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1. GIRIS

Insanlar yasamlar1 boyunca ¢ok sayida fiziksel karsinojene birebir maruz kalmaktadir.
Bu maruz kalinan karsinojenlerden biri de ultraviyole radyasyonudur. Dogada ultraviyole
(UV) 1smlarinin kaynagi giinestir. Giines enerjisi i¢erisinde onemli bir boliim teskil eden UV
radyasyonu, dalga boylarina gore 3’e 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 1sinlart icerisinde dalga boyu en fazla ve enerjisi en az olan UVA
isinlaridir.  Giines kaynakli UVA iginlar1 atmosfer tarafindan tutulmamakta, camdan
gecebilmektedir. Dermis olarak bilinen i¢deriye kadar niifuz edebilmektedir. Bu yiizden erken
yaslanmaya ve deride kirisikliklara, deri kanserinin ise ilerlemesine neden olmaktadir (Coohill
ve ark., 1987 ; Gill ve ark., 1987). UV radyasyonuna uzun siire maruz kalan deride serbest
oksijen radikalleri olugmaktadir. UV radyasyonu DNA’da, protein, yaglar ve karbohidratlarda
oksidatif hasara yol agmaktadir. Antioksidanlar ise reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS)

olusumunu engellemektedir.

Ayrica yaslanmayr hizlandiran ¢evresel faktorlerinin basinda gilines 1smlarinin
icerisindeki UV radyasyonu gelmektedir. UV etkisi UVB iizerinden dogrudan DNA yikimi
veya UVA iizerinden ROS araciligtyla olusan dolayli yikimlarla tetiklenir ve basta serbest
oksijen radikalleri olmak tizere i¢sel faktorlerin devreye sokulmasiyla siirer (Breuckmann ve
ark., 2004).

Calismamizda olasi antioksidan etki gostermesi beklenen kafeik asit fenetil ester
(CAPE) ve Erdostein (ERD) kullanilmistir. UVA’nin albino ratlarin derilerinde yol actigi

oksidatif hasara kars1t CAPE ve ERD’nin koruyucu etkisinin belirlenmesi hedeflenmistir.

UVA’nin deride olusturdugu oksidatif, genotoksik ve DNA hasarina karsi, CAPE ve
ERD’nin koruyucu etkisinin in vivo olarak ilk defa belirlenmis olmasi bu ¢aligmanin 6nemini
ortaya koymaktadir. Doku koruyucu oldugu bilinen CAPE ve ERD’nin UVA’dan korunmada

kullanilip kullanilamayacagi hakkinda bulgulara ulasilmas1 amag¢lanmstir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Derinin Anatomik Yapisi

Viicut yiizeyini orten ve derinindeki yapilar1 yaralanma, enfeksiyonla bulasma ve
kuruma gibi ¢esitli fiziki ve kimyasal zararli etkilerden koruyan deri, viicudun en biiyiik
organidir (Goldsmith ve ark., 1993). Agirlig1 lizerini orttigii iskelet kaslariin yaklasik % 8’1
kadardir ve 1.2-2.2 m? alana sahiptir. Bunun % 9’u bas, % 9’u iist ekstremite, % 181 alt
ekstremite, % 18’ 1 gogiis ve karmn 6n duvar1 % 18’1 de arka duvarinda bulunur. Kalinligida
muhtelif yerlerde farkli olup 1.5-4.0 mm arasinda degisir. Deri viicudun tim dis yiizi, dis
kulak yolu ve kulak zarmin dis yliziinii orter. Deride birgok periferik sensitif sinir
sonlanmalar1 bulunur. Bunlarin sayesinde sicak soguk 1slaklik ve kuruluk gibi duyularla bir
cismin sertligi yiizeyinin sekli gibi vasiflar1 gdziimiizle gormeden de fark edebiliriz. i¢erisinde
bulunan ter bezleri sayesinde viicut isisinin ayarlanmasinda Onemli rol oynadigi gibi,
salgiladigr yagli madde deriyi, dolayisiyla altindaki yapilart kurumaktan korur. Bunun
yaninda sinirli olarak salgi yapma ve emme fonksiyonu vardir. Derinin eklentileri tirnak kil

ile ter, yag ve meme bezleridir (Arinci ve Elhan, 1997).

Derinin yerine getirdigi islevler karmasik bir yapiy1 gerekli kilmistir. Bu nedenle deri,
her biri farkli bir doku yapisina sahip ii¢ ayr1 katmandan olusur. Yiizeyden derine dogru bu

tabakalar sunlardir:

e Epidermis (Ust deri),
e Dermis (Corium),

e Hipodermis (Subkutandz tabaka).

Derinin esas boliimiinii mezansimal menseli siki1 bag dokusundan yapilmis dermis
(corium) olusturur. Bunun iizerini o6rten ektodermal menseli epitel tabakasina ise epidermis
denir. Dermisin yiizeyinde damar ihtiva eden papillalar bulunur. Burasi sinir sonlanmalar1
bulunmasi nedeniyle hassastir. Dermisin i¢inde veya altinda ter bezleri, yag bezleri ve kil

kokleri gibi 6zel gorevi olan bazi organlar bulunur (Armnct ve Elhan, 1997).

Epidermis ve bunlarin eklentileri olan kil, tirnak, yag ve ter bezleri ektodermal
mengelidir. Intrauterin hayatin yaklagik 5. haftasinda epidermis sadece iki tabakali hiicreden
ibarettir. Bunlardan derin tabakalilar rete mucosumun karsihigidir. Deri altindaki tela
subcutanea (subcutis) ve yag dokusu intrauterin hayatin 4. ayinda, cutisin yiizeyelindeki

papillalar ise yaklasik 6. ayda goriilmeye baslarlar. Fotal hayatta epidermis dokiintiisii ¢ok



olur. Bu dokiintli yag bezlerinin salgisi ile karigsarak vernix serosae denilen krem gibi bir
madde olusturur. Yavrunun derisi intrauterin hayatin son {i¢ ayinda vernix serosae ile
stvanmig durumdadir. Tirnaklar 3. ayda olusmaya baslar ve yaklasik 6. ayda, epidermisden
goriiniir sekilde ortaya ¢ikar. Killar yaklasik 3.-4. aylarda epidermisin derinlerinde olusmaya

baglar. Killar canlilik 6zellliklerini kaybetmis hiicrelerden olusur (Arinci ve Elhan, 1997).
2.1.1. Epidermis (Ust Deri)

Epidermis ektodermal kokenli olup cok katli yassi epitel hiicrelerinden meydana
gelmistir. Damarsiz olan bu tabakanin g¢esitli katlarindaki hiicreler farkli yapilardadir.
Epidermisin keratinize hiicrelerden olusan yiizeyel katina stratum corneum dogurgan olan
derin katina ise stratum germinativum denilir. Epidermisin dis yiiziinde farkli derinliklerdeki
oluklar muhtelif yonlerde uzanir ve birbirini keserek aglar olusturur. Sulci cutis denilen bu
oluklar arasinda poligonal eskenar dortgen seklinde sahalar kalir. Ozellikle eklemlerin
katlanma yerlerinde bulunan oluklar derindir. Epidermisde goriilen kenarlara crista cutis
denilir. Bunlar 6zellikle el ayasi ve ayak tabaninda belirgindir ve belirli kavisler, kisiye 6zgl
sekiller olusturur. Coriumun yiizeyel tabakasinda bulunan papillalarin dizilimleride
epidermisin ylizeyelindeki crista cutislerin dizilimine uymaktadir. Parmak uclarindaki crista
cutislerin dizilimi her sahista farklidir. Kriminolojide hiiviyet tesbitinde kullanilan (parmak
iz1) bu yapilar, corium tabakasindaki papillalar tahrip edilmedikce tekrar ayni crista cutisler

olusur (Armnci ve Elhan, 1997).
Epidermis distan ice dogru bes tabakadan olusmustur (Gokmen Govsa, 2003).

e Stratum corneum (Boynuzsu tabaka)

e Stratum lucidum (Aydinlik tabaka)

e Stratum granulosum (Taneciksi tabaka)
e Stratum spinosum (Dikensi tabaka)

e Stratum basale (Temel tabaka)
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Sekil 1. Derinin anatomik yapist (http://www.ybu.edu.tr/sinancanan/contents/files/322009
Duyu.pdf. Erigim tarihi: 10.10.2015)

Stratum corneum: Birbirine yapismis kabuk seklinde cansiz, g¢ekirdeksiz epitel
hiicrelerinden olusur. Bu hiicreler keratin iceren hiicre atiklar1 olup zamanla kendi altindaki
tabakalarda bulunan canli hiicrelerden ayrilarak dokiiliir (saghh derideki kepek gibi). Bu
tabakadaki hiicreler keratinlesmis olduklarindan mekanik ve kimyasal etkilere karsi ¢ok
dayaniklidirlar. Orttiigii yapilar1 korumasi bakimindan bu tabaka derinin gesitli tabakalari
arasinda en onemli rolii oynar. Devamli travmaya maruz kalan boliimleri zamanla kalinlagir

(nasir gibi), bunun aksine travmaya maruz kalmayan boliimleri ise incelir.

Stratum lucidum: Cams1 goriiniimlii olan bu tabaka parmak uglari, ayak tabani gibi
sadece epidermisin gok kalm oldugu bolgelerde bulunur. Ince olan bu tabakanmn hiicreleri
elaidin icerir. Homojen ve seffaf olan elaidin maddesinden dolay1 bu hiicrelerin ¢ekirdekleri

ve hiicre sinirlart pek belirgin degildir.

Stratum granulosum: Deri yiizeyine paralel {i¢ ya da bes kat yassi hiicrelerden olusan
tabakadir. Bu hiicreler keratohyalin denilen tanecikleri igerir. Bu tabakadaki hiicreler
boliinmezler. Bu hiicreler disa dogru gittikge keratohyalin graniilleri azalir. Yerini elanin

maddesi alir.

Stratum spinosum: Cok sayida hiicre katindan kurulu olup hiicreleri birbirine

sitoplazmik kopriiler baglar. Hiicreler birbirinden ayrildiginda bu baglar hiicrelerin dis
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yiizeyinde diken gibi goriiliirler. Hiicreleri birbirine baglayan sitoplazmik kdpriiler araciligi ile
bir hiicreden digerine tonofibril adi verilen iplikler uzanir. Tonofibriller deri iizeriden gelen
basinci daha fazla alana dagitarak darbeden korurlar. Deri {izerine basing olunca
tonofibrillerin kavisleri algalir, basing ortadan kalkinca eski haline donerler. Stratum
spinosum, stratum basale ile birlikte malpighi tabakas1 adin1 alir. Derinden gelen tonofibriller
yon degistirmeksizin crista cutislere kadar gelir ve bunlarin konveksligine uyacak sekilde
kivrilarak tekrar geldigi yonde derine dalar. Bu da parmak uglarina gelen bir basincin,
tonofibrillerin dik seyretmesi sebebiyle, etrafa dagilmadan sadece temas eden yerin
derinindeki Meissner cisimciklerine (duyu hiicreleri) iletilmesini saglar (Arinct ve Elhan,
1997).

Stratum basale: Bu tabakada yer alan keratinositler en derin tabakay1 olusturup, bazal
membran {izerine yerlesmistir. Silindirik hiicrelerden yapilmis oldugundan bu tabakaya
stratum silindiricum da denir. Stratum basale de olusan yeni hiicreler eskileri yiizeye dogru
iterler. Stratum basaledeki canli hiicrelerin stratum corneuma gelerek 6lmesi igin ortalama 30

giinliik bir siireye ihtiyac vardir.

Stratum corneuma gelen hiicreler g¢ekirdeklerini kaybederler; ortalarinda bir bosluk
olusur ve cansiz duruma gecerler. Boslugun etrafinda keratin denilen bir madde olusur ve
hiicre de distan sert bir madde ile sarildigindan sertlesir. Bu sertlesmis hiicreler, viicudun
korunmasinda diger tabakalara gore daha onemli rol oynarlar. Epidermis sadece ¢ogalma
yetenegine sahip canli hiicrelerden olugmus olsaydi, deri ugradigi etkilere dayanamazdi.
Stratum basalede ki deri yiizeyine dik olarak uzanirkan stratum lucidumdan itibaren yatay bir

pozisyonda deri yiizeyine paralel olarak uzanir (Gokmen Gdvsa, 2003).

Derinin bir alttaki tabakasi olan "Dermis” ten farkli olarak epidermisde damarlar
bulunmaz. Beslenme, altta bulunan dermisten dogrudan geg¢is (difiizyon) yoluyla olur.

2.1.2. Dermis (Corium)

Epidermisi destekleyen bag dokusudur. Mezoderm kokenli olup damar ve sinir
bakimindan zengindir. Dermis iki tabakadan olusmustur (Ozan, 2004).

1. Stratum papillare

2. Stratum reticulare

Stratum papillare: Ince yiizey tabakasi olan stratum papillare ince elastik lifler igerir

ve adeta bir parmak gibi ¢ikintilar olusturarak daha iistteki tabakanin deriye saglam bir sekilde



tutunmasini saglar. Bu parmaksi ¢ikintilarin icinde yogun bir kilcal damar ag1 mevcuttur ve
epidermise kan gitmesini saglarlar. Stratum papillare ayn1 zamanda ¢esitli savunma hiicreleri
de igerir (histositler, fibroblastlar, mast hiicreleri ve bagisiklik hiicreleri). Ayrica hissetmemizi
saglayan serbest sinir uglar1 ile dokunma ve basing algilayicilar1 gibi yapilar da bu tabakada
bulunmaktadir. Kulak zar1 scrotum ve koltukalti derisinde ise papilla bulunmaz. Papillalar
icinde temasa kars1 hassas olan Meissner cisimcikleri bulunur ve sayilar1 ¢esitli bolgelerde

farklidir.

Stratum reticulare: Daha alttaki "Stratum reticulare™ ise asil olarak viicut yiizeyine
paralel uzanan kalin kollajen lif demetleri ve elastik liflerden ibaret bir ag yapisi
olusturmaktadir. Cesitli tipte salgilar iireten ter ve yag bezleriyle bunlarin salgilanmasinda rol
oynayan kas hiicreleri ile birlikte kil ve tiiylerle ilgili yapilar da bu tabaka i¢inde yer alir.
Ayrica tiim bu yapilar1 birlestiren ve destegini saglayan bag doku hiicreleri de bu tabaka da

yer alir.

Daha alttaki deri alt1 dokusuna bitisik olan asil deri bolimii ana iglevi viicut sicaklig
ile kan basincini diizenlemek olan kiigiik ve orta boy damarlarin olusturdugu bir ag yapisina

da sahiptir (Gokmen Govsa, 2003).
2.1.3. Hipodermis (Subcutis)

Tim vicutta deri ile kaslar1 orten fascia ya da periosteum arasinda bulunan bir
tabakadir. Corium ile subcutis arasinda kesin bir siir yoktur. Subcutis, baslica kollagen ve
elastik lifler arasinda bulunan yag hiicrelerinden olusur. Subcutis tabakasinda kollagen, elastik
liflerin yanisira damarlar, sinirler, kil kokleri, ter bezleri ve yag dokusu bulunur. Kollagen ve
elastik liflerden olusan bag dokusu bir takim lameller yapar. Bu lamellerin yilizey uglari
corium katinin i¢ yiiziine, derin uglar1 ise kaslarin iizerini Orten fascia veya periosteuma
tutunurlar. Boylece bir takim bdlmeler olusur. Hipodermis lamina superficialis ve lamina
profundus olarak iki yapraktan olusur. Bu bolmelerin i¢i yag dokusu ile doludur. Bu bolmeler
yag dokusunun yanlara kaymasina engel olur. Bu sekilde hem elastik ve ayni zamanda ¢ok
saglam bir tabaka olustururlar. Ayak tabani ve el ayasinda durum bdyledir. Lamina profunda
ince bir zar seklinde olup yag dokusu icermez. Subcutisin bu iki tabakasi viicudun ¢ogu
yerinde birbirine sikica yapisikken bazi alanlarinda kolaylikla birbirinden ayrilir (Gékmen

Govsa, 2003).



Hipodermis her kiside ve kisinin her bolgesinde ayni kalinlikta degildir. Goz
kapaklarinin derisinde hi¢ bulunmayan bu tabaka, 6zellikle kadinlarda meme, gébek ve kalca

bolgesinde yag dokusu ile birlikte kalin bir tabaka halindedir (Arinc1 ve Elhan, 1997).

Yaslanma ve ihtiyarlama ile birlikte derinin gelisimi tersine doner. Epidermis ve
dermis incelir, melanosit yogunlugu azalir. Dermisteki damar ag1 ve adneksler zayiflar ve
elastin fibrilleri kalinlasir, ileri yaslarda kil folikiilleri, yag bezleri, apokrin ve ekrin bezler
atrofiye ugrar. Zamanla deri kendisini koruyucu, duyusal ve iletisimsel 6zelliklerini kaybeder.
flerleyen yasla birlikte, deri, yeterli yag ve su depolayamaz dogal elastikiyetini kaybeder ve
incelir (Siitlas, 2005).

