviyede olusturduklart biyolojik cevaplar

incelendiginde su sonuglar ortaya ¢ikabilmektedir:

i. Radyo frekans alanlarin tek basina genotoksik etkisi olduguna dair yeterli kanit
bulunmamaktadir,

Ii. Radyo frekans alan maruziyeti, bilinen bir genotoksik ajan tarafindan indiiklenen hasari
degistirememektedir (artirmak ya da azaltmak gibi),

iii.Baz1 raporlarda yer alan “olumsuz” etkiler, radyo frekans alanlarin indiikledigi
hipertermi (hyperthermia)’dan ileri gelebilmektedir [Heynick ve digerleri, 2003; Meltz,
2003; Obe, 2004; Verschaeve, 2005, 2009; Lai, 2007; Vijayalaxmi ve Prihoda, 2008;
Phillips ve digerleri, 2009; Ruediger, 2009; Verschaeve ve ark. 2010].

Radyo frekans alanlarin tek basina genotoksik etkisi olup olmadigina yonelik; Diem ve
digerleri (2005), 1800 MHz RF radyasyona (SAR 2 W/kg) farkli modiilasyonlarda (GSM-
basic, GSM-talk), 4 saat, 16 saat ve 24 saat boyunca siirekli ve kesikli (5 dak. alan agik/ 10
dak. alan kapal1) maruz biraktiklar1 saglikli donoérlerin deri biyopsilerinden ¢ogaltilan insan
diploid fibroblast hiicrelerinde (ES1) ve transforme (doniigsmiis) rat granuloza (GFSH-R17)
hiicrelerinde; 16 saat RF alan maruziyetinde genotoksisitede onemli derecede bir artis
oldugunu; ancak maruziyetin 16. ve 24. saatleri arasinda anlaml bir farklilik olmadigini
gostermislerdir. Ayrica; kesikli puls modiilasyonu ve konugsma modiilasyonu
maruziyetlerinden elde edilen biyolojik cevaplarin (comet assay agisindan) stirekli
maruziyet sonrasi elde edilen bulgulara gore daha etkili oldugu gosterilmistir (Diem ve

digerleri, 2005).

Speit ve digerleri (2007); 1800 MHz RF radyasyona (SAR 2W/kg), 1 - 24 saat arasinda
strekli ve kesikli (5 dak. alan agik/ 10 dak. alan kapali) maruz birakilan insan diploid
fibroblast hiicreleri (ES1 hiicreleri) ve Cin Hamsteri (V79) hiicrelerinde genotoksisite
testleri (Comet assay, mikrogekirdeklenme) uygulanmistir. Calisma sonuglari
degerlendirildiginde, yazarlar Diem ve digerleri (2005)’in ¢alisma sonuglar1 ile benzer

sonuglar géstermedigini ifade etmislerdir.

Bu c¢alismada, ii¢ farkli frekanstaki (1800 MHz, 2100 MHz, 2600 MHz) radyofrekans

alana farkl siirelerde (3 saat siirekli, 6 saat kesikli ve 6 saat siirekli) maruz birakilan insan
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kolorektal karsinom hiicrelerinde (HT-29), hiicre canlilik oranlarin1 ve programli hiicre
oliimii slirecinde 6nemli rol oynayan sistein-bagli ve hiicrenin redoks tepkimelerine duyarli
enzimler olan kaspazlarin (Kaspaz-8, Kaspaz-9, Kaspaz-3, Kaspaz-12) gen ifadelenme

diizeylerinin farkli frekans ve maruziyet siirelerindeki degisimleri analiz edilmistir.

