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1. GIRIS
En 6nemli enerji kaynag1 giinestir. Giines enerjisi; goriliniir 151n, infrared ve ultraviyole
(UV) 1sinindan olusmaktadir (Svobodova ve ark., 2011). UV radyasyonu (320-400 nm)
organizmanin en yaygin maruz kaldigi sitotoksik, mutajenik ve karsinojenik bir ajandir

(Eisenstark, 1989; Ananthaswamy ve Pierceall, 1990).

Giines enerjisi igerisinde onemli bir béliimii olusturan UV radyasyonu, dalga boylarina
gore 3’¢ ayrilmakta ve UVA (dalga boyu 320-380 nm), UVB (dalga boyu 280-320 nm) ve UVC
(dalga boyu 280 nm’den kiigiik olanlar) olarak adlandirilmaktadir. UV 1sinlar iginde dalga
boyu en fazla ve enerjisi en az olan UVA isinlardir. Giines kaynakli UVA 1sinlart atmosfer
tarafindan tutulmamakta, camdan iceri gegebilmektedir. Dermis olarak bilinen i¢ deriye kadar
niifuz edebilmektedir. Bu yiizden erken yaslanmaya ve deride kirisikliklara, deri kanserinin
ilerlemesine neden olmaktadir (Coohill ve ark.,, 1987; Gill ve ark., 1987). Yapilan
aragtirmalarda deney hayvanlarinda kanser olusturan UV 1s1minin UVB oldugu gdsterilmistir.

UVA sinlar1 UVB’ye eklendiginde karsinojenik etki artar.

UV radyasyonuna uzun siire maruz kalan deride serbest oksijen radikalleri olusmaktadir.
Bu radikaller DNA (Deoksiriboniikleik asit)’da, protein, yaglar ve karbohidratlarda oksidatif
hasara yol a¢gmaktadir. Antioksidanlar ise reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS) olusumunu
engellemektedir. Calismamizda olas1 antioksidan etki gostermesi beklenen ari siitii (AS)
arastirilmistir. UVB’nin albino ratlarin derilerinde yol agtigi oksidan hasara karsi AS’nin

koruyucu savunma etkisinin belirlenmesi hedeflenmistir.

UVB’nin olusturdugu oksidatif, genotoksik ve apoptotik hasara karsi, AS nin koruyucu

etkisinin literatiire gore ilk kez belirlenmesi bu ¢alismanin 6nemini ortaya koymaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Deri

Deri, kendine 6zgii bir¢ok fonksiyonlar1 olan, dis ortamla organizma arasindaki iligkiyi
saglayan, viicudun en agir ve en genis organidir. Toplam viicut agirliginin yaklasik % 16’sin1

olusturur ve yetigkinlerde 1,2 - 2,2 metrekarelik bir ylizey meydana getirir (Ferner, 1974).

Derinin 6zellikleri kisiden kisiye ve ayni kiside farkli anatomik bolgelerde renk, elastikiyet,

kalinlik, kil ve sebase yag bezleri agisindan degiskenlik gostermektedir (Goldsmith, 1990).

Deri ektodermal orijinli epitelyal bir tabaka olan epidermis, mezodermal orijinli bir bag
dokusu tabakas1 olan dermis ve hipodermis tabakalarindan meydana gelir. Bu tabakalarin disinda
kil folikiilleri, sebase bezler ve ter bezleri gibi deri ekleri ile immiin hiicreler, sinirler ve damarlar

da derinin yapisinda yer alirlar (Freedbergve ark., 1999).

Derinin suya goreceli gegirgen olmayan dig katmani terleme ile su kaybini dnler ve karasal
yasama olanak saglar. Deri ¢evre ile devamli iletisim halinde olan reseptdr organ olarak davranir
ve organizmayl carpma ve silirtiinme sonucu olusabilecek hasarlardan korur. Epidermis
hiicrelerinde iiretilen melanin pigmenti, giinesin UV 1simlarina karst koruyucudur. Deri, kan
damarlar1 ve dokunun bezleri 1s1 ayarlanmasinda, viicut metabolizmasinda ve ¢esitli maddelerin
salgilanmasinda gorev alirlar. Deri elastik oldugu i¢in 6dem ve gebelik gibi sismenin eslik ettigi

durumlarda genisleyebilir (Junqueira ve Carneiro, 2009).
2.1.1. Derinin yapisi
2.1.1.1. Epidermis

Insanda derinin en iist tabakasi olan epidermis, su gegirmez 6zelligi olan ve goriinen
kisimdir. Cok katli yass1 keratinize epitelden meydana gelir. Melanositler, Langerhans hiicreleri
ve Merkel hiicreleri adinda {i¢ hiicre tiiriinii icerir. Keratinositler epidermisin % 95’ini olusturur
ve bazal tabaka tiim cogalan keratinositlerin kaynagidir. Yara iyilesmesindeki epidermal
cevaptan primer olarak bu keratinositler sorumludur (Hom, 1998). Dermisden yukari dogru
keratin iireten 5 hiicre tabakasindan meydana gelir. Bunlar korneum, lusidum, granulozum,

spinosum ve bazal tabakalaridir.



Epidermal Tabakalar

Insan viicudunda bes epidermal tabaka bulunur: stratum bazale, stratum spinozum, stratum

graniilozum, stratum lusidum ve stratum korneum.

Stratum Bazale (Germinativum - dogurucu, bazal tabaka): Epidermisin en derininde yer
alan bazal tabakadir. Dermisi, epidermisten ayiran bir bazal membran {izerine oturan tek sirali
prizmatik veya kiibik hiicrelerden olusur. Hiicreler birbirlerine baglanti birimleri olan
dezmozomlarla, alttaki bazal membrana ise hemidezmozomlarla baghidirlar. Stratum bazaledeki
hiicreler, epidermis i¢in kok hiicre gorevi yaparlar, bu nedenle de bu tabakada yiiksek bir mitotik
aktivite izlenir. Hiicreler, ylizeydeki tabakalara dogru goc ederken boéliiniirler ve olgunlasirlar.
Stratum bazaledeki tiim hiicreler, yukar1 dogru gogle birlikte sayilar gittikge artan oranda ara

keratin filamanlari igerirler.

Stratum Spinozum (dikenli tabaka): Hiicreler, epidermis iginde yukari dogru gog ederken,
stratum spinozumu olustururlar. Bu tabaka 4-6 hiicre siras1 igerir. Rutin histolojik incelemelerde,
bu tabakadaki hiicreler biiziisiirler ve hiicreler arasinda olusan bosluklar, hiicre ylizeyinden
uzanan ¢ok sayida sitoplazmik uzantilar veya dikensi cikintilar olustururlar. Bu uzantilar,
dezmozomlarin keratin filaman demetleri veya tonofilamanlar ile komsu hiicrelere baglandig:

yerlere karsilik gelir. Tonofilamanlar, epidermisin aginmalara kars1 direngli olmasini saglar.

Stratum Graniilozum (graniillii tabaka): Stratum spinozum iizerindeki hiicreler yogun
bazofilik keratohiyalin graniilleri ile dolu hale gelerek stratum graniilozumu olustururlar. Bu
tabaka 3-5 sira yassi hiicrelerden olusur. Keratohiyalin graniilleri derideki yumusak keratine
kaynak teskil ederler. Bir zarla gevrili olmayan bu grantiller, keratin filaman demetleriyle birlikte
bulunurlar. Bu hiicrelerin sitoplazmalarinda ¢ift yapili lipit zarla ¢evrili lamelli graniiller bulunur.
Lamelli graniillerin igerikleri, stratum graniilozumda hiicreleraras1 bosluga birakilir ve burada

yapistirict 6zelliginin yani sira lipit bir bariyer olustururlar.

Stratum Lusidum (saydam tabaka): Stratum graniilozum iizerinde yer alan, yalnizca kalin
deride bulunan ve c¢iplak gozle goriilebilen yar1 saydam bir tabakadir. Stratum lusidumda
cekirdek ve organel icermeyen sikica bir araya gelmis Oli hiicreler bulunur. Bu tabakadaki

hiicreler sikica paketlenmis keratin filamanlari igerir.

Stratum Korneum (cansiz tabaka): Derinin en yiizeyde bulunan tabakasidir. Hiicrelerdeki

tiim ¢ekirdek ve organeller kaybolmustur. Stratum korneum, yumusak keratin filamanlariyla dolu



yass1 ve Olii hiicrelerden olusur. Bu tabakanin yiizeyindeki keratinize hiicreler devamli olarak
dokiliirler ve derindeki stratum bazaleden gelen yeni hiicreler tarafindan yenilenirler

(Eroschenko, 2008).

Epidermal Hiicreler

Derinin epidermis tabakasinda dort ¢esit hiicre bulunur. Sayica en fazla bulunan hiicreler
olan keratinositler, birbirlerinden farkli ve ayirt edilebilen tabakalar halinde diizenlenmislerdir.
Keratinositler boliiniirler, biiyiirler ve yukart dogru goc¢ ederken keratinlesirler. Diger fi¢
epidermal hiicre tipi olan melanositler, Langerhans hiicreleri ve Merkel hiicreleri, keratinositler

arasinda dagilmis olarak bulunurlar.

Melanositler: Epidermisin bazal tabakasinda yerlesmis olup, melanin pigmentini
sentezlerler. Melanosit igindeki melanin graniilleri hiicrenin sitoplazmik uzantilarina gog¢ eder ve
oradan stratum bazale ve stratum spinozumdaki hiicrelere aktarilirlar. Giines 1s18ina maruz kalan
deride melanin sentezi artar ve deriye koyu bir renk kazandirir. Melaninin gérevi, deriyi UV

1sinlariin zararlh etkisinden korumaktir.

Langerhans Hiicreleri: Esas olarak stratum spinozumda bulunurlar. Bu hiicreler viicudun
immiin cevabinda rol alirlar. Langerhans hiicreleri, yabanci antijenleri tanirlar, fagosite ederler
ve islemden gecirerek onlar1 immiin cevap olusturmak iizere T lenfositlere sunarlar. Boylece, bu

hiicreler antijen sunan hiicreler olarak gorev yaparlar.

Merkel Hiicreleri: Bu hiicreler parmak uglarinda daha yogun olarak bulunurlar. Aferent
miyelinsiz aksonlarla olan siki iliskileri nedeniyle, Merkel hiicrelerinin basing algilayan

mekanoreseptor olarak gorev yaptigina inanilmaktadir (Eroschenko, 2008).
2.1.1.2. Dermis

Dermis, epidermise baglanan bag dokusu tabakasidir. Dermisin yiizeysel tabakasi,
epidermise dogru cok sayida dermal papilla adi verilen uzantilar gonderir. Bu uzantilar,
epidermisten gelen epidermal ¢ikintilarla i¢ ige geger. Derinin bu bdlgesine dermisin papiller
tabakas1 denir. Bu tabaka, gevsek bag dokusundan olusur ve i¢inde bag dokusu lifleri, kan

damarlari, fibroblastlar, makrofajlar ve diger gevsek bag dokusu hiicreleri yer alir.

Dermisin daha derindeki tabakasi retikiiler tabakadir. Bu tabaka daha kalindir ve diizensiz

sik1 bag dokusundan olusur.



Dermisin bag dokusu damar yoniinden oldukca zengindir; ¢ok sayida kan damari, lenf

damari ve sinir igerir. Ayrica dermis, ¢ok sayida duyusal reseptor igerir(Eroschenko, 2008).
2.1.1.3. Hipodermis (Subkutan Doku)

Dermisin altinda, yiizeyel fasya ve yag dokusu i¢eren hipodermis bulunur. Bu tabaka deriyi
alttaki komsu organlara gevsekce baglayan ve onlarin lizerinde serbestce kayabilmesini saglayan
gevsek bag dokusudur. Bu tabaka damar ve sinir yoniinden ¢ok zengindir (Junqueira ve Carnerro,

2009).

Deri Kesiti

dermis
ter bezi

"
.....

/ hipodermis

------------------ sinir hicresi

kol ki

kil diklestiren kan daman
kas

papilla

Sekil 1. Deri kesiti (http://www.lokmanbas.net/merak-edilenler/elimizin-icinde-ve-ayagimizin-
altinda-neden-kil-yok. Erisim tarihi: 27.09.2015).


http://www.lokmanbas.net/merak-edilenler/elimizin-icinde-ve-ayagimizin-altinda-neden-kil-yok
http://www.lokmanbas.net/merak-edilenler/elimizin-icinde-ve-ayagimizin-altinda-neden-kil-yok

2.1.2. Derinin gorevleri

Koruma: Epidermisin, keratinize ¢ok katli epiteli, viicut yiizeylerini mekanik asinmalardan
korur ve patojen ve yabanci mikroorganizmalara karsi fiziksel bir bariyer olusturur. Stratum
graniilozumdaki hiicreler arasinda bulunan gilkolipit tabakasindan dolay1 epidermis suya karsi
gecirgen degildir. Bu tabaka, ayn1 zamanda dehidratasyonla viicuttan sivi kaybini1 da onler.

Melanin pigmentinin artmis sentezi de deriyi UV 1sinlara kars1 korur.

Ist Regiilasyonu: Fiziksel egzersiz ve sicak bir ortam, terlemeyi artirir. Terin, deri
yiizeyinden buharlagmasi sonucu viicut sicakligi diiger. Terlemeye ilave olarak, kan damarlarinin
genislemesi ile deriye olan kan akimi maksimuma ulasir. Bu durum da 1s1 kaybini artirir. Diger
yandan, soguk havalarda, kan damarlarinin daralmasi ve deri kan akimimin azalmasi ile viicut

1s1s1 muhafaza edilir.

Duyu Algilanmasi: Deri, dis uyarilar i¢in biiyiik bir duyu organidir. Deride bulunan pek
cok kapsiillii ve sebest duyusal sinir sonlanmalari, 1s1, dokunma, agr1 ve basing uyarilarina cevap

Verir.

Bogsaltim: Ter bezlerinde liretilen ter yoluyla su, sodyum tuzlari, {ire ve azotlu bilesikler

deri yiizeyine atilir.

D Vitamini Olusumu: Deri, glinesin UV 1sinlarina maruz kaldiginda, epidermiste
sentezlenmis Oncli maddelerden D vitamini olusturur. D vitamini bagirsak mukozasindan

kalsiyum emilimi ve mineral metabolizmasi i¢in gereklidir (Eroschenko, 2008).
2.2.UV Radyasyonu

Giines, bir enerji kaynag1 oldugu kadar, tiim canlilarin, biyolojik varliklarin devamliligi
icin gerekli bir diizenleyicidir. Atmosferin yiikseklerinde yer alan ozon tabakasi, giinesten gelen

radyasyonu emerek yeryliziindeki hayatin varlig1 ve devamliliginda biiyiik rol oynamaktadir
(Hawk , 1992; Karaduman , 1999; Ekici ve ark.,2003).

Canlilar i¢in vazgecilmez yasam kaynaklarindan biri olan gilinesin elektromanyetik
izgede (spektrum) 1 nm dalga boyunun altindaki dalga tiirii X-Ray (iyonize), 200 - 290 nm arast
UVC, 290 - 320 nm aras1 UVB, 320 - 400 nm aras1 UVA, 400 - 800 nm aras1 goriiniir 1ginlar,
800 - 100.000 nm arasi infrared, 100.000 nm’den biiyiik radyo dalgalar1 ve mikrodalgalardir.