2.2. Giines Isinlarimin Derideki Zararh Etkileri

Insanlar zamanlarmin ¢ogunu disarida, giinesli ortamlarda gecirmekten hoslanirlar.
Calisarak, oynayarak veya egzersiz yaparak giin boyu siirdiiriilen aktivitelerde, genellikle
viicudumuzun ¢ogu yeri acikta kalir. En son yapilan tibbi arastirmalar, giinesin UV 1sinlarina
fazlaca maruz kalmanin cilt kanseri (melanoma, temel hiicre kanseri, pullu hiicre kanseri),
diger cilt problemleri, katarakt, diger g6z problemleri ve bagisiklik sisteminin baski altina
alinmasi gibi ciddi saglik problemlerine neden olabilecegini gostermistir (Mutlu ve ark.,
2003).

UV 1ginlar; insan sagligi {izerine olan zararl etkilerini daha ¢ok deri hiicrelerini ve goz
dokusunu etkileyerek gosterirler. Deri lizerine olan etkilerini cildin alt katmanlarina dek niifuz
ederek gosterirler. Kok hiicreleri etkilerler ki, bu zararl cilt yapisinin olugsmasina neden olur
ve cildin genetik yapisina (DNA) zarar verir. Bu siiregte, viicuttaki kollajen proteini
azalmakta ve cilt daha ince, gii¢siiz, piiriizlii ve kirigikliklarla dolu olmaya baslamaktadir.

Asirt giines 15181nda sadece birkac dakika kalmak bile kollajen iiretimini zarara ugratmaktadir.

Cilt rengi de giines kaynakli hastaliklar i¢in 6nemli bir faktor olarak kabul edilebilir.
Ciinkii cilt rengine gore giinesten etkilenme oran1 degismektedir. Cildin gilinesten ten rengine

gore etkilenmesine "fototip” denir. Ag¢ik tenlilerin cilt kanserine yakalanma ihtimalleri daha

yiiksektir (Karamangil, 2015).
2.2.1. Cildin minimum yanma dozu (Minimal Erythemal Dose (MED))

Glines yanigi, insan cildi lizerinde, cildin glinese maruz kalmasindan kaynaklanan

giinesin zararl bir etkisidir. Bu nedenle ultraviyole radyasyonun cilde zarar verici etkisinin



bilinmesi ve degerlendirilmesi gerekir. Bu amag¢ dogrultusunda gelistirilen, minimum etkili
radyasyon miktar1 minimal erythemal dose (MED), ultraviyole radyasyonun zararli (ciltte
olagan dis1 kizarmalara neden olan) miktarinin belirlenmesi i¢in kullanilir ve sayisal bir
degerdir. Anlagilacag1 iizere MED ultraviyole radyasyon birimidir. MED degeri onceden
giines yanig1 olmamis bir cildin olagan disi1 kizarmasina neden olan miktardir. Bununla
beraber, insanlar farkli cilt tip ve yapisina sahip olduklarindan, ayni miktarda giines
radyasyonuna maruz kaldiklarinda ciltleri farkli etkilesime ugrar. Yapilan bir ¢alismada,
Avrupa kitasindaki insanlarin 1 MED ultraviyole radyasyona kars1 ayni tepkimeleri vermeleri
icin tespit edilmis radyasyon miktarinin 200 ile 500 J/m? arasinda degistigi bulunmustur.
Ciltlere gore farkli MED degerleri Tablo 1’de 6zetlenmistir. Herkes i¢in MED birimi
degismeyecegi i¢in, ayni birime karsi insanlarin alacagi farkli onlemler belirlenmistir

(Anonim, 2014).

Calismamizda siganlara verilecek UVA MED miktar1 goézoniinde bulundurularak

ayarlandi.

Tablo 1. Cilt tiplerine gore MED degerleri (http://www.mgm.gov.tr/arastirma/ozon-ve-
uv.aspx?s=uv. Erisim tarihi: 20.12.2015)

Cilt Tipi Cildin Durumu | Verdigi Sac Rengi Goz Rengi 1 MED
Tepkime

1 Hi¢ yanmamig Hemen etkilenir | Kirmizi Mavi 200 J/m?

2 Bazen yanmus Zaman zaman Sar1 Mavi/yesil 250 J/m?
yanar

3 Yanmis Nadiren Kahve Gri/Kahve 350 J/m?
etkilenir

4 Yanmus Etkilenmez Siyah Kahve 450 J/m?

2.2.2. Giines 1s1nlarindaki radyasyon

Giines ultraviyole 1smlarimin en biiyiik kaynagidir. Giines enerjisi igerisinde dnemli bir
bolim teskil eden UV radyasyonu, dalga boylarina gore 3’e 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 icerisinde dalga boyu en fazla ve enerjisi en az

olan UVA 1sinlaridir. Enerjisi az olmasina karsin en fazla maruz kalinan UVA 1s1midir.

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

delinmeler sonucu UV yeryiiziine daha fazla ulasmaya baslamistir (Gough ve ark., 1990).
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Boylelikle UV ye uzun siire maruz kalan deride serbest oksijen tiirevleri olugsmaktadir. Bu
tiirevler DNA, protein, yaglar ve sekerler de oksidatif hasara yol agmaktadir. Bu oksidatif
hasarin sonucunda hiicre metabolizmasinda, morfolojisi ve ultra yapisinda zararh
degisikliklere neden olmaktadir. UV’den dolay1 olusan serbest radikaller hiicresel farklilagma,
cogalma ve apoptoz mekanizmasini etkilemektedir. Hiicrede meydana gelen bu degisiklikler

de foto yaslanmayi ve deri kanseri olusumunu tetiklemektedir (Haagen ve ark., 1992).

Atmosferik kirlenmeden dolay1 yeryiiziine daha fazla miktarda ulasan UV radyasyonu
canlilar lizerinde zararli etkilerini de gdstermeye baslamistir. UV, yeryiiziine ulasan giines
radyasyonunun ¢ok az bir kismini olusturur. UV gilines yamigi, bronzlagsma, erken deri
yaslanmasi ve kanser gelisimi olmak iizere bircok biyolojik hastalifa neden olabilmektedir.
Ayrica UV’nin bagta vitamin D3 sentezi olmak {izere epidermisin ve derinin kalinlasmasi gibi

yararlari, zararlar1 karsisinda ¢ok azdir (Eckerson ve ark., 1983 ).

Giines'ten yayilan enerjinin yaklasik % 9'u UV radyasyonudur. UV deri kanserlerinin
en Onemli olusum nedenidir, neredeyse % 90 veya iizerinde etkilidir. UVC atmosferde
tutuldugu igin yeryiiziine ulasamaz. Ancak UVB ve UVA ¢ok etkilidir. Giines kaynakli UVA
isinlar1 atmosfer tarafindan tutulmamakta, camdan gegebilmektedir. Dermis olarak bilinen
icderiye kadar niifuz edebilmektedir. UVB ise dogrudan DNA tarafindan tutulur ve dogrudan
DNA hasar1 yapar. UVA diger kromoforlar tarafindan tutulur ve serbest radikaller araciligiyla

DNA hasar1 yapar (Mutlu ve ark., 2003).

UV’nin ilk etkileri arasinda giines yanigi, bronzlagma, hiperplazi (elastikiyette
bozulma), immunosupresyon (bagisiklik sisteminde zayiflama), D vitamini sentezi ve
fotoonikoliz (tirnak uglarinda ayrilma) bulunmaktadir. Giines yanigi iltihaplanmasi, UV nin

ilk ve en bilinen ani deri tepkisidir (Kaiser ve ark., 1995).
2.3. Ultraviyole Isinlar1 (Mor Otesi Isinlar)

Ultraviyole 1sinlar1 (Alm."Ultraviolette Strahlen”; Fr. "Rayons”, "Ultraviolets"; Ing.
"Ultraviolet Rays™) gortinen 1sin  ile X-isinlar1  arasinda kalan elektromanyetik
radyasyonlardir. Ultraviyole (mor 6tesi) i1sinlarin dalga boylari, X-1sinlarininkinden uzun,
goriinen 1smlarinkinden ise kisadir. Dalga boylarinin kisaligi sebebiyle insan goziiyle

goriilemezler. Fakat bazi bocekler; mesela bal arilari tarafindan rahatlikla gortilebilirler.



Ultraviyole 1smlarmin varhigi, ilk defa 1801 yilinda Ritter isimli bir Alman fizik¢i
tarafindan tespit edilmistir. Ritter, X 15181min kimyasal maddelere etkisini incelerken mor

15181n Otesindeki karanlik bantta enerji ¢ikisinin oldugunu fark etmistir (Rehber ansiklopedisi).

Elektromanyetik 1sinim, dalga boyuna gore ¢esitli siniflara ayrilir. Bunlar, en uzun
dalga boyundan en kisasina dogru radyo, mikrodalga, kizil6tesi, goriiniir, mordtesi X-151n1 ve
gama 1sinimlaridir. Dalga boyu arttik¢a, 1s1n1min enerjisi de artar. Morotesi-UV 1simim, dalga
boyu 10 ile 400 nm arasindaki 1s1nima denir. Gézlimiiz, 40 ile 70 nm dalga boylar1 arasina
duyarhidir ve bunun disindaki 1smnimi algilayamaz. Gorebildigimiz en kiicliik dalga boylu
1sinim1 mor olarak algiladigimizdan, bundan daha kiiglik dalga boyuna sahip olan 1sinima
"mordtesi 1stmm (M.O.)" adi verilir. Isikta oldugu gibi, M.O. 1s1mada da, dalga boyu
nanometre (nm) olarak tanimlanir. Inm ise 1 metrenin bir milyarda biridir (Rehber

ansiklopedisi).

Gorilinen 151n ile mor &tesi 1smlarin arasindaki 1sinir radyasyonun dalga boyu, 4000
Angstrom (1 Angstrom = 10°® cm) olarak kabul edilir. Ancak bu sinir, yasa gore degisir. Geng
kimseler, mor Otesi bolgesine ait 3130 Angstrom (A°)'luk dalga boylu radyasyonlari

gorebilirler.
Ultraviyole 151n bandi, kabaca ii¢ bolgeye ayrilir:
1. 4000-3000 A° arasindaki "yakin" bdlge (UVA).
2. 3000-2000 A° arasindaki "uzak" bolge (UVB).

3. 2000-40 A° arasindaki "vakum" ultraviyole bolgesi (UVC).
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Sekil 2. UV isinlarinin dalga boylar1 (http://yesilanneyim.blogspot.ncom.tr /2014/05/
gunesten-korunma-uygun-gunes-kremleri. Html. Erisim tarihi: 12.06.2015)

Ultraviyole 1smlarmin en biiyiikk kaynagi, Gilines'tir. Gilines'ten yayilan enerjinin
yaklasik % 5’1 ultraviyole radyasyonudur. Giinesden gelen mor 6tesi 1sinlarin yaridan fazlasi
atmosferde tutulur. Atmosferde tutulan (absorde olan) radyasyonun ekserisi kiigiik dalga
boylu radyasyonlardir. Oyle ki, 3000 A° olan kiigiik dalga boylu 1simnlar yeryiiziine hemen

hemen hi¢ gelmez.

Ultraviyole 1sinlar, goriinen 1smlar gibi optik kurallara uyarlar. Kuvars, florit ve
damitik sudan rahatlikla gegtikleri halde, goriinen isinlar i¢in gecirgen olan bir¢ok madde
tarafindan tutulurlar. Ornegin basit bir pencere cami, 3000 A®dan kisa dalga boylu 1gmlar
gecirmez. 2000 A%dan kisa dalga boylu 1smlarin havanin kisa bir mesafesinde tutulmalari
ihmal edilebilecek kadar az oldugu halde, atmosfer tabakasi boyunca tutulma yeterli
olmaktadir. Daha kisa dalga boylu radyasyonlar, oksijen tarafindan tutulur. Bu olayla da
oksijenden ozon meydana gelir.

Ultraviyole 1sinlarin siddeti, foto-elektrik hiicreler veya radyometrelerle 6lgiiliir. Keza,
kimyevi maddelere ya da fotograf materyallerine olan etkilerinden de dlgiilebilirler (Rehber

ansiklopedisi).

Stratosferik ozondan bagka faktorler de diinyamiza ulagan UV radyasyon miktarini
etkilemektedir. Giines 1sinlarmin yeryiiziine egik veya dik gelmesi yeryliziine ulasan UV
radyasyon miktarmi etkiler. Bunun yaninda, giinesin giin igerisindeki konum degisikligi,

atmosfer igerisinden gecen UV radyasyon miktarini etkiler. Giines gokyliziinde algak



oldugunda, sabah ve aksam saatlerinde 1sinlar atmosfer igerisinde daha uzun bir mesafe kat
etmektedir ve su buhari ile diger atmosferik bilesenler tarafindan sagilmaya ugrayabilir ve
yutulabilirler. Giines kendisinin en yiiksek noktasinda oldugunda (6glen), yani giin ortasi
civarinda UV'nin daha biiyiik miktarlar1 diinyaya ulasir. Ayrica topografik yiikseklik de
etkilidir. Hava parselleri dag zirvelerinde daha temiz ve daha az yogunluktadir, bundan dolay1
daha fazla UV’yi geg¢irir. Bulut diinya ylizeyine erisen UV radyasyonun miktar1 {izerinde
onemli bir etkiye sahiptir. Ince bulut &rtiisiinden gok daha fazla UV radyasyon gegisi olur

(Mutlu ve ark., 2003).
2.3.1. Ultraviyole A (UVA)

Ultraviyole radyasyon, yeryliziine erisen giines enerjisinin bir pargasidir. Yeryiiziine
ulasan radyasyonun yaklasik % 5’ini olusturur ve dalga boylar1 100-400 nm arasindadir.

Araligin % 95-98’1 UVA, % 2-5’1 UVB’dir (Banks ve Freeman, 2006).

UVB’nin mutajenik potansiyeli UVA’dan ¢ok daha yiiksek olmasina ragmen UVA’da
kiiciimsenmemelidir. Bunun birinci sebebi, UVA’nin UVB’den yaklasik 30 kat daha fazla
diinya yiizeyine ulagmasidir, ikinci sebebi de UVA’nin derinin daha derinlerine (dermise)

penetre olmasidir (Bruls ve ark. , 1984).

Son yillarda cesitli tehlikeli hastaliklarin solar radyasyona bagli olarak gelistigi ve bu
tehlikenin gittikce biiylidiigi gozlenmektedir. Memeli derisinin UV’ye uzun silire maruz
kalmas1 sonucunda eritem, ddem, glines yanigi, hiicresel deformasyon, hiperplazi, immiin
stipresyonu, DNA hasari, foto yaslanma ve melanogenez olusmaktadir. Bu olgular da direkt
veya indirekt olarak deri kanseri olusumuna sebep olmaktadir (Beutler, 1984; Kaiser ve ark.,
1995; Ji ve ark., 2007).

UVA'ya maruz kalma sonucu, deri kollajeninin yapisinda ¢ok sayida ¢apraz bag
olusumu, c¢oOziiniirliigiinde azalma, denatiirasyon gibi degisiklikler olur. Sonugta deride
elastoz, ince ve kalin kinisikliklar, kuruluk, gevseme, kabalagma, kilcal damar kiimeleri,
diizensiz pigmentasyon, yer yer sarimsi renk, cok sayida iyi ya da kotii huylu tiimérler goriiliir

(Fujimoto ve ark., 1997).



Tablo 2. UVA’nin UVB ile kiyaslanmasi

uvB Uv A
Enerji 1000 1
Diinyaya ulasan oran 1 20
Penetrasyon Epidermis Retikiiler Dermis
Yogun mevsim Yaz Her mevsim
Yogun saat 11-13 Giinesin oldugu her saat
Bulut Cok az geger Geger
Cam Gegmez Geger

Diinya yiizeyine ulasan ultraviyole 1sinlarinin % 95'ini UVA isinlart olusturur. Yil
boyu, hatta bulutlu giinlerde bile etkisini gosterir. Diger ultraviyole isinlarinin aksine
bulutlardan, camdan ve deriden gecer, acisizdir ve cildin derinine isleyerek alt katmanlardaki
hiicrelere ulasir. Serbest radikaller iireterek uzun vadede hiicreleri degistirip foto-yaslanmaya,
pigmentasyon bozukluklarina (hamilelik maskesi, lekeler), giines dayaniksizligina ve cilt
kanserine sebep olur. Elastin ve kolajen liflerinin yonlerinin degismesiyle cildin gevseyip

sikiligini kaybederek cizgilerin belirmesine yol agabilirler.