Aragtirmada, Oncelikle frekans farki g6z Oniine alinarak hiicre canlhihigr (% orani)
degerlendirilmistir: Kablosuz iletisim teknolojilerinin gelisim siirecinde, analog yayidan
dijital yaymma ge¢is olarak bilinen 2. Nesil teknolojilerinin frekans araliginda
(850/900/1800 MHz) yer alan 1800 MHz GSM benzeri RF sinyaline maruz birakilan HT-
29 hiicrelerinde; hiicre canhihgl (% oram) degerlendirildiginde, kendi sham ve negatif
kontrol gruplarina gore yapilan istatistiksel karsilastirmada anlamli bir farkhilik olmadigi
tespit edilmistir. Yayin frekansinin biraz daha yiikseltilerek, 2. Nesil teknolojilere gore
yiiksek hizda gilivenli veri iletisimine olanak saglayan 3. Nesil teknolojilerinin frekans
araliginda (2100/2400 MHz) yer alan 2100 MHz GSM benzeri RF sinyaline maruz
birakilan HT-29 hiicrelerinde; hiicre canhihig (% orami) degerlendirildiginde, kendi
sham ve negatif kontrol gruplarina gore anlamli bir farkhilik oldugu tespit edilmistir.
Benzer sekilde, 2007 yilinda uygulamaya gecen, en Onemli avantaji siirekli dogrudan
internet baglantis1  olan telefonlarin  kullanilmasina olanak saglayan 4. Nesil
teknolojilerinin frekans araliginda (800 MHz/900 MHz/1800 MHz/2600 MHz/2700 MHz)
yer alan 2600 MHz HT-29 hiicrelerinde; hiicre canlihgi (% orani) degerlendirildiginde;
kendi sham ve negatif kontrol gruplarina gére anlamli bir farklilik oldugu tespit edilmistir.
Sonug¢ olarak; insan kolorektal hiicrelerinde uygulanan ii¢ farkli frekansa bagli olarak,
hiicre canliliklar1 degerlendirildiginde, hiicre canlilik oraninin en fazla 2100 MHz frekans

bandinda azaldig1 tespit edilmistir.

Hiicre canhilhig1 (% orani) maruziyet siireleri agisindan degerlendirildiginde; 1800 MHz
GSM benzeri RF alana 3 saat siirekli ve 6 saat kesikli uygulamalarda anlamli bir
farklilik tespit edilmezken, 6 saat siirekli uygulama gruplarinda kendi sham ve negatif
kontrol gruplarina gore anlamli bir farklihik oldugu tespit edilmistir. 2100 MHz ve 2600
MHz RF alanlara, 3 saat siirekli, 6 saat kesikli, 6 saat siirekli maruz birakilan HT-29
hiicrelerinin, hiicre canlilik oranlarinda, kendi sham ve negatif kontrol gruplarina gore
anlamh bir farkhhk tespit edilmistir. 3 saat RF alan maruziyeti sonrasinda 6zellikle 2100

MHz (3G) ve 2600 MHz (4G) frekans bantlarinda insan kolorektal hiicrelerinin hiicre
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canlilik oranlarinda azalmanin basladigi, maruziyet siiresi 6 saate ¢ikarildiginda hiicre

canlilik oranindaki bu azalmamin daha da arttid: tespit edilmistir.

1800 MHz, 2100 MHz ve 2600 MHz frekans bantlarinda; elde edilen hiicre canlilik oran
bulgular1 dogrultusunda; sag kalim ve apoptozsiirecinde yer alan kaspazlarin (Kaspaz 8,
Kaspaz 9, Kaspaz 3, Kaspaz 12) gen ifadelenme diizeylerine bakilarak, RF alanlarin

molekiiler diizeyde etki mekanizmalarinin analizi hedeflenmistir.

Radyo frekans alanlarin hiicreler iizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in en 6nemli yontem

hiicrelerin gelisimi ve apoptozunun in-vitro olarak ¢alisiimasidir.

Zhao ve digerleri (2007), 1900 MHz GSM modiileli RF radyasyona 2 saat maruz birakilan
fare primer kiiltiir noéron ve astrosit hiicrelerinde apoptoz yolaginda gorev alan, igerisinde
Kaspaz-2 (Uyarict Kaspaz, DNA Hasar1 olustugu zaman aktive olur. Kaspaz-2,
mitokondriye Bax translokasyonunu ilerletir, mitokondriyal gecirgenlik artar, sitokrom c
sitozole salinir ve Kaspaz-9 aktive olur.), Kaspaz-6 (Kaspaz-6; Sitokrom ¢ salinimi ve
Kaspaz-8 aktivasyonuna bagli olarak Bid indiiksiyonu araciligi ile insan ndoronal
dejenerasyonunda kritik bir rol oynamaktadir.) ve Asc’ nin de bulundugu birka¢ genin (I-
TRAF, TRAF2, TRAF3, TRAF5, TRAF6) up-regiile oldugunu tespit etmislerdir (Zhao ve
digerleri, 2007).