UV radyasyon, tiim hayatimiz boyunca devamli olarak maruz kaldigimiz bir tiir gériinmez



iyonize olmayan radyasyon seklidir. UV radyasyonu, solar radyasyonun dogal diisiik
yogunluklu bir bilesenidir (Howard, 1990; Duthie ve ark., 1999; Afag ve ark., 2001; Afaq ve
ark., 2002; Arabaci ve ark., 2003).

100-400 nm dalga boyunda olan UV 1sinlart UVA, UVB ve UVC 1sinlar1 olmak iizere 3
farkl1 banda ayrilir. UVC i1sinlarinin tamami ile UVB isinlarinin % 90’1 giines 1sinlar
atmosferden gecerken ozon, oksijen, karbondioksit ve su buhar1 tarafindan tutulur.
Atmosferden daha az etkilenen UVA 1sinlari ise bdylece yeryiiziine ulasan UV 1sinlarinin ¢ok

biiyiik bir kismin1 olusturur.

UVA
Zronzlasmaya sebep olur

Uzun sire maruz kalmak
katarakia yol acabilir

UVB UVC

(Glnes yanigina sebep olur. Yerylzine ulasmalan dnce
Uzun stire maruz kalinmasi czon tabakasinda emilir
korneaya zarar verebilir. ve engellernir.

Sekil 2. Giines dalga boylarina bagl olarak, ii¢ farklt UV 1511 yaymaktadir: UVA, UVB ve
UVC (http://www.nikon-lenswear.com.tr/fr/eyes-and-vision/uv-inlar-hakknda. Erigim tarihi:
29.10.2015).

UV radyasyon, yeryiiziine erisen gilines enerjisinin bir parcasidir. Yeryiiziine ulasan
radyasyonun yaklasik %5 ini olusturur ve dalga boylar1 100-400 nm arasindadir. Araligin %95-
98’1 UVA, %2-5’1 UVB’dir (Karaduman, 1999).


http://www.nikon-lenswear.com.tr/fr/eyes-and-vision/uv-inlar-hakknda

Sekil 3. Giinesten yayilan UV igimlari. (http://www.soruyeri.com/uva-ve-uvb-isinlari-ne-
anlama-geliyor. Erigim tarihi: 29.10.1015).

Atmosferik hayatin ana kaynagi durumundaki giines radyasyonu, son yillarda atmosferik
kirlenmeden dolay1 canlilara zarar vermeye baslamistir. UV radyasyonu, yeryiiziine ulasan
giines radyasyonunun ¢ok az bir kismini olusturur. UV radyasyonu giines yanigi, bronzlasma,
erken deri yaglanmasi ve kanser gelisimi olmak iizere bir¢ok biyolojik hastaliga neden
olabilmektedir. Ayrica UV 1sinlarinin basta vitamin D3 sentezi olmak iizere epidermisin ve

derinin kalinlasmasi gibi yararlari, zararlar1 karsisinda ¢ok azdir (Mutlu ve ark., 2003).

1970 ve 1987 yillar1 arasinda ozon tabakasinin yapisinda olusan incelmeler ya da

delinmeler sonucu UV radyasyonu yeryiiziine daha fazla ulasmaya baslamistir (Duthie ve ark.,
1999).

UV radyasyonuna uzun siire maruz kalan deride ROS olugmaktadir. Bu da DNA’da,
proteinler, yaglar ve karbohidratlarda oksidatif hasara yol agmaktadir. Bu oksidatif hasarin
sonucunda hiicre metabolizmasinda, morfolojisinde ve ultra yapisinda zararli degisikliklere
neden olmaktadir. UV’den dolayr olusan serbest radikaller ile hiicre diizenlenme yoluyla

interaksiyona girerek hiicresel farklilasma, ¢cogalma ve apoptoz mekanizmasini etkilemektedir.



Hiicrede meydana gelen bu degisiklikler de foto yaslanmayi ve deri kanseri olusumunu

tetiklemektedir (Svobodova ve ark., 2003).

Yapilan son tibbi arastirmalar UV 1sinlarina maruz kalmanin cilt kanseri, katarakt ve
bagisiklik sisteminin baski altina alinmasi gibi ciddi saglik problemlerine neden olabilecegini
gostermektedir. Akut olarak UVB’ye maruz kalinmasi glines yaniklarina, kronik olarak
UVB’ye maruz kalinmasi ise cildin esnekligini kaybetmesine ve deri yaslanmasinin

hizlanmasina neden olur (Mutlu ve ark., 2003).

Son yillarda cesitli tehlikeli hastaliklarin solar radyasyona bagli olarak gelistigi ve bu
tehlikenin gittikge biiyiidiigii gozlenmektedir. Memeli derisinin UV’ye uzun silire maruz
kalmas1 sonucunda eritem, 6dem, glines yamigi, hiicresel deformasyon, hiperplazi, immiin
stipresyonu, DNA hasari, foto yaslanma ve melanogenezis olusmaktadir. Bu olgularda direkt
veya indirekt olarak deri kanseri olusumuna sebep olmaktadir (Goihman-yahr, 1996; Afag ve
ark., 2001; Tebbe, 2001).

Diger taraftan UV 1simnlari, langerhans hiicrelerinin islevlerini bozarak immiin sistemi
baskilar. Biitiin bu etkiler ve mutasyonlar, hiicre boliinmesini bozarak tiimor gelisimine neden
olur (Madronich ve ark., 1993). Artan dozda UV isinlarinin insanlarin bagisiklik sistemini
zayiflattigr ve viicudumuzu enfeksiyon hastaliklarina karsi ¢ok daha hassas hale getirdigi

bilinmektedir.

UV radyasyonuna uzun siireli maruz kalma sonucu insanlarda ve deney hayvanlarinda
deri kanseri olustugu bilinmektedir. Calismalarda deney hayvanlarinda kanser olusturan UV
1s1ninin UVB oldugu gosterilmistir. UVA 1s1nlart UVB’ye eklendiginde karsinojenik etki artar.
UV radyasyonuna maruz kalma, DNA'da bir dizi ardisik degisikliklere yol agmaktadir. UVB
ve UVC'nin, hiicre 6liimii, mutasyon ve transformasyon gibi etkileri i¢in ana hedef yap1
DNA'dir. Ayrica UV radyasyonunun etkisi ile timor siipresor gen (pS3 geni) mutasyonu da
olmaktadir (Setlow ve ark., 1993).

Hayvanlar {izerinde (si¢an, fare, tavsan) deneysel calismalar UVB'in kortikal katarakt

meydana getirdigini gostermistir (Pitts ve ark., 1977; Soderberg, 1988; Meyer ve ark., 2005).

Cevresel faktorlerden en 6nemlileri dogal ya da yapay UV isinlaridir. Bu 1sinlara uzun
stireli ve tekrarlayic1 bicimde maruz kalma sonucu, derinin yap1 ve iglevlerinde bozulma ve

yaslanma geligir (Wintrobe ve ark., 1976).



UV 1sinlar1 derimize garptiginda serbest radikal olusumuna neden olur. Serbest radikaller
somatik hiicrelere ve bagisiklik sistemine zarar veren molekiillerdir. Antioksidanlar serbest
radikallerin etkilerini nétralize eden, kanser reaksiyonlarin1 engelleyen molekiillerdir. Eger
serbest radikaller nétralize edilmezler ise viicutta ciddi hasarlara neden olabilirler. Yapilan

calismalarda UVB’nin serbest radikalleri arttirdig1 belirtilmistir (Silva ve ark., 2014).
2.3. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron ihtiva eden atom veya
molekiillerdir. Cevrelerindeki atom ve molekiillere adeta saldirirlar. Cok kisa dmiirliidiirler.
Ancak, radikal olmayan maddeler ile reaksiyona girip onlar1 da radikal yapmalar1 ve bir dizi
zincir reaksiyonu baslatip, bir¢ok radikal olusturmalarindan dolay1 oldukga tehlikelidirler.
Baska molekiiller ile ¢ok kolayca elektron aligverisine giren bu molekiillere "oksidan
molekiiller" veya "ROS denmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1992; Akkus, 1995). Biyolojik
sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir. Oksijen,
metabolizmada en son suya indirgenirken, kismi olarak indirgenmesi ile de ¢ok sayida ROS
olusmaktadir. Oksidasyona neden olan serbest radikaller arasinda siiperoksit anyonlar (O2"),
hidrojen peroksit (H202), hidroksil radikali (OH), hipoklorik asit, kloroaminler, azot dioksit,
ozon ve lipit peroksitler sayilabilir (Akkus, 1995).

Hidrojen peroksit membranlardan kolaylikla gecip hiicreler iizerinde bazi fizyolojik
rollere sahip olabilir ancak ¢iftlenmemis elektrona sahip olmadigindan radikal olarak
adlandirilamaz. Bu nedenle ROS, siiperoksit gibi radikaller, ayrica hidrojen peroksit gibi
radikal olmayanlar igin ortak olarak kullanilan bir terimdir (Mc Cord, 1993).

2.3.1. Serbest radikallerin kaynaklar:

Serbest radikaller baslica 3 yolla olusurlar;
1. Kovalent baglarin homolitik kirilmasi
2. Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi

3. Normal bir molekiile elektron transferi (Southorn ve Powis, 1988; Cheeseman ve Slater,
1993).



Serbest radikaller normal hiicresel metabolizma iirlinleri olarak iiretilebildigi gibi birgok
dis kaynagin etkisi ile de olusabilir. Serbest oksijen radikallerinin kaynaklari, endojen ve

ekzojen olmak lizere iki baslik altinda toplanir:
A) Eksojen kaynaklar
* Antineoplastik ajanlar (Nitrofurantoin, bleomisin, doxorubicine gibi)
* Radyasyon
* Alkol ve uyusturucu maddeler
* Stres
* Glines 15181
* Is1 soku

* Cevresel ajanlar (Hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler; hiperoksi, pestisitler,
sigara dumani, solventler gibi, anestezikler, aromatik hidrokarbonlar gibi) (Ceyhan ve ark.,
1996).

B) Endojen kaynaklar

* Kiiciik molekiillerin otooksidasyonu sonucu (Tioller, katekolaminler, hidrokinonlar,

flavinler, tetrahidroproteinler, antibiyotikler gibi)
* Enzimler ve proteinler (Ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz, hemoglobin gibi)
* Mitokondrial elektron transport sistemi
* Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport sistemleri
* Peroksizomlar (Oksidazlar, flavoproteinler)

* Plazma membrani (Lipoksijenaz, prostoglandin sentetaz, fagositlerde NADPH oksidaz,

lipit peroksidasyonu)
* Oksidatif stres yapici durumlar (Iskemi, travma, intoksikasyon gibi)
* Yaglanma

* Fagositik hiicrelerin aktive olmasi sonucu ortaya ¢ikan solunumsal patlama (Ceyhan ve
ark., 1996).



2.3.2. Serbest radikallerin etkileri

Serbest radikal mekanizmalarinin, mitokondrial oksidasyon, hemoglobin tarafindan
oksijen transportu ve sitokrom Passo aktivitesi gibi bir¢ok fizyolojik reaksiyonlarda temel rol
oynadig1 diistiniilmektedir. Ayrica prostaglandinlerin sentezi sirasinda agiga ¢ikan bir serbest
radikal ara {riinli, prostaglandinlerin akisin1 ve dolayisiyla inflamatuvar siireci modiile
etmektedir. Savunma sisteminin koruyucu etkisini asacak sekilde fazla olusmalar1 halinde, bazi
zararl etkiler meydana gelebilmektedir. Oldukga reaktif olduklarindan potansiyel olarak toksik,
mutajenik ve karsinojeniktirler (Morrow ve ark., 1991; Mc Cord, 1993). Serbest radikallerin

etkileri genel olarak asagidaki gibi siniflandirilabilir:

A) Lipid peroksidasyonu: Serbest radikallerin hiicrede baslattigi en 6nemli ve zararl etki
lipid peroksidasyonudur. Coklu doymamis yag asitlerinin serbest radikaller ile oksidasyonu
lipid peroksidasyonu olarak tanimlanir. Lipid peroksidasyonu biyolojik membranlarda
akiciligin kaybia, membran potansiyelinde azalmaya, hidrojen ve diger iyonlara karsi
gecirgenligin artis1 sonucu hiicrenin hasarina boylece hiicre iceriginin serbestlesmesine neden
olur. Lipid peroksidasyonunun son iiriinlerinden biri olan malondialdehit (MDA), membran
bilesenlerinin polimerizasyonuna ve ¢apraz bag yapmalarina yol agar. Bu da, hiicre yiizeyinin
durumunu, enzim aktivitesini ve iyon transportunu etkileyebilir (Girotti, 2000; Ertan ve ark.,
2001).

B) Protein oksidasyonu: Serbest radikaller ile olusan protein oksidasyonunun sonucu
olarak metionin siilfokside, histidin oksihistidine veya aspargine, tirozin ditirozine ve sistein
disulfitlere doniisiir. Boylece proteinlerin baglanma 6zelliklerinde ve enzim aktivitelerinde
farklilasmaya neden olarak hiicre fonksiyonlarinda bozulmalara yol acabilir (Girotti, 2000;

Ertan ve ark., 2001).



SERBEST RADIKAL OLUSUMU
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Sekil 4.Serbest radikal olusumlar1 ve DNA’ya etkisi (http://www.anagen.net/rali.htm. Erisim
tarihi: 16.10.2015).

C) Karbohidratlar iizerindeki etkileri: Fizyolojik pH ve 1sida, glukoz gibi
monosakkaridlerin otooksidasyonu sonucu H202, peroksitler ve okzolaldehidler meydana gelir.
Olusan okzoaldehidler, DNA, RNA(Riboniikleik asit) ve proteinlere baglanabilme ve
aralarinda capraz baglar olusturma 6zelliklerinden dolay1 antimitotik etki gosterirler. Boylece

kanser ve yaslanma olaylarinda rol oynarlar (Akkus, 1995).

D) Niikleik asitler ve DNA’ya etkileri: Radyasyonla olusan serbestradikaller, DNA’y1
etkileyerek mutasyona neden olur ve hiicre 6liimiine yol agarlar. Hidroksil radikali, bazlarla
kolayca reaksiyona girer. Hidrojenperoksit ise membranlardan kolayca gecip hiicre
cekirdegindeki DNA’ya ulasir ve hiicre fonksiyonlarinin bozulmasina hatta 6liimiine yol agar

(Agrawal ve ark., 2001).
2.3.3. Reaktif oksijen tiirleri (ROS)

Diisiik seviyelerdeki ROS, pek cok biyokimyasal siiregte kaginilmazdir. Hiicrede
faklilagmasi, hiicre i¢i mesajlama, hiicrenin gelismesi ya da biiylimesinin durdurulmasi, hiicre
Oliimii, bagisik ve mikroorganizmalara kars1 savunmayi bu siirecler arasinda sayabiliriz. Aksine

yiiksek dozlarda ROS ve/veya ROS’un yeterince uzaklastirilamamasi oksidatif stres ile



sonuglanir. Bu durum da ciddi metabolik bozukluklara ve biyolojik makromolekiil hasarlarina

neden olabilir (Matés ve ark., 1999). Baslica ROS sunlardir:

A) Siiperoksit radikali (O2 ): Hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak

indirgenmesi sonucu, serbest siiperoksit radikal anyonu (O2 ) meydana gelir.
O+ ¢ ———02

Hem c¢evresel etkenlerle, hem de organizmalardaki enzimatik ve enzimatik olmayan
tepkimelerle en ¢ok ve en kolay olusan oksijen radikali siiperoksit radikalidir. Bu molekiil bir
serbest radikal olarak bilinmesine ragmen, biyolojik dokularda fazla hasar olusturmaz. Hidrojen
peroksidin kaynagi olmasi ve gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasi bakimindan
onemlidir (Greenwald, 1991). Hiicresel ortamlarda {iretilen siiperoksit, indirgeyici ya da
oksitleyici olarak davranabilir. Aldig1 elektronu metal iyonuna, sitokrom C’ye veya bir radikale
verirse tekrar oksijene oksitlenir. Stiperoksit anyonu bir elektron daha alirsa peroksit anyonuna
indirgenir. Aerobik canlilarda siiperoksitlerin H2.Oz’ye ¢evrilmesi aktivitesi ¢ok yliksek bir
enzim olan siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan katalizlenmektedir. Siiperoksit, 6zellikle
hafif asidik ortamlarda SOD olmadan da kendiliginden dismutasyonla H202’ye doniigebilir
(Kiling, 1985).

