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OZET

Bu ¢alismada fiziksel bir mutajen ajan olan iyonize radyasyonun genotoksik etkisi
ve fenolik bir asit olan sinnamik asidin radyoprotektif etkisi ¢alisilmistir. Bu amagla

insan periferal kan lenfositlerinde in vitro comet ve mikrnonukleus testi uygulanmastir.

Bireylerden heparinize olarak alinan periferal kandan lenfosit izolasyonu
yapilmustir. Izole edilen lenfositler kiiltiire edilmis ve kiiltiir sonunda hiicreler 1 ve 2 Gy
radyasyona maruz birakilmistir. Radyasyon maruziyetinden 30 dakika once hiicreler 1,
2, 4 pg/ml sinnamik asit dozlar ile inkiibe edilmistir. Bu islemlerde sonra in vitro
comet ve mikronukleus testleri gerceklestirilmistir. COMET testi sonuglarina gore
genetik hasar indeksi ve hasarli hiicre degerlerinden yararlanilarak karsilastirmalar
yapilmistir. Genetik hasar indeksleri agisindan 1 Gy.R. ile 1, 2, 4 pg/ml sinnamik asit
kombine dozlar1 ve 2 Gy.R. ile 1, 2, 4 pg/ml sinnamik asit kombine dozlariyla yapilan
ikili karsilagtirmalar agisindan istatiksel olarak bir anlamlilik bulunmustur (p<0,001).
COMET testinden yararalanarak % Hasarli Hiicre degerleri ile de 1 Gy.R. ilel, 2, 4
pg/ml sinnamik asit kombine dozlar1 ve 2 Gy.R. ile 1, 2, 4 pg/ml sinnamik asit
kombine dozlartyla da karsilagtirmalar yapilmis bir anlamlilik burada da bulunmustur
(p<0,005). Mikronukleus testinden yaralanilarak MN frekansi ve Nikleer Boliinme
Indeksi (NBI) ortalama degerlerine gore gerekli istatiksel test yontemleri kullanilarak
karsilastirmalar yapilmustir. NBI degerleri agisindan bir anlamlik bulunmamistir
(p>0,05). MN frekansi agisindan ise 1 GyR. ilel, 2, 4 pg/ml sinnamik asit kombine
dozlart ve 2 GyR.ile 1, 2, 4 pg/ml sinnamik asit kombine dozlartyla yapilan ikili

karsilagtirmalar sonucunda bir anlamlilik bulunmustur (p<0,05).

Sonu¢ olarak radyasyonun 1 ve 2 Gy’ lik dozlarn COMET ve mikronukleus
testlerine gore genotoksik etki gostermistir. Sinnamik asitte bu radyasyonun indiikledigi
genetik hasar1 azaltmistir. COMET ve mikronukleus testlerine dayanarak sinnamik

asitin radyoprotektif etkisinin oldugu ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Iyonize Radyasyon, Sinnamik asit, Comet testi, Mikronukleus

testi, Antioksidan, Genotoksisite, Radyoprotektorler.
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ABSTRACT

In our study, genotoxic effects of ionizing radiation which is a physical mutagen and
radioprotective effects of cinnamic acidare evaluated. For this purpose in vitro COMET

and micronucleus assay were carried out in human peripheral blood lymphocytes.

Blood sample sare drawn in to tubes with heparin as an anticoagulantand
lymphocytes are isolated. Isolated lymphocytes were cultured. After 24 hour following
culture initiation, the lymphocytes were in cubated with 1, 2 and 4pg/ml doses of
cinnamic acid. Thirty minutes after cinnamic acid treatment, all lymphocyte culture
petri dishes excluding control lymphocytes were exposed to ionizing radiation. On
ceviabilities were ensured, more than 80%, the lymphocytes were subjected to the
COMET and micronucleus assay after irradiation. According to COMET assay results,
comparisons were made using the values of % Damaged Cells and Genetic Damage
Index. In terms of Genetic Damage Index, as a result of the comporisons of 1 Gy.R.
with 1, 2 and 4 combined of cinnamic acid and 2 Gy.R. with 1, 2 and 4 combined of
cinnamic acid statistically significant difference was found (p<0,001). Using the
COMET assay, according to percent age of damaged cells, 1 Gy.R with 1, 2 and 4
combined of cinnamic acid and 2 Gy.R. with 1, 2 and 4 combined of cinnamic acid

significant differences were found(p<0,005).

According to MN frequency and Nuclear Division Index, statistical comparisons
were made using the required test methods. No statistically significant differences were
found in terms of NBI (p>0,05). In terms off requency of MN as a result of the
comporisons of 1 Gy.R. with 1, 2 and 4 combined of cinnamic acid and 2 Gy.R. with 1,

2 and 4 combined of cinnamic acid significant difference was found (p<0,05).

In present study demon strates that 1 and 2 Gy doses of radiation showed genotoxic
effects in human peripheral blood lymphocytes. lonizing radiation induced genetic
damage is decreased by cinnamic acid. The current study demon stratesth at cinnamic
acid is effective in protecting lymphocytes again stradiation-induced toxicity.

Keywords: lonizingRadiation, Cinnamicacid, COMET assay, Micronucleus test,
Antioxidant, Genotoxicity, Radioprotection.
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1. GiRiS

Canlilar, yasamlar1 boyunca dogal radyasyon ortaminda bulunurlar. Radyasyon ve
radyoaktivite, Roentgen ve Becquerel tarafindan yiizyildan daha uzun zaman Once
kesfedildiginden beri birgok bilim adami bu konuda ¢alismaktadir. 1927°de Herman J.
Muller’in, 1946°da kendisine Nobel tip odiiliinii kazandiracak olan, X isinlarinin
mutajen oldugunu ve mutasyon hizi ile doz arasinda lineer iliski varligini kesfinden
sonra, iyonize radyasyonun insanlarda mutasyonel risk kaynagi olabilecegi konusu
bilim diinyasinda biiyiik ilgi uyandirmistir (Serpil 2006).

Radyasyonun tehlikeli etkilerinin ortaya c¢ikmasiyla 1928'de Londra'da 1.
Uluslararas1 Radyoloji Kongresi diizenlenmis, radyasyon dozunu olgecek standart bir
metot ve birimin gelistirilmesi ¢alismalarinin yapilmasi i¢in bir komite kurulmustur.
1928 yilinda kurulan komisyon 1950'de yeniden orgiitlenerek Uluslararast Radyolojik
Korunma Komisyonu (ICRP ) adimi almistir. Komisyon 1990 yilinda yayinladigi bir
bildirgeyle siniflama sistemine son seklini vermistir. Bildirge somatik etkileri, stokastik
(doz bagimsiz) ve deterministik (doz bagimli) etki seklinde ayirmistir ve kaliimsal
etkileri de stokastik etki olarak belirlemistir (Onaran 1997).

1980 yilinda in vivo olarak radyasyonun indiikledigi kanserin ve in vitro hiicresel
doniistimiin genel Ozellikleri ortaya konmustur. Gegen 20 yil boyunca radyasyon
alanindaki caligmalar, daha ¢ok memeli hiicrelerindeki radyasyon etkilerinin hiicresel ve
molekiiler mekanizmalarinin anlagilmasi iizerine olmustur. Bu sayede iyonize
radyasyon, DNA hasarna karst hiicresel ve molekiiler cevaplarin arastirilmasinda
kullanigh bir arag¢ olmustur (Little 2000).

Kanserde radyoterapi dnemli bir tedavi secenegidir ve radyasyonun insanlarda
olusturdugu olumsuz yan etkiler nedeniyle radyoterapide saglikli hiicreleri korumak
timor hiicrelerini ise Oliime gotlirmek hedeflenmistir. Calismamizda iyonize
radyasyonun olumsuz yan etkilerinden koruyucu olas1 ajan olarak bitkisel bir dogal
bilesik olan sinnamik asit ¢alisilmustir. Iyonize radyasyon kaynag olarak hastanelerin
genellikle radyasyon onkolojisi bolimlerinde kullanilan lineer akseleratér cihazi
kullanilmistir. Bu cihaz radyoterapide yaygin olarak kullanilir ve bu cihaz sayesinde
yiiksek enerjili 1s1nlar elde edilir (Kutluk ve Kars 1992).

Gegtigimiz  yillar  igerisinde radyoprotektif amagh yapilan calismalarda

radyoprotektor ajan olarak bitkisel fenolik bilesikler kullanilmistir. Radyasyon hiicresel



oksidatif hasara ve indirekt etki olarak serbest oksijen radikallerinin olusumuna neden
olabilir. Fenolik bilesikler antioksidan o&zellikleri sayesinde bu serbest oksijen
radikallerinin uzaklastirilmasinda 6nemli rol oynarlar (Devipriya ve ark. 2008).

Sagliklr hiicrelerdeki, doku hasari, onkogenik doniisiimiin artmis riski uzun ve kisa
stireli hasarlar antioksidanlar tarafindan azaltilabilir. Yeni bulgular, antioksidan fenolik
bilesiklerin kanser hiicrelerindeki apoptozu indiikledigini ve gelecekteki adjuvan
tedavide kullanilabileceklerini gdstermektedir. Epidemiyolojik olarak, antioksidanlarca
zengin olan besinleri tilketmemiz belli kanserlerin olusum riskini azaltir. Deneysel
sistemlerde de goriildigii gibi antioksidanlar radyasyonun indiikledigi onkogenik
dontisiime kars1 koruyucu etki gosterir (Borek 2004).

Calismamizda fenolik asitlerden olan sinnamik asitin, radyasyonun indiikledigi
genotoksik hasara karsi radyokoruyucu etkisi incelenecektir. Sinnamik asit targin,
balmumu ve Shea bitkisi yaginda bulunan tatlandiric1 ve koku elemani olarak kullanilan
bir fenolik asittir. Sinnamik asit unlu mamiillerde, ickilerde, dis macunu ve sakiz gibi
tirinlerde yaygin olarak kullanilmaktadir (Sharma, 2011). Sinnamik asit pek ¢ok bitkide
lignin {iretiminde 6nemli bir ara basamaktir (Boerjan et al., 2003). Dogal hidroksi
sinnamat bilesiklerinin anti-timor ve antioksidan ozellikleri gosterilmistir (Epifano et
al.,, 2007; Fiuza et al., 2004 and Gomes et al.,, 2003). Ancak bu bilesiklerin
radyokoruyucu etkileri ile ilgili bir ¢alisma mevcut degildir.

Calismamizda insan periferal kan lenfositlerinde iyonize radyasyon ile genotoksik
hasar olusturulmustur. Iyonize radyasyonun DNA molekiiliine zincir kiriklari,

kromozom diizensizlikleri, oksidatif hasar gibi birgok etkisi vardir (Ozalpan 2001).