Diger taraftan UV 1sinlari, langerhans hiicrelerinin islevlerini bozarak immiin sistemi
baskilar. Biitiin bu etkiler ve mutasyonlar, hiicre béliinmesini bozarak tiimor gelisimine neden

olur (Kosecik ve ark., 2005).

UV’ye uzun siireli maruz kalma sonucu insanlarda ve deney hayvanlarinda deri
kanseri olustugu bilinmektedir. Caligmalarda, deney hayvanlarinda kanser olusturan UV
isiinin UVB oldugu gosterilmistir. UVA 1sinlari ise UVB’ye eklendiginde karsinojenik etki
artmistir. UV’ye 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 yap1t DNA'dir.
Ayrica UV etkisi ile tiimor silipresdr gen (p53 geni) mutasyonu da olmaktadir (Lerch ve

ark.,1992).

Glines 15181indaki UV A'ya maruz kalan insan viicudundaki ilk bolge deridir ve diger
organlar kan dolasimi yoluyla etkilenmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar UVA'nin
en az UVB kadar mutajenik ve karsinojenik oldugunu gdstermistir. Bunun nedeni UVB ile

karsilagtirildiginda UVB’ye gore daha derin penetrasyona sahip olmasidir. Tiimér olusumuna



neden olan UVA, UVB'nin timor indiiksiyonunda gereksinim duydugu enerjiden daha
fazlasina ihtiyac duyar (Strickland, 1986).

Sevin ve ark. (2007) UVA'nin deri iizerine etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda

UVA'nin glines yanigini ve dermo-epidermal aktiviteyi artirdigini géstermislerdir.

SPF
SPF1Sike . 15 olmadan
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Sekil 3. UVA’ nin olusturdugu deri hasar1 (A, B) (http://guzelliksirlariuzmani.blogspot.
com.tr/2013/05/uva-uvb-nedir-nasl korunmalyz.html. Erigim tarihi:20.06.2015)

UVB’nin mutajenik potansiyeli UVA’dan ¢ok daha yiiksek olmasina ragmen UVA’da
kiigtimsenmemelidir. Bunun birinci sebebi, UVA’nin UVB’den yaklasik 30 kat daha fazla
diinya ylizeyine ulagmasidir, ikinci sebebi de UVA’nin derinin daha derinlerine (dermise)

penetre olmasidir (Bruls ve ark., 1984).

UVA sinlart camdan gecer ve bu nedenle korundugunuzu sandiginiz zaman bile
hasara yol agabilir. Ancak giines yanigina sebep olmadigi i¢in farketmeyiz ve bu nedenle UVA

1sinlarina daha fazla maruz kaliriz.
2.3.2. Ultraviyole 1sinlarimin deri iizerine etkileri

UV radyasyonuna uzun siire maruz kalan deride serbest oksijen tiirevleri olusmaktadir.
Bu tiirevler DNA’da, proteinler, yaglar ve sekerlerde oksidatif hasara yol agmaktadir. Bu
oksidatif hasarin sonucunda hiicre metabolizmasinda, morfolojisi ve ultra yapisinda zararh
degisikliklere neden olmaktadir. UV’den dolay1 olusan serbest radikaller ile hiicre
diizenlenme yoluyla interaksiyona girerek hiicresel farklilasma, ¢ogalma ve apoptoz
mekanizmasini etkilemektedir. Hiicrede meydana gelen bu degisiklikler de foto yaslanmay1 ve

deri kanseri olusumunu tetiklemektedir (Svobodova ve ark., 2003).



UVA 1s181na maruz kalan deride periferal ve merkezi sinirlerde asir1 duyarlilik olusur
(Andreev ve ark., 1994). Kobaylarda yapilan c¢alismada UVA’nin katarak olusturdugu
belirlenmistir (Giblin ve ark., 2002).

Kanser olusumu ile iliskili olan DNA'daki 8-0x0-dG, UV A'ya maruz kaldiktan sonra
meydana gelir. Ayrica insan derisindeki sitotoksisiteye neden olmaktadir (Tyrell ve Pidoux,

1987; Lee ve ark., 1989).

Son yillarda yapilan bir¢cok ¢alismada UVA’nin serbest radikal artisina neden oldugu
bildirilmektedir (Erden Inal ve ark., 2001).

2.4. 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 baglatip, bircok radikal olusturmalarindan dolay1 oldukga tehlikelidirler.
Bagska molekiiller ile ¢ok kolayca elektron aligverisine giren bu molekiillere "oksidan
molekiiller" veya "reaktif oksijen tiirleri (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 (O;"), hidrojen peroksit (H20,), hidroksil radikali (OH), hipoklorik asit,
kloroaminler, azot dioksit, ozon ve lipit peroksitler sayilabilir (Akkus, 1995).

Hidrojen peroksit membranlardan kolaylikla gecip hiicreler {izerinde bazi fizyolojik
rollere sahip olabilir ancak g¢iftlenmemis elektrona sahip olmadigindan radikal olarak
adlandirilamaz. Bu nedenle ROS, siiperoksit gibi radikaller, ayrica hidrojen peroksit gibi

radikal olmayanlar i¢in ortak olarak kullanilan bir terimdir (Mc Cord, 1993).



2.4.1. 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 (Cheeseman ve Slater, 1993).

Serbest radikaller normal hiicresel metabolizma {iriinleri olarak iiretilebildigi gibi

birgok dis kaynagin etkisi ile de olusabilir. Serbest oksijen radikallerinin kaynaklari, endojen

ve ekzojen olmak iizere iki baglik altinda toplanir.

A) Eksojen kaynaklar

Antineoplastik ajanlar (Nitrofurantoin, bleomisin, doxorubicine gibi)

Radyasyon

Alkol ve uyusturucu maddeler

Stres

Giines 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 membran1 (Lipoksijenaz, prostoglandin sentetaz, fagositlerde NADPH
oksidaz, lipit peroksidasyonu)

Oksidatif stres yapic1 durumlar (Iskemi, travma, intoksikasyon gibi)

Yaglanma



e Fagositik hiicrelerin aktive olmasi sonucu ortaya ¢ikan solunumsal patlama (Ceyhan

ve ark., 1996).
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Sekil 4. Serbest radikal olusumlari ve DNA’ya etkisi (http://www.anagen. net/rali.html.
Erigim tarihi: 16.07.2015)

2.4.2. Serbest radikallerin etkileri

Serbest radikal mekanizmalarinin, mitokondrial oksidasyon, hemoglobin tarafindan
oksijen transportu ve sitokrom P450 aktivitesi gibi bir¢ok fizyolojik reaksiyonlarda temel rol
oynadig1 diisiiniilmektedir. Ayrica prostaglandinlerin sentezi sirasinda agiga ¢ikan bir serbest
radikal ara {iriinii, prostaglandinlerin akisim1 ve dolayisiyla inflamatuvar siireci modiile
etmektedir. Savunma sisteminin koruyucu etkisini asacak sekilde fazla olugsmalar1 halinde,
baz1 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 baglattigi en 6nemli ve zararl
etki lipid peroksidasyonudur. Coklu doymamis yag asitlerinin serbest radikaller ile
oksidasyonu lipid peroksidasyonu olarak tanimlanir. Lipid peroksidasyonu biyolojik
membranlarda akiciligin kaybina, membran potansiyelinde azalmaya, hidrojen ve diger
iyonlara kars1 gegirgenligin artisi sonucu hiicrenin hasarina bdylece hiicre igeriginin
serbestlesmesine neden olur. Lipid peroksidasyonunun son {iriinlerinden biri olan

malondialdehit (MDA), membran bilesenlerinin polimerizasyonuna ve c¢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 o6zelliklerinde ve enzim aktivitelerinde
farklilasmaya neden olarak hiicre fonksiyonlarinda bozulmalara yol agabilir (Girotti, 2000;

Ertan ve ark., 2001).

C) Karbohidratlar iizerindeki etkileri: Fizyolojik pH ve 1sida, glukoz gibi
monosakkaridlerin otooksidasyonu sonucu H,O,, peroksitler ve okzolaldehidler meydana
gelir. Olusan okzoaldehidler, DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda ¢apraz
baglar olusturma o&zelliklerinden dolayr antimitotik etki gosterirler. BOylece kanser ve

yaslanma olaylarinda rol oynarlar (Akkus, 1995).

D) Niikleik asitler ve DNA’ya etkileri: Radyasyonla olusan serbest radikaller,
DNA’y1 etkileyerek mutasyona neden olur ve hiicre dliimiine yol acarlar. 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).
2.4.3. Reaktif oksijen tiirleri (ROS)

Diisiik seviyelerdeki ROS, pek c¢ok biyokimyasal siliregte kaginilmazdir. Hiicrede
faklilagmasi, hiicre i¢i mesajlama, hiicrenin gelismesi ya da biiylimesinin durdurulmasi, hiicre
oliimii, bagisik ve mikroorganizmalara karsi savunmayi bu siiregler arasinda sayabiliriz.
Aksine yiiksek dozlarda ROS ve/veya ROS’un yeterince uzaklastirilamamasi oksidatif stres
ile sonug¢lanir. Bu durum da ciddi metabolik bozukluklara ve biyolojik makromolekiil

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

A) Siiperoksit radikali (02_‘): Hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron
alarak indirgenmesi sonucu, serbest siiperoksit radikal anyonu (O2 ) meydana gelir.

O+ ———— 02_.

Hem cevresel 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 iyonlarmin indirgeyicisi olmasi

bakimindan énemlidir (Greenwald, 1991).

2H*
0+ e ——— 0F — HO,
SOD
0O, + O, +2H" > HO;

Hiicresel ortamlarda iiretilen siliperoksit, indirgeyici ya da oksitleyici olarak
davranabilir. Aldig1 elektronu metal iyonuna, sitokrom C’ye veya bir radikale verirse tekrar
oksijene oksitlenir. Siiperoksit anyonu bir elektron daha alirsa peroksit anyonuna indirgenir.
Aerobik canlilarda siiperoksitlerin H2O,’ye ¢evrilmesi aktivitesi ¢ok yiiksek bir enzim olan
stiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan katalizlenmektedir. Siiperoksit, 6zellikle hafif asidik
ortamlarda SOD olmadan da kendiliginden dismutasyonla H,O’ye doniisebilir (Kiling, 1985).

B) Hidrojen peroksit radikali (H,O,): Oksijenin enzimatik olarak iki elektronla
indirgenmesi ya da siiperoksitin bir elekron almasi sonucu peroksid molekiilii olusur. Peroksid
molekiilii, 2 hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksidi (H,O2) meydana getirir. Hidrojen
peroksit normal olarak her aerobik hiicrede bulunur. Bu radikal hiicre solunumu sirasindaki

cesitli metabolik islemler ve oksidatif stres sonucunda iiretilir (Gutteridge, 1994).

0, T+ e 2 —— H,O,
O, +2¢ +2H ——— H,0,

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

Slater, 1993).
0, +Fe® — » O, +Fe®
Fe?+H,0, ————» Fe*®+OH- + OH (Fenton reaksiyonu)

H,0,+0, ___ | OH+OH + 0, (Haber-Weiss reaksiyonu)



C) Hidroksil radikali (OH ): Hidroksil radikali (OH )Fenton reaksiyonu ve Haber-
Weiss reaksiyonu sonucu hidrojen peroksitten olusmaktadir. Ayrica suyun yiiksek enerjili
iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda da olusur (Bishop ve Janet, 1996). Hiicre
niikleusundaki membran bariyerleri kolayca ge¢mesi ve mutajenik olarak DNA’y1
etkilemesinden dolayr en giiglii radikaldir. Hidroksil radikalleri birikerek membran
biitiinliiglinii 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 (*Oy): Singlet oksijenin ortaklanmamus elektronu yoktur, bu
nedenle radikal degildir. Ancak reaktivitesi ¢ok yiiksektir. Viicutta, pigmentlerin oksijenli
ortamda 15181 absorplamasiyla, hidroperoksitlerin metal varligindaki yikim tepkimelerinde ya

da kendiliginden dismutasyon tepkimeleri sirasinda olusabilir (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).
2.4.4. Serbest radikallerle iliskili hastaliklar

Oksidatif stres, reaktif oksidan olusumu ve antioksidan savunma arasindaki dengenin
oksidanlar yoniinde bozulmasi olarak agiklanabilir. Serbest radikaller pek ¢ok hastalik
stirecinde Onemli rol oynarlar. Bunlarin en Onemlisi kanserdir. Bir¢ok doku ve organ
kanserinde serbest radikallerin etkileri kanitlanmistir. Bunun yanisira, Alzheimer, parkinson,
Huntingtons hastaliklar1 ve multiple skleroz gibi nérodejeneratif 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).

Ayrica UV radyasyonuna maruz kalinmasi sonucunda insanlarda ve deney

hayvanlarinda serbest radikallerin arttig1 belirtilmistir. (Erden inal ve ark., 2001).



2.5. Antioksidan Savunma Sistemleri

ROS olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 onlemek icin viicutta bir¢ok
savunma mekanizmalar1 geligsmistir. Bunlar “antioksidan savunma sistemleri” veya kisaca
"antioksidanlar” olarak bilinirler. Antioksidan etki tipleri dort baslik altinda toplanabilir
(Akkus, 1995; S6zmen, 1997).

Bunlar:

1. Toplayict etki (Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya ¢ok daha

zayif 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 kirier 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.
2.5.1. Enzimatik antioksidanlar

[Ik 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" - H,0,+ 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 ¢ikarilmistir (Mc Cord ve Fridowich, 1969).

SOD aktivitesi, yiiksek oksijen kullanimi olan dokularda o&zellikle eritrositlerde
fazladir. SOD, fagosite edilmis bakterilerin intraseliiler ortamda 6ldiiriilmesinde 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
disiik seviyede goriildiigli dokular ise destek dokularidir. Bu enzim dokularda baslica
mitokondri ve peroksizom partikiillerine bagli olarak bulunur. Ancak KAT, endoplazmik
retikulumda ve sitoplazmada da aktivite gostermektedir. Ayrica KAT, ortamda olusan
hidrojen peroksiti direkt olarak suya doniistiiriir. Ortamdaki H,O, konsantrasyonunun 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.

KAT enziminin katalizledigi reaksiyon su sekildedir;

Katalaz

2H202 > 2H,0 + Oy

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

1986; Akkus, 1995).

C) Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): Yapisinda selenyumu bulundurdugu igin
metalloenzim grubunda degerlendirilir. Sitozol ve mitokondride bulunabilir. Enzim aktivitesi,
NADPH’a bagimhidir. Diigiik konsantrasyonlarda ki H,O,, oncelikle glutatyon peroksidaz
tarafindan temizlenir. Bu enzim, rediikte glutatyonun okside glutatyona cevrildigi

reaksiyonda, hidrojen peroksidi detoksifiye etmektedir (Akkus, 1995).

Reaksiyon su sekildedir;

GSH-Px

H,O, + 2GSH > GSSG + 2H,0

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

GSH-Px’in fagositik hiicrelerde onemli fonksiyonlar1 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 artmasina 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, Pulford, 1995).
GST’ler, glutatyon igerisinde bazi gruplarin yer degistirmesi, yeni gruplarin eklenmesi ve
cikarilmasi 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 ¢ozilinebilir 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 doniisiimiinii katalizler. Rediikte glutatyon, antioksidan enzimler tarafindan

kullanilmaktadir (Akkus, 1995).

GSSG-R

v

GSSG +NADPH + H > 2GSH + NADP

2.5.2. Non-enzimatik antioksidanlar

Non-enzimatik antioksidanlardan endojen olanlar, glutatyon, sistein, melatonin,
seruloplazmin, transferrin, miyoglobin, hemoglobin, ferritin, bilirubin, metiyonin, iirat,
laktoferrin, alblimin; ekzojen olanlar ise vitaminler, a-tokoferol (vitamin E), 3-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 igeren bir tripeptid
antioksidandir. GSH, peroksidaz reaksiyonu i¢in zorunlu bir co-substrat olmakla birlikte gii¢lii
bir niikleofildir. Bu nedenle O, , OH: ve ‘0, ile reaksiyona girerek, onlar1 notralize 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 6nemli zincir kiric1 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 reaksiyonlarii durdurur (Miquel ve ark.,
2006).

Vitamin C, giiglii bir rediikleyici ajan ve antioksidandir (Sinclair ve ark., 1990).
Askorbik asit, suda eriyen peroksil radikallerini ve/veya lipit peroksidasyonu firiinlerini
etkisiz hale getirmede birincil etkiye sahip bir antioksidandir (Cowie, 2002). Ayrica o-
tokoferol ve askorbik asit sinerjistik 6zellik gostermektedirler. Clinkii E vitamini radikaller ile
reaksiyona girdiginde kendisi radikal form olan tokoferoksil radikaline doniismektedir. C
vitamini ise membranlara baglanmis tokoferoksil radikalini aktif a-tokoferole cevirerek E
vitaminin dayanikliligin1 artirmaktadir (Cowie, 2002). Bu nedenle oksidasyon sonucu C

vitamini tiikkenmedikg¢e E vitaminin tiikkenmesi s6z konusu degildir.