2H"
o7y s H202

O, + € 7

SOD
0; + 0, +2H" — 5 2H;0;
B) Hidrojen peroksit radikali (H202): Oksijenin enzimatik olarak iki elektronla
indirgenmesi ya da siiperoksitin bir elekron almas1 sonucu peroksid molekiilii olusur. Peroksid
molekiilli, 2 hidrojen atomu ile birleserek H202’yi meydana getirir. Hidrojen peroksit normal

olarak her aerobik hiicrede bulunur. Bu radikal hiicre solunumu sirasindaki ¢esitli metabolik

islemler ve oksidatif stres sonucunda tretilir (Gutteridge, 1994).
0, +e¢ +2H——> H0;

O, +2¢ +2H— H0»



Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde ROT kapsamina girer. Ciinkii
hidrojen peroksit tarafindan, Fe*? veya diger gegis metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu
ve siiperoksit radikalinin (O2") varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu, en reaktif ve zarar
verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali (OH-) olusturulur. H2O2 nin ortamdan
uzaklastirilmasini, antioksidan enzimlerden olan katalaz ve peroksidaz saglar (Cheeseman ve

Slater, 1993).

0, + Fe*s 0, + Fe*

—

Fe*2 + H,0, Fe*® + OH: + OH (Fenton reaksiyonu)

>

H.0;+ 0, OH+ OH + O, (Haber-Weiss reaksiyonu)

C) Hidroksil radikali (OH ): Hidroksil radikali (OH"), Fenton reaksiyonu ve Haber-
Weiss reaksiyonu sonucu hidrojen peroksitten olugmaktadir. Ayrica suyun yliksek enerjili
iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda da olusur (Bishop ve Janet, 1996). Hiicre
niikleusundaki membran bariyerleri kolayca ge¢cmesi ve mutajenik olarak DNA’y1
etkilemesinden dolayr en gii¢lii radikaldir. Hidroksil radikalleri birikerek membran
biitiinliiglinlii bozar ve hiicrenin kollabe olmasina neden olur. Hidroperoksitlerden son iiriin
olarak toksik ve reaktif olan aldehitler de olusabilir. Bunlardan en Onemlilerden biri de

MDA dir (Akkus, 1995; Uysal, 1998).

D) Singlet (tekli) oksijen (!02): Singlet oksijenin ortaklanmamus elektronu yoktur, bu
nedenle radikal degildir. Ancak reaktivitesi ¢ok yiiksektir. Viicutta, pigmentlerin oksijenli
ortamda 15181 absorplamastyla, hidroperoksitlerin metal varligindaki yikim tepkimelerinde ya

da kendiliginden dismutasyon tepkimeleri sirasinda olugabilir (Akkus, 1995).

E) Nitrik oksit (NO): Fazla miktarlarda nitrik oksit, direkt olarak lipit peroksidasyonuna
neden olur. Nitrik oksit, molekiiler oksijenle reaksiyona girerek nitrojen dioksiti, nitrojen
dioksit ise hidrojen peroksit ile reaksiyona girerek siiperoksit radikalini meydana getirir (Barbor

ve Harris, 1994).
2.3.4. Serbest radikallerle iliskili hastahklar

Oksidatif stres, reaktif oksidan olusumu ve antioksidan savunma arasindaki dengenin

oksidanlar yoniinde bozulmasi olarak aciklanabilir. Serbest radikaller pek c¢ok hastalik



siirecinde 6nemli rol oynarlar. Bunlarin en 6nemlisi kanserdir. Birgok doku ve organ kanserinde
serbest radikallerin etkileri kanitlanmistir. Bunun yanisira, alzheimer, parkinson, huntingtons
hastaliklar1 ve multiple skleroz gibi norodejeneratif hastaliklarin; romatoid artrit,
glomerulonefrit gibi immun sistem hastaliklarinin; ateroskleroz, iskemi gibi dolasim sistemi
hastaliklarinin; gastrointestinal sistem, yangi ve hastaliklarinin, down sendromu ve diyabet gibi
genetik ve metabolik hastaliklarin; nefrit ve hepatit gibi organ hastaliklarinin; katarakt, glokom
gibi oftalmik problemlerin; pndmoni, astim, hipoksi gibi akciger hastaliklarinin serbest
radikallerle baglantili oldugu tespit edilmistir (Ono ve ark., 1991; Aruoma, 1998; Matés, 1999;
Ediz ve ark., 2011; Ozkol ve ark., 2012; Tiiliice ve ark., 2012; Ozkol ve ark., 2013).

2.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

ROS olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari 6nlemek icin viicutta birgok
savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bunlar “antioksidan savunma sistemleri” veya kisaca
“antioksidanlar” olarak bilinirler. Antioksidan etki tipleri dort baslik altinda toplanabilir

(Akkus, 1995; S6zmen, 1997).
Bunlar:

1. Toplayici etki (Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma veya ¢ok daha

zay1f yeni bir molekiile ¢evirme islemi)

2. Baskilayici etki (Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak

aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistiirme islemi)

3. Zincir kirici etki (Serbest oksijen radikallerini kendilerine baglayarak reaksiyon

zincirini kiran etki)
4. Onarici etki (Tamir fonksiyonu) olarak sayilir.

Viicuttaki antioksidan savunma ise enzimatik veya nonenzimatik yolla gerceklesebilir:



2.4.1. Enzimatik antioksidanlar

Ilk ve temel antioksidan savunma, enzimatik olarak yapilmaktadir. Bu intraseliiler

enzimlerden en 6nemlileri asagida belirtilmistir:

A) Siiperoksit dismutaz (SOD): Aslinda tek bir enzim degil, bir enzim grubudur.
Stiperoksit radikallerinin hidrojen peroksite dismutasyonunu katalizlemektedir. Bu enzim

grubunun katalizledigi reaksiyon asagida gosterilmistir:
20, +2H"— H202+ O

Yapisinda metal bulunmasindan dolayr metalloenzim grubundan sayilmaktadir. Bu
enzimin insanda var olan iki farkli tipi olan Cu-Zn SOD ve Mn-SOD ilk defa McCord ve
Fridowich tarafindan 1969 yilinda ortaya ¢ikarilmigtir (Mc Cord ve Fridowich, 1969).

SOD aktivitesi, yiiksek oksijen kullanim1 olan dokularda 6zellikle eritrositlerde fazladir.
SOD, fagosite edilmis bakterilerin intraseliiler ortamda oldiiriilmesinde de rol oynar. Bu
sebepten SOD graniilosit fonksiyonu i¢in ¢ok dnemlidir. Lenfositlerde de fazla miktarda SOD
bulunmaktadir (Akkus, 1995).

B) Katalaz (KAT): KAT, tiim hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda bulunan, dort
tane hem grubu iceren bir hemoproteindir. Eritrositler yliksek oranda katalaz icermekte olup,

katalaz aktivitesinin % 98’inden fazlasini saglar (Akkus, 1995).

KAT enzim aktivitesinin en yliksek oldugu dokular, karaciger ve bobrek dokulari, en
diisiik seviyede goriildiigli dokular ise destek dokularidir. Bu enzim dokularda baslica
mitokondri ve peroksizom partikiillerine bagl olarak bulunur. Ancak KAT, endoplazmik
retikulumda ve sitoplazmada da aktivite gostermektedir. Ayrica KAT, ortamda olusan hidrojen
peroksiti direkt olarak suya doniistiiriir. Ortamdaki H2O2konsantrasyonunun diisiik oldugu
hallerde, hidrojen peroksiti substrat olarak kullanan diger antioksidan enzimler (glutatyon
peroksidaz gibi) devreye girerek hidrojen peroksiti ortamdan uzaklastirirlar. KAT enzimi

peroksizomlarda daha etkin iken, GSH-Px enzimi baslica sitozol ve mitokondride daha etkindir.

Katalazin indirgeyici aktivitesi, hidrojen peroksit ve metil, etil, hidroperoksitleri gibi
kiiciik molekiilleredir. Biiyiik molekiillii lipid hidroperoksitlerine ise etki etmez (Agar ve ark.,

1986; Akkus, 1995).

KAT enziminin katalizledigi reaksiyon su sekildedir;



Katalaz

2H20-2 2H20 + O3

v

C) Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): Yapisindaselenyumu bulundurdugu igin
metalloenzim grubunda degerlendirilir. Sitozol ve mitokondride bulunabilir. Enzim aktivitesi,
NADPH’a bagimhidir. Diisiik konsantrasyonlardaki H2O», oncelikle glutatyon peroksidaz
tarafindan temizlenir. Bu enzim, rediikte glutatyonun okside glutatyona ¢evrildigi reaksiyonda,

hidrojen peroksidi detoksifiye etmektedir (Akkus, 1995).

Reaksiyon su sekildedir;

GSH-Px

H20, + 2GSH > 2 GSSG +2H:0

(GSH=Rediikte glutatyon, GSSG=0Okside glutatyon, GSH-Px=Glutatyon peroksidaz)

GSH-Px’in fagositik hiicrelerde 6nemli fonksiyonlari vardir. GSH-Px, solunum patlamasi
sirasinda serbest radikal peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar gormelerini engeller.
Eritrositlerde de GSH-Px oksidan strese karsi en etkili antioksidandir. GSH-Px aktivitesindeki
azalma, hidrojen peroksitin artmasia ve siddetli hiicre hasarina yol acar (Halliwell ve
Gutteridge, 1992).

D) Glutatyon s-transferaz (GST): GST’ler, glutatyonun (GSH) konjugasyonundan
sorumlu fonksiyonel enzimler olarak bilinirler. Bu enzim elektrofilik substratlarla glutatyonun
konjugasyonunu katalizleyen detoksifiye edici bir izoenzimdir (Hayes ve Strange, 1995).
GST’ler, glutatyon icerisinde bazi gruplarin yer degistirmesi, yeni gruplarin eklenmesi ve
c¢ikarilmasi gibi bir¢ok olay1 yiiriitmektedir (Hollingworth ve Dong, 2008). GST, ksenobiyotik
ve karsinojenlere karsi hiicresel savunmada da yer alir. GST, indirgenmis GSH’1 konjugasyon
yoluyla daha fazla ¢6ziinebilir ve daha kolay ayristirilabilir bilesiklere doniistiiren, intraseliiler

bir protein ailesidir (Mantle ve ark., 1990; Mannervik ve ark., 1992; Hayes ve Pulford, 1995).

E) Glutatyon rediiktaz (GSSG-R): Okside haldeki glutatyonun, indirgenmis glutatyona
doniistimiinii katalizler. Rediikte glutatyon, antioksidan enzimler tarafindan kullanilmaktadir

(Akkus, 1995).



GSSG-R

GSSG +NADPH + H 2GSH + NADP

v

2.4.2. Non-enzimatik antioksidanlar

Non-enzimatik antioksidanlardan endojen olanlar, glutatyon, sistein, melatonin,
seruloplazmin, transferrin, miyoglobin, hemoglobin, ferritin, bilirubin, metiyonin, {irat,
laktoferrin, albiimin; ekzojen olanlar ise vitaminler, a-tokoferol (vitamin E), B-karoten-retinol
(vitamin A), askorbik asit (vitamin C), folik asiti (folat), mineral olanlar ise selenyum, bakir,

¢inko, polifenoller, flavonoidler olarak sayilabilir (Misso ve ark., 2005).

Rediikte glutatyon (GSH), glutamat, sistein ve glisin i¢eren bir tripeptid antioksidandir.
GSH, peroksidaz reaksiyonu i¢in zorunlu bir co-Substrat olmakla birlikte giiclii bir niikleofildir.
Bu nedenle O, ', OH- ve 10 ile reaksiyona girerek, onlar1 nétralize eder (Levine ve Kidd, 1986).
Proteinlerdeki siilfidril gruplarini indirgenmis halde tutarak onlarin okside olmasini engeller

(Urso ve Clarkson, 2003).

Vitamin E, tokoferol yapisinda olup dort tipi mevcuttur. Bu vitaminin en fazla bulunan
sekli a-tokoferoldiir. Vitamin E, dokulardaki en 6énemli zincir kirici antioksidandir (Akkus,
1995). Hiicre membranlarinin lipid kisimlarinda ve ekstraselliiler sivilarda bulunarak lipid
peroksidasyonuna kars1 ilk siradaki koruma mekanizmasini olusturur. Lipid peroksit zincirini
kirarak zincirleme devam eden lipid peroksidasyonu reaksiyonlarini durdurur (Miquel ve ark.,

2006).

Vitamin C, giiclii bir rediikleyici ajan ve antioksidandir (Sinclair ve ark., 1990). Askorbik
asit, suda eriyen peroksil radikallerini ve/veya lipit peroksidasyonu iiriinlerini etkisiz hale
getirmede birincil etkiye sahip bir antioksidandir (Cowie, 2002). Ayrica a-tokoferol ve askorbik
asit sinerjistik Ozellik gostermektedirler (Martha, 2000). Ciinkii E vitamini radikaller ile
reaksiyona girdiginde kendisi radikal form olan tokoferoksil radikaline doniismektedir. C
vitamini ise membranlara baglanmis tokoferoksil radikalini aktif a-tokoferole g¢evirerek E
vitaminin dayanikliligin1 artirmaktadir (Martha, 2000; Cowie, 2002). Bu nedenle oksidasyon

sonucu C vitamini tlikenmedikge E vitaminin tilkenmesi s6z konusu degildir (Martha, 2000).



Vitamin A, zincir kiric1 antioksidan olarak islev goriir. Retinol etkili bir peroksil radikali
stipiirtictisiidir (Vince, 1999). B- karoten ise antioksidan Ozellige sahip olup siiperoksit
radikalinin kuvvetli bir siipiiriiciisiidiir. Ozellikle singlet oksijeni tutarak oksidasyon stresine

karsi hiicreyi korumaktadir (Umemura ve Yokota, 1997; Esselty, 2000).

Melatonin, yiiksek lipofilik 6zelligi olup membranlar1 kolaylikla geger. Ozellikle OH™
radikalini ortadan kaldirmada g¢ok etkili bir antioksidandir (Yazici ve Kose, 2004). Sistein,
serbest radikal ve hipoklorit toplayicisidir (Akkus, 1995). Seruloplazminin ise SOD benzeri bir
etki gosterdigi diisiinlilmektedir. Bu antioksidan, demirin +2 degerlikli halden +3 degerlikli
hale yiikseltgenmesini saglayarak Fenton reaksiyonunun inhibe olmasini saglar. Bu sayede
serbest radikal olusmasini engeller. Urik asit, normal plazma konsantrasyonlarinda O, ~ve
OHgibi radikalleri temizler. Alblimin gecis metallerini baglar. Ayrica bu antioksidan,
lipithidroperoksid ve hipoklorid toplayicisidir (Misso ve ark., 2005). Transferrin, dolasimdaki
serbest demiri baglayarak antioksidan 6zellik gosterir. Bilirubin, serbest radikal tutucusudur.
Bu antioksidan, Oz * ve OH-radikallerini toplar (Aygigek ve ark., 2005). Glukoz, OH: radikal
tutucusudur (Nakano ve ark., 1999). Piruvat ise gii¢lii bir antioksidandir ve H2Oz'yi baglayici
ozelligi vardir (Zhou, 2001).Son yillarda yapilan bazi g¢alismalarda AS’nin antioksidan
ozellikleri oldugu bildirilmistir (Azab ve ark., 2011).