Radyasyonun indiikledigi hasardan korunmak igin, bir¢cok antioksidan fenolik
maddenin biyosentezinde ve yapisinda bulunan sinnamik asitin, serbest radikalleri
azaltic1 etkisinden dolay1 radyasyonun indiikledigi hasar1 azaltacagi diistinilmiistiir.
Calismamizda in vitro COMET testi ve Mikronukleus (MN) teknigi kullanilmistir. Bu
testler onemli genotoksisite test yontemleridir ve hizli gilivenilir sonuglar verirler. Bu
testler sayesinde radyasyonun indiikledigi genetik materyal hasar1 belirlenebilmektedir
(Tice ve ark 2000, Fenech 1993). Bilingli veya bilingsiz olarak maruz kalinan
radyasyonun insandaki ge¢ etkileri goz ardi edilemeyecek kadar c¢oktur. Bu etkileri

azaltma amaciyla bitki kaynakli fenoliklerin tiiketilmesi 6nemlidir. Bu zamana kadar



bircok fenolik ile calisma yapilmistir. Bu calismada, radyasyonun genotoksik ve

sinnamik asitin radyokoruyucu etkisi hakkinda bilgi verilecektir.
2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1 Bitkisel Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler bitkilerde dogal olarak olusan maddelerdir. Bir veya daha fazla
aromatik benzen halkalar1 ile bir veya daha fazla hidroksil gruplarmin (-OH) bir araya
gelmesiyle olusur (Frank 2004). Fenolik bilesikler ikincil metabolitler olarak
taninmaktadirlar. Bitki dokularinin normal gelisimi sirasinda, enfeksiyon, yaralanma ve
UV 1sinlarina maruz kalma gibi stres kosullari altinda sentezlenmektedir. Meyvelerde
urtinlerin keskinlik, sertlik, renk, aroma, koku ve oksidatif hasar onarimina katkida
bulunmaktadir. Ancak fenolik bilesiklerin dokulardaki ve hiicrelerdeki diizeyi daima

ayni degildir ( Naczk ve Shaidi 2004).

Fenolik bilesiklerin bir kismi suda ¢6ziinebilen glikozidik formda bulunurlar.
Glikozidik fenolik bilesikler hiicrede merkezi kofulda bulunur. Diger fenolik bilesikler
lipofiliktir ve hiicrede sitoplazmada bulunurlar. Dogal olarak olusan 8000 bitkisel

fenolik bilesik vardir ve bunlarin yaklasik olarak yarist flavonoidlerdir (Harbourne

1999).

Biitiin fenolik bilesikler bir ya da birden fazla benzen ile bir veya daha fazla
hidroksil grubuna sahiptir. Metil, metoksil, amino veya glikosil gruplari eklenerek
farklilasabilirler (Beckman 2000). Bitki fenolik bilesiklerinin farkli kromotografik
teknikler ile analizi sayesinde c¢esitli tiirlerde tanimlama ve taksonomik amach
arastirmalar gergeklestirilmistir (Ulubelde 1984, Martelock ve ark. 1994). Bitki
fenolikleri; basit fenolleri (benzoik ve sinamik asit tiirevleri), koumarinleri,
flavonoidleri, stilbenleri, tanenleri, lignanlari, ligninleri ( Naczk ve Shaid 2004) ve

kinonlar1 (Harbourne 1994) icermektediler.

Basit fenoller fenolik asitleri ve fenolik ketonlar: igerirler. Fenilpropanoidler Cs-Cs
¢ekirdek yapisina sahiptirler. Koumarinler, fenipropanoid tiirevleridirler. Koumarinler
bitkisel orjinli yiyeceklerde serbest ya da glikozid formunda bulunan cis-0-

hidroksisinamik asit tiirevlerinin laktonlaridir. En 6nemli gruplar1 basit coumarinler,



furanokoumarinler ve piranocoumarinlerdir. Bu gruplar bitkisel yiyeceklerde serbest
yada glikozid formlarinda bulunur. Coumarinler, Umbelliferac ve Rataceae

familyalarinda bulunur (Murray et al. 1982).

Lignanlar, merkezi karbonlar1 yan baglar ile baglanmis fenilpropanoid dimerleridir.
Oksijenlenmelerine gore 2 gruba ayrilirlar. Bunlar lineer ve siklo lignanlardir. Lignanlar
bitkilerde savunma maddeleri olarak rol oynarlar (Davin ve James, 1992). Ligninler 3
tane monolignol olan p-koumaril, sinopil ve koniferil alkollerinin polimerizasyonu
sonucu olusur. Lignin bitkilerde hiicre duvarinda bulunan seliilloz maddesine kovalent
bagli olarak bulunur. Bu 0zelligi sayesinde bitkileri, herbivorlara ve patojenik

mikroorganizmalara karsi korur (Lewis ve Yamamoto 1990).

Tanenler yiiksek bitkilerde bulunan polifenolik ikincil metabolitlerdir. Tanenler
gallik asit tiirevleridirler. Dort ana gruba ayrilirlar. Bu gruplar gallotanenler,
elajitanenler, kompleks tanenler ve kondense tanenlerden olusurlar (Khanbabaee ve Van
Ree, 2001). Kinonlar ortak bir kinon g¢ekirdegine sahip ve benzokinon, naftakinon ve
anthokinonlar olarak 3 alt gruba ayrilan pigmentlerdir ( Harbourne, 1999). Stilbenoidler,
sinamik asit ve molinil koenzim A dan tiirevlenen Cg-C,-Cg iskeletine sahip fenolik
bilesiklerdir. Stilbenoidlere, Angiospermae altbdliimiine ait bitkilerde rastlanir (Gorham

1996).

Flavonoidler 5 ayr1 baslik altinda siniflandirilabilirler. Antosiyanin maviden kirmizi
ya kadar olan pigmentlerdir. Antoklorlar ise sar1 pigmentlerdir. Antosiyaninler suda
¢oziilebilir pigmentlerdir ve 3. konumdaki karbonil gruplari eksik oldugundan dolayi
flavanlar olarak da bilinirler. Min6r flavonoidler; dihidriflavonlari, dihidrokolkonlari,
flavanonlari,  flavonlari, flavonollari, Leguminosae  familyasinda  bulunan
izoflavonoidleri ve proteinlerle birlesme affinitesi gosteren tanenleri igerirler.
Flavonoidler yakin iligkili yapilara sahiptirler ve flavonun Cjs heterosiklik c¢ekirdegini

esas alirlar (Harbourne 1994).

Fenolik bilesikler bitkileri ultraviyole 1sinlardan hastalik ve zararlilardan korurlar.
Renk ve kokuya katkida bulunurlar, ayn1 zamanda biiylimeye ve iiretmeye yardimci
olurlar (Frank, 2004). Fenolik bilesiklerin bitkileri fungal, bakteriyel etmenlere ve
abiyotik stres faktorlerine karsi koruyabildikleri belirtilmistir ( Braun ve Tevini 1993).



Gallik, Klorogenik, kafeik, elajik ve ferulik asitler gibi meyvelerde bulunan fenolik
asitler antimutajenik (Malaveille ve ark. 1998), antikanserojen ( Arimoto-Bobayashi ve

ark. 1999)ve antitiimor ( Owen ve ark. 2000) etkilere sahiptirler.

Fenolik bilesikler biyolojik 6zelliklerinin disinda ayni zamanda gida, kozmetik ve
farmakolojide de kullanilmaktadir ( Moure ve ark. 2001). Ayrica yogunlugu diisiik
lipoproteinler ( LDL) ve trombositlerin toplanmasi {izerine fenolik bilesiklerin faydali
etkileri vardir. Ayni1 zamanda fenolik bilesikler kalp damarlarinin kan pihtis1 ile

tikanmasinda bazi temel risk faktorlerini azaltmaktadirlar (Poyrazoglu ve ark. 2002).

Ipriflavon, ilk olarak Macaristan’da {iretilen bir flavonoiddir ve osteoporoz
tedavisinde kullanilir. Kemikte total Ca*™® oranmi artirir ve yapilan klinik calismalar

sonucu giinliik alim dozu 600mg’dir (Dinger 1997).

Yapilan farmakolojik arastirmalara gore; yiiksek fenolik bilesik iceren sebze ve
meyvelerin tiiketimi kalp, beyin hastaliklart ve kanser 6liim oranini azaltmaktadir.

(Hertog ve ark. 1997).

Flavanoidler ve diger bitki fenoliklerinin siiperoksit, peroksit ve nitrik oksit gibi
radikalleri temizleme, demir ve bakir selasyonu, «o-tokoferol rejenerasyonu
fonksiyonlarina ek olarak; vazodilator, immiinstimiilan, antialerjik, dstrojenik, antiviral

etkileri de s6z konusudur ( Cimen ve Burak 1999).

Insanda bulunan serbest radikaller; yaglar, proteinler ve niikleik asitlerin oksidatif
deformasyonuna neden olmaktadir. Antioksidan bilesikler ise bu serbest radikalleri
etkisiz hale getirme yetenegine sahiptir ( Clifford 1999). Fenolik bilesikler ve onlarin
bazi tiirleri otooksidasyonun 6nlenmesinde ¢ok etkili rol oynarlar. Bazi bitki fenolikleri
son zamanlarda antioksidan olarak kabul edilmislerdir ve ticari olarak tiretilmektedirler
( Feridoon ve ark. 1992).

Fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesi; serbest radikalleri temizlemesi ve
hidrojen atomlarmi veya elektronlarini vermesinden kaynaklanmaktadir. Fenolik
bilesiklerin yapilar1 serbest radikallerin belirlenmesinde bir anahtardir. Fenolik
bilesiklerin antioksidan etkileri ve faydalar1 onlarin emilimine ve metabolizmasina

baglidir ( Balasundram ve ark. 2005). Fenolik antioksidanlar (AH) , lipid radikallere



hizli H* vererek lipid oksidasyonu ile etkilesir. Gorevileri lipid peroksi (ROO) ve
alkoksil (RO radikalini par¢alamak ve boylece lipid peroksidasyon zincir reaksiyonunu

sonlandirmaktir.
ROO + AH _, ROO + A
RO +AH — ROH+A
ROO +A _, ROOA
RO +A — ROA

Sonugta olusan fenoksi radikali yeni bir serbest radikal olusumunu baslatmamali
veya zincir reaksiyonu ile hizli bir oksidasyona maruz kalmalidir. Bu yonden fenolik

antioksidanlar miikemmel H" ve e” donérleridir ( Feridoon ve ark. 1992, Tiiziin C 1996).