Lu ve digerleri (2012), cep telefonu rodle istasyonlarina 20 metre mesafe icerisinde ikamet
eden, mesleki olarak mikrodalga iletisim araglarinin bulundugu bir odada bulunan ya da
gozetim radarlan etrafinda bulunan insanlar1 géz oniinde bulundurarak insanlardan izole
edilmis periferal kan mononiiklear hiicrelerini 900 MHz GSM benzeri RF radyasyona
(SAR 0,43W/ kg) farkli siirelerde ( 1 saat, 2 saat, 4 saat, 6 saat ve 8 saat) maruz
birakmiglar, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) aktivasyonu, Kaspaz-3 aktivitesi,
mitokondriyel potansiyeli, DNA ve proteinlerin Raman spektrumlarini incelemislerdir.
Insan periferal kan mononiiklear hiicreleri 1 saat siire ile 900 MHz GSM benzeri RF
radyasyona maruz birakildiklarinda, ROS aktivasyonunun gerceklestigi, 2 saat RFR
maruziyetinden 6 saat RFR maruziyetine kadar ROS seviyesinde siirekli bir artisin oldugu,
ancak 6 saat RFR maruziyeti sonrasinda ROS seviyesinin azalmaya basladigini tespit
etmiglerdir. Benzer sekilde, Kaspaz-3 aktivitesindeki varyasyonlarda da, ilk 2 saatlik RFR

maruziyeti icerisinde Kaspaz-3 diizeyinde degisim tespit edilmistir. Maruziyet siiresine
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bagl olarak Kaspaz-3 seviyesinde de artis gozlenmektedir, 6 saat RFR maruziyetinde
Kaspaz-3 seviyesi kontrol grubuna gore 6 katina ulasmaktadir. Ancak, RFR maruziyetin 8.
saatinde Kaspaz-3 seviyesi anlamli bir sekilde azalmaya baglamistir. Raman spektrum
sonuglarindan; lipid ve protein C-H baginda kirik, protein yan zincirinde hasar, protein
ikincil yapisinda bozulma, alfa-sarmal (o-helix) ve beta-yaprak (B-sheet)
konfigiirasyonunda azalma, rastgele sarimda (random coil) artma ve DNA hasar tespit
etmiglerdir. Bu bulgular dogrultusunda, protein konformasyonundaki kararliliginda
meydana gelen degisikliklerden dolayr proteinlerin normal fonksiyonlarni yerine
getiremediklerini ve bu nedenle; hiicre igerisinde biriken reaktif oksijen tiirlerini yok

edemediklerini 6ne siirmiislerdir.

Pokorny ve digerleri (1999), mikrodalga frekans araligindaki radyasyonun non-termal
hiicresel etkilerini arastirdiklarinda; hiicrelerarast degisikliklerin disaridan uygulanan
radyasyondan kaynakli makromolekiiler zincir rezonansi oldugunu tespit etmislerdir.
Elektrobiyolojik bir sistemde, kendi hiicrelerarasi polar yapilar tarafindan olusturulan ic
elektromanyetik alan disaridan uygulanan alan ile birlikte koherent (esuyum) durum
icerisine girmektedir ki bu disiik siddette olusan salimimli elektrik alanin non-termal
biyolojik degisimlere neden olabilecegini gostermektedir. Koherent durumunda, disaridan
uygulanan alan; i¢ elektromanyetik alan frekansini homeostatik dengeyi bozmaya yonelik
azaltabilmekte ya da artirabilmektedir. Bu c¢alismalar dogrultusunda, radyo frekans ve
mikrodalga radyasyon biyolojik sistemlerde elektrik salinimlar indiikleyerek, hiicre yiizey
sinyallerini hiicreleraras1 sisteme ileten enzim kaskadlarinin aktivasyonuyla, hiicre

membran proteinleri lizerinde etkili olabilmektedirler.