2.5. An Siitii (AS)

AS 6-12 giinliik isci arilarin ana arty1 ve geng larvalart beslemek i¢in yutak tistii salgi
bezlerinden salgiladiklar1 beyaz krem renginde ve tereyagi kivaminda protein, vitamin, mineral
maddeler ve iz elementler bakimindan oldukg¢a zengin bir besin maddesidir. Tad1 eksi ve kokusu
keskin fenolik yapidadir. Yogunlugu 1,1 g/cm?® olup kismen suda ¢oziinebilmektedir. AS
vazodilatatif, hipotansiv, antitiimér, antihiperkolesterolemik, anti-enflamatuvar ve antioksidan
ozellikler tasir (Fujii ve ark., 1990; Koyo-Miyata ve ark., 2004; Yang ve ark., 2010).

AS ana arinin besini olup, besin degeri oldukca yliksektir. Ana ar1 ve isc¢i arilar
yumurtadan ¢iktiklarinda ayni genetik yapiya sahip olmalarina ragmen, larva déneminde farkli
oranda ve siirede AS ile beslenmeleri yapilarinin farklilasmasina neden olmaktadir. Sadece 6
giinliik bu farkli beslenme sonucunda ana ar1 hastaliklara diren¢ kazanmakta, giinde kendi
agirliginin iki kat1 kadar (1500-3000) yumurta iiretebilmekte ve 6 y1l kadar yasamaktadir. Diger

is¢i arilar ise kolay hastalanirlar, disi olduklar1 halde yumurta birakamazlar ve sadece 2 ay



yasarlar. Iki birey arasindaki bu derece farklilasma sadece AS ile beslenmelerinden

kaynaklanmaktadir.

AS; yaklasik % 66 su, % 14.5 karbohidrat, % 4.5 lipid, % 13 aminoasit, B grubu
vitaminlerinin tiimiine ek olarak A, D, C, E vitaminleri, biyolojik aktif maddeler, 6nemli bazi
mineral maddeler ve bir miktar da tespit edilemeyen maddeler igerir. Ayrica 10 temel amino
asitten (esansiyel) sekizini de (metionin, 16sin, lizin, valin, fenil-alanin, treonin, triptofan,
izoldsin) dogal hormon ve enzimleriyle icermektedir. Metabolizma i¢in ¢ok Onemli olan
panteik asit (pantheic acid), asetilkolin (acetylcholine), protein, bagisiklik sistemini gliglendiren
bir yag asidi olan 10-HDA (10-Hydroxy-2 Decanoic Acid), sepanin asit (sepanine acid),

hastaliklarin iyilesme doneminden sonra sindirimi diizenlemek ve istaht agmak icin ¢ok ideal

olan oleik asit (oleic acid) igerir.

) AN,

P

Sekil 5. Art Siiti (http://www.baybir.org/icerik/53/ari-sutunun-yapisi.html. Erisim tarihi:
21.09.2015).



2.6. Caliysmada Takip Ettigimiz Belirtecler
2.6.1. Oksidatif stres belirtecleri (TAS, TOS, OSI)

Plazmada antioksidanlar bir etkilesim i¢inde bulunurlar. Bu maddeler genellikle
sinerjistik olarak calismaktadirlar. Bu etkilesimden dolay1, bilesenlerin tek baslarina yaptiklari
etkinin toplamindan daha fazla bir etki olusmaktadir. Bu sinerjizme Ornek glutatyonun
askorbati, askorbatin da tokoferolii yeniden aktiflestirmesi gosterilebilir. Ayrica bir
antioksidandaki azalma digerindeki artig ile kompanse edilebilmektedir. Bu sebeple total
antioksidan seviyenin (TAS) 6l¢limii, antioksidanlarin tek tek 6l¢iimiinden daha degerli bilgiler
vermektedir. Dokunun antioksidan durumunu saptamada, bireysel antioksidanlardan cok

bunlarm toplam antioksidan degerini veren TAS 6l¢iimii, giderek yayginlasmaktadir (Romay

ve ark., 1996; Erel, 2004).

ROS laboratuvarlarda ayri1 ayr1 belirlenebilir. Ancak bu islemler zor, zaman alic1 ve
pahalidir. Son zamanlarda yapilan bazi ¢calismalarda, toplam oksidanlarin durumu, total oksidan
seviye (TOS) olgiilerek izlenmistir (Erel, 2005). Ayrica TAS ve TOS 6lgiilerek, belirlenmesi
¢ok zor olan ve heniiz bilinmeyen oksidan ve antioksidanlarin da oOlgiilmesini saglanabilir
(Boliikbas ve ark., 2005). Oksidatif stres indeksi (OSI) ise, TOS’un TAS’a orani olarak
belirlenmektedir (Kosecik ve ark., 2005).

2.6.2. Apoptoz

Canlilar, dogar, blyiir, cogalir, farklilagir, yaslanir ve O6liir. Yasamin siirdiiriilmesi
organizmada yap1 ve fonksiyonun fizyolojik gereksinimlerin belirledigi sinirlar iginde
korunmasina baglidir. Bunun i¢in hiicre ¢ogalmasi ve 6limii arasinda bir denge bulunmasi
gerekir. Bu denge kayboldugunda, yani ¢ogalandan ¢ok hiicre 61diigii ya da farklilastiginda
dejeneratif hastaliklar, 6len ya da farklilasandan daha fazla hiicre cogalmasi durumunda ise

kanser ve otoimmiin hastaliklar goriiliir (Mak,.2003).

Canlilar en kiigiik islevsel birimi olan hiicrede 6liim, patolojik ya da fizyolojik stirecler
sonunda gerceklesir. Baglica iki hiicre 6liim seklinden biri olan nekroz, hiicre sismesi ve hiicre
parcalanmas1 ile karakterizedir ve ani iskemi, mekanik travma gibi biiylik ¢evresel
degisikliklerin neden oldugu patolojik bir stiregtir (Kane, 1995). Bu tiirde hiicre i¢i denetim

mekanizmalarinin etkisi yoktur. Hiicre kendi istegi ile 6lmez.



Diger bir hiicre dliim sekli olan fizyolojik 6liim yolu ise yasli, hasarli ya da anormal
hiicreleri ortadan kaldirarak hiicreler arasi dengeyi ve hiicrelerin canliliklarini siirdiirmeyi

saglar (Hockenbery, 1995).

1920’li yillardan beri bilinen ve nekrozdan farkli olarak hiicre biiziismesi goriilmesi
nedeniyle “bliziisme nekrozu” olarak adlandirilan fizyolojik hiicre 6liimiiniin, biiyiik oranda
onceden kestirilebilir (programlanmis), kesin sekilsel (morfolojik) nitelikleri olan bir siireg
oldugu 1970’lerde Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan ileri siiriilmiistiir (Cummings ve ark.,
1997). Genetik olarak belirlenen aktif bir siire¢ olan programlanmis hiicre Oliimiiniin

giiniimiizde en az iki ayr1 sekli oldugu belirtilmektedir (Majno ve Joris, 1995).

Doku homeostazisi yani yeniden yapim ve yikimin bir diizen i¢inde olusu,
apoptozis/proliferasyon dengesinin saglikli bir sekilde siirdiiriilmesine baglidir (Hikim ve ark.,
1995; Erdogan, 2003). Son yillarda, bu dengenin bozulmasmin bir¢ok 6nemli hastaligin
patogenezinde rol aldig1 gosterilmistir (Mcphie ve ark., 2003). Artmis proliferasyon ve azalmis

apoptozisin karsinogenezisde rol oynadig: diisiiniilmektedir (Kerr, 1994).

Apoptozis, hiicrenin yagam c¢emberi boyunca yapim-yikim dengesinin siirdiiriilmesini
saglar. Ornegin kemik iliginden siirekli olarak hiicre iiretimi devam ederken, giinde yaklasik
5x10* kan hiicresi apoptozis yolu ile yok edilmektedir. Barsak epitel hiicrelerinin devamli
yenilenmesi, menstruasyon esnasinda uterusun i¢ yiliziindeki hiicrelerin oldiiriilerek
uzaklastirilmasi1 apoptozis yoluyla gergeklesir. Apoptozis, organizmada hasar géormiis veya
organizma icin tehlikeli olabilecek hiicrelerin yok edilmesinde de gorev alir. Ornegin viriisle
enfekte hiicreler bu yolla ortadan kaldirilir. Hasarli DNA da apoptozis yolu ile ortadan kaldirilir.
Hiicrenin DNA’sinda meydana gelen mutasyonlar kanser gelisimine neden olabilecekleri i¢in

bu hasarl1 hiicrelerin apoptozis yolu ile 6ldiiriilmesi biliyiik 6nem tagimaktadir (Erdogan, 2003).

Apoptoz, programlanmis hiicre 6liimii, organizmada fizyolojik siire¢lerin yani sira ¢esitli
patolojilerin ortaya ¢ikisindaki mekanizmalarda da rol oynamaktadir. Apoptoz siirecindeki

dengenin bozulmasi, hastaliklarin ortaya ¢ikisini tetiklemektedir.

Bu mekanizma stres etkenlerine bagli olarak gelisen hiicre 6liimlerinin engellenmesinde
onemli goriinmektedir. Bu etkenler UV radyasyonu gibi dis kaynakli etkenler olabilecegi gibi

metabolik bozukluklara bagl olarak biriken metabolitler de olabilir.



UV irradyasyonu, oksijen radikallerinin iiretimini arttirarak hiicre membraninin
hasarlanmasina ve DNA kiriklarinin olusmasina neden olarak hiicrenin ¢liimiine ya da kanser
hiicresine doniismesine zemin hazirlayabilmektedir (Kulms ve Schwarz, 2002). UV
uygulanmasi sonucunda stres enzimleri arasinda yer alan c-Jun N-terminal kinazlar (JNK’ler)
aktive olmaktadir (Adler ve ark., 1995). JNK’lerin, apoptoz metabolizmasinda son derece
onemli rol oynadig1 bilinen kaspazlarin, 6zellikle kaspaz-3’iin aktive olmasini saglayarak

apoptozun gelisiminde rol oynadigina dair raporlar yayilanmistir (Berglund ve ark., 2004).
2.6.2.1. Apoptotik hiicrelerdeki biyokimyasal degisiklikler

Kromatin degisikliklerinin baglamasindan kisa siire 6nce, hiicresel aktivitelerde ve sinyal
iletiminde yaygin olarak kullanilan kalsiyumun sitoplazma i¢i miktarinda hafif artma goriiliir
(Majno ve Joris, 1995; Mason, 1999). Bu artis bazi1 sessiz enzimleri aktive ederek bazi yapisal
degisikliklere yol acgar. Kalsiyuma bagli endoniikleaz ve transglutaminaz bu enzimler

arasindadir (Majno ve Joris, 1995; Mason, 1999).

Cekirdek degisikliklerine endojen kalsiyum-magnezyum bagimli niikleazlarin
aktivasyonu neden olur (Wyllie ve ark., 1992; Ribeiro ve Carson, 1993; Conroy ve Alexander,
1996;).

Niikleozomlar arasinda kromatini bolerler ve apoptotik hiicre DNA’s1 hepsinin uzunlugu
180-200 baz ¢ifti ve katlar1 olan pargalara ayrilir. Bu parcalar agaroz jel elektroforezde apoptoza

0zgii merdiven goriiniimiinii olustururlar (Hockenbery, 1995).

Apoptozun iki ana diizenleyicisi p53 ve Bcl-2’dir. Baslangicta bir onkoprotein olarak
belirlendiyse de yabanil (wild) p53 proteininin 6zellikle DNA hasarlanmasina yanit olarak

hiicre 6liimiinii baslatict islev gordiigii agiklik kazanmistir.
2.6.2.2. Deri ve Apoptozis

Apoptotik hiicreler miikemmel bir seklide fagosite edilmektedir. Bu durum, ultravitoleye
maruz kalan hiicrelerde acik¢a goriilmektedir. Tlk 24 saatte goriilen giines yanig1 hiicrelerinden
72. saatte eser kalmaz. Bu hizli hiicre kayb1 deskuamasyon ile degil apoptoz aracilifiyla

gerceklesmektedir (Olson ve Everett, 1975).



P53 geni hem tiimor baskilayict hem de apoptoz yoneticisi gérevini gérmektedir (Oltvai
ve Korsmeyer, 1994). Gelismekte olan hiicrelerde DNA hasar1 ortaya ¢iktiginda, hiicre
dongiistinii G1 fazinda durdurmaktadir (Barr ve Tomei, 1994; Martin ve ark., 1994; Kamb,
1994; Lane ve ark., 1994; Bellamy ve ark.,1995).

Bu fazda hiicre ya DNA onarim yoluna gider (ve sonug olarak ta hiicre dongiisiine tekrar
girebilir) ya da hasar ¢ok biiyiikse intihar eder. Dolayisiyla p53 islevinin yetersiz oldugu
hiicrelerde apoptoz ger¢eklesmeden veya DNA onarimi tamamlanmadan DNA ¢iftlesmesi ve
sonug olarak da neoplasi gelisebilir (Carson ve Ribeiro, 1993; Lane ve ark., 1994; Symonds,
1994).

Deri biyolojisinde p53’iin 6nemi Ozellikle epidermisin UV’ye karsi cevabi ile
incelenmistir. Giines yanig1 hiicreleri, UV’ye yanit olarak apoptoza ugramis keratinositlerdir

(Weedon ve ark., 1979).

Bu hiicreler p53 tarafindan G1 fazinda durdurulmus ve muhtemelen siklobiitan pirimidin

dimerlerini tamir edemeyen hiicrelerdir (Carson ve Ribeiro, 1993; Kamb, 1994).

Dolayisiyla bu cevap koruyucu nitelik tagimaktadir. Ayrica prekanser6z lezyonlarda ilk
gelisen mutasyonun p53 iizerinde olmasi hi¢ de sasirtict degildir (Kamb, 1994; Ziegler ve ark.,
1994).

Aktinik keratozlarin birgogunda klonal p53 mutasyonu mevcuttur ve apoptoza direng
sonucu bu farkli hiicre serilerine gelisme imkan1 dogmaktadir. Yineleyen UV tehtidi altinda bu
hiicrelerde ek mutasyonlar ortaya ¢ikmakta ve %90’dan fazla vakada p53 mutasyonunun

goriildiigii yassi hiicreli karsinom gelisimi ile sonuglanmaktadir (Ziegler ve ark., 1994).