Vitamin A, zincir kirici antioksidan olarak islev goriir. Retinol etkili bir peroksil
radikali siiptriciisidir (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 membranlari kolaylikla geger. Ozellikle OH™
radikalini ortadan kaldirmada ¢ok etkili bir antioksidandir (Yazict ve Kose, 2004). Sistein,
serbest radikal ve hipoklorit toplayicisidir (Akkus, 1995). Seruloplazminin ise SOD benzeri
bir etki gosterdigi diisiiniilmektedir. Bu antioksidan, demirin +2 degerlikli halden +3
degerlikli hale yiikseltgenmesini saglayarak Fenton reaksiyonunun inhibe olmasini saglar. Bu
sayede serbest radikal olusmasmi engeller. Urik asit, normal plazma konsantrasyonlarinda
0, ve OH gibi radikalleri temizler. Albiimin 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, O, ve OH radikallerini toplar (Aygigek ve ark., 2005). Glukoz, OH' radikal
tutucusudur (Nakano ve ark., 1999). Piruvat ise giiglii bir antioksidandir ve H2O'yi baglayici
ozelligi vardir (Zhou, 2001). Son yillarda yapilan bazi ¢alismalarda CAPE ve ERD’nin
antioksidan o6zellikleri oldugu bildirilmistir (Y1ilmaz ve ark., 2004b; Erarslan ve ark., 2011).



2.6. Calismada Etkinligi Arastirilan Molekiiller
2.6.1. Kafeik asit fenetil ester (CAPE)

CAPE, arilarin bitkilerden topladigi ekstraktin igerisinde bulunan keskin ve giizel

kokulu propolis maddesinin aktif bilesenlerinden birisidir (Hepsen ve ark., 1996).

Son yillarda baz1 dogal maddelerin tedavi edici 6zelliklerine karsi artan biiytik bir ilgi
vardir. Dogal bir ar1 {iriinii olan propolis bu ilginin merkezi konumundadir. Propoliste yaklasik
300 cesitten fazla bilesen tespit edilmistir (Giilgin ve ark., 2010). Bu bilesenler arasinda en
etkili olan ve miktarca bol bulunan CAPE [Phenethyl 3-(3-4 dihydroxyphenyl) acrylate] dir
(Sforcin, 2007). Fonksiyonel iki OH™ grubu bulunduran CAPE, elektronlar1 aktif bir sekilde
alip verme 6zelligine sahip olup bu sayede oksitleyici ve rediikleyici 6zellik gosterir. Ayrica,
aromatik ve alifatik yapidaki uzun karbon zincirlerine bagl olarak lipofilik karaktere de
sahiptir. Boylece molekiiliin kolayca hiicre membran yapilarindan ge¢cmesi ve etki edecegi

bolgeye ulagmasi saglanir. (Widjaja ve ark., 2008).

CAPE; ornitin karboksilaz, 5-a rediiktaz, proteaz, siklooksijenaz, lipooksijenaz, HIV-1
integraz gibi enzimlerin potansiyel inhibitérii (Son ve ark., 2001) olmakla birlikte bir

transkripsiyon faktorii olan Niikleer Faktor Kappa B’nin aktiflesmesini de inhibe etmektedir

(Sforcin ve Bankova, 2011).

Propolis, CAPE ve polen zengin flavonoid igerigi ile bilinen ekzojen kaynakli

antioksidan maddelerdir.

Ekzojen olarak alinan antioksidanlarin canlida hem fizyolojik hem de biyokimyasal
olarak olumlu etkiler yaptiklar1 bilinmektedir. Bu antioksidanlar arasinda son yillarda ¢ok

fazla dikkat ¢ceken terapotik maddeler arasinda dogal ari iirlinleri yer almaktadr.

Propolis, eski caglarda ilk kez Yunanlilar tarafindan kesfedilerek inflamatuar
hastaliklarda ve ateroskleroz tedavisinde dogal bir antibiyotik olarak kullanilmistir (Castaldo
ve Capasso, 2002). Bu degerli ar1 {iriiniiniin antibakteriyel, antifungal, antiviral 6zellikleri
yaninda antiiilser, lokal anestetik, antitiimoral, antihipertansif, immiin sistemi uyarici aktivite

gostermesi ile tip, apiterapi, gida ve kozmetik alaninda kullanimi yayginlasmistir (Erdogan ve

ark., 2011).

Arilar propolisi kovanin i¢ kismina bir tabaka seklinde uygulayarak kovandaki delik
ve catlaklarin kapatilmasinda, peteklerin tamir edilmesinde, peteklerin birbirlerine

yapistirtlmasinda, petek gozlerinin parlatilmasinda, kovan girigini daraltmada, cesitli ar1



hastaliklarindan koloninin korunmasinda ve hastalik etkenlerinin etkisiz hale getirilmesinde
kullanmaktadirlar (Silva ve ark., 2012). Propolisin igeriginin yarisindan fazlasini fenolik
bilesikler ve esterleri olusturmaktadir (Hepsen ve ark., 1996). Bu esterlerden en dnemlisi ve
propolisin en etken bilesenlerinden biri CAPE olarak bilinmektedir. CAPE [Phenethyl 3-(3-4
dihydroxyphenyl) acrylate]; propolis igeriginde bulunan ve izole edilebilen c¢ok genis
spektrumlu etkileri bulunan bir maddedir. Bu madde propolisin biyolojik olarak aktif
bilesenlerinden biri olmakla birlikte antioksidan, antiinflamatuar, antiviral, immiin uyarici,
karsinostatik, hasar onleyici, reperfiizyon o6zelliklerine de sahiptir. Farkli kaynaklardan elde
edilen propolis orneklerinin benzer kalitatif kompozisyonlara sahip olmasinin aksine CAPE

ornekleri biiyiik oranda farkliliklar géstermektedir (Widjaja ve ark., 2008).

Polen yapisal olarak cicek tozlari, nektar ve bazi salgilarin karisimidir. Bu dogal {iriin
kovan igerisinde larvalarin beslenmesinde kullanilmasinin yani sira insanlar i¢in potansiyel
bir besin ve saglik alaninda da kullanilan apiterapétik bir {riindiir. Oldukca zengin bir
kompozisyona sahip olan polenin yapisi; proteinler, mineraller, aminoasitler, karbohidratlar,
omega-3 ve omega-6 yag asitleri, vitaminler ve pek ¢ok fenolik bilesikleri kapsamaktadir
(Paramas ve ark., 2006). Antioksidan bilesiklerin en iyi kaynagi sliphesiz insan diyetinde
siklikla kullanilan meyve ve sebzelerdir. Fenolik bilesiklerin en 6nemli &zelligi ROS’u
notralize etmektir. Bunlar aromatik halka igerisindeki hidroksil gruplarina cift baglarla

baglanirlar.

Polenin bir diger o6zelligi ise, hidroksil radikaline karsi radikal siipiiriicii 6zellik

gostermesi ve lipit peroksidasyonunu onlemesidir (Leja ve ark., 2007; Marghitas ve ark.,
2009).

Etil asetat, dimetilsiilfoksit (DMSO) ve etanolde tamamen ¢oziinebilen, molekiil
agirhigr 284.31 g/mol olan liyofilize formdaki CAPE’nin kimyasal formiilii C17H1604 olarak
belirlenmistir (Akyol ve ark., 2011).
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Sekil 5. Kafeik asit (CA) ve CAPE’nin molekiil yapist (Akyol ve ark., 2011).
CAPE’nin yapisi, fonksiyonlari ve biyolojik ozellikleri

Yapisinda fenol gruplar ihtiva eden CAPE; antioksidan, antiinflamatuar, antiviral,
immiin uyarict ve karsinostatik, hasar Onleyici reperflizyon, antikanser ozellikleri ile
propolisin biyolojik olarak en aktif bilesenlerindendir (Giiney ve ark., 2007). Bir¢ok bitkisel
kaynakdan elde edilen propolis oOrneklerinin benzer kalitatif kompozisyonlara sahip
olmalarinin aksine, CAPE oOrnekleri bliylik oranda farkliliklar gostermektedir. Toksik etkiye
sahip olmayan CAPE; oksijenden tiirevlenen serbest radikallerin siipiiriilmesinde énemli bir
etkiye sahiptir (Widjaja ve ark., 2008). Sentetik bir madde olan CAPE ile in vitro ve in vivo
arastirmalar yapilmistir. Li ve arkadaslari; insanda koroner arter endotel hiicrelerinde okside
LDL aracili NF-kB artis1 iizerine CAPE’nin etki ederek iskemiye bagli hasari 6nledigini
gostermislerdir (Li ve ark., 2000). Yilmaz ve arkadaslari; streptozosin ile olusturulan diyabet
modelinde sican karaciger dokusunda CAPE’nin serbest oksijen radikallerini siipiiriicii
etkisini gostermislerdir (Yilmaz ve ark., 2004b). Noétrofil veya ksantin dehidrogenaz/ksantin
oksidaz sistemi tarafindan meydana getirilen ROS’un in vitro kosullarda 10 pmol/kg
konsantrasyonda CAPE tarafindan bloke edildigi bildirilmistir (Ozyurt ve ark.., 2001; Atik ve
ark., 2006). Lipid peroksidasyonunu engelleyen CAPE’nin tirozin Kinaz, siklooksigenaz ve
lipooksijenaz aktivitesini baskiladigi da gosterilmistir (Ozen ve ark., 2004). Spesifik olarak

NF-kB’nin olusumunu inhibe eden CAPE, ROS’un olusumunu engelleyerek basta Timor



Nekrozis Faktor alfa (TNF-a) olmak iizere bircok inflamatuar yolagin isleyisini de
onlemektedir. Ayrica CAPE’nin inflamatuar hiicrelerde apoptozisi onledigi de belirtilmistir
(Albukhari ve ark., 2009). Bagirsak kanser olusumunu baskilayan CAPE, potansiyel koruyucu
ozellikleri ile kemoterapik etki de gosterebilmektedir (Biray ve ark., 2006).

2.6.2. Erdostein (ERD=N-karboksimetiltioasetil-homosistein tiolakton)

ERD (N-karboksimetiltioasetil-homosistein tiolakton) kronik pulmoner hastaliklarin
tedavisi i¢in gelistirilen mukolitik bir ajandir. Bu ajan ancak karaciger metabolizmas: ile
serbestlestirilebilen iki adet bagl siilfhidril grubu igerir. ERD’nin temizleyici ve antioksidan
mekanizmasinda bu iki siilthidril grubu rol oynar (Dechant ve ark., 1996; Braga ve ark.,
2000). Deneysel ve klinik ¢alismalar ERD’nin antioksidan olarak serbest radikal temizleyici
fonksiyonlarmi gostermistir (Biagi ve ark., 1989; Inglesi ve ark., 1994; Yildirim ve ark.,
2003).

ERD, nitrik oksit ve ksantin oksidaz aktivitesini onleyerek serbest radikal olusumunu
azaltir (Fadillioglu ve ark., 2003). ERD ilaglara bagli toksik renal yetmezlikte basariyla
kullanilmaktadir. Renal doksorubisin ve sisplatin toksisitesinde etkinligi gdosterilmistir
(Yagmurca ve ark., 2003; Ozyurt ve ark.,2004). Iskemi reperfiizyon sonrast ratlarda bobregin
korunmasinda ERD’nin koruyucu etkisi gosterilmistir (Erdogan ve ark., 2006). Biitiin bu
veriler, ERD’nin ratlarda ¢esitli oksidatif stres durumlarinda koruyucu etkisini

vurgulamaktadir.
2.7. Cahsmada Takip Ettigimiz Belirtecler
2.7.1. Oksidatif stres belirtecleri (TAS, TOS, OSI)

Plazmada antioksidanlar bir etkilesim i¢inde bulunurlar. Bu maddeler genellikle
sinerjistik olarak ¢alismaktadirlar. Bu etkilesimden dolayi, bilesenlerin tek baslarina yaptiklari
etkinin toplamindan daha fazla bir etki olugmaktadir. Bu sinerjizme Ornek glutatyonun
askorbati, askorbatin da tokoferolii yeniden aktiflestirmesi gosterilebilir. Ayrica bir
antioksidandaki azalma digerindeki artis ile kompanse edilebilmektedir. Bu sebeple total
antioksidan seviyenin (TAS) oOl¢iimii, antioksidanlarin tek tek Olgiimiinden daha degerli
bilgiler vermektedir. Kanin antioksidan durumunu saptamada, bireysel antioksidanlardan ¢ok
bunlarin toplam antioksidan degerini veren TAS 06l¢iimii, giderek yayginlagsmaktadir (Romay

ve ark., 1996; Erel , 2004).



ROS laboratuvarlarda ayri ayri belirlenebilir. Ancak bu islemler zor, zaman alict ve
pahalidir. Son zamanlarda yapilan bazi c¢alismalarda, toplam oksidanlarin durumu, total
oksidan seviye (TOS) olgiilerek izlenmistir (Erel, 2005). Ayrica TAS ve TOS dlgiilerek,
belirlenmesi ¢ok zor olan ve heniiz bilinmeyen oksidan ve antioksidanlarin da olgiilmesi
saglanabilir (Béliikbas ve ark., 2005). Oksidatif stres indeksi (OSI) ise, TOS un TAS’a orani
olarak belirlenmektedir (Kdsecik ve ark., 2005).

2.7.2. Apoptoz

Canlilarin yagsam dongiisiiniin temel unsurlart dogmak, biiytiimek, tiremek, yaslanmak
ve Olmektir. Yasamin siirdiiriilmesi organizmanin yapt ve fonksiyonunun fizyolojik
gereksinimlerinin belirledigi sinirlar igerisinde korunmasina baglidir. Bunun i¢in hiicre
cogalmast ve Olimii arasinda mutlak bir dengenin bulunmas: gerekir. Bu denge
kayboldugunda, yani g¢ogalandan ¢ok hiicre oldiigiinde ya da farklilastiginda dejeneratif
hastaliklar, 6len ya da farklilasandan daha fazla hiicre ¢ogalmasi durumunda ise kanser ve

otoimmiin hastaliklar goriiliir (Mak, 2003).

Tiim canlilarin en kiicilik islevsel birimi olan hiicrede 6liim, patolojik ya da fizyolojik
stiregler sonunda gergeklesir. Baslica hiicrenin iki 6liim seklinden biri olan nekroz, hiicre
sismesi ve hiicre parcalanmasi ile karakterizedir. Ani iskemi, mekanik travma gibi biiyiik
cevresel degisikliklerin neden oldugu patolojik ve pasif bir siirectir (Kane, 1995). Bu tiir de

hiicre i¢i denetim mekanizmalarinin etkisi yoktur. Hiicre kendi istegi ile 6lmez.

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

saglar (Hockenbery, 1995).

1920’11 yillardan beri bilinen ve nekrozdan farkli olarak hiicre biiziismesi goriilmesi
nedeniyle “biiziisme nekrozu” olarak adlandirilan fizyolojik hiicre dliimiiniin, biiylik 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 OGliimiiniin

giiniimiizde en az iki ayr1 sekli oldugu belirtilmektedir (Majno ve Joris, 1995).
Apoptoz, eski Yunanca “apo” (ayri) ve “ptosis” (diismek) kelimelerinin birlesmesiyle
olusan ve Homeros tarafindan sonbaharda yaprak dokiimiinii tanimlamak i¢in kullanilmis bir

sOzciiktiir. Bu nedenle bazi hiicrelerin sonbahar yapraklar1 gibi adeta kuruyarak viicudu terk



etmesi ve arkadan gelen hiicrelere yer agmasiyla gergeklesen hiicre 6liim tipi, klasik Yunan
tarihgisi James Cormack’in onerisiyle “apoptoz” olarak adlandirilmistir (Cummings ve ark.,

1997).

Her hiicre, dogar, biiyiir, ¢cogalir (proliferasyon), farklilagir (diferansiasyon) ve oliir
(apoptozis). Biitiin bu olaylar dogal bir denge halinde siirer gider. 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 bozulmasinin bir¢ok 6nemli hastalifin patogenezinde rol
aldig1 gosterilmistir (Mcphie ve ark., 2003). Ornegin; artmis proliferasyon ve azalmis

apoptozun karsinogenezisde rol oynadigi diisiiniilmektedir (Kerr, 1994).