Non-iyonize radyasyon (radyo frekans, goriiniir 151k, kizil 6tesi ve radyasyonun diger EM

formlar1) organizmay1 non-termal seviyede dnemli 6lgiide etkileyebilmektedir:

I. Radyo frekans radyasyon hiicre membran sinyal iletimini degistirebilmektedir. Bu
degisiklik; iyon kanal olusumu ve tek kanal acilimlarinin frekansini azaltmaktadir.
Ayrica; Na*, K*, Ca?" gibi katyonlarin membranda tagimimlarini membran yiizeylerine

baglanarak etkileyebilmektedir.
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ii. Non-termal RF radyasyonun membran iizerindeki diger bir etkisi, serbest radikal
olusumudur. Reaktif oksijen tiirleri olusturarak ve oksidatif stresi indiikleyerek birgok

hastaligin olugsmasina neden olabilmektedir.

iii. Frohlich’in hipotezine gore, biyolojik dokudaki biiyiik molekiiller, disaridan uygulanan
enerjinin sogurulma igin izin verilen frekanslarinda titresebilmektedirler. Diger bir
deyisle, mikrodalga frekans bandinda EM radyasyon, canli organizmanin
molekiillerinde bir rezonans olusturabilmektedir. Bu rezonans, non-termal biyolojik bir
etki olarak tanimlanabilmektedir. Rezonansin gergeklesebilmesi i¢in, EM radyasyonun

dalga boyunun biyolojik doku 6zellikleri ile uyum gostermesi gerekmektedir.

Bohr ve Bohr (2000), katlanmis ve katlanmamig proteinlerin sahip olduklari i¢ dinamikleri
ve en diisiik dogal vibrasyon modlar1 (eigenmode) mikrodalga frekans aralifinda olup
birkag GHz’ e karsilik geldigini, boylece, molekiillerin mikrodalga radyasyon ile
uyarilabilecegini one siirmektedirler. Bu i¢ dinamikler, proteinlerin kararlilik, katlanma ve
denatiirasyon siireclerinde degisikliklere neden olabildigi i¢in 6nemli sayilmaktadir. Bu
dogrultuda, disaridan uygulanan EM radyasyon i¢ dinamiklerin frekansina yakin bir
frekansta ise normalde 0 yap1 i¢in mevcut olan vibrasyonel, rostasyonel, lateral, filip-

flop... tarzdaki hareketliliklerde artis gergeklesmektedir.

Serbest radikal mekanizmasi, hiicre-EM alan etkilesimini agiklayabilecek en olasi
mekanizmalardan biri olarak goriilmektedir. Iki radikalin elektron spinleri, hem singlet
hem de triplet durumda olabilmektedir (biri digerine paralel ya da ters yonde olabilir). iki
durum arasindaki salinimlar (osilasyonlar); birbirleri ile ¢iftlesmemis elektronlarin
manyetik etkilesimlerine, niiklear spinlere ve dis manyetik alana baghdir. Kararh
molekiillerde spinler birbirine ters yonde konumlanmistir; paralel konumlanmis spinler
oncelikle spin degistirmek isteyecektir. Digsaridan uygulanan manyetik alan, spin degisim
slirecini yavaslatarak, radikal ¢iftlerin birbirinden ayrilmasini saglayarak, hem omiirlerini
uzatmaktadir hem de konsantrasyonlarini artirmaktadir. Yapilan ¢alismalar, RF/MW alan

maruziyeti ve ROS olusumu arasinda da iliski oldugu yoniindedir.

Aydogan ve digerleri (2015), dijital modiileli 2100 MHz 3G sinyallerine kisa siireli (10
giin) ve goreceli uzun siireli (40 giin) maruz birakilan disi yetiskin ratlarin parotid

dokularinda antioksidan enzim aktivitelerinde ve oksidatif stres belirteclerinde anlamli bir
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farklilik olmadigini tespit etmislerdir. Literatiir caligmalarinda; 900 MHz ve 1800 MHz RF
radyasyona maruz kalan farkli tipte dokularin serbest radikaller ve antioksidan enzim

aktivitelerinde farkli sonucglara neden oldugu goriilmektedir.