Dolayisiyla UV, deri kanseri gelisiminde hem baslatict hem de devam ettirici bir nitelik

tagimaktadir.
2.6.3. Genotoksisite

Genotoksisite, fiziksel ya da kimyasal ajanlarla genetik materyalde olusan hasardir. Bu
hasarlar; tek zincir kiriklar1 (SSB), cift zincir kiriklar1 (DSB), alkali labil bolgeler (ALS) ve
DNA adductlardir (Kramer, 1998). Genetik materyalde olusan hasarlar tamir edilemediginde
DNA sekans degisiklikleri, kromozom aberasyonlar1 ile sonuglanabilen tek veya birden fazla

niikleotid degisiklikleri ve bunlarin sonucu olarak da rekombinasyon, mutasyon, doku hasari,



yaslanma, kanser olusabilmektedir. Mutasyonlar siklikla gen fonksiyonlarinda degisiklik ya da
kayipla sonuglanabilmektedir (Kramer, 1998). Molekiiler kanser genetigindeki son gelismeler,
karsinojenlerin ¢ogunun genotoksik ve karsinogenezisin onkogenler ve antionkogenlerdeki

mutasyonlarla iliskili oldugunu gostermistir (Kramer, 1998; Jena ve ark., 2002).
2.7. Stereolojik Yontemler

Stereoloji, mikroskobik yapilarin ve diger 3B cisimlerin geometrik 6zelliklerini, onlarin
kesitlerinden yola ¢ikarak sayisal veriler seklinde ifade edilmesi ile ugrasan bir bilim dalidir.
Objelerin sayisal veriler sekline doniistiiriilebilen geometrik 6zellikleri; hacim, yiizey alani,
uzunluk ve sayr (adet) olmak iizere dort grup altinda incelenir. Stereolojide objenin bu
ozellikleri sonda (probe) adi verilen dort ayr ara¢ ile hesaplanir. Bunlar; noktalar, ¢izgiler,
diizlemler ve disektor(hacimler)diir. Stereolojide, objelerin geometrik ozellikleri yine
geometrik 6zellikte olan sondalarla belirlenir. Farkli boyutlardaki geometrik sondalar objelerin
farkli geometrik 6zelliklerine duyarlidirlar. Benzer sekilde objelerin sahip olduklar1 dort adet

geometrik 6zelligin her biri i¢in duyarli olan ayr1 bir sonda vardir.

Tablo 1: Stereolojik sondalar ve objelerde duyarli olduklari geometrik 6zellikler

Sonda Disektor(3B) | Diizlem(2B) Cizgi(1B) Nokta(0B)

Ozellik Say1(0B) Uzunluk(1B) | Yiizey(2B) Hacim(3B)




1B 0B

Sekil 6. Iki boyutlu kesitlerle yapilan orneklemelerde ortaya ¢ikan boyut azalmasi
(http://stereoloji.blogspot.com.tr/p/stereoloji-nedir. html. Erisim tarihi: 25.11.2015).

Herhangi bir yapi, iki boyutlu bir diizlemle kesismesi durumunda, normalde ti¢ boyutlu
uzaydaki n boyutlu yapisina bagl olarak, “n-1" boyutlu bir kesisim (izdiisiim) verir (sekil 6).
Dolayisiyla iki boyutlu kesitlerde, hacme sahip 3 boyutlu yapilar iki boyutlu alanlar; iki boyuta
(en ve boy) sahip alanlar tek boyutlu ¢izgilerve tek boyutlu ¢izgiler ise boyutsuz (sifir boyutlu)
noktalar olarak drneklenirler. Bu durum biyolojik dokulara uyarlanacak olursa: Bir hiicre (3
boyutlu), kesitte bir alan; bir zar bir ¢izgi (¢ekirdek zar1 gibi) ve (tam olmasa da ideal anlaminda
bir ¢izgi olan) bir fibril de bir nokta olarak ortaya ¢ikacaktir. Bu prensibe gore boyutsuz (sifir
boyutlu) varliklar, iki boyutlu kesitlerle Orneklenemezler. Sayr kavrami da, boyutsal
ozelliklerden bagimsiz (yani sifir boyutlu) oldugundan, iki boyutlu kesitlerden faydalanilarak,
dogrudan say1 kavramina ulagsmak imkansizdir. Say1 ancak ii¢ boyutlu bir 6rnekleme sondasi

ile orneklenebilir.

S6zgelimi, bir yapi icerisinde bulunan "a" tipi bir tanecigin (6rnegin beyinde bulunan
ndronlarm) sayisini belirlemek istedigimizde, bunu dogrudan "a" taneciklerini igeren bir
yapidan alinmis iki boyutlu bir kesit lizerinde gergeklestiremeyiz. Ciinkii, taneciklerin

kesitlerde ortaya c¢ikan izdiisiimleri, onlarin biiyiikliikleri, kesit alma yoniine dik olan



uzanimlari, hacimleri vb. gibi faktorlerle yakindan iliskilidir. Biiylik tanecikler, kiicliklere gore
daha biiytik bir ihtimalle kesit diizlemi tarafindan kesilme sansina sahipken, daha kii¢lik olan

tanecikler daha az izdiisiim verme sansina sahiptir (Sekil 6).

Sekil 7. Taneciklerin yoneliminin kesitlerle 6rneklenme sansina etkisi (http://stereoloji.
blogspot.com.tr/p/stereoloji-nedir.html. Erisim tarihi: 25.11.2015).

Birbirine paralel ve esit aralikl1 kesitlere ayrilmis olan bir referans hacim igerisindeki iki
partikiilden biiylik olani, kiigiik olana gore daha fazla kesit tarafindan 6rneklenme sansina
sahiptir. Dolayistyla, biiyiik partikiil daha fazla kesitte izdiigiimleri ile temsil edileceginden,
kesitlerde ortaya ¢ikan partikiil izdiisiimlerinin sayisinin ger¢ek partikiil sayisiyla dogrudan bir
iliskisinin olmadig1 agiktir (sekil 7).



Sekil 8. Tanecik bilyiikligiiniin 6rneklenme sansina etkisi (http://stereoloji.blogspot.com.
tr/p/stereoloji-nedir.html. Erisim tarihi: 25.11.2015).

Sonda ile objenin geometrik 6zelliklerini belirleyebilmek i¢in ilgili sonda 3B ortamda
ilgilenilen objeye rastgele uygulanir ve aralarindaki etkilesim belirlenir. Bu eykilesim
sonucunda elimize primer veri elemanlar1 gecer. Sondanin 3B ortamda objeye uygulanmasi
pratik olarak miimkiin olmayacagi i¢in bu islem objeden alinan kesitlerde gerceklestirilir.
Sondanin objeye uygulanmasi ile olusan primer veri sondanmn boyutuna gore degisir. Ornegin
sonda olarak disektdr kullandiysak bu durumda primer verimiz partikiil uglaridir, yapilacak is
de bunlarin sayilmasidir. Eger noktalardan olusan bir sonda kullandiysak bu durumda
sondadaki noktalar ile objenin kesisimleri verimiz olur. Yapilacak is yine bu kesigsimlerin

sayllmasidir.
2.7.1. Referans hacminin hesaplanmasi (Cavalieri metodu)

Stereolojide objelerin geometrik Ozelliklerinden biri olan hacim, ona duyarli olan
noktalardan olusan bir test sondasi ile hesaplanir. Noktalar ile hacim hesabi, stereolojide en sik
kullanilan ve anlagilmasi en kolay olan 6l¢iim teknigidir. Bu teknik ile izole durumda olan
herhangi bir objenin hacmi hesaplanabilecegi gibi, bagka bir yap1 veya matriks igerisinde yer

alan yapilarin hacimleri de hesaplanabilir. Noktalar ile hacim hesabinin esasi suna dayanir: Bir



yap1 boslukta ne kadar yer kapliyorsa o kadar fazla nokta icerebilir. Hacmi azaldikca igerdigi

nokta miktar1 da azalir.
2.7.2. Hacim fraksiyonu (yogunlugu)

Hacim fraksiyonu, iki hacmin orani olarak tarif edilir. Bu iki hacim, ilgilendigimiz
referans hacmi igerisinde yer alan iki ayr1 yap1 hacminin oran1 olabilecegi gibi, referans hacmi
ile icerdigi bu yapilardan birinin hacminin oran1 da olabilir. Vysembolii ile gosterilir. Buna gore
ilgilendigimiz bir elemanin hacim fraksiyonu, o elemanin hacminin igerisinde bulundugu

referans hacmine oranidir. Su sekilde gosterilir:

Referans hacmindeki eleman hacmi

Vv (eleman, ref) =

Referans hacmi

Buradaki Vv sembolii hacim fraksiyonunu gosterirken, parantez igindekiler ile de bu
fraksiyonun hangi referans hacmindeki hangi elemana ait oldugu belirtilir. Hacimlerin yerine
kesitlerde referans hacmi ile ilgili eleman iizerine rastgelen noktalarin oranlarmin da ayni
esdegere sahip oldugu bulunmustur. Bunun i¢in yapilmas: gereken sadece kesitler {izerine
belirli araliklarla noktalar iceren bir gritin rastgele birakilmasi ve ilgili eleman ile referans
hacmine rastgelen noktalarin sayilip oranlanmasidir. Bu durumda da hacim fraksiyou i¢in Pp

(eleman, ref) ifadesi kullanilir. Yani:

Eleman profillerine rastgelen nokta sayist

Vv (eleman, ref) = Py (eleman, ref) =

Referans profiline rastgelen nokta sayist

Hacim fraksiyonu sadece bir orandan ibaret oldugu igin biyolojik yapilarda dogrudan
anlam ifade eden bir parametre olarak kullanilmazlar. Ciinkii eleman yogunlugundaki bir
degisim dogrudan 1ilgili elemandaki bir degisiklikten kaynaklanmayabilir. Bu nedenle hacim
fraksiyonunun mutlak bir deger olan toplam hacim seklinde ifade edilmesi gerekir. Bunun igin
hacim fraksiyonu ayrica hesaplanmis referans hacmi ile ¢arpilir. Sonucta ilgili elemanin o

referans hacmindeki toplam hacmi elde edilir (Korkmaz ve ark., 2002).

V (eleman) = V(referans) x V(eleman, ref)



3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismanin analizleri, Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim
Dal1 Enzimoloji Labaratuvart ve Histoloji Anabilim Dali Isik Mikroskobu Labaratuvari’nda
yapilmistir. Deneyler Yiiziincii Y1l  Universitesi Deney Hayvanlari  Unitesinde

gergeklestirilmistir.

Calismada baslangic agirliklart 250-300 g arasinda degisen Wistar tiirii albino erkek
sianlar kullanilmistir. Hayvanlarin temini Yiiziincii Y11 Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesi
tarafindan yapilmistir. Sicanlar arastirma siiresince polikarbonat kafeslerde, her kafeste en fazla
6 hayvan olacak sekilde tutulmustur. Deney siiresince tiim sicanlar standart sican yemi ile
beslenip, ¢esme suyu igirilmistir. Hayvanlar bu siire i¢erisinde su ve yem ag¢isindan herhangi
bir sinirlandirmaya maruz birakilmamislardir. Muhafaza edildikleri oda, 12 saat aydinlik - 12
saat karanlik olacak sekilde standartlar dahilinde ayarlanmistir. Ayrica laboratuvarin oda
sicaklig1 termometre, nemi ise higrometre ile dlgiilerek sicakligin 23+1 °C ’yi agsmamasi i¢in

laboratuvar siirekli olarak aspirator ile havalandirilmistir.

3.1. Deney gruplarimin olusturulmasi

Caligsmada olusturulan toplam 5 grup her grupta 6 adet sigan olacak sekilde asagidaki gibi
islemlere tabi tutulmustur.

1. Kontrol grubu: Bu gruptaki hayvanlara herhangi bir muamele yapilmadi.

2. UVB grubu: Bu gruptaki hayvanlar 30 giin boyunca, giinde 2 saat siireyle 30 cm
uzakliktan UVB (0.22 j/cm?)'ye maruz birakilda.

3. AS grubu: Bu gruptaki hayvanlara 150 mg/kg AS giin asir1 olarak verildi.

4. UVB + AS (100 mg/kg) grubu: Bu gruptaki hayvanlar 30 giin boyunca, giinde 2 saat
siireyle 30 cm uzakliktan UVB'ye maruz birakildi. Buna ilaveten s6z konusu hayvanlara UVB

uygulamasindan 6nce 100 mg/kg AS oral yolla giin asir1 olarak uygulanda.

5. UVB + AS (200 mg/kg) Grubu: Bu gruptaki hayvanlar 30 giin boyunca, giinde 2 saat
stireyle 30 cm uzakliktan UVB'ye maruz birakildi. Buna ilaveten s6z konusu hayvanlara UVB

uygulamasindan 6nce 200 mg/kg AS oral yolla giin asir1 olarak uygulandi.



Biitiin gruplardaki sicanlara standart diyet (protein % 24, lysine % 1, metionin % 0,6 ,
sistein % 0,4, seliiloz % 7, NaCl % 1, kalsiyum % 1-2 ve enerji 2650 kcal/kg) verilerek deney

sirasinda su almalarina izin verildi.
3.2. Deney hayvanlarinin traslanmasi

Deney hayvanlari sinbo marka tras makinasi ile sirt bolgelerinden yaklasik 15 cm?’lik
alan1 kapsayacak sekilde tras edildi. Traslama islemi ¢alismanin baslamasindan bir giin 6nce
yapild1 ve bunu takiben ¢alismanin devam ettigi 30 giin i¢erisinde haftada bir kez olmak sartiyla
toplanda ¢aligma boyunca bes kez deney hayvanlari traglandi. Uygulama gruplarinin yaninda
kontrol grubu da olas1 standart sapmay1 bertaraf etmek icin aynit muameleye maruz

brrakilmastir.
3.3.Analizlerde kullamlan kit ve kimyasallar

Kitler: TAS 6l¢tim kiti (Rel Assay Diagnostics LOT:NR14047A), TOS 6l¢iim kiti (Rel
Assay Diagnostics LOT:RL0004), Apoptotic DNA Ladder kiti (Roche Applied Science)

Kimyasallar: % 1,0’lik normal melting point (NMP) agaroz Jel, % 0,7’lik low melting
point (LMP) agaroz jel, etilendiamin tetraasetik asit (EDTA), triton X-100, sodyum hidroksit,
etidyum bromid, TAE buffer, AS.

3.4. Analizlerde kullanilan cihazlar ve malzemeler

Radwag AS 220/X hassas terazi, TTS 3 digital yellow line vorteks, Orion 3 star pH metre,
Aurigo cerrahi set, Bandelin Sonopuls ultrasonic homojenizator, Hettich Universal 320R
sogutmali santrifiij, otomatik pipet Socorex Swiss Brand, Siemens derindonduruculu buzdolabs,
Genesys 10 uv Scanning spektrofotometre, WiseStir MSH-20A - Digital Magnetic Stirrer,
Heidolph Silent Crusher M (manyetik homojenizator), Zeiss Axioskop 40 mikroskop, Canon
EOS Rebel XS /ds 126 191 EOS fotograf makinasi, Wiseven Fuzzy Control System etiiv, The
Leica RM2125 Microtom cihazi, Thermo Shandon sicak su havuzu, Kunz instruments Paraffin
Dispenser WD-4, Elga Reservoir saf su cihazi, Biored yatay elektroforez sistemi, Nikkon
marka epifloresan mikroskop ve symentac marka jel goriintiileme sistemi ¢aligma esnasinda

kullanilmustir.



3.5. Etkinligi arastirllan molekiillerin uygulanmasi

AS: Caligmamizda UVB uygulamasindan 30 dk once, 4.gruptaki hayvanlara 100 mg/kg
ve 5.gruptaki hayvanlara 200 mg/kg AS oral yolla giin asir1 olarak verildi. Ugiincii gruptaki
hayvanlara ise giin asir1 olarak 150 mg/kg AS oral yolla verildi.