Cai ve ark. (2004), Cin’deki antikanserojen 6zellige sahip geleneksel tibbi bitkilerin
112 tirtinde fenolik bilesikler ile antioksidan aktivitesi arasindaki iligkiyi
incelemisglerdir. Sonug¢ olarak, incelenen tibbi bitkilerde fenolik bilesiklerin baskin
antioksidan 0Ozellige sahip oldugunu bulmuslardir. Gegtigimiz 10 yilda yapilan
calismalara gore; bitkilerdeki fenolik bilesiklerin antioksidan o6zelligi bakimindan,

vitamin E ve vitamin C’ den daha fazla etkili oldugu bulunmustur (Rene ve ark. 2001)
2.1.1 Sinnamik Asit

Sinnamik asit tar¢in, balmumu ve Shea bitkisi yaginda bulunan tatlandiric1 ve
koku elemam olarak kullanilan bir fenolik asittir. Sinnamik asit unlu mamiillerde,
ickilerde, dis macunu ve sakiz gibi iirlinlerde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Sharma, 2011). Sinnamik asit pek ¢ok bitkide lignin iiretiminde 6nemli bir ara
basamaktir (Boerjan et al., 2003).
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Sekil 2.1. Sinnamik asitin molekiiler yapis1

Kimyasal olarak sinnamik asit ve tiirevlerinde 3- fenil akrilik asit islevselligi baslica
tic reaktif bolgenin olusumunu saglar; fenil halkasinda yer degistirme, a,f- doymamis
halkadan eklenme ve karboksilik asit islevi ile reaksiyonlara girme gibi olmaktadir
(Baltas ve Bedos-Belval, 2011).

Ekmekg¢ioglu ve ark. (1998) sinnamik asitin hiicre proliferasyonu ve alkalin
fosfataz, sukraz ve aminopeptidaz N farklilagsma belirtecleri tizerine etkisini insan kolon
adenokarsinoma (Caco-2) hiicrelerinde incelemistir. Bu ¢alismada sinnamik asitin
onemli bir antiproliferatif ajan oldugu ve biiyliyen hiicrelerde DNA sentezini inhibe
ettigi ortaya konmustur (Ekmek¢ioglu ve ark. 1998).

Sinnamik asit ve tiirevleri ile yapilan antioksidan aktivite caligmalarinda bu
bilesiklerin yiiksek oranda antioksidan aktivite gosterdikleri belirlenmistir. Antioksidan
ozelliklerinin ortamdaki serbest radikalleri uzaklastirma ve lipid peroksidasyonu
yeteneginden geldigi bilinmektedir (Sharma 2011). Bazi sinnamik asit analoglarinin
tirozin kinaz inhibitorleri gibi hareket ederek tiimor hiicre ¢ogalmasini engelledikleri

oOne siiriilmistiir (Shiraishi ve ark. 1989).



2.3 RADYASYON NEDIiR?

Radyasyon, dalga, parcacik veya foton olarak adlandirilan enerji paketleri ile
yayilan enerjidir. Bu enerji, dogal ya da yapay radyoaktif ¢ekirdeklerin kararli yapiya
gecebilmek igin disar1 saldiklari hizli pargaciklar ve elektromanyetik dalga seklinde

taginir.

* Enerjisi (diislik ve yiiksek enerjili radyasyon )
* Tiirti (parcacik radyasyonu ve elektromanyetik radyasyon)

 Kaynag1 (dogal ve yapay radyasyon kaynaklar1)

Parcacik radyasyonu; belli bir kiitle ve enerjiye sahip ¢ok hizli hareket eden minik
pargaciklar1 ifade eder. Bunlar hizla giden mermilere benzerler, ancak goézle
goriilemeyecek kadar kiiciiktiirler. Alfa( o) ve Beta(B) 1sinlar1 bu tiir radyasyona
ornektir (Onen 1997).

Elektromanyetik tipi radyasyon; belli bir enerjiye sahip ancak kiitlesiz radyasyon
cesididir. Bunlar, titresim yaparak ilerleyen elektrik ve manyetik enerji dalgalar gibidir.
Yayilmalar1 sirasinda belirli bir ortama ihtiya¢ gostermeyen ve yollar1 iizerinde bir
cisme carpmadiklar1 siirece enerjilerinden bir sey kaybetmeyen -elektromanyetik
dalgalar boslukta yayilimlari sirasinda ayni hiza sahiptir (3x10° m/saniye). Ancak
elektromanyetik radyasyonlar yollar1 iizerinde bir cisimle c¢arpistiklarinda enerji
transferi gergeklesir ve carpisma sonrasi ikinci bir elektromanyetik dalga olustugunda,
ikinci dalganin enerjisi birinciye gore farklilik gosterir. Biitiin elektromanyetik dalgalar
ayn1 hiza sahip olmakla beraber frekanslari ile dogru, dalga boylari ile ters orantili olan

enerji seviyelerine gore bir spektruma sahiptirler.

1985 yilinda Alman fizik¢i Wilhelm Conrad Roentgen, X 1sinlarim kesfetti. 1896
ve 1898 wyillar1 sirasinda sirasi ile Henri Becquerel ve Marie Curie uranyum ve

radyumun radyoaktif 6zelliklerini buldular ( Nias 1990).
2.2.1 Suyun Hidrolizi

Cogunlukla 6nemli biyolojik etkiler, radyasyonun su ile etkilesimi sonucu ortaya
cikar ¢iinkii su insan viicudunun %80 ini olusturur. 1901 den beri radyasyonun suyu

molekiillerine ayrigtirdig1 bilinmektedir.



Radikallerin olusumu sirasinda ilk fenomen su molekiillerinin yaklasik 13 eV ile

iyonlagmasi seklinde olur:
H,O - 5 H,O T+e

Bu reaksiyon sonucunda radikal iyonlar olusur. Bu iyonlar ¢ok kararsizdir ve reaktif

Ozellikli notral radikalleri olusturular.

H,O* H" + HO

—

Eslesmemis elektronlar

Radyasyon / ://_s
® !

i, (4
;i :
St
e

-

Su molekiili HO radikah H radikah

Sekil2.2. Su Molekiiliiniin radyasyon ile hidrolizi

Radikal tanimi, eslesmemis elektron iceren ve bu sayede biiyiik kimyasal reaktivite
gOsteren atom ve atom gruplarini tanimlamak ic¢in kullanilir. Hidroksil (OH) radikali

kimyasal reaktivite gosteren ¢cok kuvvetli bir oksitleyici ajandir (Tubiana ve ark. 1990).

Radyasyonun canlida olusturdugu etkilerin incelenmesinde, radyasyon enerjisinin
absorplanmasi ile biyolojik etkinin ortaya cikisi arasindaki siirede birbirini izleyen
olaylar zincirini i¢ etki kademesinde siralamak miimkiindiir (Sekil2.3). Bir biyolojik
sistemde radyasyonun etkisi ile olusan biitiin bu olaylar zinciri, eger radyasyon
enerjisinin, Ornegin DNA ya da bir enzim molekiilii gibi 6zel bir biyolojik yap1
tarafindan absorblanmasi ile baslamigsa, boyle bir etkiye radyasyonun direkt etkisi adi

verilir. Radyasyonun dolayli etkisi atoma enerji transferi sonucu, serbest radikaller
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olusturarak molekiiliin par¢alanmasint kapsar. Serbest radikal, yoriingesinde
paylasilmamis elektron bulunan elektriksel olarak notral atomlardir. Radikal elektrofilik
ve son derece reaktiftir. Bu serbest radikaller, biyolojik molekiillerle reaksiyona girerek
onlar1 degisiklige ugratirlar. Ornegin guaninin oksidasyonu 7,8-dihidro-8-oksogunanin
(0x0G) yapisini olusturur. Bu yap1 replikasyon sirasinda adeninle baz cifti olusturur.
Insan kanserlerinde sikga goriilen bir hasardir. OxoG yapisi radyasyonun etkisi ile

olusur (Dertinger ve Jung 1960).

8-Oksoguanin

0
H_ L

0=<J o

N

Sekil 2.4. 8-oksoguaninin molekiiler yapisi (Tubiana ve ark. 1990).



Direkt etki
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Indirekt etki

Biyomolekiiliin enerji absropsiyonu Ortamin enerj1 absorpsiyonu

l

l

Uyarilmig ve iyonlagmis molekiiller yarilmig ve iyonlagmig molekiiller

Primer bozukluklar . Biyomolekiiller ile =~ Serbest radikaller

N

reaksiyonlar /

Molekiiler i¢i enerji nakli Biyomolekiiller ile reaksiyonlar

N

Biyoradikaller

Sekonder reaksiyonlar

|

Molekiiler degisiklikler

~ N

Genetik degisiklikler

v

Genetik degisiklikler

Hiicre yapisinda degisiklikler

.

Metabolik degisiklikler

Hiicre ¢gogalmasinda degisiklikler Dejenaratif degisiklikler

S~ T

Geg somatik etkiler «————— Akut radyasyon etkileri

—_ —

Organizmanin 6limii

Sekil2.3. Radyasyonun canlidaki etki kademeleri (Dertinger ve Jung 1970).
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2.2.2 Radyasyon Hasarlar

Hiicrelerin radyasyona maruz kalmasindan dolay1 hiicrelerde c¢esitli hasarlar
olusabilir. Radyasyonun memeli hiicrelerinde olusturdugu hasarlar1 ii¢ gruba ayirmak
miimkiindiir:

1- Letal Hasarlar: Bunlar onarilmayan irreversibl olaylardir ve hiicre 6liimiine yol
acarlar. Bu durum, hiicrelerde fonksiyon kaybi ve boliinme yetenegi kaybi seklinde
ortaya cikar. Bu tip hasar genellikle tek bir radyasyon dozunun etkisiyle DNA
zincirlerindeki niikleotidlerin bozulmasi sonucunda gerceklesir.

2- Subletal Hasarlar: Hiicreler tarafindan normal sekilde tamir edilebilen hasara
Subletal Hasar denir. Subletal hasar genellikle radyasyon verilisinden sonraki 2-6 saat
icinde tamir edilir. Subletal hasar 6ldiirticii degil, fakat daha sonraki 1sinlamaya olan
sensitiviteyi artiricidir. Eger bir radyasyon dozundan sonra uygun tamir i¢in gerekli
zaman peryodu yoksa dldiiriicii olabilir.

3- Potansiyel Letal Hasarlar: Bunlar 1sinlanmadan sonra hiicrenin bulundugu ortam
kosuluna gore degiskenlik gosteren hasarlardir. Normal kosullarda hasar 6liimciildiir
fakat cevresel etkilerin manipulasyonu ile birlikte hasar tamir edilebilir ( Kaya 1997).