Ozgur ve digerleri (2010), 1800 MHz GSM benzeri RF radyasyona giinde 10 dak. ve 20
dak olmak iizere 1 hafta siire ile maruz biraktiklar1 14 haftalik erkek kobaylarin karaciger
dokusunda; oksidatif stres parametreleri ve lipid peroksidasyon son iiriinii Malondialdehid
(MDA) ve Nitrik Oksit (NOx) seviyelerinde istatistiksel anlamli bir artma, antioksidan
savunma sisteminde yer alan enzimlerin seviyelerinde ise istatistiksel anlamli bir azalma
oldugunu tespit etmislerdir. Ancak; disaridan uygulanan bir antioksidan ilag¢ takviyesi
yapildig1 takdirde; karaciger dokusundaki serbest radikal seviyesinde azalma, antioksidan
savunma sisteminde yer alan baslica enzimlerin seviyelerinde ise artma oldugunu tespit
etmiglerdir. Bu ¢aligma ile Giiler ve digerleri, GSM benzeri RF radyasyonun kisa siireli
maruziyet ile karaciger dokusunda serbest radikal seviyesinde artisa neden olarak oksidatif
stresi indiikleyebilecegini, antioksidan savunma sistemini baskilayabilecegini; ancak
disaridan alinabilecek takviye antioksidan ilaglar ile antioksidan savunma sisteminin

artirilabilecegini tespit etmislerdir.

Ozgur ve digerleri (2015), 900 MHz puls modiileli RF radyasyona giinde 10 dak. ya da 20
dak. olmak {izere 1 hafta siire ile maruz birakilan yetiskin erkek kobaylarin karaciger
dokularinda; serbest radikal seviyesine bagli protein oksidasyonu iiriinlerinde (AOPP ve
PCO) artig oldugunu, antioksidan savunma sisteminde dnemli bir gorev alan SOD enzim
seviyesinde bir baskilanma oldugunu tespit etmislerdir. Disaridan uygulanan ilag
takviyelerinin (NAC ve EGCG igin) antioksidan (siipiiriicii) ve pro-oksidan (serbest
radikal) 6zellikleri oksidatif sistemin radikal olusturma dogasina baglhdir. Bu farklilik, RF
radyasyona kars1 cocuklar ve yetiskinlerin hassasiyetinden kaynaklanabilecegi gibi, doku

ozelliklerinden de olusabilmektedir.

Yapilan c¢alismalar; RF alanlarin dokularda serbest radikaller ve antioksidan enzim
aktivitelerinin yan1 sira apoptoz lizerine de etkili olabildigini gdstermektedir. Apoptoz iki
farkli yolak ile kontrol edilmektedir: i¢ ya da mitokondriyal yiiriitiilen yolak ve dis ya da
oliim reseptdrlerinin yiiriittiigii yolak. I¢ yolak; mitokondriden Sitokrom ¢ salmimi ve
Kaspaz-9 ve Kaspaz-3’iin aktivasyonunu kapsamaktadir. Dis yolak ise; ligandin kendi

olim reseptoriine baglanmasi ile Kaspaz-8 ve Kaspaz-3’iin aktivasyonuna neden olmasi
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seklinde gergeklesmektedir. Boylece, Kaspaz-3’iin apoptozun énemli bir yiiriitiiciisii

oldugu goriilmektedir.

Bu calismada; radyo frekans alanlarin insan kolorektal karsinom hiicreleri tizerindeki olasi
etkileri ve apoptoz siireci; Baslatic1 (Kaspaz-8 ve Kaspaz-9); Uyaric1 (Kaspaz-3); Yangi
(Kaspaz-12) Kaspazlarin gen ifadelenme diizeylerinin frekansa ve maruziyet siirelerine

bagli degisimleri analiz edilerek degerlendirilmistir.

Calismada; RF alanlarin farkl frekans ve maruziyet siirelerinin dncelikle mitokondriyal i¢
yolak tizerindeki olas1 etkileri arastirilmistir. Mitokondriyal i¢ yolak, ektraselliiler ya da
intraselliiler stres tarafindan indiiklenebilmektedir. Bu yolak, dis mitokondriyal membran
gecirgenligini artirarak pro-apoptotik molekiillerin sitoplazmaya salinimina neden

olmaktadir (Sekil 5.1).