3.6. UVB’nin uygulanmasi

126 cm boy, 30 cm ylikseklik ve 65 cm eninde ratlarin standart kafeslerinin rahatlikla
sigdirilabilecegi biiylik bir kafes (ahsap) tasarlandi. Yaptirilan bu ahsap kafesin iist kismina
Philips markal1 UVB (20W) lambas1 monte edildi. 30 giin boyunca, giinde 2 saat siireyle 30 cm
uzakliktan UVB 1511 ratlara uygulandi. Gerekli koruyucu onlemler alinarak deney siiresince

ratlarin genel durumlari kontrol edildi.

Sekil 9. Deney hayvanlarina UVB 1sininin uygulanmasi (A: UVB kabininin bos hali. B: UVB
kabinine kafeslerin konmus hali).

3.7. Kan ve doku orneklerinin hazirlanmasi

Kan ve doku drneklerinin alinmas1 amaciyla biitiin gruplardaki hayvanlara, AS ve UVB
uygulamasi yapildiktan 24 saat sonra her si¢an i¢in 100 mg/kg ketamin dozu i.p olarak enjekte
edilerek anestezi uygulandi. Kan dokusu 6rnekleri genel anestezi altinda hayvanlarin kalbinden

enjektorler yardimiyla alinip EDTA’D1 tiiplere aktarildi. Toplanan deri dokusu ornekleri ise %



0.9’luk fizyolojik suda yikama isleminden gegirilerek laboratuvarda inceleme zamanina kadar
-75 °C’de derin dondurucuda tutuldu. TAS ve TOS spektrofotometrik yontemle daha sonra elde

edilen doku siipernatantlarinda 6l¢iildii.

Doku homojenatlarinin hazirlanmasi: Deney sonrast derin dondurucuda bekletilen deri
dokusu orneklerinden 0.1 g doku alinarak iizerine 1900 pul soguk fosfat tamponu (PBS) ilave
edilidi. Elde edilen karisim soguk tutulmak kaydiyla yalasik 1 dakika mekanik (Heidolph
marka) daha sonra 30 saniye ultrasonik homojenizatérde (Bandelin marka) homojenize edildi.
Elde edilen homojenatlar uygun deney tiipleri i¢erisinde sogutmali santrifiijjde 6000 rpm’de +4
°C sicaklikta 30 dk santrifiij edildi. Daha sonra elde edilen siipernatantlar spektrofotometrik

analizler i¢in kullanildi.
3.8. Analizlerin Yapilmasi
3.8.1. TAS ol¢iim tayini

TAS 6l¢iimii i¢in Rel Assay Diagnostics marka kit kullanilmistir. Kit prosediiriinde
belirtildigi gibi spektrofotometre cihazinda 660 nm’de O6l¢iim yapilmistir. Reaksiyon hizi
standart yontem olan Trolox ile kalibre edilmektedir. Birimi Trolox Equivalent/L’dir (Erel,

2004).
3.8.2. TOS ol¢iim tayini

TOS ol¢limii igin Rel Assay Diagnostics marka kit kullanilmigtir. Kit prosediiriinde
belirtildigi gibi spektrofotometre cihazinda 530 nm’de dlgiim yapilmistir. Birimi pmol H20;
Equivalent/L’dir (Erel, 2005).

3.8.3. OSI’nin hesaplanmasi

0S1, TOS’un TAS’a oran1 olarak degerlendirildi. OSI birimi AU (Arbitrary Unit) olarak
kabul edildi (Kdsecik ve ark., 2005).

3.8.4. Apoptotik DNA ladder (DNA Fragmentasyonu) yontemi ile apotozun tespiti

Genomik DNA fragmantasyonu 6liime giden bir hiicrenin kesin kanit1 oldugundan bu

yontem onemlidir (Compton ve Cidlowski, 1986). Bu yontemde apoptotik hiicre kitlesi



baglayici lizis tamponu ile esit hacimde inkiibe edilir. Daha sonra kolayca cam iplikli ortii ile

kapl tiip filitrelerden gegirilir. Santifiiriij ile DNA Lysate bilesiklerinden cam fibrilli ortiiye

baglanarak ayrilir. Yikamadan sonra DNA filtreli tiipten kurtarilir ve jel lizerinde yiiriitiiliir

(Altunkaynak ve Ozbek, 2008).

Calismamizda;

e 1,89 agarose
e 150 ml TAE (Tris-Acetate-EDTA )
e 10 pl EtBr (ethidium bromide)

Mikrodalga firinda kaynayip biraz soguduktan sonra jel tankina dokiiliip hazirlandi.

Apoptotic DNA Ladder Kit ile apoptozis analiz edildi. izole edilen apoptotik DNA

fragmentleri. Jel elektroforezinde incelendi.

40-50 mg doku alind1.

Alinan dokular 1/10 oraninda lizis buffer eklendi ve homojenize edildi.
Ornekler 6000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi.

Her 6rnekten 100 pl supernatant 6nceden hazirlanan tiiplere aktarildi.
Her tiipe kitten 200 pl lysis buffer eklenip inkiibe edildi.

Her tiipe 100 pl izopropanol eklendi ve filtreli tiiplere aktarildi.

Filtreli tiipler 8000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi.

Filtreli tiiplere 500 pl washing buffer eklendi ve tekrar 8000 rpm de 1 dakika santrifiij

edildi alttaki s1vi dokiildii ve islem tekrarlandi.
Tiipler santrifiijden ¢ikartilmadan 13000 rpm de 10 saniye santriiij edildi.

Yeni tiiplere aktarildi ve 70 °C desu banyosunda her tiipe 1sitilmis 200 pl elution
buffer eklendi ve 8000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi.

Ependorf tiipte biriken sivi kullanilarak 155 voltta 45 dakika boyunca jelde
yuizdiiriildi.



3.8.5. Comet assay (alkali mononiikleer hiicre elektroforezi) yontemi ile

antigenotoksisite tayini

Comet assay; hizli, basit ve hiicresel diizeyde uygulanmasi kolay, genotoksisite ve olast
endojen DNA hasarini iyi tanimlayan bir tekniktir. Bu teknik, hasar gormiis DNA'nin
elektroforez ile ¢ekirdekten salinmasi prensibine dayanir. Eger DNA kirik igeriyorsa, hasarl
DNA, ¢ekirdekten anoda dogru go¢ etmekte ve etidyum bromid gibi fluoresan baglayici bir
boya ile boyandiklarinda bu hasarli hiicreler, kuyruklu yildiz (comet) benzeri goriiniim
almaktadir. Bu ¢alismada; Singh ve ark. (1994) tarafindan gelistirilen comet metodu modifiye
edilerek uygulandi.

Mononiikleer Lokositlerin Seperasyonu: Heparinli tliplere alinan kan orneklerinden
mononiikleer 16kosit hiicreleri izole edildi. Bir tiipe 500 ul histopaque—1077 (ficol) iizerine 500
ul heparinize kan yavasga konup 2100 rpm ve 25 °C’de 30 dakika santrifiij edildikten sonra,
orta tabakada biriken monontikleer 16kositler pipet yardimiyla alinip bir ml fosfat tamponu
(pH=7.4) ile karistirildiktan sonra 1600 rpm ve 25 °C’de 10 dakika santrifiij edildi. Ustteki

siipernatan atilip fosfat tamponu ile siispanse edilip kullanildi.

1. % 1,0 ‘lik NMP agaroz jel hazirlanarak 100 pl jel kenarlar1 buzlanmis lam {izerine
damlatild1 ve izeri lamel ile kapatilip buzdolabinda (2-4 °C) 5 dakika bekletildikten sonra

lamelleri kaldirildi.

2. Hazirlanan lamlar nemli kutularda bekletilip PBS ile mm?®” te 104 hiicre olacak sekilde
diliie edilmis mononiikleer hiicrelerden 10 pl almip 80 pl % 0,7’lik low melting point (LMP)
agaroz jel (37 °C) ile karigtirilarak birinci tabaka tizerine tabakalandirilip, lamel ile kapatilarak
buzdolabinda donmasi i¢in 5 dakika bekletildi.

3. Agaroz jel kuruduktan sonra slaytlar yaklasik bir saat siire ile yiiksek konsantrasyonda
tuz ve deterjan igeren soguk lizis soliisyonunda(100 mM EDTA, 2,5 M Sodyum klorid, 10 mM
trizma base) bekletilerek hiicre ve cekirdek zari lizise ugratildi. Lizis buffer’a ¢alismadan
hemen 6nce % 1 oraninda triton X-100 ve % 10 oraninda DMSO karistirilip sogutulduktan

sonra kullanildi.

4. Elektroforezde yiiritmeden 6nce DNA zincirlerinin ayrilmasi igin slaytlar alkali

elektroforez tamponunda (ImM EDTA, 300 mM sodyum hidroksit ve pH= 13) 30 dakika



inkiibasyona birakildiktan sonra 300 mA, 17 volt’luk elekriksel alanda ve 5-25 °C’de 30 dakika
yiritildd.
5. Elektroforezde yiirlitme islemi tamamlandiktan sonra alkali tampon ¢dzeltisini

ortamdan uzaklastirmak i¢in slaytlar 3 dk siire ile 3 kez nétralizasyon tamponu ile (0.4 M Tris-

HCL, pH 7.5) yikandu.

6. Notralizasyon islemi tamamlandiktan sonra boyama islemine gegildi. Boyama islemi
icin floresan boya olan etidyum bromit boyasi (5 pg/ml) kullanildi. Her bir slayt i¢in 80 uL
boya slayt lizerine damlatildiktan sonra lamel ile iizeri kapatilarak 20 biiyiitmeli floresan
mikroskop ile (Eksitasyon DB: 546 nm, Emisyon DB: 580 nm) 50 adet DNA goriintiisii
degerlendirildi.

7. Bu yontemde DNA migrasyonu viziiel olarak degerlendirildi. Olusan hasarin
derecesine gore DNA’lar bes kategoriye ayrildi. Hi¢ hasar bulunmayan DNA’lar Class 0,
maksimum hasar olan DNA’lar ise Class 4 olarak degerlendirildi. Degerlendirilen 50 hiicreye
ait DNA’lardaki hasar dereceleri tespit edilip ¢ikan sonug 2 ile carpilip, degerlendirme 100

tizerinden yapild.
3.9. Stereolojik incelemeler

Deney hayvanlarindan alian deri dokusu 6rnekleri % 10°luk tamponlu formalinde tespit

edildikten sonra parafin bloklara gdmiilerek mikrotomla 4 um’lik kesitler alindi.

Histolojik caligmalar, genel olarak cesitli organlardan doku kesitleri alinarak bu
orneklerin histolojik yonden degerlendirilmesini kapsamaktadir. Histolojide, Oncelikle
organizmanin en kii¢lik canli birimi olan hiicrenin temel yapisal 6zellikleri ve fonksiyonlari
incelenmektedir. Bunu takiben doku, organ ve sistemlerin mikroskobik yapis1 ele alinmaktadir.
Isik mikroskopide kullanilan histoloji teknigi 15181 geciremeyecek kadar kalin olan dokulardan
15181 gecirebilecek incelikte kesitler almak ve canlida renksiz olan doku unsurlarini boyayarak
mikroskop altinda goriilebilir hale getirmektir. Calismamizda bu esasa dayanarak iglemler

yapildi.



Histoloji laboratuarlarinda dokularin incelenmek iizere hazirlanmasi i¢in yapilan gereken

islemler genel olarak yedi asamadan olusur. Bunlar;

Tespit (Fiksasyon)

Suyunu alma (Dehidratasyon)
Saydamlagtirma

Parafinle muamele (Parafinizasyon)
Blok hazirlama

Kesit hazirlama ve

Boyama islemleridir.

Tespit isleminde oncelikli olan, dokuyu olabildigince hizli bir sekilde ve bozmadan sabit

hale getirmektir.

3.9.1. Tespit

Tespit isleminde amaca gore farkli soliisyonlar kullanilir. Genel olarak en ¢ok kullanilan

soliisyon formalin soliisyonudur. Ideal tespit igin % 10’luk konsantrasyonda kullanilmasi

yeterlidir. Formalin disinda kullanilan diger bazi soliisyonlar sunlardir:

%?2’lik gluteraldehit soliisyonu
%70-90 etanol solusyonu
Bouin solusyonu

Zenker soliisyonu

Ideal bir tespit igin; Dokunun hacminin 10 kati miktarda tespit soliisyonuna gereksinim

vardir.

Biz ¢alismamizda % 10’luk formalin soliisyiinu kullandik.

3.9.2. Suyunu alma (Dehidratasyon)

Dokularin mikrotom yardimiyla birka¢ mikron kalinliginda kesilebilmesi, dokunun sert

olmasi halinde miimkiin olur. Bu amagla 6ncelikle doku i¢indeki suyun alinip su yerine alkoliin

gecmesi saglanmalidir. Daha sonra alkol alinip yerine ksilol ve en son olarak ksilol alinip yerine

parafin gecirildi.



3.9.3. Saydamlastirma

Kesit alma 6ncesi uygulanan ikinci asama dokudaki alkolii alip yerine ksilol gegirme

islemidir. Ksilol yaglari eritilip ve doku saydamlastirir.

‘ Suyu cikart ve doku- ¢ozlicl ile yer degistir.

4

Ornegi plastik rezine icine gémiiliir.

| 50 %
:: etanol

100 %
etanol

10% Formalin

Sekil 10. Dehidratasyon serisi (http://www.dicle.edu.tr/Contents/c6a20279-52b8-4c4f-bfa2-
ba9fe2a400aa.pdf. Erigim tarihi: 15.10.2015).

3.9.4. Parafinizasyon

Bu asamada dokular kullanilan parafinin 6zelligine bagl olarak 58-65 °C sicakliktaki

parafin i¢inde en az 2 saat bekletilir. Boylece dokulardaki ksilol yerine parafin gegirilir.
3.9.5. Blok hazirlama

Sertlestirilen dokularin kesilecek yiizleri alt tarafa gelecek sekilde parafin igine

gomiilerek bloklar hazirlandi. Hazirlanan bloklar soguduktan sonra kesilmeye hazir hale gelir.



3.9.6. Kesit hazirlama

Icerisinde doku bulunan parafin blok, mikrotom olarak adlandirilan dilimleyici alete
monte edilerek kesilir. Calismamizda deri dokusu 4um kalinliginda her 40. kesit olmak {izere
yaklasik her bireyden toplam 6 adet kesit alind1. Bloktan kesilen kesitler 35 — 40 °C sicakliktaki
su banyosuna (benmari) atilir ve kesilme esnasinda kivrilan dokunun diizgiin bir sekilde
yayilmasi saglanir. Diizglin doku lam yardimiyla sudan alinir. Lamlar etiivde bekletilir. Bu

sirada doku i¢indeki parafin erir ve akar. Lam {lizerinde sadece doku kesiti kalir.

FREEZING MIKROTOM
donmus doku tutar ve
mekanik hareketi ile ince
kesitler alinmasini saglar.

Havuzda bulunan kesiti lam lizerine al. \

Sekil 11. Kesitlerin hazirlanmasi (http://www.dicle.edu.tr/Contents/c6a20279-52b8-4c4f-bfa2-
ba9fe2a400aa.pdf. Erigim tarihi: 15.10.2015).

3.9.7. Boyama

Lam iizerine alinan doku kesitinin boyanabilmesi i¢in oncelikle parafinden kurtarilmasi
gerekmektedir. Bu amagla preparatlar tlim parafini temizlemek ve dokuyu saydamlastirmak i¢in
lam tizerine aliman doku 30 dk 80 °C etiivde bekletildi. Etiivde ¢ikarilan preparatlar ksilol
serisinden (20 + 20 dk) gegirildi. Daha sonra absolute alkolden baslamak suretiyle alkol



serisinden (15 + 15 dk) gecirildi. Sonrasinda 3 dk suda bekletildi. Bundan sonra gerekli boyama

yontemleri uygulandi.