Apoptoz, hiicrenin yasam ¢emberi boyunca yapim-yikim dengesinin siirdiiriilmesini
saglar. Ornegin kemik iliginden siirekli olarak hiicre iiretimi devam ederken, giinde yaklasik
5x10™ kan hiicresi apoptoz yolu ile yok edilmektedir. Bagirsak epitel hiicrelerinin devamli
yenilenmesi, menstruasyon esnasinda uterusun i¢ yiiziindeki hiicrelerin oSldiiriilerek
uzaklastirilmas1 apoptoz yoluyla gerceklesir. Apoptoz, organizmada hasar gormiis veya
organizma igin tehlikeli olabilecek hiicrelerin yok edilmesinde de gérev alir. Ornegin viriisle
enfekte hiicreler bu yolla ortadan kaldirilir. Hasarli DNA da apoptoz yolu ile ortadan
kaldirilir. Hiicrenin DNA’sinda meydana gelen mutasyonlar kanser gelisimine neden
olabilecekleri i¢in bu hasarli hiicrelerin apoptoz yolu ile 6ldiiriilmesi biiylik onem tagimaktadir

(Erdogan, 2003).

Apoptoz sinyali alan bir hiicrenin kromatini yogunlagmaya baslar. Benzer bir sekilde
sitoplazma da yogunlasir ve hiicrenin boyutlar1 kii¢iilmeye baslar. Bir siire sonra hiicre
apoptotik cisimcik olarak adlandirilan daha kiigiik parcalara boliiniir. Bu pargalara apoptotik
cisimcikler de denilir. Apoptotik cisimcikler; ylizeylerinde yeni sinyal verici yapilari ortaya
cikarir ve bu sinyalin uyarist ile yakinlarindaki hiicre tarafindan (bunlar genelde

histiyositlerdir) fagosite edilerek ortadan kaldirilir (Lipponen ve ark., 1994).

Apoptoz, programlanmis hiicre 6liimii, organizmada fizyolojik siireclerin yam sira
cesitli patolojilerin ortaya c¢ikisindaki mekanizmalarda da rol oynamaktadir. Apoptoz

stirecindeki dengenin bozulmasi, hastaliklarin ortaya ¢ikisini tetiklemektedir.

Bu mekanizma stres etkenlerine bagli olarak gelisen hiicre o6liimlerinin
engellenmesinde 6nemli goriilmektedir. Bu etkenler UV radyasyonu gibi dis kaynakl etkenler

olabilecegi gibi metabolik bozukluklara bagli olarak biriken metabolitler de olabilir.



UV radyasyonu, oksijen radikallerinin iiretimini arttirarak hiicre membraninin
hasarlanmasina ve DNA kiriklarinin olugsmasina neden olarak hiicrenin 6liimiine 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 oynadigi bilinen kaspazlarin, 6zellikle kaspaz-3’tin aktive olmasini saglayarak

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

Kromatin degisikliklerinin baslamasindan kisa silire Once, hiicresel aktivitelerde ve
sinyal iletiminde yaygin olarak kullanilan kalsiyumun sitoplazma i¢i miktarinda hafif artma
goriiliir (Majno ve Joris, 1995; Mason, 1999). Bu artis baz1 sessiz enzimleri aktive ederek bazi
yapisal degisikliklere yol agar. 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 cifti ve katlar1 olan parcalara ayrilir. Bu parcalar agaroz jel

elektroforezde apoptoza 6zgili 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 baglatici islev gordiigl agiklik kazanmustir.
Deri ve apoptozis

Apoptotik hiicreler miikemmel bir seklide fagosite edilmektedir. Bu durum,
ultravitoleye maruz kalan hiicrelerde acikca gériilmektedir. i1k 24 saatte goriilen giines yanig1
hiicrelerinden 72. saatte eser kalmaz. Bu hizli hiicre kaybi deskuamasyon (epidermisin

dokiilmesi) ile degil apoptoz araciligiyla gergeklesmektedir. (Olson ve Everett, 1975).

P53 geni hem tiimdr baskilayici hem de apoptoz yoneticisi gorevini gormektedir

(Oltvai ve Korsmeyer, 1994). Gelismekte olan hiicrelerde DNA hasar1 ortaya c¢iktiinda,



hiicre dongiisiinii 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 biiylikse intihar eder. Dolayisiyla p53 islevinin yetersiz
oldugu hiicrelerde apoptoz gerceklesmeden veya DNA onarimi tamamlanmadan DNA
ciftlesmesi ve sonug olarak da neoplasi gelisebilir (Carson ve Ribeiro, 1993; Lane ve ark.,
1994; Symonds, 1994).

Deri biyolojisinde p53’iin 6nemi oOzellikle epidermisin UV’ye karsi cevabi ile
incelenmistir. Glines 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).

Dolayistyla bu cevap koruyucu nitelik tagimaktadir. Ayrica prekanserdz lezyonlarda
ilk gelisen mutasyonun p53 iizerinde olmasi sasirtici degildir (Kamb, 1994; Ziegler ve ark.,

1994).

Aktinik keratozlarin bir¢ogunda klonal p53 mutasyonu mevcuttur ve apoptoza direng
sonucu bu farkli hiicre serilerine gelisme imkani dogmaktadir. Yineleyen UV tehdidi altinda
bu hiicrelerde ek mutasyonlar meydana gelmekte ve % 90’dan fazla vakada p53

mutasyonunun goriildiigli yasst hiicreli karsinom gelisimi ile sonu¢lanmaktadir (Ziegler ve

ark., 1994).

Dolayisiyla UV, deri kanseri gelisiminde hem baslatici hem de devam ettirici bir

nitelik tagimaktadir.
2.7.3. Genotoksisite

Genotoksisite DNA zincir kiriklar ile karakterize oldugundan ‘‘Comet Assay’’ ile
belirlenebilmektedir. Comet assay; hizli, basit ve hiicresel diizeyde uygulanmasi kolay,
genotoksisite ve olast endojen DNA hasarini iyi tamimlayan bir tekniktir. Bu teknik, hasar
gérmiis DNA'nin elektroforez ile ¢ekirdekten salinmasi prensibine dayanir. Eger DNA kirik
iceriyorsa, hasarli DNA, c¢ekirdekten anoda dogru goc¢ etmekte ve etidyum bromid gibi
fluoresan baglayici bir boya ile boyandiklarinda bu hasarli hiicreler, kuyruklu yildiz (comet)
benzeri goriiniim almaktadir. Bu g¢alismada; Singh ve ark. tarafindan gelistirilen comet

metodu modifiye edilerek uygulanmistir (Singh ve ark., 1988).



Oksidatif stresin kanser, diyabet, ateroskleroz, nérodejeneratif hastaliklar gibi cesitli
patolojilerin temelinde yer aldiginin belirlenmesinden sonra arastirmalar antioksidanlar
lizerinde yogunlasmistir. Enzimatik ve enzimatik olmayan cesitli antioksidanlar farkli
mekanizmalarla oksidatif hasart Onlemekte, sinirlamaktadir. Antioksidan &zelligi bilinen
cesitli maddelerin klinik kullanimina iliskin ¢alismalar yiiriitiiliirken bir yandan da yeni bir
takim bitkisel molekiillerin antioksidan ozellikleri olup olmadig: arastirilmaktadir. ‘‘Comet
Assay’’, sayilar1 biiyiik bir hizla artmakta olan in vivo ve in vitro antioksidan ¢alismalarinda
siklikla kullanilan bir yontemdir (Briviba ve ark., 2008; Di Giacomo ve ark., 2009; Silva ve
ark., 2009).

2.8. Cahsmamizda Kullandigimiz Stereolojik Yontemler

Stereoloji, mikroskobik yapilarin ve diger 3B cisimlerin geometrik o6zelliklerini,
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 say1 (adet) olmak {izere dort grup altinda incelenir. Stereolojide objenin bu
ozellikleri sonda (probe) adi1 verilen dort ayr1 arag¢ ile hesaplanir. Bunlar; noktalar, cizgiler,

diizlemler ve disektor (hacimler)diir.

Tablo 3. Stereolojik sondalar ve objelerde duyarli olduklar1 geometrik 6zellikler

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

1l <L {4 j=

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

Sonda




Sekil 6. iki boyutlu kesitlerle yapilan &rneklemelerde ortaya ¢ikan boyut azalmas: (http://
stereoloji.blogspot.com.tr/p/stereoloji-nedir.html. Erisim tarihi: 13.07.2015)

Stereolojide, objelerin geometrik 6zellikleri yine geometrik 6zellikte olan sondalarla
belirlenir. Farkli boyutlardaki geometrik sondalar objelerin farkli geometrik ozelliklerine
duyarhdirlar. Benzer sekilde objelerin sahip olduklar1 dort adet geometrik 6zelligin her biri

icin duyarli olan ayr1 bir sonda vardir.

Herhangi bir yapi, iki boyutlu bir diizlemle kesismesi durumunda, normalde {i¢
boyutlu uzaydaki “n” boyutlu yapisina bagli olarak, “n-1" boyutlu bir kesisim (izdiigiim) verir
(Sekil 6). Dolayisiyla iki boyutlu kesitlerde, hacme sahip 3 boyutlu yapilar iki boyutlu alanlar;
iki boyuta (en ve boy) sahip alanlar tek boyutlu cizgiler; ve tek boyutlu ¢izgiler ise boyutsuz
(sifir boyutlu) noktalar olarak 6rneklenirler. 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 6rneklenemezler. Say1 kavrami
da, boyutsal 6zelliklerden bagimsiz (yani sifir boyutlu) oldugundan, iki boyutlu kesitlerden
faydalanilarak, dogrudan sayr kavramina ulasmak imkansizdir. Say1 ancak {li¢ boyutlu bir

Oornekleme sondasi ile 6rneklenebilir.



Sekil 7. Taneciklerin yoneliminin kesitlerle orneklenme sansina etkisi. (http://stereoloji.
blogspot.com.tr/p/stereoloji-nedir.html. Erigim tarihi: 13.07.2015)

So6zgelimi, bir yap1 icerisinde bulunan "a" tipi bir tanecigin (6rnegin beyinde bulunan
noronlarin) sayisint belirlemek istedigimizde, bunu dogrudan "a" taneciklerini iceren bir
yapidan alinmis iki boyutlu bir kesit iizerinde gerceklestiremeyiz. Ciinkii, taneciklerin
kesitlerde ortaya c¢ikan izdiisiimleri, onlarin biiyiikliikleri, kesit alma yoniine dik olan
uzanimlari, hacimleri vb. gibi faktorlerle yakindan iligkilidir. Biiyilik tanecikler, kiigiiklere

gore daha biiylik bir ihtimalle kesit diizlemi tarafindan kesilme sansina sahipken, daha kiiciik

olan tanecikler daha az izdiisiim verme sansina sahiptir (Sekil 7 ve 8).

Sekil 8. Tanecik biiylikligliniin 6rneklenme sansina etkisi (http:// stereoloji.blogspot.com.
tr/p/stereoloji-nedir.html. Erigim tarihi: 13.07.2015)



Birbirine paralel ve esit aralikli kesitlere ayrilmis olan bir referans hacim igerisindeki
iki partikiilden biiyiik olani, kii¢iik olana gore daha fazla kesit tarafindan 6rneklenme sansina
sahiptir (Sekil 7). Dolayisiyla, biiyiikk partikiil daha fazla kesitte izdiisimleri ile temsil
edileceginden, kesitlerde ortaya ¢ikan partikiil izdlsiimlerinin sayisinin gergek partikiil

sayistyla dogrudan bir iliskisinin olmadig1 aciktir.

Kesit alma dogrultusuna gore partikiillerin yonelimlerinin, 6rneklenme ihtimali ile
olan iligkisi sematize edilmistir. Uzun ekseni kesit alma dogrultusuna paralel olan, veya, kesit
diizlemine dik olarak yerlesim gosteren partikiiller, egik veya kesit diizlemine paralel
yerlesmis olanlara gore daha fazla kesit tarafindan isabet alma sansina sahip olacaklardir
(Sekil 8). Sonugta, partikiillerin kesitlerde ortaya ¢ikan izdiisiimlerinin sayis1 (yani
partikiillerin seri kesitler tarafindan o©rneklenme ihtimali), partikiillerin boyutlar1 ve
yonelimlerinin de etkili oldugu bir parametredir ve bu parametreden yola ¢ikilarak partikiil
sayisina ulagmak istendiginde, izdiisiim sayisina etkide bulunan bu faktorleri ortadan
kaldirabilecek bir 6rnekleme mantig1r uygulanmalidir. Bu da ancak, iki boyutlu kesitler bu tip

yaniltici bilgiler icerdiginden, {i¢ boyutlu 6rnekleme stratejileri ile gerceklestirilebilir.

Sonda ile objenin geometrik 6zelliklerini belirleyebilmek i¢in ilgili sonda 3B ortamda
ilgilenilen objeye ratsgele 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 gergeklestirilir.
Sondanin objeye uygulanmasi ile olusan primer veri sondanin boyutuna gore degisir. Ornegin
sonda olarak disektor kullandiysak bu durumda primer verimiz partikiil uclaridir, yapilacak is
de bunlarin sayilmasidir. Eger noktalardan olusan bir sonda kullandiysak bu durumda
sondadaki noktalar ile objenin kesisimleri verimiz olur. Yapilacak is yine bu kesisimlerin

sayilmasidir.
2.8.1. 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 dl¢iim teknigidir. Bu teknik ile izole durumda olan
herhangi bir objenin hacmi hesaplanabilecegi gibi, baska bir yap1 veya matriks igerisinde yer
alan yapilarin hacimleri de hesaplanabilir. Noktalar ile hacim hesabinin esas1 suna dayanir:
Bir yap1 boslukta ne kadar yer kapliyorsa o kadar fazla nokta icerebilir. Hacmi azaldikca
icerdigi nokta miktar1 da azalir (Korkmaz ve ark., 2002).



2.8.2. Hacim fraksiyonu (Yogunlugu)

Hacim fraksiyonu, iki hacmin orani olarak tarif edilir. Bu iki hacim, ilgilendigimiz
referans hacmi icerisinde yer alan iki ayr1 yap1 hacminin orani olabilecegi gibi, referans hacmi

ile igerdigi bu yapilardan birinin hacminin oran1 da olabilir. V, sembolii ile gosterilir.

Buna gore ilgilendigimiz bir elemanin hacim fraksiyonu, o elemanin hacminin

icerisinde bulundugu referans hacmine oranidir. Su sekilde gosterilir:

Referans hacmindeki eleman hacmi

Vv (eleman’ I’Ef) = Referans hacmi

Buradaki V sembolii hacim fraksiyonunu gosterirken, parantez ig¢indekiler ile de bu
fraksiyonun hangi referans hacmindeki hangi elemana ait oldugu belirtilir. Hacimlerin yerine
kesitlerde referans hacmi ile ilgili eleman {iizerine rastgelen noktalarin oranlarinin da ayni
esdegere sahip oldugu bulunmustur. Bunun i¢in yapilmasi gereken sadece kesitler iizerine
belirli araliklarla noktalar igeren 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 sayisi

Vv (eleman, ref) = Po (eleman, ref) = Referans profiline rastgelen nokta sayisi

Hacim fraksiyonu sadece bir orandan ibaret oldugu icin biyolojik yapilarda dogrudan
anlam ifade eden bir parametre olarak kullanilmazlar. Ciinkii eleman yogunlugundaki bir
degisim dogrudan ilgili elemandaki bir degisiklikten kaynaklanmayabilir. Bu nedenle hacim
fraksiyonunun mutlak bir deger olan toplam hacim seklinde ifade edilmesi gerekir. Bunun i¢in
hacim fraksiyonu ayrica hesaplanmis referans hacmi ile carpilir. 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 calismanin analizleri, Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali Enzimoloji Labaratuvart ve Histoloji Anabilim Dali Isik Mikroskobu
Labaratuvari’nda yapilmistir. Deneyler Yiiziincii Yil Universitesi Deney Hayvanlari

Unitesinde gergeklestirilmistir.

Calismada baslangi¢ agirliklart 250-300 g arasinda degisen Wistar tiirli albino erkek
sicanlar kullanilmistir. Hayvanlarin temini Yiiziinci Y1l Universitesi Deney Hayvanlar
Unitesi tarafindan yapilmistir. Siganlar arastirma siiresince polikarbonat kafeslerde, her
kafeste en fazla 6 hayvan olacak sekilde tutulmustur. Deney sliresince tiim sicanlar standart
sigan yemi ile beslenip, ¢esme suyu i¢irilmistir. Hayvanlar bu siire igerisinde su ve yem
acisindan 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 dlciilerek sicakligin 22+2°C

’yi agsmamasi i¢in laboratuvar siirekli olarak aspirator ile havalandirilmistir.
3.1. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Calismada 24 adet erkek Wister-Albino sigan kullanilmistir. Tiim deney hayvanlari
Yiiziincii Y1l Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesinde iiretilmis olup, deney siiresince 12;12
saat aydinlik/ karanlik 1siklandirmasi olan, 1s1 (22+2 °C) ve nemi (% 45-50) otomatik olarak

ayarlanmis odalarda yapilmistir.