Radyasyon molekiillerin ve atomlarin iyonize duruma gelmesine veya uyarilmasina
yol agar. Bu mekanizmalar, serbest radikal {iiretimi, kimyasal baglarin kirilmasi,
makromolekiiller arasinda yeni kimyasal veya ¢apraz baglarin olusmasi ve dnemli hiicre

islemlerini denetleyen molekiillere hasar vermek seklinde ortaya ¢ikarlar (Ward 1988).

2.2.3 Radyasyonun DNA molekiilii ile etkilesimi
Radyasyonun DNA molekiiliiniin yapi, fonksiyon ve sentezine olan etkileri ile ilgili
cok sayida arastirma yapilmistir. Bu aragtirmalar genel olarak radyasyonun DNA’ya

etkisinin doza, zamana ve hiicrenin siklustaki durumuna bagli oldugunu gostermektedir.

2.2.3.1 Yapisal Hasarlar

DNA molekiiliinde radyasyon etkisi ile meydana gelebilecek yapisal hasarlar Sekil.
2.5. a ve b’de gosterilmistir. Bu hasarlarin en 6nemlileri zincir kirilmalar1 (Olive, 1998),
baz hasarlar1 ve baz kayiplari, denatiirasyon bdlgelerinin olusmasi ve ¢apraz

baglanmalardir (McMillan ve Steel 1997).
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Zincir kirilmalarinin DNA molekiiliinde ortaya ¢ikan en onemli hasar grubunu
olusturdugu kabul edilmektedir. Bu hasarlar tek zincir kirilmalart ve c¢ift zincir
kirilmalart seklinde 2 gruba ayrilir. Tek zincir kirilmalari, DNA molekiiliintin ¢ift
zincirlerinden bir tanesinde, seker-fosfat iskeletinde meydana gelen bir kopma seklinde
olusurlar. Bu tiir kirilmalar, diisiik iyonizasyon yogunluklu radyasyonlar tarafindan
meydana getirilen en yaygin hasarlardir. Cogunlukla OH radikallerinin aksiyonu sonucu
olusurlar. Cift zincir kirilmalari ise, tek veya bir enerji transferi olay1 ile yada iki tek
zincir kirilmasinin birbirine ¢ok yakin ve karsilikli bolgelerde olusmasi sonucunda
ortaya ¢ikarlar. Bu tip zincir kirilmalarinin olusmasi icin yiiksek iyonizasyon

yogunluguna sahip radyasyonlar gerekmektedir (Friedberg 1995).

Sekil2.5. a .Tek zincir kiriklar1 (Tubiana ve ark. 1990).
b.Cift zincir kiriklar1 (Tubiana ve ark. 1990).

DNA molekiiliiniin, iyonize radyasyon i¢in ilk hedef oldugu diisiiniiliir ve hiicre
Olimlerinin ana nedenlerinin basinda yanlis onarilan veya onarilamayan DNA
lezyonlar1 yer alir. Iyonize radyasyon, diploid bir hiicrede Gy basina yaklasik 1000 tek
zincir kiriklar1 (SSB) ve 25-40 tane ¢ift zincir kiriklart olusturur (Olive 1998)

DNA ¢ift zincir kiriklari, DNA lezyonlar1 iginde en sitotoksik lezyon olarak kabul
edilir. Iyonize radyasyon tarafindan indiiklenebilir ve tamir edilmemis olarak kalirsa

hiicre Oliimiine neden olabilir. Ayrica yanlis onarilmis bir DNA ¢ift zincir kirig
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genomik instabiliteye ve kromozomal translokasyonlara neden olabilir (Mehaney Bl ve
ark. 2009).

2.2.4 Radyasyonun Kromozomlara Etkisi

Kromozomlarin radyasyon etkisine karst ¢ok duyarli olduklarive 0.1 Gy den daha
diisiik dozlarda bile bitki, hayvan ve insan kromozomlarinda kirilmalarin oldugu
saptanmustir. Iyonlastirici radyasyonlarin kromozomlara etkileri 1s1nlamadan sonraki ilk
boliinmenin metafaz veya anafaz evrelerinde izlenebilir. Bu evreler kromozom
yapilariin belirgin oldugu evrelerdir ( Sparrow ve Moses 1952).

Eger bir hiicreye radyasyon uygulanirsa, kromozomlarda kirilmalar olusur.
Kromozomlarin kirilan uglar1 yapiskan o6zellik tasirlar ve diger bir kirik uca
yapisabilirler. Kirilan parcalarin yeniden yapigma olasiliklari, oksijen ve ATP varliginda
artar.

Kromozom kirilmalar1 ve bundan sonra meydana gelen yapigsma olaylar1 gesitli
sekilerde gerceklesebilir. Bunlari asagidaki sekilde siralamak miimkiindiir:

a. Kirilan parca eski yerine yapisabilir. Bu durumda, sonraki mitozda herhangi bir

degisiklik olmaz.

b. Kirilan parga yapismaz ve bu durum sonraki mitozda delesyon olarak

adlandirilan bir aberasyon seklinde saptanir.

c. Kirilan parga bir diger kirik uca yapisabilir. Bu durumda, sonraki mitozda ileri

derecede kromozom aberasyonlar1 gézlenir.

Metafaz ve anafazda izlenen aberasyonlar: iki gruba ayirmak miimkiindiir. Bunlar
kromozom tip ve kromatit tip aberasyonlar olarak adlandirilir (Ahluwalia, 2009).

Kromozom tip aberasyonlar S fazindan 6nce radyasyona maruz kalinmasi sonucu
olusur. Eger replikasyondan 6nce hasar tamir edilmezse, kardes kromatitlerin her ikiside
hasarl1 olur. G; fazinda yapilan 1smlamalar sonucu en fazla gozlenen kromozom tipi
aberasyonlar: terminal delesyonlar, simetrik par¢a degisimleri ve asimetrik parca
degisimleridir. Kromatit tip aberasyonlar S fazindan sonra radyasyona maruz kalinmasi
sonucu olusur. Eger hiicreler S fazi esnasinda radyasyona maruz kalirlarsa her iki tip
aberasyon gozlenir. G, fazinda yapilan 1sinlamalar sonucu en fazla goriilen gézlenen
kromatit tipi abersayon tipleri; terminal delesyon izoromatit delesyon, simetrik parca

degisikligi, asimetrik parga degisiskligi ve triradialaberasyondur. Eger hiicreler profaz
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sathasinda radyasyona maruz kalirlarsa kromatidlerin alt iinitelerinde subkromatid
aberasyonlar gdzlenir (Tubiana ve ark. 1990, Ozalpan, 2001).

Yapisal kromozom degisiklikleri proto-onkogenlerin aktivasyonuna ve timor
supressor genlerin eliminasyonuna neden olur ve bunlarin sonucunda tiimdrgenez olay1
baslatilir. Bu yiizden olusan kromozom aberasyonlarini inceleyerek kanserler hakinda
ongoriilerde bulunabiliriz (Heim ve Meltman 1996).

Radyasyona maruz alma sonucu olusan 6zel bir kromozom aberasyon tipi de
mikronukleus olusumudur. Bu aberasyon bir asentrik fragment veya tam bir
kromozomun mitoz esnasinda kutuplara ¢ekilmeyip nukleus disinda kalmasi sonucu
olusur. Mikronukleus olusumunun analizi, radyasyon hasarlar1 ile ilgili basit duyarli bir
test yontemidir. Ancak bu durum diploit hiicreler i¢in gegerlidir. Mikronuleus analizi
i¢in, 1sinlanmis hiicrelerde sitokalasin-B uygulanarak sitoplazma bdliinmesi engellenir
ve bu yolla iki yavru nukleusun birlikte bulundugu binukleat hiicreler ve bu hiicrelerin
sitoplazmalar1 i¢inde yer alan mikronukleuslar degerlendirilir (Prosser ve ark. 1988,
Vrhovac-Garaj,1999).

(@)

Binukleat Hiicre Lenfosit

Tek mikronmukleuslhu bimukleat hiicre

Sekil 2.16. Lenfosit, biniikleat hiicre ve mikronukleuslu binukleat hiicre (Ozalpan 2002)
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2.2.5 Radyasyonun RNA Molekiiliine Etkileri

RNA molekiilleri, DNA molekiiliinde tasinan genetik bilgilerin protein sistemine
aktarilmasini ve protein sentezinin bu bilgilere uygun sekilde ger¢eklesmesini saglarlar.
Radyasyonun etkisi ile bu molekiillerin fonksiyonlarinda bazi degisikliklerin meydana
geldigi saptanmistir. Radyasyonun RNA sentezine etkileri ile ilgili ¢aligmalarin sayisi
DNA’ya oranla daha azdir ve bunlarin hemen hepsinde total RNA sentezine olan
etkileri incelenmistir. Bu sebeple farkli RNA tiplerinin ayr1 ayr1 incelenmesi ve
karsilastirilmast bakimindan yeterli degillerdir. Bu ¢alismalarda elde edilen sonuglar,
genel olarak total RNA sentezinin DNA sentezinde oranla daha direngli oldugunu

gostermektedir ( Ozalpan 2001)

2.2.6 Radyasyonun Protein ve Enzimlere etkileri

Proteinler hiicrenin en 6nemli yapitaslaridir. Ayrica hiicrede meydana gelen cesitli
biyokimyasal ve metabolik reaksiyonlar1 kataliz eden enzimlerde esas olarak protein
yapisindadirlar. Yapilan c¢alismalarda radyasyon muamelesi sonucunda polipeptit
zincirlerindeki kirilmalar ile ortaya ¢ikan molekiiler agirlik azalmalari, eriyebilirlik
oraninda meydana gelen degisiklikler, sekonder ve tersiyer yapi bozukluklari ve amino
asitlerde ortaya c¢ikan bozukluklar gibi hasarlarin meydana geldigi saptanmistir. Biitiin
bu hasarlarin sonucu olarak da enzimin normal fonksiyounda degisiklikler meydana
gelmektedir ( Mc Millan ve Steel, 1993).

Radyasyon etkisi ile ¢esitli enzimlerde meydana gelen degisikliklerle ilgili bir¢ok
calismalar yapilmistir. Bu ¢alismalarda, X 1sinlarinin etkisi ile memeli hiicrelerindeki
bazi enzimlerin aktivitelerinin azaldigi, bazi enzilerin aktivitelerinin arttigi ve bazi
enzimlerde bir degisiklik olmadig1 gbzlenmistir ( Bollum ve ark. 1960).

Radyasyonun etkisi ile gerceklesen biyomolekiiler hasarlarin olusumunda oksijen ve
sicakligin etkilerini incelemek amaciyla yapilan c¢alismalarda, bu iki faktoriin soz
konusu hasarlarin olusum oranlarinda 6nemli 6lgiide etkili olduklarini gostermislerdir

(Tubiana ve ark. 1990).