1800 MHz GSM benzeri RF sinyaline maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde; mitochondriyal
ic yolak degerlendirildiginde; Kaspaz-8, Kaspaz-9 ve Kaspaz-3 gen ifadelenme
diizeylerinde kendi sham ve negatif kontrol gruplarina gore istatistiksel anlamli bir farklilik
olmadig tespit edilmistir. Yapilan bu caligmada 2. Nesil teknolojilerin frekansinda yer alan
1800 MHz RF radyasyonun HT-29 hiicrelerinde apoptozu mitokondriyal i¢ yolak

iizerinden indiikleyemeyecegi sonucuna varilmaistir.

3. Nesil teknolojilerinin frekans araliginda yer alan 2100 MHz GSM benzeri RF sinyaline
maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde; Kaspaz-8 ve Kaspaz-9 ifadelenme diizeyleri
incelendiginde; siirekli 3 saat ve kesikli 6 saat maruziyet gruplarinin kendi sham ve negatif
kontrol gruplarina gore istatistiksel anlamli oldugu tespit edilmistir. Kaspaz-3 gen
ifadelenme diizeyi incelendiginde; sadece kesikli 6 saat maruziyet gruplariin kendi sham
ve negatif kontrol gruplarina gore istatistiksel anlamli oldugu tespit edilmistir. Yapilan bu
caligmada 3. Nesil teknolojilerin frekansinda yer alan 2100 MHz RF radyasyonun HT-29
hiicrelerinde apoptozu mitokondriyal i¢ yolak iizerinden indiikleyebilecegi sonucuna

vartlmistir (Sekil 5.1).

4 Nesil teknolojilerinin frekans araliginda yer alan 2600 MHz RF sinyaline maruz birakilan
HT-29 hiicrelerinde ise Kaspaz-8, Kaspaz-9, ve Kaspaz-3’ {in gen ifadelenme diizeyleri

incelendiginde; her {i¢ maruziyet siiresinde de kendi sham ve negatif kontrol gruplarina
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gore istatistiksel anlamli bir farklilik olmadig: tespit edilmistir. Yapilan bu ¢alismada 4.
Nesil teknolojilerin frekansinda yer alan 2600 MHz RF radyasyonun HT-29 hiicrelerinde

apoptozu mitokondriyal i¢ yolak {izerinden indiikleyemeyecegi sonucuna varilmastir.

Calismada mitokondriyal i¢ yolagin yanisira; RF alanlarin dis yolak tizerindeki olasi
etkileri de arastirllmistir. Reseptor ya da sitoplazmik yolak olarak da bilinen dis yolak;
plazma membraninda yer alan reseptor polipeptidlerin sitoplazmik bdliimlerinin 6liim alani
(Death Domain) adi verilen bir aminoasit dizisi ile adaptor proteinlere baglanmasi ve bu
adaptor proteinlerin reseptor araciligi ile gelen sinyal ile kaspazlarin aktivasyonu saglamasi
ile baglamaktadir. Bu ¢alismada; kaspaz-bagimli apoptoz siirecinde; dis yolagin baslica

iiyeleri Kaspaz-8 ve Kaspaz-3’ iin gen ifadelenme diizeylerini incelendiginde;

1800 MHz GSM benzeri RF sinyaline maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde; Kaspaz-8 ve
Kaspaz-3 gen ifadelenme diizeylerinde kendi sham ve negatif kontrol gruplarina gore
istatistiksel anlamli bir farklilik olmadig1 tespit edilmistir. Yapilan bu ¢aligmada 2. Nesil
teknolojilerin frekansinda yer alan 1800 MHz RF radyasyonun HT-29 hiicrelerinde

apoptozu dis yolak iizerinden indiikleyemeyecegi sonucuna varilmistir.