Deney gruplar:

Calismada her grupta 6 adet sican olacak sekilde olusturulan toplam 4 grup asagidaki
islemlere tabi tutuldu:

1. Kontrol grubu: Bu gruptaki hayvanlara herhangi bir muamelede bulunulmadi;

2. UVA grubu: Bu gruptaki hayvanlar 30 giin boyunca, giinde 2 saat siireyle
(10:00°dan-12:00"a kadar) 30 cm uzakliktan UVA (1.25 mW/ cm?) 'ya maruz birakildi.

3. UVA + CAPE grubu: Bu gruptaki hayvanlar 30 giin boyunca, giinde 2 saat siireyle
(10:00°dan-12:00’a kadar) 30 cm uzakliktan UVA (1.25 mW/ sz) 'va maruz birakildi. UVA
uygulamasindan 30 dk 6nce her giin 10 pmol/kg/giin CAPE (Yilmaz ve ark., 2004a) i.p. yolla

deney hayvanlarina uyguland.



4. UVA + ERD grubu: Bu gruptaki hayvanlar 30 giin boyunca, giinde 2 saat siireyle
(10:00°dan-12:00’a kadar) 30 cm uzakliktan UVA (1.25 mW/ cmz) 'va maruz birakildi. UVA
uygulamasindan 30 dk once her giin 10 mg/kg/giin ERD (Yilmaz ve ark., 2004b) oral yolla

deney hayvanlarina verildi.

Sicanlara bu uygulamalar sirasinda standart diyet (protein % 24, lizin % 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 Hayvanlarimin Tiraslanmasi

Deney hayvanlar1 sinbo marka tiras makinasi ile sirt bolgelerinden yaklasik 15 cm®lik
alan1 kapsayacak sekilde tiras edildi. Tiraslama islemi ¢alismanin baslamasindan bir giin 6nce
yapildi ve bunu takiben calismanin devam ettigi 30 giin igerisinde haftada bir kez olmak
sartryla toplamda calisma boyunca bes kez deney hayvanlari tiraglandi. Uygulama gruplariin
yaninda kontrol grubu da olasi standart sapmay1 bertaraf etmek i¢in aynt muameleye maruz

birakilmistir.
3.3. Etkinligi Arastirllan Molekiillerin Uygulanmasi

CAPE: Calismamizda CAPE UVA uygulamasindan 30 dk Once her giin 10
pmol/kg/giin (Yilmaz ve ark., 2004a) olacak sekilde i.p. olarak UVA+CAPE grubundaki
siganlara verilmistir. Gruptaki hayvanlar 30 giin boyunca, giinde 2 saat siireyle 30 cm

uzakliktan UV A'ya maruz birakilmistir.

ERD: Calismamizda ERD UVA uygulamasindan 30 dk 6nce her giin 10 mg/kg/giin
(Yilmaz ve ark., 2004b) olacak sekilde oral yolla UVA+ERD grubundaki sicanlara
verilmistir. Gruptaki hayvanlar 30 giin boyunca, glinde 2 saat siireyle 30 cm uzakliktan

UV A'ya maruz birakilmistir.



3.4. UVA Isininin Uygulanmasi

126 cm boy, 30 cm yiikseklik ve 65 cm eninde ratlarin standart kafeslerinin rahatlikla
sigdirilabilecegi biiylik bir (ahsap) kafes tasarlandi. Yaptirilan bu ahsap kafesin iist kismina
Philips markali UVA (1.25 mW/cm?) lambasi monte edildi. 30 giin boyunca, giinde 2 saat

stireyle 30 cm uzakliktan UVA 1s1n1 siganlara verildi. Koruyucu ekipmanlar ile gerekli

onlemler alinarak deney siiresince si¢anlarin genel durumlar1 gézlemlendi.

Sekil 9. Deney hayvanlarina UVA 1s1ninin uygulanmasi (A: UV A kabininin bos hali. B: UVB
kabinine kafeslerin konmus hali)

3.5. Analizlerde Kullanilan Kit ve Kimyasallar

Kitler: TAS 6lgiim kiti (Rel Assay Diagnostics LOT:NR14047A), TOS o6lgtiim 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, CAPE (Alfa Aesar LOT:F28X215), ERD (Evosten
175 mg/5 ml Toz).



3.6. 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 derin donduruculu
buzdolabi, 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
etiv, 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 ¢alisma esnasinda kullanilmistir.
3.7. Kan Ve Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Kan ve doku oOrneklerinin alinmasi amaciyla gruplardaki hayvanlara etkinligi
arastirilan maddeler (CAPE, ERD) verilip, UVA uygulamas1 yapildiktan 24 saat sonra her
sigan i¢in 100 mg/kg ketamin dozu i.p olarak enjekte edilerek anestezi uygulandi. Kan dokusu
ornekleri genel anestezi altinda hayvanlarin kalbinden enjektorler yardimiyla alinip EDTA’I1
tiiplere aktarildi. Toplanan deri dokusu Ornekleri ise % 0.9’luk fizyolojik suda yikama
isleminden gecirilerek laboratuvarda inceleme zamanina kadar -75 °C’de derin dondurucuda
tutuldu. TAS ve TOS spektrofotometrik yontemle daha sonra elde edilen doku

slipernatantlarinda 6l¢iildii.

Doku homojenatlarimin hazirlanmasi: Deney sonrast derin dondurucuda bekletilen
deri dokusu orneklerinden 0.1 g doku alinarak {izerine 1900 pl 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 igerisinde sogutmali
santrifiijde 6000 rpm’de +4 °C sicaklikta 30 dk santrifiij edildi. Bu islemden sonra elde edilen

stipernatantlar spektrofotometrik analizler i¢in kullanild1 (Xia ve ark., 1994; Marklund).



3.8. Stereolojik Calismalar I¢in Doku Orneklerinin Alinmasi Ve Islenmesi

Histolojik caligmalar, genel olarak c¢esitli organlardan doku kesitleri alinarak bu
orneklerin histo-patolojik yonden degerlendirilmesini kapsamaktadir. Histolojide, oncelikle
organizmanin en kii¢iik canli birimi olan hiicrenin temel yapisal 6zellikleri ve fonksiyonlari
incelenmektedir. Bunu takiben doku, organ ve sistemlerin mikroskobik yapisi ele
alinmaktadir. Isik mikroskopide kullanilan histoloji teknigi 15181 geciremeyecek kadar kalin
olan dokulardan 15181 geg¢irebilecek incelikte kesitler almak ve canlida renksiz olan doku
unsurlarin1 boyayarak mikroskop altinda gortilebilir hale getirmektir. Calismamizda bu esasa

dayanarak islemler yapildi.

Histoloji laboratuarlarinda dokularin incelenmesini saglamak icin yapilmasi gereken

islemler genel olarak yedi asamadan olusur. Bunlar;

o Tespit (Fiksasyon)

e Suyunu alma (Dehidratasyon)

e Saydamlagtirma

e Parafinle muamele (Parafinizasyon)
e Blok hazirlama

e Kesit hazirlama ve

e Boyama islemleridir.

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

sabit hale getirmektir.
3.8.1. Tespit

Tespit isleminde amaca gore farkli sollisyonlar kullanilir. Genel olarak en cok
kullanilan soliisyon formalin soliisyonudur. Ideal tespit icin % 10’luk konsantrasyonda

kullanilmasi yeterlidir. Formalin disinda kullanilan diger baz1 soliisyonlar sunlardir:

e 9 2’lik gluteraldehit soliisyonu
e % 70-90 etanol solusyonu
e Bouin solusyonu

e Zenker soliisyonu

Soliisyon segimi dokunun 6zelligine bagl olarak degisebilir. Ornegin yag bakimindan

zengin dokularin tespitinde alkol uygun degildir.



Ideal bir tespit icin; Dokunun hacminin 10 kati miktarda tespit soliisyonuna

gereksinim vardir.
3.8.2. Suyunu alma (Dehidratasyon)

Dokularin mikrotom yardimiyla birkag mikron kalinliginda kesilebilmesi, dokunun
sert olmast halinde miimkiin olur. Bu amacla dncelikle doku i¢indeki suyun alinip su yerine
alkoliin gegmesi saglanmalidir. Daha sonra alkol alinip yerine ksilol ve en son olarak ksilol
alinip yerine parafin gegirilir. Her bir basamakta tutma siiresi doku tiiriine ve uygulanacak

boyama yontemine gore degismektedir. Bu siire 15 dakika ile 1 saat arasindadir.
3.8.3. Saydamlastirma

Kesit alma dncesi uygulanan ikinci asama dokudaki alkolii alip yerine ksilol gecirme

islemidir. Ksilol yaglar1 eritir ve dokuyu saydamlastirir.

<. Suvyu cikart ve doku- ¢&ziicl ile ver degistir.
$ Ornegdi plastik rezine icine gémiiliir.

70 %

etanol
ODe, .

etanol

10%% Formalin

Sekil 10. Dehidratasyon serisi (http://www.dicle.edu.tr/Contents/c6a20279-52b8-4c4f-bfa2-
ba9fe2a400aa.pdf, Erisim tarihi: 15.07.2015)

3.8.4. Parafinizasyon

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

parafin icinde en az 2 saat bekletilir. Boylece dokulardaki ksilol yerine parafin gegirilir.
3.8.5. Blok hazirlama

Sertlestirilen dokularin kesilecek yiizleri alt tarafa gelecek sekilde parafin igine

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


http://www.dicle.edu.tr/Contents/c6a20279-52b8-4c4f-bfa2-ba9fe2a400aa.pdf
http://www.dicle.edu.tr/Contents/c6a20279-52b8-4c4f-bfa2-ba9fe2a400aa.pdf

3.8.6. Kesit hazirlama

Icerisinde doku bulunan parafin blok, mikrotom olarak adlandirilan dilimleyici alete
monte edilerek kesilir. Calismamizda deri dokusu 4 um kalinhiginda her 40 Kkesite bir kesit
almak {lizere her bireyden toplam 6 adet kesit alindi. Bloktan kesilen kesitler 35-40°C
sicakliktaki su banyosuna (benmari) atilir ve kesilme esnasinda kivrilan dokunun diizgiin bir
sekilde yayilmasi saglanir. Diizgiin doku lam yardimiyla sudan almir. Lamlar etiivde

bekletilir. Bu sirada doku i¢indeki parafin erir ve akar. Lam tizerinde sadece doku kesiti kalir.

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

Havuzda bulunan kesiti lam lzerine al. \

Sekil 11. Doku kesitlerinin lam tizerine alinmasi (http://www.dicle.edu.tr/Contents /c6a20279
-52b8-4c4f-bfa2-ba9fe2a400aa.pdf, Erisim tarihi: 15.07.2015)

3.8.7. Boyama

Lam iizerine alman doku kesitinin boyanabilmesi i¢in Oncelikle parafinden
kurtarilmas1 gerekmektedir. Bu amagla preparatlar tiim parafini temizlemek ve dokuyu
saydamlastirmak i¢in lam iizerine alinan doku 30 dk 80°C etiivde bekletildi. Etlivden ¢ikarilan
preparatlar ksilol serisinden(20 + 20 dk) gecirildi. Daha sonra absolute alkolden baslamak
suretiyle alkol serisinden(15 + 15 dk) gegirildi. Sonrasinda 3 dk suda bekletildi. Bundan sonra

gerekli boyama yontemleri uygulandi.

Boyanmamis parafin kesitlerde ¢cogu doku elemani renksizdir. Isik mikroskobu ile
histolojik yapiy1 ayirt etmek oldukea giictiir. Bu nedenle doku kesitlerinin boyanmasi gerekir.
Boyama, cesitli hiicre ve doku kisimlarinin boyalar1 farkli sekilde tutmalar1 esasina dayanur.
Boyalarin ¢ogu suda, bazilar1 ise alkol veya asetonda eritilerek hazirlanir. Tek bir boyama

yontemi ya da ¢ofu zaman birka¢c boyama yontemi bir arada kullanilarak boyama


http://www.dicle.edu.tr/Contents%20/c6a20279%20-52b8-4c4f-bfa2-ba9fe2a400aa.pdf
http://www.dicle.edu.tr/Contents%20/c6a20279%20-52b8-4c4f-bfa2-ba9fe2a400aa.pdf

gerceklestirilir (Firidin, 2004).

Histoloji ve patoloji laboratuarlarinda rutin olarak genellikle hematoksilen-eosin
birlesik boyama yontemi kullanilmaktadir. Biz ¢alismamizda bu boyama yontemini kullandik.
Boyanan Ornekler daha sonra entellan adi verilen 6zel bir madde ile kapatilarak kurumaya

birakilda.

Dokulardan alinan kesitler iizerinde uygulanan bu islemler dizisi neticesinde

hazirlanan preparatlar mikroskop altinda incelenmeye hazir hale gelmis oldu.
3.9. Analizlerin Yapilmasi
3.9.1. TAS él¢iim tayini

TAS 6l¢timii i¢in Rel Assay Diagnostics marka kit kullanilmigtir. Kit prosediirlerinde
belirtildigi gibi spektrofotometre cihazinda 660 nm’de Ol¢iim yapilmistir. Reaksiyon hizi
standart yontem olan Trolox ile kalibre edilmektedir. Birimi Trolox equivalent/L’dir (Erel,

2004).
3.9.2. TOS ol¢iim tayini

TOS o6l¢timii i¢in Rel Assay Diagnostics marka kit kullanilmistir. Kit prosediirlerinde
belirtildigi gibi spektrofotometre cihazinda 530 nm’de 6l¢iim yapilmistir. Birimi pmol H,0;
Equivalent/L’dir (Erel O., 2005).

3.9.3. OSI’nin hesaplanmasi

OSI, TOS’un TAS’a oran1 olarak degerlendirildi. OSI birimi AU (Arbitrary Unit)
olarak kabul edildi (K&secik ve ark., 2005).

3.9.4. Apoptozun tesbiti

e 1.8 gagarose
e 150 ml TAE (Tris-Acetate-EDTA)
e 10 pul 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.



e 40-50 mg doku alindu.

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

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

e Her tiipe 100 pl izopropanol eklendi ve filtreli tiiplere aktarildu.

o Filtreli tiipler 8000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi.

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

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

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

e Ependorf tiipte biriken sivi kullanilarak 155 voltta 45 dakika boyunca jelde

ylizdiriildi.

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

genotoksisite tayini

Mononiikleer Lokositlerin Seperasyonu: Heparinli tiiplere alinan kan orneklerinden
mononiikleer 16kosit hiicreleri izole edildi. Bir tiipe 500 pl histopaque—1077 (ficol) iizerine
500 ul heparinize kan yavasca konup 2100 rpm ve 25°C’de 30 dakika santrifiij edildikten
sonra, orta tabakada biriken mononiikleer 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 iizerine
damlatild1 ve iizeri lamel ile kapatilip buzdolabinda (2-4 °C) 5 dakika bekletildikten sonra

lamelleri kaldirildi.

2. Hazirlanan lamlar nemli kutularda bekletilip PBS ile mm® te 10* hiicre olacak
sekilde diliie edilmis mononiikleer hiicrelerden 10 pl alinip 80 pl % 0.7’lik low melting point
(LMP) agaroz jel (37 °C) ile karistirilarak birinci tabaka iizerine tabakalandirilip, lamel ile

kapatilarak buzdolabinda donmas i¢in 5 dakika bekletildi.



3. Agaroz jel kuruduktan sonra slaytlar yaklasik bir saat siire ile yiksek
konsantrasyonda tuz ve deterjan i¢eren soguk lizis soliisyonunda (100 mM EDTA, 2.5 M
Sodyum klorid, 10 mM trizma base) bekletilerek hiicre ve ¢ekirdek zari lizise ugratildi. Lizis
buffer’a calismadan hemen 6nce % 1 oraninda triton X-100 ve % 10 oraninda DMSO

karistirilip sogutulduktan sonra kullanildu.

4. Elektroforezde yiiriitmeden 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 yiirtitildii.

5. Elektroforezde yliriitme islemi tamamlandiktan sonra alkali tampon c¢ozeltisini
ortamdan uzaklastirmak icin 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 gecildi. Boyama
islemi i¢in floresan boya olan etidyum bromit boyasi (5 pg/ml) kullanildi. Her bir slayt i¢in 80
uL boya slayt iizerine damlatildiktan sonra lamel ile {izeri 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 garpilip, degerlendirme 100

iizerinden yapildi.
3.9.6. Stereolojik calismalar icin doku preparatlarinin incelenmesi

Hazirlanan doku preparatlar1 151k mikroskobunda x40 sayisal acikligi 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 goriintiisii noktali alan 6l¢tim cetveli kullanilarak total voliim
ve damar voliim hesab1 yapildi. Bunun i¢in SHTEREOM 1.3 Paket Stereoloji programindan
yararlamld. Ilgili dokulara ait nokta sayilarmdan yola cikarak 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 ve 6).