2.2.7 Radyasyonun Zar Sistemlerine Etkisi
Hiicrelerin yap1 ve islevleri zarlara sikica baghdir. Zarlar yalnizca hiicrenin igini

cevresinden ayirmakla kalmazlar ayrica okaryot hiicrelerin, nukleus ve sitoplazmik
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organeller de dahil olmak {iizere, i¢ bdliimleri belirler. Biyolojik zarlarin transport,
madde gecislerini denetlemek, elektron tasinimi, oksidatif fosforilasyona katilmak gibi
onemli gorevleri vardir. Ayrica hiicre metabolizmasinda 6nemli rol oynarlar. Bu sebeple
meydana gelebilecek bir hasarin, s6z konusu fonksiyonlarin bozulmasina yol agmasi
kaginilmazdir ( Cooper 2006).

Bilindigi iizere radyasyon hiicrelerde lipid membraninin peroksidasyonu, protein
oksidasyonu ve DNA molekiiliine zarar verme gibi molekiiler lezyonlara yol agar.
Hiicre membrani, radyasyon ile indiiklenen radikal kaynakli oksidatif hasari sonucu
fonksiyonunu kaybeder. Bu hasar reaktif oksijen tiirleri veya sitosolik serbest radikaller
tarafindan olusur. Ayrica s6z konusu radikaller hiicrede DNA, proteinler ve lipid
yapilari ile birlikte etkilesime girerler ( Pandey ve Mishra 2003).

Iyonize radyasyonun biyolojik membranlara etkileri membran proteinlerinin yer
degisimi ve doymamis zar lipidlerinin peroksidasyonunu igerir. Bu modifikasyonlar
ciftkath lipid zar polaritesinde degisiklige ve membranin akigkanlhigina etki eder.
Degisen membran parametreleri ve niikleer radyasyon hasari, hiicrenin apoptotik
Olimiiniin tetiklenmesinde 6nemli bir rol oynar (Berroud 1996).

Son yillarda radyasyon etkisinden dolayr hiicre zarinda negatif yiikk kaybinin
meydana geldigi saptanmustir. Yiiksek dozda radyasyonun periferik sinirlerde, sinirsel
impuls iletimini azalttigi gézlenmistir. Yapilan arastirmalarda radyasyonun lizozom,
mitokondri gibi organellerde negatif etkileri oldugu gozlenmistir. Radyasyona maruz
kalan hiicrelerde, lizozom miktarinin diistiigli gozlenirken lizozomal zarlarin aldig:
hasardan dolay: lizozomal enzimlerin hiicre i¢inde arttig1 belirlenmistir. Ayrica orta
siddette radyasyona maruz kalan bir hiicrede mitokondrideki oksidatif fosforilasyon

olaylarinda 6nemli miktarlarda azalma gézlenmistir ( Coggle 1977).

2.2.8 Radyasyonun Insanlar Uzerine Etkisi
2.2.8.1 Radyasyonun Geg¢ Etkileri
2.2.8.1.1Genetik Degisikler

Radyasyonun akut etkileri, viicutta hiicre 6liimii ve canlinin 6liimiine yol acar. Akut
etkiler, stokastik olmayan etkiler olarak da adlandirilirlar. En Onemli genetik
degisiklikler ve karsinojen etkiler stokastik etkiler olarak adlandirilirlar. Bu etkilerde

cok az sayida hiicrenin, hatta bazi durumlarda tek bir hiicrenin etkilenmesi s6z konusu
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olabilir. Radyason fiziksel bir mutajen ajandir ve tamamen yeni, kendine 06zgii
degisikliklere yol acmaz, sadece canlilarda dogal ve spontan olusan mutasyonlarin
frekansin1 artirabilir.  Genetik degisiklikler, gen mutasyonlart ve kromozom

mutasyonlari olarak ana bagliklar altinda toplanabilirler (Coggle 1977).

RADYASYONUN GENETIK ETKILERI

Genetik Etki Ornek
Gen Mutasyonlari
Dominant Polidaktili, Retinoblastoma, Huntington
koresi
Resesif Orak hiicre anemisi, sistik fibrozis,

Tay-Sachs Hastalig1
Esey Kromozomuna Bagl Renk korliigii, Hemofili

Kromozom Mutasyonlari

Sayisal Degisiklikler Down sendromu, embriyonik 6liim

Yapisal Degisiklikler Embriyonik 6liim, fiziksel bozukluklar ve

zeka gerilikleri

Cizelge 2.1. Radyasyonun genetik etkileri (Coggle 1977).

Radyasyonun insanlardaki genetik etkileri ile ilgili en genis ¢alisma Hiroshima ve
Nagasaki’ye atilan atom bombalarindan sonra canli kalabilen ve radyasyona maruz
kalmis en biiyiik populasyonu olusturan insanlarla yapilan dikkatli genetik izleme ve
saptamalardir. Bu grupta ve bunlarin ¢ocuklarinda 20 yil boyunca genetik kriterler
izlenmistir. Bu kriterler 6lii dogum ve dogum defektleri, 17 yasindan onceki birey
Oliimleri, esey kromozomu anormallikleri tasiyan cocuk orani ve kan proteinlerinde

mtuasyonlar tasiyan ¢ocuklardan olusuyordu. Bu kriterlere gore bazi sonuglar ortaya
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cikmistir. Bu bulgular 1518inda, radyasyonun insanda olusturabilecegi etkiler icin

genelleme yapmak miimkiindiir:

1. Radyasyon yeni tip mutasyonlara sebep olmaz, sadece spontan mutasyonlarin
frekansin artirir.
2. Radyasyon etkisi ile mutasyon frekansi artigi dogru orantilidir.

3. Cok kii¢iik dozlarda bile genetik risk mevcuttur (Schull ve ark 1981).
2.2.8.1.2 Karsinogen Etki

Radyasyon ile kanser olusumu arasindaki iliski ile ilgili ilk gézlemler, X 1sinlar ile
calisan radyoloji Onciilerinin bircogunun ellerinde ortaya ¢ikan deri tiimorleridir. Bu
konudaki orneklerden biri Marie Curie ve kizi Irene’dir. Her ikiside ldsemiden
Olmiislerdir ve bunun sebebi radyasyon ile ilgili deneyler sirasinda maruz kaldiklari
radyasyonu olarak kabul edilir. Ikinci diinya savasi ardindan yapilan hayvan
deneylerinde, radyasyonun spontan olarak olusan tiimorlerin insidansini arttirdigi
gbzlemlenmistir. Diger bir sonug¢ ise radyasyonun yol acti§i kanser vakalarmi dogal
olarak olusan kanserlerden ayirt etmek miimkiin degildir. Bunun ardindan radyasyon
karsinogenezi hakkinda bir¢cok epidemiyolojik ¢aligma yapilmistir. Radyasyon hemen
hemen tiim dokularda tiimor olusumuna yol agabilir. Radyasyon etkisinin timor
olusumunda uzun bir latent evresi vardir ve birikimli etkisi ¢ok dnemlidir. Radyasyona
baglt olarak belli tiimor tipleri goriilir. Losemiler en sik goriilen tiimorlerdir. Tiroid
timorleri geng yasta radyasyona maruziyet sonrasi gelisir. Orta siklikta meme, akciger
ve tiikriik bezi kanserleri goriliir. Deri, kemik ve gastrointestinal trakt radyasyona karsi

direnclidir (Ozalpan 2001).

Radyasyon karsinogenezinin baslamasindan sorumlu olan mekanizmalarin en
onemlileri tiimor supresor genler/onkogenler ve hiicre dongiisii kontrol noktalari olarak
kabul edilir. Radyasyon bilindigi {izere translokasyonlara ve delesyonlara neden olur
fakat bunlardan 6nemli olarak radyasyonla indiiklenen kanser baslangici heterozigoti
kayb1 olay ile olur. Bugiine kadar bir¢ok onkogen tanimlanmistir. Bunlar arasinda en
onemlileri ras ve myc onkogenleridir. Radyasyonla ile birlikte onkogenlerin
aktivasyonuna Ornek olarak cocuklarda olusan tiroit karsinomasi verilebilir (Little
2000).
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Bir protoonkogen malignansiye yol agabilmek i¢in mutlaka aktive olmalidir. Bu
sekilde protoonkogen-onkogen doniisiimii meydana gelir ve doniisen onkogenmalignant

transformasyona yol acar. Bu doniisiimler ¢esitli sekillerde olabilir:

1. Bir nokta mutasyon olay1 sonucunda Ras onkogeni protoonkogenden doniisiir ve
degisik bir protein kodlamaya baslar.

2. Kromozomlardaki yapisal aberasyon ve parca degisikliklerinden kaynaklanan
yeni gen diizenlemeleri de onkogen aktivasyonuna yol agabilir.

3. Gen amplifikasyonu da onkogen aktivasyonuna yol agar (Hall ve Miller 1977).

En oOnemli Orneklerden biri retinoblastoma (RB) tiimér supressor genidir.
Retinablastom hastalarinda sekonder kanserlerin olugmasindan sorumlu olay, RB
genindeki heterozigoti kaybidir. Bu olay ret onkogeninin aktivasyonu ile meydana gelir.
Fakat radyasyon karsinogenezinin baglama olaymin arastirilmasi i¢in yapilan ¢aligsmalar

yetersizdir (Little 2000).
2.2.9 Radyoprotektorler

Radyoprotektorler, canliy1 radyasyona karsi daha direncli hale getiren, onu koruyan
maddelerdir. Toksik olmayan radyoprotektorlerin gelisimi ile niikleer savas, niikleer
endustriler, radyasyon kazalarindan korunmak, uzay gemileri ve tiimor 1sinlanmasi
sirasinda normal dokularin korunmasi daha kolay olmustur. Bilindigi gibi radyasyonun
makromolekiiller lizerine bir¢ok kritik etkisi vardir. Bu etkilerinin {izerine radyasyonla
indliklenen hasar1 minimuma indirgemek icin radyoprotektorler gelistirilmeye

baslanmistir (Upadhyay ve ark 2005).

[k basta bazi gelistirilen radyoprotektif ajanlarin, protektif etkilerinin yaninda
toksik etkilerinin de oldugu gézlenmistir. Bunun en 6nemli 6rnegi siilfidril grubu iceren
bilesiklerdir. Yapilan genis ¢alismalar i¢in bazi ideal radyoprotektor kriterleri asagidaki
sekilde belirlenmistir. ideal bir radyoprotektdr asagidaki fonksiyonlardan en az birini

igermelidir:

1. Serbest radikallerin ¢ikarilmasi
2. Oksidatif hasarin indirgenmesi

3. DNA ve hiicresel tamirin kolaylastirilmasi
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4. Immiino-modiilasyon

5. Etkilenen veya hasar géren organin tekrar eski haline gelmesi (Upadhyay ve ark

2005).
—— MolekKiiler > < Hiicresel ¢ Sistemik
DNA TAMIRT AZALMIS
vE SITOTOKSIE TEKRAR COGALMA
HUCRE KAZANIMI HASAR VE
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Sekil 2.17. Radyoprotektorlerin etki mekanizmalar1 (Upadhyay ve ark 2005).