3.Nesil teknolojilerinin frekans araliginda yer alan 2100 MHz GSM benzeri RF sinyaline
maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde Kaspaz-8 gen ifadelenme diizeyinin stirekli 3 saat ve
kesikli 6 saat maruziyet gruplarimin kendi sham ve negatif kontrol gruplarina gore
istatistiksel anlamli oldugu tespit edilmistir. Kaspaz-3 gen ifadelenme diizeyi
incelendiginde; sadece kesikli 6 saat maruziyet gruplarinin kendi sham ve negatif kontrol
gruplarina gore istatistiksel anlamli oldugu tespit edilmistir. Yapilan bu ¢aligmada 3. Nesil
teknolojilerin frekansinda yer alan 2100 MHz RF radyasyonun HT-29 hiicrelerinde

apoptozu dis yolak {izerinden indiikleyebilecegi sonucuna varilmistir (Sekil 5.1).

4 Nesil teknolojilerinin frekans araliginda yer alan 2600 MHz RF sinyaline maruz birakilan
HT-29 hiicrelerinde ise Kaspaz-8 ve Kaspaz-3’iin gen ifadelenme diizeyleri incelendiginde;
her li¢ maruziyet saatinde de kendi sham ve negatif kontrol gruplarina gore istatistiksel
anlaml bir farklilik olmadig1 tespit edilmistir. Yapilan bu ¢alismada 4. Nesil teknolojilerin
frekansinda yer alan 2600 MHz RF radyasyonun HT-29 hiicrelerinde apoptozu dis yolak

izerinden indiikleyemeyecegi sonucuna varilmaistir.
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Sekil 5.1. Farkli frekanslarda Radyo frekans alanlara maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde
olas1 apoptoz siireci

Apoptozu tetikleyen iki temel yolagin disinda; Kaspaz-12’nin aktivasyonunun dahil oldugu
endoplazmik retikulum spesifik apoptotik yolagi bulunmaktadir (Nagakawa ve digerleri
2000a; 2000b; Szegezdi ve digerleri 2003; Yoneda ve digerleri 2001). Yiiksek hiicre ici
serbest Ca?** miktarindaki artisa bagl olarak, kalpain aktive olmakta ve aktif olmayan
prokaspaz-12’nin aktif Kaspaz-12’ye doniisiimiinii saglamaktadir. Aktif Kaspaz-12
sitoplazmaya gecerek aktif olmayan pro-kaspaz-9’ unsitokrom c ye gerek olmaksizin
aktivasyonunu sagladigi gibi dogrudan Kaspaz-3’ ii de aktif hale doniistiirebilmektedir
(Fan ve digerleri, 2005; Morishima ve digerleri, 2002; Rao ve digerleri, 2001;Suzuki ve
digerleri 1987). Bu durumda ayrica JNK yolu da aktive edilebilmektedir (Scheuner ve
digerleri 2001).

Bu ¢alismada sadece, 2100 MHz RF radyasyona 6 saat kesikli (3 saat RF maruziyet sistemi
acik/1 saat RF maruziyet sistemi kapali/ 3 saat RF maruziyet sistemi a¢ik) maruz birakilan
insan kolon kanseri (HT-29) hiicrelerinde Kaspaz-3 gen ekspresyon diizeyinde kendi sham
ve negatif kontrol gruplar ile karsilastirildiginda istatistiksel anlamli bir artis oldugu tespit
edilmistir. Bu degisim, 2100 MHz RF radyasyona 3 saat siirekli maruz birakilan HT-29
hiicrelerinde indiiklenebilecek kaspaz-bagimli apoptozun hem dis yolak (Kaspaz-8 gen
ifadelenme diizeyindeki istatistiksel artis) hem de i¢ mitokondriyal yolak yoluyla (Kaspaz-
9 gen ifadelenme diizeyindeki istatistiksel artis) olabilecegi ve her iki apoptotik yolaktan
da ayr1 ayr1 Kaspazlarin; Kaspaz-3’ i up-regiile edebilecegi sonucuna varilmigtir. Elde

edilen bulgular dogrultusunda; uygulanan farkli frekanslarda (1800 MHz, 2100 MHz,
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2600MHz) ve farkli maruziyet siirelerinde (3 saat siirekli, 6 saat kesikli [3 saat RF sistemi
acik/1 saat RF sistemi kapali/ 3 saat RF sistemi acik], 6 saat siirekli) Kaspaz-12 gen

ifadelenme diizeyinde kendi sham ve negatif kontrol bir farklilik olmadig1 tespit edilmistir.