Tablo 2. Doku kesitlerinin alindiktan sonra Hemotoksilen-Eozin ile boyanma prosediirtii

1. ETUVDE 30 DK

2. XiLOL 20+20 DK
3. ALKOL 15+15 DK
4.SU 3DK

5. HEMATOKSILEN 1-3 DK
6.SU 3 DK

7. AMONYAK 3 DK
8.suU 3DK

9. EOZIN 2-5 DK
10. SU 3DK

11. ALKOL 10+10 DK
12. XiLOL 5+5 DK
13. MONTELEME

Boyanmamis parafin kesitlerde ¢ogu doku elemani renksizdir. Isik mikroskobu ile
histolojik yapiy1 ayirt etmek oldukga giictiir. Bu nedenle doku kesitlerinin boyanmasi gerekir.
Boyama, cesitli hiicre ve doku kisimlarinin boyalar1 farkli sekilde tutmalar1 esasina dayanir.
Histoloji ve patoloji laboratuarlarinda rutin olarak genellikle hematoksilen-eosin birlesik

boyama yontemi kullanilmaktadir.Biz de ¢alismamizda bu boyama yontemini kullandik.

Boyanan 6rnekler daha sonra entellan ad1 verilen 6zel bir madde ile kapatilarak kurumaya

birakildu.

Dokulardan alinan kesitler iizerinde uygulanan bu islemler dizisi neticesinde hazirlanan

preparatlar mikroskop altinda incelenmeye hazir hale gelmis olur.
3.9.8. Doku preparatlarinin incelenmesi

Hazirlanan doku preparatlari 151k mikroskobunda x40 sayisal agikligi 0.65 Zeiss
Achroplan 6zellikteki objektif kullanilarak fotograf alindi. Fotograf ¢ekimlerinde is yiikiinii
azaltmak amaciyla her doku preparatinda olglim cetvelindeki 64 karelik alandan 1 kare
fotograflandi. Daha sonra kesit goriintiisli noktali alan 6l¢tim cetveli kullanilarak total voliim

ve damar voliim hesab1 yapildi. Bunun i¢in SHTEREOM 1.3 Paket Stereoloji programindan



yararlanildi. Ilgili dokulara ait nokta sayilarindan yola ¢ikarak damarmn dermisteki voliim
fraksiyonu c¢ikarildi. Doku kesit sayisinin her birey icin yeterlilik testi olan Hata katsayisi
(Coefficient of Error; CE) uygun oldugu yaklasik 0.05 olarak tepit edildi, her gruptaki birey
sayisinin yeterlilik testi olan Varyasyon katsayist (Coefficient of Variation; CV) nin de 0.02

olarak uygun oldugu belirlendi (Tablo 5-6).
3.10. istatistiksel Analizler

Uzerinde durulan 6zellikler igin tanimlayici istatistikler, medyan, ortalama, standart
sapma, minimum ve maksimum deger olarak ifade edilmistir. Bu 6zellikler bakimindan gruplar1
karsilastirmada Kruskal-Wallis testi kullanilmistir. Onem derecesi biitiin testler igin p<0.01

olarak kabul edilecektir.



4 BULGULAR

UVB’nin deride olusturdugu oksidatif, genotoksik ve DNA hasarina karsi, AS’nin
koruyucu etkisini inceledigimiz bu ¢alismadan elde edilen bulgular tablolar ve grafikler halinde

kendi i¢inde basliklara ayrilmis sekilde asagida verilmistir.

Gruplar kontrol (K), UVB, AS 150 mg/kg (ASis0), UVB ve 100 mg/kg AS (UVB +
AS100), UVB ve 200 mg/kg AS (UVB + AS2q0) olarak adlandirilmstir.

4.1. Oksidatif Stres Belirteclerinin Analiz Bulgular

Deri dokusunda bakilan oksidatif stres belirteglerinin (TAS, TOS, OSI) tanimlayici

istatistikleri ve karsilastirmali sonuclar1 Tablo 3‘de verilmistir.



Tablo 3. Deri dokusunda &lgiilen TOS, TAS, OSI sonuglarinin gruplara gére dagilimi ve
istatistiksel veriler

Grup Medyan Ortalama St. Sap. Min. Mak. P
K 157.725 159.423b 25.371 131.710 205.320
TOS (umol uvB 201.630 219.208a 61.739 143.090 325.000
H.0,
AS150 155.285 148.508b 22.500 108.940 167.480 0.141

equivalent/L)

UVB+AS10 | 155.285 164.770b 25.539 141.460 200.000

UVB+ASz00 | 160.980 162.928b 26.949 128.460 200.000

K 64.235 62.800ab 18.477 35.000 85.000
TAS(mmol uvB 42.010 39.628¢ 11.893 23.470 54.580
trolox
. AS1s0 73.610 73.102a 14.860 54.440 94.310 0.011
equivalent/L)
UVB+ASw0 | 42.430 41.435¢ 13.936 21.810 59.440
UVB+ASx0 | 43.060 45.806bc 8.099 37.360 56.390
K 2.525 2.730bc 0.944 1.910 4.550
_ uvB 5.525 5.855a 1.968 3.690 8.870
OSi
(Arbitrary ASa1s0 2.005 2.117¢ 0.612 1.450 3.080 0.001
unit)
UVB+AS10 | 3.755 4.527ab 2.262 2.380 8.870
UVB+ASx0 | 3.470 3.568bc 0.255 3.370 4.010

Farkl1 harfi alan gruplar aras1 fark anlamlidir (p<0.01).
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Sekil 12. Deri dokusu TAS sonuglarinin grafigi (a: UVB, UVB + ASio0 ve UVB + ASz0
gruplarina gore fark anlamlidir, b: UVB, AS150 ve UVB + AS100 gruplarina gore fark anlamlidir,
c: K ve ASiso gruplarina gore fark anlamlidir).

K grubu ile mukayese edildiginde UVB verilen gruplarda TAS istatistiksel olarak anlamli
derecede (p<0.01) diiserken, AS1s50 grubunda anlamli (p<0.01) bir artis oldugu goriilmektedir.
AS verilen gruplar UVB grubuyla kiyaslandiginda ise TAS seviyesinde anlamli olmayan
(p>0.05) artig goriilmektedir (Sekil 12).
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Sekil 13. Deri dokusu TOS sonuglarinin grafigi (a: K, UVB + ASis0, UVB + AS100 Ve UVB +

AS200 gruplarina gore fark anlamlidir, b: UVB grubuna gore fark anlamlidir).

Sekil 13’ye gére UVB grubuna ait TOS degeri diger biitiin gruplara gore anlamli derecede

(p<0.01) yiiksektir. AS gruplarinda ise UVB grubuna gére TOS degerinde anlamli derecede

(p<0.01) disiisler saptanmustir.
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Sekil 14. Deri dokusu OSI degerlerinin grafigi (a: K, UVB + ASis0 ve UVB + ASzqo gruplarina
gore fark anlamlidir, b: UVB ve ASi50 gruplarina gore fark anlamlidir, ¢: UVB ve UVB + AS100
gruplarina gore fark anlamlidir.)



OSI degerleri bakimindan gruplar karsilagtirildiginda UVB grubunda K’ya gore anlaml

(p<0.001) bir artis, AS150 ve UVB + ASzo0 gruplarinda ise UVB grubuna gore anlamli diisiisler

(p<0.001) goriilmektedir (Sekil 14).

4.2. Antigenotoksik Etkilerin Analiz Bulgular

Kanda comet assay yontemi ile belirlenen antigenotoksik etkilerin karsilagtirmali

bulgular verilmistir.

Tablo 4. Kanda comet assay sonuglarinin gruplara gore dagilimi ve istatistiksel veriler

Grup Medyan Ort. St. Sap. Min. Mak. P
K 12.50d 13.50 4.18 9.00 21.00
uvB 52.00 a 51.00 11.78 31.00 66.00

COMET
ASis0 25.00c 23.33 6.98 14.00 32.00 0.001
UVB+AS100 33.50b 36.00 6.48 30.00 46.00
UVB+AS;00 23.00c 23.20 4.15 18.00 29.00

Farkli harfi alan gruplar arasi fark anlamlidir (p<0.05).




COMET ASSAY SONUCLARI
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Sekil 15. Kanda comet assay diizeylerinin grafigi (a: K, AS1s0, UVB + AS100 Ve UVB + AS200
gruplarina gore fark anlamhidir, b: K, UVB, ASis0 ve UVB + ASzo gruplarina gore fark
anlamlidir, ¢: K, UVB ve UVB + ASio gruplarina gore fark anlamlidir, d: UVB, ASis0, UVB
+ ASi100 Ve UVB + ASzq0 gruplarina gore fark anlamlidir.)

Sekil 15°e gore UVB grubuna ait comet degeri diger biitiin gruplara gére anlamli derecede
(p<0.001) yiiksektir. AS1s0, UVB + AS100 ve UVB + ASz00 gruplarinda ise UVB grubuna gore
anlamli diisiisler (p<0.001) goriilmektedir.



4.3. Kan Dokusu Apoptoz Goriintiisii

Sekil 16. Kan dokusu apoptoz goriintiisii (M: markir, 1-3. bant: UVB+AS100, 4-6.bant: ASiso,
7-9.bant: UVB+AS200, 10-12.bant: UVB, 13-14.bant: kontrol).

Sekil 16 analiz edildiginde K grubuna ait 13-14 nolu bantlarda neredeyse hi¢ DNA kirig1
olmadig goriilmektedir. Ayn1 zamanda UVB verilmeyen AS1s0 grubuna ait 4-6 nolu bantlarda
da ¢ok az DNA kirigina rastlanmistir. Sadece UVB’nin uygulandigi gruba ait bantlarda (10-12)
kirik sayisi en fazla olup, UVB+AS 100 mg/kg ve UVB+AS 200 mg/kg gruplarina ait 1-3 ve
7-9 nolu bantlarda hasarin tedavi edildigi yani UVB grubuna gore kiriklarin azaldig tespit

edilmistir.



4.4. Stereloji Analiz Bulgular

Stereolojik yontemlerle elde edilen sonuglar ve karsilastirmali istatistiksel veriler Tablo

7°de verilmisgtir.

Tablo 5. Deri dokusu stereoloji sonuglarmin gruplara gére dermis total hacim CE ve CV
degerleri

GRUP ADI | SICANNO TOTAL CE Ccv TOTAL Ccv
NOKTALAR VOLUM
K 1 517 0.043 0.05273 186120000 | 0.05271
2 544 0.042 195840000
3 580 0.041 208800000
4 505 0.044 181800000
5 525 0.043 189000000
6 576 0.041 207360000
uvB 1 799 0.035 0.10512 287640000 | 0.15017
2 657 0.038 236520000
3 750 0.036 270000000
4 567 0.041 204120000
5 704 0.037 253440000
6 727 0.036 261720000
UVB+ASiso |1 788 0.035 0.08027 283680000 | 0.08029
2 614 0.040 221040000
3 696 0.037 250560000
4 770 0.035 277200000
5 759 0.036 273240000
6 722 0.037 259920000
UVB+ASio |1 719 0.037 0.14411 258840000 | 0.14414
2 631 0.039 227160000
3 705 0.037 253800000
4 651 0.039 234360000
5 919 0.032 330840000
6 616 0.040 221760000
UVB+ASxo |1 801 0.035 0.12327 288360000 | 0.12335
2 535 0.043 192600000
3 761 0.036 273960000
4 667 0.038 240120000
5 663 0.038 238680000

Calismamizda Stereoloji sonuglarinin CV degerleri hesaplanarak birey sayisina bagl

yeterlilik belirlenmistir. Belirlenen bu yeterlilik ¢alismamizin glivenilirligini arttirmistir.



Tablo 6. Deri dokusu stereoloji sonuglarinin gruplara gére dermis damar hacminin CE ve CV

degerleri
GRUP ADI | SICAN NO DAMAR CE Ccv DAM.AR cv
NOKTALAR VOLUM
K 1 129 0.095 0.29565 | 825600 029619
2 48 0.153 307200
3 113 0.098 723200
4 73 0.118 467200
5 102 0.105 652800
6 80 0.113 512000
uvB 1 547 0.046 0.41772 3500800 0.41841
2 233 0.067 1491200
3 263 0.069 1683200
4 339 0.060 2169600
5 130 0.089 832000
6 315 0.057 2016000
UVB+ASiso | 1 1166 0.043 0.53144 | 7462400 053144
2 427 0.032 2732800
3 373 0.049 2387200
4 443 0.053 2835200
5 286 0.048 1830400
6 593 0.059 3795200
UVB+ASi0 |1 403 0.054 0.61734 | 2579200 0.61775
2 674 0.044 4313600
3 1098 0.034 7027200
4 239 0.066 1529600
5 265 0.062 1696000
6 295 0.062 1888000
UVB+AS20 | 1 813 0.036 0.20943 5203200 0.20955
2 396 0.053 2534400
3 603 0.043 3859200
4 569 0.043 3641600
5 540 0.045 3456000

Caligmamizda Stereoloji sonuglarmin CV degerleri hesaplanarak birey sayisina bagh

yeterlilik belirlenmistir. Belirlenen bu yeterlilik ¢alismamizin giivenilirligini arttirmistir.




Tablo 7. Deri dokusunda stereolojik damar hacmi (um?®) sonuglarinin gruplara gére dagilimi ve
istatistiksel veriler

Grup Medyan Ortalama St. Sap. Min. Mak. P
S
T K
E 32760000b 32700000 10609723.84 17280000 46440000
R
E uvB
104040000ab 109620000 50243284.92 46800000 196920000
O
L | ASwso
o 156600000a 197280000 114848915.01 102960000 419760000 0.006
J
. UVB+ASig0
I 125640000a 178440000 120752751.02 86040000 395280000
UVB+AS;0
204840000a 210312000 54091961.69 142560000 292680000
p<0.05 ise gruplar aras1 farkliliklar istatistiksel olarak anlamlidir.
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Sekil 17. Deri dokusunun stereoloji degerlerinin grafigi. Birim: um3 (a: K grubuna gére fark
anlamlidir, b: ASis0, UVB + AS100 Ve UVB + ASzo gruplarina gore fark anlamlidir.)

Stereoloji degerleri bakimindan gruplar karsilastirildiginda UVB grubunda K’ya gore

artis, ASis0, UVB + ASi00 ve UVB + ASp gruplarinda ise UVB grubuna gore artis

goriilmektedir (Sekil 17).
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Sekil 18. Doku kesitlerinin 1s1k mikroskobu goriintiileri (H&E Obj X 40: A-E) (A) K; (B) UVB,;
(C) UVB + ASis0; (D) UVB + ASiq0; (E) UVB + ASaoo.