Antioksidanlar hakkinda ilk in vivo radyoprotektif ¢caligmalar bundan tam 57 yil
once baslamistir. Ik olarak siilfidril grubu igeren sistein amino asidi ve sisteaminin
koruyucu etkisi oldugu saptanmistir. Daha sonra yeni radyoprotektorler gelistirilmesi
amactyla bugiine kadar binlerce madde denenmistir. Bunlardan WR 2721 (Amfostin)
maddesinin en yiiksek koruyucu etkiye sahip oldugu gézlenmistir. Fakat yillar sonra bu
ajanlarin toksik etkilerinin oldugu ortaya ¢ikmistir ve ¢alismalar antioksidan maddelerin

tizerine kaymistir (Weiss ve Landauer 2000).
2.2.9.1 Antioksidanlarin ve Fenolik Bilesiklerin Radyoprotektif Etkileri

Fenolik bilesiklerin serbest radikalleri uzaklastirici etkisinin calisilmasi, dogal
olarak olusan ve antioksidan olarak adlandirilan fitokimyasal maddelerin
karakterizasyonunda onemli rol oynamaktadir. Radyoprotektif etkisi olan en onemli
ajanlar antioksidanlar vitaminler, selenyum, cesitli fitokimyasallar, fenolik bilesikler,
flavonoidler, metilksantinler, melatoninler ve bazi bitki ekstraktlaridir (Weiss ve

Landauer 2003).
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Antioksidanlar dort ayr sekilde etki etmektedirler.

1. Toplayic1 Etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma veya daha
zayif yeni molekiillere ¢cevirmektedirler. Antioksidan enzimler, trakeobrongiyal mukus
ve kiiclik molekiiller bu tip etki gostermektedirler.

2.Bastiric1 Etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen
aktararak aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistiirmektedirler. Vitaminler,
flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler.

3. Zincir Kirie1 Etki: Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip
fonksiyonlarin1  engellemektedirler. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller
zincirkirici etki gdstermektedirler.

4) Onaric1 Etki: Serbest radikallerin olusturduklari hasari onarmaktadirlar (Baskin

ve Salem 1997).

2.2.9.2 Vitaminler

Vitamin E’nin radyasyonun indiikledigi hasara karsi etkisi in vitro olarak
gosterilmistir. Vitamin E’nin radyasyonla indiiklenen kromozom aberasyonlarina karsi
koruyucu etkisi oldugu ve kromozom aberasyonlarini azaltict etkisi oldugu
bilinmektedir  (Satyamitra ve ark 2001). Ayrica yiikksek dozdaki lipid
peroksidasyonunun diisiikk dozdakinden daha etkili oldugu anlagilmistir. Bu etki Vitamin
E’nin formlarina, radyasyon dozuna ve muamele zamanma gore degisir. Ornegin
Vitamin’in o-tokoferol formunun farelerde yagama orani seviyesini 3 katina ¢ikardig:
gbzlenmistir. Bunun yaninda radyasyon sonrast muamele ¢alismalarinda a-tokoferol
konsantrasyonun da ki artisin koruma seviyesini daha da yiikselttigi gozlenmistir
(Srinivasan ve ark 1983). Kemirgenlerde yapilan radyasyon hasari g¢aligmalarinda
Vitamin E’nin gastrointestinal hiicre Oliimiinii engelleyememesine karsin ince
bagirsaktaki koruyucu etkisinin oldugu saptanmistir (Weiss ve Landauer 2003).
Farelerde yapilan tiimor gelisiminin yavaglatilmasi ¢aligmasinda Vitamin E’nin 50-500
mg/kg dozunun fare sarkomalarinda yavaslamaya neden oldugu gozlenmistir (Kagerud

ve Peterson 1981).
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Vitamin C’nin farelerde tiim viicut 1sinlamasinda, fare lenfositlerinde ve insan

lenfositlerinde radyasyonla indiiklenen kromozom hasarina karsi koruyucu etkisi

bilinmektedir (EI-Nahas ve ark 1993).

Farelerde tiim viicut 1sinlamasinda, Vitamin A’nin diyetinin radyoprotektif etkisi
calisilmigtir ve bulunan sonuglarda radyasyona maruz kalan farelerdeki 6liim oranini
azaltmasina ek olarak radyasyonla indiiklenen kandaki lenfosit sayisinin azalmasini
engelledigini ve adrenal hipertrofi oranini azalttigi gézlenmistir (Seifter ve ark 1988).

Vitamin A’nin insan kan lenfositlerinde radyokoruyucu etkisi oldugu bilinmektedir
(Badr ve ark 1998).

2.2.9.3 Selenyum ve Selenyum/Vitamin E Kombinasyonlari

Selenyum bilesikleri brokoli, sarimsak gibi birgok besinde bulunur. Selenometionin
ise soya tohumlarinda ve fasulyede bulunur ve ¢ok az toksiktir. Selenyum ve metionin
radyasyona karst koruma saglar ve maruz kalmis faredeki yasama oranini artirir

(Whanger 2002).

Selenyum in vitro radyasyonla indiiklenen mutageneze karsi koruyucu ozellik
gosterir ve radyasyonla indiiklenen hiicre doniisiimiinii inhibe eder. Farelerde yapilan
calismalarda selenyum ve vitamin E’nin tek basina dozlari, selenyum ve vitamin E’nin
kombine dozlarindan daha az radyoprotektif etki gostermistir. Ayrica vitamin E ve
selenyum kombinasyonu antioksidan enzimlerin aktivitesini radyasyona kars1 korur

(Noaman ve ark 2002).

Yapilan terapi ¢aligmasinda, giinliik 200 pg sodyum selenitin, radyasyon terapisi
sonrasi bas boyun karsinomalarindaki, immiin cevabi hizlandirdig1 ortaya g¢ikmistir

(Kiremidjian-Schumacher ve Roy 2001).

2.2.9.4 Fitokimyasallar

Bitkilerin ¢ogu cesitli antioksidan fitokimyasallar igerir ve bu fitokimyasallarin ¢ogu
radyoprotektif etki gosterirler. Bu fitokimyasallar arasinda, polifenoller, curcumin,
elajik asit, klorogenik asit, likopenler, kuersetin, soya triinleri, ginkgo biloba oziitleri,

metilksantinler, melatoninler ve daha bir¢ok flavonoid bulunur. Cogu flavonoidlerin



24

radyoprotektif etkilerinin bilinmesine ragmen, toksik etkileri hala bilinmemektedir

(Weiss ve Landauer 2003).

2.2.9.5 Fenolik Bilesikler ve Flavonoidlerin Radyoprotektif Etkileri

Orientin ve vicenin, Ocimum santum bitkisinden elde edilen flavonlarla yapilan
cesitli radyoprotektif amach calismalarda fareleri, 6ldiirticii radyasyon dozuna (11Gy)
maruz kalmasma ragmen gastrointestinal ve kemik iligi sendromlarinin meydana
getirdigi Oliimden korudugu gozlenmistir. Bu koruyucu etki flavonlarin, lipid
peroksidasyonunu engelleyici ve serbest radikallerin uzaklastirict etkisinden dolay1
gerceklestigi seklinde agiklanmistir (Devi ve ark 2000).

Cayda bulunan fenolik bilesiklerle (kuersetin, luteolin ve genistein) yapilan
caligmalarda, bu fenolik bilesiklerin radyasyona maruz kalmig farenin periferal
kanindaki mikronukleuslu retikiilositlerin frekansini azalttigi gozlenmistir (Shimoi ve
ark 1994).

Uziim ¢ekirdegi ektrakt1 ve {iziim prosiyanidinleri (iiziim, askorbik asit) ile yapilan
calismada, bu bilesiklerin, radyasyona maruz kalmis fare kemik iligindeki
mikronukleuslu eritrositlerin frekansinda azalmaya neden oldugu gozlenmistir (Castillo
ve ark 2000).

Curcumin ile ilgili yapilan in vitro calismalarda, bu flavonoidin radyasyonun
indiikledigi kromozom aberasyonlarina karsi potansiyel bir etkisinin oldugu ve farelerde
radyasyonla indiiklenen dietilstilbestrol kaynakli tiimorlerin etkisini ve 8-Hidroksi-2’-
deoksiguanozin olusumunu azalttigi goézlenmistir (Inado ve Onona 2002) . Yine
curcumin flavonoidinin insan kan lenfositlerinde radyasyonla indiiklenen DNA hasarini
ve lipid peroksidasyonunun etkisini azalttigi gézlemlenmistir (Srinivasan ve ark. 2006).

Propolis, naringin, kafeik asit ve krisin flavonoidleri gamma radyasyonuna maruz
kalmis farelerde 6liim oraninmi azaltmis ve farelerdeki total 16kositlerdeki DNA hasarini
indirgedigi gbzlemlenmistir (Benkovic ve ark. 2008). Yine propolis bilesiginin yiiksek
dozlar1 ¢in hamsteri ovaryum hiicrelerinde (CHO-K1) radyasyonla indiiklenen

kromozom hasarini azalttig1 gézlemlenmistir (Spigoti 2009).
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Narenciye iriinlerinde bulunan naringin flavonu ile yapilan radyoprotektif
caligmalarda naringinin fare kemik iliginde radyasyonla indiiklenen kromozom hasarini
azalttig1 gozlemlenmistir (Jagetia ve ark 2003).

Yine narenciye lriinlerinde sik olarak rastlanan bir flavon olan hesperidin, fare
kemik iligindeki hiicrelerin radyasyonla indiiklenen hasar1 azalttigi gozlenmistir
(Hosseinimehr ve Nemati 2006).

Kuersetin flavonoidi kullanilarak farelerde yapilan radyoprotektivite ¢alismalarinda,
bu flavonoidin radyasyona maruz kalmayan farelerde toksik olmadigi ve 4Gy
radyasyona maruz kalmis farelerde, maruz kalinma oncesi muamele sonucu DNA
hasarini indirgedigi gozlenmistir (Benkovic ve ark. 2009). Yine kuersetin flavonoidi ile
yapilan calismalarda bu flavonoidin radyasyon oncesi muamelesi sonucunda insan
periferal kan lenfositlerindeki DNA hasarini indirgedigi gozlenmistir (Devipriya 2008).