3.10. istatistiksel Analizler

Uzerinde durulan 6zellikler igin tanimlayici istatistikler, medyan, ortalama, standart
sapma, minimum ve maksimum deger olarak ifade edilmistir. Bu 06zellikler bakimindan
gruplar1  karsilastirmada Kruskal-Wallis testi kullamilmistir. Hesaplamalarda istatistik
anlamlilik diizeyi % 1 olarak alinmig ve hesaplamalar i¢in SPSS istatistik paket programi

kullanilmistir.



4. BULGULAR

UVA’nin deride olusturdugu oksidatif, genotoksik ve DNA hasarina karsi, CAPE ve
ERD’nin koruyucu etkisini in vivo olarak inceledigimiz bu ¢alismadan elde edilen bulgular

tablolar ve grafikler halinde kendi i¢inde basliklara ayrilmis sekilde asagida verilmistir.

Gruplar:

(1) Kontrol (K); (2) UVA,; (3) UVA+ERD ve (4) UVA+CAPE olarak adlandirilmistir.
4.1. Oksidatif Stres Belirte¢lerinin Analiz Bulgulari

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

istatistikleri ve karsilagtirmali sonuglar1 Tablo 4° de verilmistir.

Tablo 4. Deri dokusunda &lciilen TAS, TOS, OSI sonuglarmin gruplara gore dagilimi ve
istatistiksel veriler

Grup Median Mean Standard |Minimum| Maximum P.
Deviation
K | 59.720a 57710 | 10.495 | 43.470 | 71.250 | 0.005
UVA | 38.820¢ 37.708 7.286 | 25.000 | 46.250
TAS"ERD | 45550bc | 43.657 5290 | 36.670 | 48.750
CAPE| 47.015b 47.617 3.028 | 43.750 | 51.390

K 149.590 b 150.986 12.22 138.21 | 167.48 0.007
TOS| UVA | 221.950a 216.803 37.976 156.1 266.67
ERD | 176.425b 181.845 18.438 162.6 213.01

CAPE | 165.855b | 168.835 276 | 139.84 | 2065
K 0272 ¢ 0.270 0.058 | 0207 | 0347 | 0.000
"UVA | 0567a 0.599 0182 | 0371 | 0.924
OSII™ERD | 0.406 b 0.423 0.083 | 0347 | 0581
CAPE| 0350b,c 0.353 0.043 | 0307 | 0.404

Farkli harfi alan gruplar arasi fark anlamlidir (p<0.01).
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Sekil 12. Deri dokusu TAS degerlerinin grafigi (a: UVA, UVA+ERD ve UVA+CAPE
gruplarina gore fark anlamlidir, b: K ve UVA gruplarina gore fark anlamhdir, ¢: K ve
UVA+CAPE gruplarina gore fark anlamlidir.)

UVA’nin uygulandig: biitin gruplar K grubu ile kiyaslandiginda TAS seviyesinde
istatistiksel olarak anlamli derecede (p<0.01) diisiis gozlenmis iken, UVA+CAPE grubunda
UVA grubuna gore tekrardan anlamli (p<0.01) bir artis oldugu goriilmektedir (Sekil 13).
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Sekil 13. Deri dokusu TOS degerlerinin grafigi (a: K, UVA+ERD ve UVA+CAPE gruplarina
gore fark anlamlidir, b: UVA grubuna gore fark anlamlidir.)

Sekil 14’de degerlendirme yapildiginda UVA grubuna ait TOS degeri diger biitiin
gruplara gore anlamli derecede (p<0.01) yiiksektir. Ancak UVA+ERD ve UVA+CAPE
gruplarinda UVA grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diisiisler (p<0.01) not edilmistir.



g - OSlI (Arbitrary units)
— 8 ] a
£ 7 [
S5 6
) N
z 5.
o
x 4 - c \ B K
o0
Z 34 1 \ KIUVA
= 2 [
2 Fann) \ @ UVA+ERD
© 19 N
0 et I . : : , & UVA+CAPE
L \s
S

Sekil 14. Deri dokusu OSI degerlerinin grafigi (a: K, UVA+ERD ve UVA+CAPE gruplarina
gore fark anlamlidir, b: K ve UVA gruplarina gore fark anlamlidir, ¢: UVA ve UVA+ERD
gruplarina gore fark anlamlidir.)

Gruplara ait olan OSI degerleri kiyaslandiginda UVA ve UVA+ERD gruplarinda, K
grubuna gore anlamli (p<0.01) bir artis, UVA+ERD ve UVA+CAPE gruplarinda ise UVA
grubuna gore anlamli disiisler (p<0.01) goriilmektedir (Sekil 15).

4.2. Antigenotoksik Etkilerin Analiz Bulgular

Kan dokusunda comet assay yontemi ile belirlenen antigenotoksik etkilerin

karsilagtirmali bulgular1 verilmistir.

Tablo 5. Kan dokusu comet assay sonuglarinin gruplara gore dagilimi ve istatistiksel veriler

Grup | Medyan | Ortalama |Standard | Minimum | Maximum P.
Deviation
K [10.00 10.80 d 2.95 7.00 15.00
UVA 48.00 49.00 a 14.04 33.00 70.00
Comet assay 0.001
ERD (33.50 35.00 b 7.72 26.00 45.00
CAPE [22.50 22.00 c 7.43 11.00 31.00

Farkli harfi alan gruplar arasi fark anlamlidir (p<0.001).



COMET ASSAY SONUCLARI
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Sekil 15. Kan dokusu comet assay degerlerinin grafigi (a: K, UVA+ERD ve UVA+CAPE
gruplarina gore fark anlamlidir, b: K, UVA ve UVA+CAPE gruplarina gore fark anlamlidir,
c: K, UVA ve UVA+ERD gruplarma goére fark anlamlidir, d: UVA, UVA+CAPE ve
UVA+ERD gruplarina gore fark anlamlidir.

Comet assay degerleri kiyaslandiginda biitiin gruplarda, K grubuna gore anlaml
(p<0.001) bir artis, UVA+ERD ve UVA+CAPE gruplarinda ise UVA grubuna goére anlamli

diistisler (p<0.001) goriilmektedir (Sekil 16).



4.3. Kan Dokusu Apoptoz Goriintiisii
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Sekil 16. Kan dokusu apoptoz goriintiisi (M: Markir, 1.-2.Bant: UVA+CAPE, 3.-4.Bant:
UVA+ERD, 5.-6. Bant: UVA, 7.-8.BANT: Kontrol).

Caligmamizin apoptoz goriintiisic analiz edildiginde kontrol grubunda DNA kirigi
olmadigr UVA hasari olusturulan gruplarda ise DNA kiriklarinin arttigi gériilmistiir. Sadece
UVA hasarinin oldugu bantlarda (5-6) kirik sayisi en fazla olup, ERD (3-4) ve CAPE (1-2) ile
hasarin tedavi edildigi gruplarda ise kiriklarin oldugu ancak sadece hasar olusturulan gruba

gore kiriklarin azaldigi tesbit edilmistir (Sekil 17).



4.4. Stereolojik Bulgular

Deri dokusunda stereoloji yontemi ile belirlenen etkilerin karsilastirmali bulgulari

verilmistir.

Tablo 6. Deri dokusu stereoloji sonuglariin gruplara gére Dermis Total hacim CE ve CV
degerleri

GRUP ADI SICAN TOTAL CE Cv TOTAL CcVv
SAYISI NOKTALAR VOLUM
K 1 323 0.055 0.23307 80750000 0.29503
2 298 0.057 107280000
3 455 0.046 163800000
4 590 0.040 212400000
5 402 0.049 144720000
6 488 0.045 175680000
UVA 1 557 0.042 0.1557 200520000 0.15454
2 499 0.044 179640000
3 739 0.036 265332736
4 474 0.045 170640000
5 517 0.043 186120000
6 594 0.040 213840000
UVA+ERD 1 650 0.039 0.08801 234000000 0.08797
2 603 0.040 217080000
3 728 0.036 262080000
4 697 0.037 250920000
5 669 0.038 240840000
6 795 0.035 286200000
UVA+CAPE 1 666 0.038 0.09517 239760000 0.09521
2 643 0.039 231480000
3 770 0.035 277200000
4 579 0.041 208440000
5 598 0.040 215280000
6 630 0.039 226800000

Calismamizda Stereoloji sonuglarinin CV degerleri hesaplanarak birey sayisina bagh

yeterlilik belirlenmistir. Belirlenen bu yeterlilik ¢galismamizin giivenilirligini arttirmistir.



Tablo 7. Deri dokusu stereoloji sonuglarinin gruplara gére Dermis Damar hacminin CE ve
CV degerler

GRUP ADI SICAN DAMAR CE cVv DAMAR CcVv
SAYISI NOKTALAR VOLUM
K 1 51 0.149 0.44002 | 326400 0.44182
2 60 0.132 384000
3 63 0.129 403200
4 98 0.102 627200
5 153 0.083 979200
6 59 0.132 377600
UVA 1 222 0.068 0.49874 | 1420800 0.49931
2 178 0.076 1139200
3 206 0.071 1318400
4 176 0.077 1126400
5 391 0.054 2502400
6 571 0.044 3654400
UVA+ERD 1 796 0.039 0.21874 | 5094400 0.21867
2 561 0.046 3590400
3 431 0.050 2758400
4 470 0.047 3008000
5 606 0.042 3878400
6 479 0.049 3065600
UVA+CAPE 1 581 0.043 0.17338 | 3718400 0.17338
2 476 0.048 3046400
3 S77 0.044 3692800
4 490 0.047 3136000
5 329 0.057 2105600
6 463 0.049 2963200

Calismamizda Stereoloji sonuglarinin CV degerleri hesaplanarak birey sayisina bagh

yeterlilik belirlenmistir. Belirlenen bu yeterlilik calismamizin giivenilirligini arttirmistir.



Sekil 17. Doku kesitlerinin 151k mikroskobu goriintiileri (H&E Obj X 40: A-D) (A) Kontrol,
(B) UVA; (C) UVA+ERD; (D) UVA+CAPE.



Tablo 8. Deri dokusu stereoloji sonuglarinin gruplara gore dagilimi ve istatistiksel veriler

Grup Median Ortalama Standard Minimum Maximum P.
Deviation
K [22140000.00 [28105000.00 c [15058427.21 [12750000.00 [55080000.00
DAMARIN| UVA [76941423.29 (104607141 b [57255239.87 |63360000.00 [205560000.00 0.001
HACMI ERD [187200000.00 [200580000a |48048020.98 [155160000.00 [286560000.00 |
CAPE (173880000.00 |174960000 a [33229384.59 [118440000.00 {20916000.00
Farkli harfi alan gruplar arasi fark anlamlidir (p<0.01).
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Sekil 18. Deri dokusu stereoloji degerlerinin grafigi (Birim: pm?)

(a: UVA, UVA+ERD ve UVA+CAPE gruplarina gore fark anlamlidir, b: K,UVA+ERD ve
UVA+CAPE gruplarma gore fark anlamlidir, ¢: K ve UVA gruplarina gére fark anlamlidir.)

Stereoloji (Hacim Fraksiyonu) sonuglari degerlendirildiginde UVA grubunda, K
grubuna gore anlamli (p<<0.01) bir artis oldugu goriilmektedir (Sekil 18).



5. TARTISMA VE SONUC

Son yillarda ozon tabakasinin incelmesiyle giinesten diinyaya ulagan UV miktar1
artmigtir. Bunun disinda sicak bolgelerde tatil yapilmasi, giineslenme saatlerine dikkat
edilmemesi, disarida gegirilen siire zarfinda giines 1sinlarindan tam anlamiyla korunmanin
saglanmamasi ve teknoloji ile hayatimizin her alanina giren cihazlarin UV yaymasi insanlarin
yogun olarak UV’ye maruz kalmasina sebep olmustur. Bu maruziyetin artmasi ile UV’ nin
zararh etkileri de artis gostermistir. Stratosferik ozondan bagka faktorler de diinyamiza ulasan
UV radyasyon miktarii etkilemektedir. Giines 1sinlarinin yeryliiziine egik veya dik gelmesi
yeryiiziine ulasan UV radyasyon miktarini etkiler. Bunun yaninda, giinesin giin igerisindeki
konum degisikligi, atmosfer igerisinden gegen UV radyasyon miktarin1 etkiler. Giines
gokyliziinde algak oldugunda, sabah ve aksam saatlerinde isinlar atmosfer icerisinde daha
uzun bir mesafe kat etmektedir ve su buhart ile diger atmosferik bilesenler tarafindan
sacilmaya ugrayabilir ve yutulabilirler. Giines kendisinin en yiiksek noktasinda oldugunda
(6glen), yani giin ortasi civarinda UV'nin daha biiyiik miktarlar1 diinyaya ulasir. Ayrica
topografik yiikseklik de etkilidir. Hava parselleri dag zirvelerinde daha temiz ve daha az
yogunluktadir, bundan dolay1r daha fazla UV’yi gegirir. Bulut diinya yiizeyine erisen UV
radyasyonun miktar1 iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. ince bulut 6rtiisiinden ¢ok daha fazla

UV radyasyon gecisi olur (Mutlu ve ark., 2003).

Giines enerjisi i¢inde dnemli bir bolimii olusturan UV radyasyonu, dalga boylarina
gore 3’e ayrilmaktadir. Bu 1sinlar UVA (dalga boyu 320-380 nm), UVB (dalga boyu 280-320
nm) ve UVC (dalga boyu 280 nm’den kiiciik olanlar) olarak adlandirilmaktadir. UVC ozon
tabakas1 tarafindan tutuldugu i¢in normal atmosfer sartlarinda yeryiiziine ulasmaz. Normal
sartlarda UVA ve UVB ise yeyliziine ulasir. UV 1sinlar igerisinde dalga boyu en fazla ve
enerjisi en az olan UVA 1smidir. Ancak, UVA isinlar1 atmosfer tarafindan tutulmamakta,
camdan gecebilmektedir. Dermis olarak bilinen i¢deriye kadar niifuz edebilmektedir. Bu
ylizden erken yaglanmaya ve deride kirisikliklara, deri kanserinin ilerlemesine neden
olmaktadir (Gill ve ark., 1987; Coohill ve ark., 1987). Mutajenik etkileri kiyaslandiginda
UVB’nin mutajenik potansiyelinin UVA’dan ¢ok daha yiiksek oldugu farkedilir. Fakat, buna
ragmen UV A’da kiiciimsenmemelidir. Bunun birinci sebebi, UVA’nin UVB’den yaklasik 30
kat daha fazla diinya ylizeyine ulagmasidir, ikinci sebebi de UVA’nin derinin daha derinlerine

(dermise) penetre olmasidir (Bruls ve ark., 1984).



Giines 15181indaki UV A'ya maruz kalan insan viicudundaki ilk bolge deridir ve diger
organlar da kan dolasimi yoluyla etkilenmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar
UVA'nmm en az UVB kadar mutajenik ve karsinojenik oldugunu gostermistir. Timor
olusumuna neden olan UVA, UVB'nin tiimor indiiksiyonunda gereksinim duydugu enerjiden
daha fazlasma ihtiya¢ duyar (Strickland, 1986). Sevin ve ark. (2007) UVA'nin deri iizerine
etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda UVA'nin giines yanigini ve dermo-epidermal aktiviteyi

artirdigin1 gostermislerdir.

Breuckmann ve ark. (2004) yapmis olduklar1 ¢alismalarinda ise UV etkisinin UVB
iizerinden dogrudan DNA yikimi veya UVA f{izerinden ROS araciligiyla olusan dolayl
yikimlarla tetiklendigi sonucunu elde etmislerdir. ROS diger adiyla serbest radikaller
viicudumuzda besinlerin oksijen kullanarak enerjiye ¢evrilmesi sirasinda olugan metabolik
yan iriinlerdir. Serbest radikaller kararsiz bir yapidadirlar ve kararli hale gelmek icin
hiicrelere saldirarak hasar olustururlar. Antioksidanlar ise serbest radikalleri etkisiz hale
getirerek hiicreleri bu hasarlardan korurlar. Serbest radikaller ve antioksidanlar viicut
icerisinde belirli bir dengede oldugu miiddetge, antioksidanlar serbest radikalleri etkisiz hale
getirebilir. Aksi halde serbest radikal seviyesi, antioksidan seviyesine gore artarsa serbest
radikaller hiicrelerde oksidatif hasarlara yol agar ve bu durumda oksidatif stres meydana gelir.
Oksidatif stres, ROS’daki artisa bagli olarak meydana gelen doku zedelenmesinin
gostergesidir. UVA’nin ROS da artisa sebep oldugu bilimsel calismalarla belirlenmistir
(Breuckmann ve ark.,2004).

Literatiirde deri hasarina sebep oldugu bilinen UVA’nin zararli etkisini ortadan
kaldirmak amaciyla ¢esitli antioksidan maddeleri kullanmak c¢alismamizin temelini

olusturmaktadir.