5. TARTISMA VE SONUC

Giines diinya yiizeyinde 200-400 nm dalga boylarinda, genis spektrumda UV 1s1m1 yayar.
Bu 1ginlar UVA, UVB ve UVC olmak iizere ii¢ spektrumda izlenir. UVC; 200-280 nm dalga
boylarindaki giines 1sin1dir. Karsinojenik olup statosferdeki molekiiler oksijen tabakasi ve ozon
tabakasi tarafindan asorbe edilerek yeryliziine ulasmasi engellenirken, ozon tabakasinin
incelmesi ve delinmesi UVC ile ilgili endiseleri artirmaktadir. UVB; 280-320 nm, UVA,; 320-
400 nm dalga boylarindaki giines ismnlaridir. UVB 1sinmin biiyilk miktar1 statosferdeki
molekiiler oksijen tabakasi ve ozon tabakasi tarafindan absorbe edilirken, UVA 1sm1 bu
tabakalar tarafindan absorbe edilmez. Enerjisi en yiiksek olan 151mn UVC olup, daha sonra
sirastyyla UVB ve UVA’dir. Dalga boyu arttikga UV isinlarinin dokulara penetrasyonu
artmaktadir. Giintimiizde insanlarin yasantilar1 geregi giines 1sinlari ile temas siireleri uzamstir.
Yanlis giineslenme aliskanliklari, ozon tabakasinin incelmesi ve delinmesi ile UV 1sinlarinin
giines yanig1, deri yaglanmasi, immiinsiipresyon ve deri kanserleri olusturma gibi istenmeyen
etkilerinde belirgin artiglar gozlenmistir. Bu etkilerden en 6nemlisi insan viicudunun
immiinolojik mekanizmalarin1 etkileyerek, genlerde olusturduklart mutasyonlar ile deri
kanserlerine sebep olmalaridir (Akkayave Erturan; 2004). Calismamizda AS’nin UVB
uygulanmis siganlarin deri dokusu tizerindeki koruyucu etkisi sozkonusu dokuya ait TAS, TOS,
OSI degerleri izlenerek ve ayrica stereolojik yontemler kullamilarak belirlenmeye galisiimustir.
Buna ilaveten kan dokusunda AS’ninantiapoptotik ve antigenotoksik etkisi de arastirilmistir.

Bulgular asagidaki gibi degerlendirilmistir.

Caligmamizda K grubu ile mukayese edildiginde UVB verilen gruplarda TAS istatistiksel
olarak anlamli derecede diismiistiir. Bu durum literatiirle de uyumludur (Saeed ve Salmo, 2012).
TAS’1in diismesinin nedeni UVB’nin ROS’u arttirmasi olabilir (Piao ve ark., 2015). TAS
seviyesinde sadece ASiso grubunda anlamli bir artis oldugu goriilmektedir. Shidfar ve ark.
(2015)’mn yapmis oldugu calismada da AS’nin TAS seviyesini anlamli derecede arttirdigi
bildirilmistir. Bu artisin nedeninin AS’nin antioksidan etki gdstermesinden kaynaklandigini
diistinmekteyiz. Cilinkii Cavusoglu ve ark. (2011) AS’nin antioksidan aktivite gosterdigini
bildirilmistir. Bu da bizim ¢alismamizla uyumludur (Tablo 3, Sekil 12). AS’nin tedavi amagh
UVB ile birlikte verildigi gruplar sadece UVB’nin verildigi grupla kiyaslandiginda TAS
seviyesinde anlamli olmayan (p>0.05) bir artis goriilmiistiir (Tablo 3, Sekil 12).



Sekil 13’ye gére UVB grubuna ait TOS degeri diger biitiin gruplara gére anlaml1 derecede
yiiksektir (Tablo 3). Bizim ¢alismamizla uyumlu olarak daha 6nce yapilan bazi ¢calismalarda da
UVB radyasyonunun TOS'u arttirdig1 bildirilmistir (Pektas ve ark., 2013). Bunun nedeni olarak
UVB’nin oksidatif strese neden olmasi gosterilebilir (Sirerol ve ark., 2015). ASiso ve
UVB+AS200 gruplarinda ise UVB grubuna gore anlamh diisiisler goriilmiistiir (Tablo 3, Sekil
14). TOS seviyesindeki bu diisiis ulasabildigimiz literatiir ¢alismalarina gore ilk kez bizim
calismamizda tespit edilmistir. Bunun nedenini AS’nin oksidatif stresi azaltmasi olabilir.
Pourmoradian ve ark. (2014)’mn yaptiklar1 ¢alisma da AS’nin oksidatif stresi azalttig1 sonucunu

desteklemektedir.

OSI degerleri bakimindan ise gruplar karsilastirildiginda UVB grubunda K’ya gore
anlamli bir artig goriilmektedir. Literatiirde de bununla uyumlu ¢alismalar yapilmistir (Pektas
ve ark., 2013). UVB’nin ROS’u arttirmas1 OSi’nin artmasina neden olmus olabilir (Wu ve ark.,
2015). AS150 ve UVB+AS:00 gruplarinda ise UVB grubuna gore anlaml diisiisler gorilmektedir
(Tablo 3, Sekil 14). Bunun nedeni ise biiyiik olasilikla AS’nin antioksidan 6zellik gostermesidir
(Delkhoshe Kasmaie ve ark., 2014).

Sekil 15°e gore UVB grubuna ait comet assay sonucu diger biitiin gruplara gore anlamli
derecede yliksektir (Tablo 4). Bu sonug literatiirle de uyumludur (Janjetovic ve ark., 2014).
Calo ve ark. (2015)’1n yaptig1 ¢alismada da bu sonug¢ artmistir. Bu durumun UVB’nin DNA
hasarina yol agmasindan kaynaklandigini diisinmekteyiz. Ryu ve ark. (2015)’m yaptigi
calismada da UVB radyasyonunun DNA hasarina yol actig1 bildirilmistir. AS1s0, UVB + AS100
ve UVB + AS20 gruplarinda ise UVB grubuna gore anlamh diistisler goriilmektedir. AS’ nin
sebep oldugu bu diisiis ulagabildigimiz literatiir caligsmalarina gore ilk kez bizim ¢alismamizda
tespit edilmistir. AS’nin genotoksisiteye karst koruyucu etkisinin oldugu daha 6nce yapilan
caligmalarda bildirilmistir (Cavusoglu ve ark., 2009). Tablo 4 ve Sekil 15 de bu durumu

desteklemektedir.

p53 geni hem tiimdr baskilayict hem de apoptoz yoneticisi olarak gorev yapmaktadir
(Oltvai ve Korsmeyer, 1994). Gelismekte olan hiicrelerde DNA hasar1 ortaya ¢iktiginda, hiicre
dongiistinii G1 fazinda durdurmaktadir (Barr ve Tomei, 1994; Bellamy ve ark., 1995). Bu fazda
hiicre DNA onarim yoluna gider. Hasar ¢ok biiyiikse hiicre intihar eder. p53 islevinin yetersiz
oldugu hiicrelerde apoptoz gerceklesmeden veya DNA onarimi tamamlanmadan DNA

ciftlesmesi ile neoplasi gelisebilir (Lane, 1994; Symonds,ve ark., 1994). Caligmamizda kan



dokusunun apoptozis goriintiileri (Sekil 16) analiz edildiginde K grubuna ait 13-14 nolu
bantlarda neredeyse hic DNA kirig1 olmadigi goriilmektedir. Ayn1 zamanda UVB verilmeyen
AS150 grubuna ait 4-6 nolu bantlarda da ¢ok az DNA kirigina rastlanmistir. Sadece UVB’nin
uygulandigi gruba ait bantlarda (10-12) kirik sayist en fazla olmustur. Bu durumun nedeni
bliyiik ihtimalle UVB’nin apoptozu arttirmasidir (Ubels ve ark., 2015, Biiyiik ve ark., 2012).
UVB + AS 100 mg/kg ve UVB + AS 200 mg/kg gruplarmna ait 1-3 ve 7-9 nolu bantlarda ise
hasarin tedavi edildigi yani UVB grubuna gore kiriklarin azaldigi tesbit edilmistir. UVB + AS
100 mg/kg ve UVB + AS 200 mg/kg gruplarinda UVB grubuna gore kiriklarin daha az
olmasinin nedeninin olusan serbest radikallere kars1t AS’nin antioksidan 6zellik gostermesinden
kaynaklandigini1 diisiinmekteyiz. Ayrica Valiollahpoor Amiri ve ark. (2015)’in yaptig1 bir
calismada da AS’nin antiapoptotik 6zellik gosterdigi tespit edilmistir.

Stereolojik calismalardan elde edilen sonuglarda UVB grubunda K grubuna gore
vazodilatasyona bagli damar yogunlugunda artis gézlenmistir (Tablo 7, Sekil 18). Bu sonug
literatiirle de uyumludur (Gonzalez ve ark., 2015). Ayrica bizim ¢alismamiza uyumlu olarak
daha oOnce yapilan baska bir calismada da UV ve sicaklik maruziyetinin deride vaskiiler
dilatasyona sebep oldugu bildirilmistir (Ozkol ve ark., 2015). ASiso, UVB+ASi00 Ve
UVB+AS200 gruplarinda ise damar yogunlugunun UVB grubuna goére daha fazla arttig1 tespit
edilmistir. Bu artis verilen AS miktariyla dogru orantilidir (Tablo 7, Sekil 18). Bu sonug,
Olctiiglimiiz diger parametrelerle de uyustugundan, AS’nin vazodilatasyonu daha fazla
arttirmasinin tedavi yoniinde bir artis oldugunu diisiinmekteyiz. AS’nin vazodilatasyona sebep

oldugu Aslan ve ark. (2012)’1n yaptig1 bir ¢alismada da bildirilmistir.

Sonug olarak, bu g¢alisma AS ile yapilan tedavinin UVB’nin neden oldugu hasari
azalttigin1 ortaya cikarmistir. Burada elde edilen bulgularin desteklenmesi i¢cin daha ileri

caligmalara ihtiyag vardir.



OZET

Zorer B. Albino Siganlarda Ultraviyole B ile indiiklenmis Deri Hasari Modelinde An Siitiiniin
Antiapoptotik, Antigenotoksik ve Antioksidan Etkisinin Molekiiler, Biyokimyasal ve Stereolojik
Yontemlerle Arastirilmasi. Yiiziincii Yil Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Histoloji-Embriyoloji
Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2016. Yapilan onceki bazi ¢aligmalarda ultraviyole B (UVB)
radyasyonunun oksidatif stres ve DNA hasarina neden oldugu, ar1 siitiiniin (AS) ise antioksidan 6zellik gosterdigi
bildirilmektedir. Bu ¢aligmada, deneysel olarak olugturulan UVB hasarina karsi AS’nin farkli dozlardaki tedavi
etkinligini literatiire gore ilk kez arastirildi. Bu amacgla, oksidatif stres, genotoksisite ve apoptozda meydana gelen
degisiklikler stereolojik inceleme ile birlikte degerlendirildi. Herbiri 6 Wistar tiirti albino erkek sicandan olusan 5
grup olusturuldu. Bu gruplar kontrol (K), UVB, AS 150 mg/kg (AS1s0), UVB+AS 100 mg/kg (UVB + ASiq) ve
UVB+AS 200 mg/kg (UVB+ASy) olarak isimlendirildi. UVB, UVB+ASi ve UVB+AS; grubundaki hayvanlar
30 giin boyunca giinde 2 saat siireyle UVB 1ginina maruz birakildi. AS1s0, UVB+ASi00ve UVB + ASzq grubundaki
hayvanlara ise 30 giin boyunca giin asir1 olarak sirasiyla 150, 100 ve 200 mg/kg ar1 siitii verildi. Biitiin hayvanlar
otuzuncu giinde sakrifiye edildi. Analizler igin kan ve deri dokular1 alindi. UVB grubuna ait TOS degeri diger
biitiin gruplara gore anlamli derecede (p<0.01) yiikseldi. AS verilen gruplarda ise UVB grubuna gére TOS
degerinde anlamli derecede (p<<0.01) diisiisler saptandi. K grubu ile mukayese edildiginde UVB grubunda TAS
istatistiksel olarak anlamli derecede (p<<0.01) diiserken, ASiso grubunda tekrardan anlamli (p<0.01) olarak
artmugtir. OSI degerine gelince, UVB grubunda K’ya goére anlamli (p<0.001) bir artis, ASis0 ve UVB+ASy00
gruplarinda ise UVB grubuna goére anlaml diistisler (p<0.001) goriilmiistiir. Caligmamizin apoptoz goriintiisii
analiz edildiginde K ve ASis0 gruplarinda DNA kiriginin az oldugu, UVB hasar1 olusturulan gruplarda ise DNA
kiriklarinin arttig1 goriilmiigtiir. UVB+ AS1g0 Ve UVB+AS;q gruplarinda ise kiriklarin oldugu ancak UVB grubuna
gore kiriklarin azaldig: tesbit edilmistir. UVB grubuna ait comet assay analiz sonucu diger biitlin gruplara gore
anlamli derecede (p<0.001) yiiksekti. Bu analizin sonucu AS’nin uygulandigi biitiin gruplarda ¢arpict sekilde
(p<0.001) diismiistiir. Stereoloji degerleri (hacim fraksiyonu) bakimindan gruplar karsilastirildiginda UVB
grubunda K’ya gore artig, AS1s0, UVB+AS100 Ve UVB+ASaq gruplarina gore ise azalig goriilmektedir. Bu ¢alisma,
ar1 siitlinlin UVB hasariin tedavisinde faydali olabildigini ortaya ¢ikarmistir. Burada elde edilen bulgularin
desteklenmesi igin daha ileri ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.

Anahtar sozciikler: Sican, Apoptoz, Genotoksisite, Oksidatif stres, UVB, Ari siitii, Stereoloji



SUMMARY

Zorer B. Investigation on the Antiapoptotic, Antigenotoxic and Antioxidant Effects of Royal Jelly by
Molecular, Biochemical and Stereological Methods in Ultraviolet B-induced Skin Damage Model of
Albino Rats. Yuzuncu Yil University Institute of Health Sciences, Department of Histology-
Embryology Master Thesis, Van, 2016. Ultraviolet B (UVB) was reported to cause oxidative stress,
DNA damage and royal jelly (RJ) was informed to exhibit antioxidant feature in some previous studies. In
this study, for the first in the literature, treatment effectiveness of different doses of RJ was investigated
against experimentally formed UVB damage. For this purpose, changes which occurred in oxidative stress,
genotoxicity and apoptosis were evaluated together with stereological examination. Five equal groups were
constituted each including 6 Wistar albino rats. These groups were named as control (C), UVB, RJ 150
mg/kg (RJiso), UVB+RJ 100 mg/kg (UVB+RJ100) and UVB+RJ 200 mg/kg (UVB+RJ2q0). The animals of
UVB, UVB+RJi0 and UVB+RJz0 groups were exposed to UVB radiation for 2 hours once a day during
30 days. RJ was given to rats of RJis0, UVB+RJ1g0and UVB+RJz00 groups at 150, 100 and 200 mg/kg doses
respectively. All animals were sacrificed on the 30" day. Blood and skin samples were taken for analysis.
TOS level of group UVB was significantly (p<0.01) higher compared to all other groups. Marked (p<0.01)
decreases of TOS were determined in RJ treated groups comparing to UVB group. When compared with C
group, TAS level decreased dramatically (p<0.01) in UVB group whereas significantly (p<0.01) increased
again in RJiso group. With regard to OSI value, its significant (p<0.001) increase was seen in UVB group
compared to C and its marked (p<0.001) decrease was seen in RJisp and UVB+RJ200 groups compared to
UVB group. When apoptotic image of our study is analyzed, less DNA fracture was seen in C and RJiso
groups whereas increased DNA fracture was seen in groups where UVB damage was formed. Decrement
of DNA fracture was determined in UVB+RJi00 and UVB+RJ2q0 groups compared to UVB. Comet assay
analyze result of UVB group was significantly (p<0.001) higher than those of all other groups. This result
was markedly (p<0.001) lower in all RJ treated groups compared to UVB group. When stereological values
(volume fraction) were evaluated, a dramatical (p<0.001) increment was seen in UVA group compared to
C. This study revealed that RJ could be beneficial in the treatment of UVB damage. Further studies are
needed to verify results of this study.

Key words: Rat, Apoptosis, Genotoxicity, Oxidative stress, UVB, Royal jelly, Stereology
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