Rithidech ve ark. (2005), apigenin flavonoidinin insan kan lenfositleri {izerine
radyoprotektif etkisini arastirmistir. Bu calisma sonucunda apigeninin herhangi bir
toksik 6zelliginin olmadigini ve apigenin dozuna bagli olarak radyoprotektif etkinin
arttigini gézlemlemistir.

Antioksidan 6zellik gosteren ve susam yaginda bulunan sesamol fenoliginin, insan
kan lenfositlerindeki DNA hasarin1 ve lipit peroksidasyon diizeyini azalttig1
gbzlenmistir (Prasad ve ark 2005).

Bircok meyve ve sebzede, zeytinyaginda, ¢ayda ve sarapta bulunan kafeik asit,
antioksidan 6zelliginden dolay1 insan kan lenfositlerinde radyasyonla indiiklenen DNA
hasarina kars1 radyokoruyucu etki gosterir (Devipriya ve ark. 2008).

Dogal olarak olusan ve yiyeceklere tat veren vanilin ile yapilan ¢aligmada, vanilinin
plasmid pBR322, insan ve fare periferal kan 16kositlerinde ve dalak lenfositlerinde
olusan vy-radyasyonu ile indiiklenen DNA hasar1 {izerine koruyucu bir etkisi
belirlenmigtir (Maurya ve ark. 2007).

Zeytin yapragindan ekstrakte edilen rutin, verbaskosit, oleuropein, luteolin ve
diosmin flavonoidleri ile yapilan c¢alismada bu flavbonoidlerin in vivo olarak
radyoprotektif etkileri calisilmistir. Tiim flavonoidlerin kombinasyonu ile olusan grup,
diger tek flavonoidlerden olsan gruplara gore daha fazla radyoprotektif etki gostermistir

(Benavente ve ark. 2002).
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Fenolik bilesikler kadar, fenolik bilesikleri tasiyan bitkilerle ve onlarin 6ziitleriyle
de yapilmis bir¢ok radyoprotektif ¢alismalar gergeklestirilmistir. Asagidaki tabloda bu

bitkilerin bazilar1 verilmistir (Arora ve ark. 2005).
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BITKi

RADYOPROTEKTIF ETKIiLERI

Aegle marmelos

Insan periferal kan lenfositlerinde radyasyonun

indiikledigi genomik instabiliteyi ve DNA hasarini

azalttigt  bulunmustur. Radyasyona maruz kalmis
farelerde ise 0liim oranini azaltmustir.
Acanthopanax senticosus | Farelerde radyasyon muamele Oncesi ve sonrast

verildiginde yasam oranini artirmigtir.

Allium cepa

X 1s1mina kars1 radyoprotektif etkisi vardir.

Pilea microphylla

Oziitii ile yapilan fare calismalarinda, gastrointestinal
sistemi, hematopoetik sistemi yiiksek dozda radyasyona

kars1 korudugu goézlenmistir.

Mentha arvensis

Radyasyon 6nce muamele sonucu farelerin radyasyonlar
indiiklenen kemik iligi ve gastrointestinal Oliimiini

azalttig1 gézlenmistir.

Tephrosia purpurea

Oziitii, Isvigre albino farelerinin hematopoetik sistemini

korudugu gozlenmistir.

Moringa oleifera

Radyasyona maruz kalma oOncesi, Oziitii ile muamele
sonucu fare metafaz kromozomlarindaki aberasyonlari

azalttig1 gézlenmistir.

Glycyrrhiza glabra L.

Antioksidan olan bu bitkini 6zitii farelerin mikrozomal

membranlarim1  y- radyasyonuna karsi korudugu ve
plasmidlerle yapilan caligmalarda ise DNA ¢ift zincir

kiriklarint minimum diizeye indirgedigi gézlenmistir.

Hypericum perforatum

Farelerde yapilan radyoprotektif ¢alismalarda, intestinal
mukozayr ve kemik iligini X 1smm1 dozlarina karsi

korumustur.

Amaranthus paniculatus

Yaprak oziiti 5Gy radyasyona maruz kalan farelerde
beyindeki kolesterol, lipid peroksidasyon ve glikojen

diizeylerini radyasyona kars1 korumustur.

Cizelge 2.2. Bazi radyoprotektif 6zellige sahip bitkiler ve radyoprotektif 6zellikleri

(Arora ve ark. 2005).
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2.3 GENOTOKSISITE VE ANTIGENOTOKSISITE DEGERLENDIRMEDE
KULLANILAN KISA SURELI in vitro TEST YONTEMLERI

Bir maddenin mutajenik veya genotoksik etkili olup olmadigini saptamak amaciyla
cesitli yontemler gelistirilmistir. Bu yontemler CA, SCE ve MN frekanslarinin
arastirildigl sitogenetikyontemler ve alkali ortamda DNA elektroforezinin yapildigi
COMET yontemidir (SingleCell Gel Electrophoresis, SCGE). Bu yontemler laboratuar
caligmalarinda oldugu kadar populasyon taramalarinda ve ¢evre kirliligi
arastirmalarinda da kullanilmaktadir. Ayrica bu yontemler ile dogal {iriinlerin anti-
karsinojenik ve anti-mutajenik 6zellikleri de incelenebilmektedir.

2.3.1 SCE Y 6ntemi

Perry ve Evans tarafindan 1975 yilinda tanimlanan SCE analizi, glinlimiizde
genotoksisite analizlerinde kullanilan geleneksel yontemlerden birisi haline gelmistir.
SCE, bir kromozomun kardes kromatidleri arasinda meydana gelen resiprokal parcga
degisimi olayidir. Karsinojenik ve mutajenik maddelerin, SCE diizeyini artirdigi
gozlenmistir. Bu nedenle, bu yontemde kardes kromatidler farkli boyanmakta ve
aralarindaki SCE frekans1 saptanmaktadir. SCE ilk defa Taylor tarafindan bitki
hiicrelerinde tritium ve otoradyografikullanilarak gozlemlenmistir. Daha sonra DNA
baz analogu olan 5’-bromodeoksiuridin(BRDU)’in Hoechst 33258 boyasi ile kombine
edilmesiyle kardes kromatitlerin ayirtedilebilecegi ve SCE’ler gozlenebilecegi

kesfedilmistir (Latt 1974).

2.3.2 CA Yontemi (Kromozomlarin homojen boyanmasi)

Bu yontemle kromozomlarin sayisal ve yapisal anormallikleri incelenebilir.
Mutajen ve karsinojenlerin kromozom aberasyonlarmi indiikledigi saptanmis ve
aberasyon frekansimin kanser riski tagiyan gruplarin tanimlanmasinda 6nemli oldugu
goriilmistiir. Yontemde genellikle kolsemid ve kolsisin gibi tubilin polimerizasyon
inhibitorleri kullanilmakta bdylece hiicre boliinmesinde metafaz sathasinda kalmis
kromozomlar say1 ve aberasyon yoniinden degerlendirilmektedir. Morfolojik kriterlere
gore yapisal kromozom hasart iki ana siifa ayrilmaktadir: Kromozom tipi hasar, bir

veya ¢ok sayida kromozomun her iki kromatitini igermektedir ve kromatit tipi hasar bir
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veya birkag kromozomun bir veya iki kromatitini farkli konumlarda igermektedir

(Hagmar ve ark. 1994, Bonassi ve ark. 2000).

2.3.3COMET Testi (Tek Hiicre Jel Elektroforezi)

Biyolojik ve fiziksel etmenlerin olusturdugu DNA hasarini kontrol etmek i¢in ¢esitli
teknikler gelistirilmistir. Bu teknikler arasinda COMET testi ya da Tek Hiicre Jel
Elektroforezi teknigi ¢ok gilivenilir ve kullanighh bir metottur. COMET kelimesinin
anlami, bu teknikte hasarli DNA larin gogii ile olusan goriintiidiir. Bu yontem hem in
vivo hem de in vitro sekilde uygulanabilir. Hasarli DNA molekiilleri kuyruklu yildiz
goriintiisii olusturur (Tice ve ark 2000). Ilk olarak Ostling ve Johanson (1984) , DNA
hasarini belirlemek i¢in tek hiicre diizeyinde bir mikrojel elektroforezi gelistirmistir. Bu
teknikte hiicreler bir jel i¢ine gomiiliip deterjanlar ve yiiksek tuz konsantrasyonlar ile
lizis islemi gerceklestirilip daha sonra noétral kosullarda DNA  molekiiliiniin
elektroforezine dayanir. Notral kosullardan dolayr bu yontemin potansiyelinde bazi
sinirlamalar ortaya ¢ikmustir (Singh ve ark 1988).

Bunun iizerine Singh ve arkadaslar1 (1988) tek hiicrelerde olusan DNA hasarlarini
belirlemek i¢in alkali (ph>13) ortamlarda gergeklestirilen bir mikrojel teknigi
gelistirmistir. Bu Alkali ortamda, DNA gogii tek zincir kiriklarinin frekansina baglidir.
Bu teknigin diger genotoksisite testlerine gore avantajlari:

1. Kiigiik diizeylerdeki DNA hasarlarini belirlemek i¢in hassas bir yontemdir.

. Her 6rnek i¢in az miktarda hiicreye ihtiyag¢ vardir.

. Diisiik maliyetlidir.

2
3
4. Esnek bir yontemdir, kolay modifiye edilir.
5. Uygulamasi kolaydir.

6. Tamamen sonug almak i¢in sadece 1-2 giin yeterlidir.

7. Calismalar yapmak icin nispeten kii¢iik miktarlarda test maddeleri kullanilir.

Son yillarda bu test insanlardan c¢evresel degerlendirme calismalarina kadar tiim
genetik toksikoloji caligmalarinda kullanilmistir. COMET testinin genetik toksikoloji de
kullanim alanlar1 sunlardir:

1. Potansiyel yiiksek oranda sonug iceren tarama ¢alismalari

2. Genotoksisite ile indiiklenen kromozom hasarini, sitotoksisite ile indiiklenen

kromozom hasarindan ayirt etmek
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3. In vivo galigmalarda genotoksik ve genotoksik olmayan karsinojenleri ayirt
etmek

4. Insan mutajenlerini ve karsinojenlerini tayin etmek

COMET testinin yontemine baktigimizda bu test su basamaklardan olusur:

1. Uzerine agaroz iginde hiicrelerin yayildig1 mikroskop lamlarinin hazirlanmasi

2. DNA molekiiliinii hiicrelerden ayirmak i¢in lizis

3. Tek zincirli DNA molekiiliinii ve tek zincir kiriklarim1 gézlemlemek icin alkali
(pH>13) ortam

4. Alkali kosullarda (pH>13) elektroforez

5. Noétralizasyon

6. Boyama, Goriintiileme ve Sayim

R tor AL HUCRELER \
ﬁ}v * : LAMLAR

ek

1 l

LizZIS
BOYAMA
NOTRALIZASYON I ALKALI ORTAMDA DNA
MOLEKULUNUN COZULMEST
(pH=13)
ALKALI ORTAMDA /
ELEKTROFOREZ
(pH=13)

Sekil 2.18. COMET testi agamalar1 (Tice ve ark. 2000).