Ozellikle 2100 MHz frekansli RF alanlarimn hiicre canlilik oranlarinda diisiise, buna karsin
Kaspaz-3, Kaspaz-8 ve Kaspaz-9 diizeyleri lizerinde artisa neden olmasi, s6z konusu
alanlarin kanser tedavisinde kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Ciinkii kaspazlar; hem
programli hiicre 6liimii hem de hasara bagli apoptozda énemli rol oynadiklar1 i¢in kaspaz
aktivitelerinin dogru tanimlanabilmesi ve bu aktivasyonlar {izerinden gelistirilebilecek bir
terapi yontemi, doku homeostazi iizerindeki olast olumsuz etkilere karsi etkili olabilecegi

distiniilmektedir.

Ozetle elde ettigimiz sonuglar1 degerlendirecek olursak;

++ 1800 MHz RF radyasyon maruziyetinde

» 3 saat stirekli ve 6 saat (kesikli) RF alan maruziyetlerinde hiicre canlilik yiizde
oraninda degisim tespit edilmedi.
6 saat (stirekli) RF alan maruziyetinde hiicre canlilik ylizde oraninda %49 azalma

oldugu tespit edildi.

» Kaspaz-8, Kaspaz-9, Kaspaz-3 ve Kaspaz-12 gen ifadelenme diizeylerinde ise

uygulanan her ii¢ maruziyet siiresinde de degisim olmadig tespit edildi.

++ 2100 MHz RF radyasyon maruziyetinde

» 3 saat siirekli RF alan maruziyetinde hiicre canlilik yiizde oraninda %25,
6 saat (kesikli) RF alan maruziyetinde hiicre canlilik ylizde oraninda ~%54,
6 saat (strekli) RF alan maruziyetinde hiicre canlilik yiizde oraninda ~%84 azalma

oldugu tespit edildi.

» Kaspaz-8; 3 saat siirekli ve 6 saat (kesikli) RF alan maruziyetinde gen ifadelenme
diizeylerinde artis; 6 saat (slirekli) RF alan maruziyetinde bir degisim olmadig: tespit
edildi.
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Kaspaz-9; 3 saat siirekli ve 6 saat (kesikli) RF alan maruziyetinde gen ifadelenme
diizeylerinde artig; 6 saat (siirekli) RF alan maruziyetinde bir degisim olmadig: tespit

edildi.

Kaspaz-3; 6 saat (kesikli) RF alan maruziyetinde gen ifadelenme diizeyinde artis; 3

saat slirekli ve 6 saat (siirekli) RF alan maruziyetinde bir degisim olmadigi tespit

edildi.

Kaspaz-12; Uygulanan her ii¢ maruziyet siiresinde de gen ifadelenme diizeylerinde bir

degisim olmadig: tespit edildi.

%+ 2600 MHz RF radyasyon maruziyetinde;

» 3 saat siirekli RF alan maruziyetinde hiicre canlilik yiizde oraninda ~ %23,

6 saat (kesikli) RF alan maruziyetinde hiicre canlilik ylizde oraninda %28,
6 saat (slirekli) RF alan maruziyetinde hiicre canlilik ylizde oraninda %65 azalma

oldugu tespit edildi.

Kaspaz-8, Kaspaz-9, Kaspaz-3 ve Kaspaz-12 gen ifadelenme diizeylerinde ise

uygulanan her ii¢ maruziyet siiresinde de degisim olmadig tespit edildi.

Elde edilen bu veriler dogrultusunda; belli siddet ve belli siireler i¢in hiicre canlilik yiizde

oranlarinda meydana gelen azalmalarin apoptoza bagl gergeklestigi sOylenebilmektedir.

Ancak; hiicre 6liimiiniin gerceklesmesine ragmen, Kaspaz gen ifadelenme diizeylerinde bir

degisimin tespit edilmemesi bu gruplarda farkli bir yolak ve mekanizmanin varligini bize

diistindiirmiistiir.

Bundan sonra yapilacak ¢alismalarda Ozellikle bu gruplar i¢in farklica o&liim

mekanizmalarinin arastirilmasi gerekliligi glindeme gelmistir.
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