Calismamizda olast antioksidan etki gostermesi beklenen CAPE ve ERD
kullanilmigtir. Deneysel ve klinik ¢aligmalar ERD’nin antioksidan olarak serbest radikal
temizleyici fonksiyonlarin1 gostermistir (Dechant ve ark., 1996; Yildirim ve ark., 2003).
Yapilan baz1i ¢alismalarda CAPE’nin  oksijenden tiirevlenen serbest radikallerin
slipliriilmesinde 6nemli bir etkiye sahip oldugunu ortaya koymustur (Widjaja ve ark., 2008).
Yapmis oldugumuz c¢alismamizda ise UVA’nin albino sicanlarin derilerinde yol agtigi
oksidatif hasara karsti CAPE ve ERD’nin koruyucu etkisi arastirilmistir. CAPE 10
umol/kg/giin (Yilmaz ve ark., 2004a) i.p. yolla, ERD ise 10 mg/kg/giin (Yilmaz ve ark.,
2004b) oral yolla deney hayvanlarina uygulanmistir. Bu maddelerin olusan UVA hasariin
tedavisindeki etkinligini tesbit etmek amaciyla sicanlarin deri dokusunda TAS, TOS, OSI



parametrelerine bakilmis ve deri dokusu stereolojik olarak incelenmistir. Kan dokusunda ise

CAPE ve ERD’nin antiapoptotik ve antigenotoksik etkisi arastirilmustir.

Caligmamizda antioksidan kapasiteyi temsil eden TAS 6l¢tim sonuglari gruplar arasinda
karsilagtirmali olarak degerlendirildiginde sonuglarin anlamli oldugu goriilmiistiir. UVA’nin
uygulandig biitiin gruplar K grubu ile kiyaslandiginda TAS seviyesinde istatistiksel olarak
anlamli derecede diislis gozlenirken, UVA+CAPE grubunda UVA grubuna gore tekrardan
anlamli bir artis oldugu gorilmiistiir (Sekil 13). Bu deger UVA’nin oksidatif hasar
olusturdugu bilgisini desteklerken (Ibrahim, 2015). CAPE’nin de antioksidan etkisini ortaya
koymustur. CAPE’ nin antioksidan etkisi literatiir ile uyumludur (Ozyurt ve ark., 2001; Atik ve
ark., 2006; Giiney ve ark., 2007).

TOS sonuglar1 degerlendirildiginde UVA grubuna ait TOS degeri diger biitiin gruplara
gore anlamli derecede yiiksektir (Sekil 14). Bununla beraber UVA+ERD ve UVA+CAPE
gruplarinda UVA grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diistisler not edilmistir. Sonuglar
UVA’nin oksidan seviyeyi gruplarda arttirdigini gdstermektedir. Onceki yapilan bir calismada
da UVA’nin ROS’u arttirdigit ve fotoyaslanmaya sebep oldugu sonucu elde edilmistir
(Hiramoto ve Yamate, 2015). Caligmamizda UVA uygulanan gruplarda gézlemlenen TOS
seviyesindeki artis UVA’ya bagl artmis oksidatif stresi isaret etmektedir. Antioksidan etki
gostermesi beklenen CAPE (Atik ve ark., 2006) ve ERD (Braga ve ark., 2000) maddelerinin

de beklenen etkiyi olusturduklar ulasilan literatiirle uyumludur.

OSI ise, TOS’un TAS’a orani olarak belirlenmektedir (Kosecik ve ark., 2005).
Gruplara ait OSI degerleri kiyaslandiginda UVA grubunda, K grubuna gore anlamli bir artis,
UVA+ERD ve UVA+CAPE gruplarinda ise UVA grubuna goére anlaml disisler
goriilmektedir (Sekil 15). Elde edilen OSI degerleri ¢calismamizdaki literatiir ile uyumlu olan
olan TAS ve TOS degerlerini desteklemistir.

Sonug¢ olarak caligmamizda elde ettigimiz oksidatif stres belirteclerinin degerleri
UVA’nin olusturdugu deri hasarinin tedaviside kullandigimiz CAPE ve ERD’in etkili
oldugunu gostermistir. Ulasilabilinen literatiire gére UVA’nin olusturdugu deri hasarinda

CAPE ve ERD’nin antioksidan etkisi ilk defa ¢alismamizda tesbit edilmistir.

p53 geni hem tiimor baskilayict hem de apoptoz yoneticisi gorevini gormektedir.
(Oltvai ve Korsmeyer, 1994). Gelismekte olan hiicrelerde DNA hasar1 ortaya ¢iktiginda,
hiicre dongiisiinii G1 fazinda durdurmaktadir (Barr ve Tomei, 1994; Bellamy ve ark., 1995).

Bu fazda hiicre ya DNA onarim yoluna gider (ve sonug¢ olarak hiicre dongiisiine tekrar



girebilir) ya da hasar ¢ok biiyiikse intihar eder. Dolayisiyla p53 islevinin yetersiz oldugu
hiicrelerde apoptoz gerceklesmeden veya DNA onarimi tamamlanmadan DNA ¢iftlesmesi ve
sonu¢ olarak da neoplasi gelisebilir (Lane, 1994; Symonds,ve ark., 1994). Apoptozun en
onemli 6zglin yonii DNA’nin internukleozomal bolgelerden yaklasik 180-200 baz gifti veya
bunun katlar1 boyutunda DNA parcalari olusturacak sekilde pargalanmasidir. Bu durum
agaroz jel elektroforezinde merdiven goriintiisii imajinin ortaya ¢ikmasina neden olur. Ama
bu durum hiicre tipine bagli olarak degisebilir ya da sadece yaklasik 50 kilo bazgifti (kbp)
boyutunda bir DNA fragmentasyonu da goriilebilir. UVA ve UVB radyasyonunun canlilar
iizerinde eritem, bronzlasma, deri elastikiyetinde bozulma gibi etkilerinin yanisira kanserojen
DNA mutasyonlarina sebebiyet verdigi belirtilmistir (Romanhole ve ark., 2015). Literatiirdeki
bu caligmalara paralel sonuglar elde ettigimiz ¢aligmamizda ki apoptoz goriintiileri analiz
edildiginde kontrol grubunda DNA kirigiin az oldugu UVA hasar1 olusturulan gruplarda ise
DNA kiriklarinin arttigr  goriilmistir. DNA  kiriklarinin - artist olusan UVA  hasarini
gostermistir. Baska bir calisma da UVA’nin p53°e bagimhi apoptozu etkinlestirdigi sonucu
elde edilmistir (Liu ve ark.,2014). Sadece UVA hasarinin oldugu bantlarda (5-6) kirik sayisi
en fazla olup, ERD (3-4) ve CAPE (1-2) ile hasarin tedavi edildigi gruplarda ise kiriklarin
oldugu ancak sadece hasar olusturulan gruba gore kiriklarin azaldig: tesbit edilmistir (Sekil
17). Elde edilen bu veriler tedavi gruplarinda kullanilan ERD ve CAPE’nin UVA hasarinda
antigenetoksik etki olusturdugunu disiindiirmektedir. Ulasabildigimiz literatiire gore
UVA’nin olusturdugu deri hasarinda CAPE ve ERD’nin antiapoptotik etkisi ilk defa

calismamizda tesbit edilmistir.

Calismamizda sicanlarin kandokusunda comet assay yontemi ile CAPE ve ERD’nin
antigenotoksik etkileri incelenmistir. Comet assay; hizli, basit ve hiicresel diizeyde
uygulanmasi kolay, genotoksisite ve olasi endojen DNA hasarini iyi tanimlayan bir tekniktir.
Bu teknik, hasar gormiis DNA'nin elektroforez ile ¢ekirdekten salinmasi prensibine dayanir.
Kanser olusumu ile iligkili olan DNA'daki 8-0x0-dG’nin, UVA'ya maruz kaldiktan sonra
meydana geldigi ve ayrica insan derisindeki sitotoksisiteye neden oldugu bildirilmistir (Tyrell
ve Pidoux, 1987; Lee ve ark., 1989). Comet assay degerleri kiyaslandiginda biitiin gruplarda,
K grubuna goére anlamli bir artis, UVA+ERD ve UVA+CAPE gruplarinda ise UVA grubuna
gore anlamh diistisler goriilmektedir (Sekil 16). Elde edilen bu sonuclar UVA maruziyetinin
DNA’da hasar olusturdugu bilgisini desteklemistir. CAPE ve ERD’nin ¢alismamizda
antigenotoksik etki olusturdugu tespit edilmistir. Ulasabildigimiz literatiire gore UVA’nin



olusturdugu deri hasarinda CAPE ve ERD’nin antigenotoksik etkisi ilk defa g¢alismamizda

tesbit edilmistir.

Calismamizda  buldugumuz stereoloji (hacim fraksiyonu) sonuglari
degerlendirildiginde UVA grubunda, K grubuna gore anlamli bir artis oldugu goriilmektedir
(Sekil 18). Kontrol grubunda normal yapi belirlendi. UVA grubunda sirkiilasyon ve
dilatasyonun metabolizma artisina yonelik damar hacim yogunlugu artis1 sé6z konusudur.
UVA+ERD ve UVA+CAPE gruplarinda ise diger molekiiler ve biyokimyasal bulgularla
uyusan tedavinin olumlu yonde ilerledigine dair degisiklikler gbzlemlendi. Daha dnce yapilan
bir calismada da ultraviyole ve sicaklik maruziyetinin deride vaskiiler dilatasyona sebep

oldugu bildirilmistir (Ozkol ve ark. 2015).

UVA'ya maruz kalma sonucu, derinin kollajenin yapisinda denatiirasyon gibi
degisiklikler olur. Sonugta; ¢ok sayida iyi ya da kotii huylu tiimorler gelisebilir (Robert,
1997). Gerek iilkemizde gerek diinya genelinde tedavisi en masrafli olan hastaliklar kanser
tirleridir. Calismamizda kullandigimiz CAPE ve ERD’nin UVA ile olusturulan deri
hasarmmada koruyucu etkisinin oldugu tespit edilmistir. Kanser tiirlerinden biri olan deri
kanserini onlemede bu maddelerin kullaniminin etkili olacagimi diisiinmekteyiz. Boylelikle

etken maddesi CAPE veya ERD olan gilines kremleri UVA ‘dan korunmak i¢in kullanilabilir.

UVA’nin deride olusturdugu oksidatif, apoptotik ve genotoksik etkilere karsin, CAPE
ve ERD’nin koruyucu etkisinin literatiire gore ilk kez belirlenmis olmasi bu c¢alismanin
Onemini ortaya koymaktadir. Bu c¢alismada elde edilen verilerin daha ileri caligsmlarla

desteklenmesi gereklidir.



OZET

Zeren E. Albino Sicanlarda Ultraviyole A ile indiiklenmis Deri Hasar1 Modelinde Kafeik Asit Fenetil
Ester ve Erdosteinin Antiapoptotik, Antigenotoksik ve Antioksidan Etkisinin Molekiiler, Biyokimyasal ve
Stereolojik Yontemlerle Arastirilmasi. Yiiziincii Yil Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Anatomi
Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2016. Yapilan onceki bazi caligmalarda ultraviyole A (UVA)
radyasyonunun oksidatif stres ve DNA hasarina yol agtig1 rapor edilirken, kafeik asit fenetil ester (CAPE) ve
erdostein (ERD)’nin antioksidan &zellige sahip oldugu bildirilmistir. Caligmamizda deneysel olarak olusturulan
UVA hasarina karsi CAPE ve ERD’nin tedavi etkinligi literatiire gore ilk kez arastirildi. Bu amagla oksidatif
stres, genotoksisite ve apoptozda meydana gelen degisiklikler stereolojik inceleme ile birlikte degerlendirildi.
Herbiri 6 Wistar tiirii albino erkek sigandan olusan toplam 4 grup olusturuldu. Bu gruplar kontrol (K), UVA,
UVA+ERD ve UVA+CAPE olarak adlandirildi. UVA, UVA+ERD ve UVA+CAPE gruplarindaki hayvanlar 30
giin boyunca giinde 2 saat siireyle UVA 1gmnina maruz birakildi. UVA+ERD grubundaki hayvanlara her UVA
uygulamasindan 30 dk 6nce 10 mg/kg ERD oral yolla verildi. UVA+CAPE grubundaki hayvanlara ise her UVA
uygulamasindan 30 dk 6nce 10 umol/kg CAPE intraperitonol (i.p.) yolla uygulandi. Biitiin hayvanlar otuzuncu
giinde sakrifiye edildi. Analizler icin kan ve deri dokular1 alindi. UVA grubuna ait TOS degeri diger biitiin
gruplara gore anlamli derecede (p<0.01) yiiksekti. TAS UVA grubunda K grubuna gore anlamli derecede
(p<0.01) diiserken, UVA+CAPE grubunda ise tekrardan anlaml bir sekilde (p<0.01) artmistir. OSI degerine
gelince, UVA grubunda K grubuna gére anlaml (p<0.01) bir artis, UVA+ERD ve UVA+CAPE gruplarinda ise
UVA grubuna gore anlamli diisiisler (p<0.01) goriilmiistiir. Calismamizin apoptoz goriintiisii analiz edildiginde
K grubunda DNA kirgmin az oldugu UVA hasari olusturulan gruplarda ise DNA kiriklarinin arttigi
goriilmiistiir. ERD ve CAPE verilen gruplarda ise kiriklarin oldugu ancak sadece hasar olusturulan gruba gore
azaldig tespit edilmistir. UVA grubuna ait comet assay analiz sonucu, K grubuna goére anlamli derecede yiiksek
(p<0.001) ancak UVA+ERD ve UVA+CAPE gruplarina gore ise anlamli diizeyde diisiik (p<0.001) goriilmiistiir.
Stereoloji (hacim fraksiyonu) sonuglar1 degerlendirildiginde UVA grubunda, K grubuna gére dramatik (p<0.01)
bir artis oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alisma, ERD ve CAPE’nin UVA hasarinin tedavisinde faydali olabildigini
ortaya cikarmistir. Burada elde edilen bulgularin desteklenmesi i¢in daha ileri caligmalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Erdostein, Genotoksisite, Kafeik asit fenetil ester, Oksidatif stres, Sigan,
Stereoloji, UVA



SUMMARY

Zeren E. Investigation on the Antiapoptotic, Antigenotoxic and Antioxidant Effects of Erdostein and
Caffeic Acid Phenethyl Ester by Molecular, Biochemical and Stereological Methods in Ultraviolet A-
Induced Skin Damage Model of Albino Rats. Yuzuncu Yil University Institute of Health Sciences,
Department of Anatomy Master's Thesis, Van, 2016. In some earlier studies, while ultraviolet A (UVA)
radiation was reported to cause oxidative stres and DNA damage, caffeic acid phenethyl ester (CAPE) and
erdosteine (ERD) were informed to exhibit antioxidant feature. In this study, for the first in the literature,
treatment effectiveness of CAPE and ERD 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. Four equal groups were constituted each including 6 Wistar albino rats. These
groups were named as control (C), UVA, UVA+ERD and UVA+CAPE. The animals of UVA, UVA+ERD and
UVA+CAPE groups were exposed to UVA radiation for 2 hours once a day during 30 days. ERD was orally
given to animals of UVA+ERD group at a dose of 10 mg/kg 30 min before each UVA application. CAPE was
intraperitionally (i.p.) given to animals of UVA+CAPE group at a dose of 10 umol/kg 30 min before each UVA
application. All animals were sacrificed on the 30" day. Blood and skin samples were taken for analysis. TOS
level of UVA group was significantly (p<0.01) higher compared to that of all other groups. While TAS
dramatically (p<0.01) decreased in UVA group compared to C, its level significantly (p<0.01) increased again in
UVA+CAPE group. With regard to OSI value, its significant (p<0.001) increase was seen in UVA group
compared to C and its marked (p<0.001) decrease was seen in UVA+ERD and UVA+CAPE groups compared to
UVA group. When apoptotic image of our study is analyzed, less DNA fracture was seen in C group whereas
increased DNA fracture was seen in groups where UVA damage was formed. Decrement of DNA fracture was
determined in ERD and CAPE treated groups compared to UVA group. Comet assay analyze result of UVA
group was significantly (p<0.001) higher than those of C but this result was markedly (p<0.001) lower in
UVA+ERD and UVA+CAPE groups compared to UVA group. When groups were compared with each other in
terms of stereological values (volume fraction), increment was seen in UVA group compared to C and decrement
was seen in this group compared to RJ treated groups. This study revealed that ERD and CAPE could be
beneficial in the treatment of UVA damage. Further studies are needed to verify results of this study.

Keywords: Apoptosis, Caffeic acid phenethyl ester, Erdostein, Genotoxicity, Oxidative stress, Rat, Stereology
UVA
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