Lamlarin hazirlamasi sirasinda her lam tizerine 1-3 bagimsiz jelyayilir. En alt
tabaka ya tam buzlu mikroskop lamindan veya yiiksek konsantrasyonda normal erime
noktasi bulunan agaroz jelinden olusur. Bunlarin {izerine hiicrelerin diisiik erime noktali
agaroz ile olusan siispansiyonu yayilir. Bundan sonra lizis islemi gergeklestirilir. Bu

islemde deterjanlar ve yiiksek konsantrasyonlu tuz ¢dzeltilerinden yararlanilir. Uzerinde
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hiicreler bulunan lamlar en az 1 saat en ¢ok 1 gece olmak iizere, lizis soliisyonlarinda
bekletilir. Elektroforez oncesi alkali yiiriitme tamponu i¢inde lamlar 20-25 dk arasi

bekletilir. Bu islem DNA molekiiliiniin ¢6ziilmesi i¢in gereklidir.

Bu islemden sonra elektroforez islemi uygulanir, bu islemde Standard voltaj 0.7-1
V/em’ dir. Elektroforez sonrasi alkali lamlar nétralizasyon bufferi ile yikanir. Yikama
isleminden sonra lamlar etidyum bromit, DAPI (diamidino—2-fenilindol), propiyum iyot
veya SYBR Greenl gibi floresan ozellikli boyalarla veya giimiis nitrat gibi floresan
olamayan boyalarla boyanirlar. COMET sayimi i¢in metrik ve metrik olmayan teknikler
vardir. Ayrica COMET saymmu i¢in bilgisayar sistemli programlarda gelistirilmistir. En
basit yontemlerden biri COMET’leri biiyiikliiklerine gore kategorilere gore boliip
degerlendirmektir (Olive ve ark. 1991, Cotelle ve Ferard 1999, Tice ve ark. 2000).

2.3.4 Mikronukleus (MN) Testi

Mikroniikleuslar (MN) hiicrenin mitoz bdliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan, esas
cekirdege dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarindan
koken alan olusumlardir. Geleneksel sitogenetik yontemlerden birisi de Fenech ve
Marleyn tarafindan 1985 yilinda tanimlanan MN yontemidir (Fenech 2000). MN
sayisindaki artig, cesitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu sayisal ve yapisal kromozom
diizensizliklerinin indirekt gostergesi olarak degerlendirilmektedir. MN testi sitogenetik
hasarin tespitinde, kromozom analizine gore kolay uygulanabilmesi, daha fazla sayida
hiicre sayilmasi ve istatistikselyonden daha anlamli sonuglar elde edilmesi avantaj

saglamasiyla yaygin kullanim alani bulan bir teknik olmustur (Demirel ve Zamani
2002).
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Sekil 2.19. Mikronukleus teknigi goriintiileme gesitleri (Fenech 2000).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Cahismada Kullanilan Deney EKipmani

Ekipman

Marka-Model

Hassas Terazi

Shimadzu AUW220D

Gii¢c Kaynagi

EC 250-90

Elektroforez Tanki

Cleaver Scientific CSL COM-40

Su Banyosu Niive BM-302
Santrifiyj Niive CN-180
Inkiibator Leec

Isik Mikroskobu Olympus
Fliioresan Mikroskop BAB
Buzdolab1 VESTEL
Derin Dondurucu VESTEL
Mikropipet EPPENDORF
Petri Kaplar1 TPP

pH metre

Vortex VELP

Lineer Akselator

SIEMENS MD2 (6 MV FOTON)

Besiyeri tiipleri BD Falcon
Cam malzemeler
Isitict Karistirici CHILTERN

Flowkabin

Thermo scientific

Enjektor

Eppendorf tiipleri

Hemasitometre

Webber S.1.
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3.2. Cahismada Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kimyasal Madde Firma Katalog No
NaCl (Sodyum Kloriir) MERCK 106404
NaOH (Sodyum Hidroksil) MERCK 106482
AGAROZ MERCK 101236
HCL (Hidroklorik asit) MERCK 100314
TRISMA BASE SIGMA T1503
TRITON X-100 SIGMA T8787
DMSO SIGMA D5879
AGAROZ, LOW MELTING SIGMA A9414
SITOKALASIN B SIGMA C6762
HISTOPAQUE 1077 SIGMA H8889
TYRPAN BLUE SIGMA T8154
EtBr (Etidium Bromid) SIGMA E8751
NEVPARIN MUSTAFA NEVZAT

RPMI MEDIUM SIGMA R8758
PENICILIN-STREPTOMYCIN |SIGMA P0O781
FETAL CALF SERUM SIGMA F9665
PHYTOHEMAGGLUTININ-A | SIGMA L8754
L-GLUTAMINE SIGMA G7513
DULBECCO’S PBS SIGMA D5652
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Na,EDTA SIGMA E5134
MUTLAK ETANOL GURUP DELTALAR

SINNAMIK ASIT SIGMA

KCL (Potasyum Kloriir) MERCK 104936
CH30OH (Metanol) MERCK 106008
CH3COOH (Asetik asit) MERCK 100056
GIEMSA MERCK 109204
Na;HPO, (Di Sodyum fosfat) MERCK 1.06586
KH,PO, (Di Potasyum Fosfat) MERCK A325071137

3.3 Calismada Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Besiyerinin Hazirlanis::

15 ml Fetal calf serum

2 ml L-Glutamin

0,5 ml Penicilin, streptomycin

2,5 ml Phytohemagglutinin

Karigim, RPMI-1640 ile 100 ml’ye tamamlanir. Karisim steril Flow’da hazirlanir ve
steril besiyeri tiiplerine 5 ml dagitilir.

Sinnamik Asit ¢ozeltisinin hazirlamsi:

0.0011 gr sinnamik asit tartilir ve 5 ml %5 DMSO ¢ozeltisinde c¢oziilerek stok
hazirlanir.

Komet testi icin gerekli soliisyonlarin hazirlamsi:

Fizyolojik serum hazirlanisi:

0.9 gr NacCl tartilir ve 100ml distile su da ¢oziiliir.

PBS cozeltisi hazirlanisi:

0.48 gr Dulbecco Phosphate Buffer Saline tartilir, 50 ml distile suda ¢oziiliir.

Lizis Tamponu hazirlanisi:
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2.5 M NaCl: 29.22gr NacCl tartilir.

100 mM Na;EDTA: 7.4448 gr Na,EDTA tartilir.

10 mM Tris: 0.2422gr Trisma Base tartilir.

Tartilan kimyasallar 1sitmadan 178 ml distile su da ¢oziilir. pH NaOH veya HCL
kullanilarak 10’ a ayarlanir. Lizis isleminden yarim saat dnce bu ¢ozeltiye 2 ml Triton
X-100 ve 20 ml DMSO eklenir.

Yiiriitme tamponu hazirlanisi:

0.747 Na;EDTA ve 24gr NaOH tartilir ve 2 It distile su ile ¢oziiliir. pH>13 olacak
sekilde tampon hazirlanir. Buzdolabinda +4°C de saklanur.

Notralizasyon tamponu hazirlanisi:

4.8456 gr Trisma Base tartilir ve 100 ml distile suda ¢6ziiliir. Cozeltinin pH=7.5 olacak
sekilde HCL veya NaOH kullanilarak pH ayarlanir. Bu ¢6zelti yiiriitme islemi sonrast
taze hazirlanir.

Fiksasyon tamponu hazirlanis::

100 ml absolii etanol kullanilir.

Boyama soliisyonu:

20gr/ml EtBr ile hazirlanir.

Lamlar icin Agaroz jel hazirlamsi:

0.65 gr agaroz tartilir ve 100ml distile suda 1sitilarak ¢oziiliir.

Hiicreler icin Low Melting Agaroz jel hazirlanisi:

0.065gr Agaroz Low Melting (LMA) tartilir ve 1sitilarak 10 ml distile suda ¢oziiliir.

%35 DMSO cozeltisinin hazirlanis:

0.5 ml DMSO ile 10 ml distile su karistirilir.

Comet deneyi icin degisik konsantrasyonlardaki sinnamik asit dozlar1 soyle

belirlenir:

1 pg/ml sinnamik asit dozu i¢in, 7 pl sinnamik asit ile 1.5ml lenfosit soliisyonu
karigtirilir.
2pg/ml sinnamik asit dozu i¢in, 14 pl sinnamik asit ile 1.5ml lenfosit soliisyonu
karistirilir.

4 ng/ml sinnamik dozu i¢in, 28 ul sinnamik asit ile 1.5ml lenfosit soliisyonu karistirilir.
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Mikronukleus testi icin gerekli soliisyonlarin hazirlanisi:
Fiksatif hazirlanisi:
60 ml metanol (CH3OH) buzdolabinda difrizde saklanir.

20 ml asetik asit (CH3COOH) ise disarda saklanir, karistirilarak 1:3 oraninda fiksatif

hazirlanir.
Sitokalasin-B hazirlamsi:

0.001 gr cyt B %70 lik az miktardaki etonolde ¢oziiniir ve streil saf su ile 5 ml’ ye
tamamlantiktan sonra koyu renkli bir sisede 151k gormeyecek bir yerde saklanir. Her kite

0.15 ml katilir.

Na;HPO, Tamponu hazirlanisi:

18 gr Na,HPO,4 1000ml saf su igerisinde ¢oziilerek hazirlanir.
KH,;PO, Tamponu hazirlanisi:

6.85 gr KH,PO,4 500 ml saf su igerisinde ¢oziilerek hazirlanir.
%75’lik Giemsanin Hazirlanmasi:

56 mINa;HPO,4 44 mIKH,PO,; ve 5 ml Giemsa karigtirilarak iizerleri 100 ml
oluncaya kadar saf su ile tamamlanmistir. Sonra bu boya dik bir sale icine filtre kagitlar
ile stiziilmistir. Kurudugundan emin olunan preparatlar direkt olarak boya igerisine
konmus ve yaklasik olarak 15 dk. boya igerisinde bekletilmistir. Bu siirenin sonunda
preparatlar boyanin i¢inden ¢ikarilmis, saf su i¢inden gecirilerek preparatlar tizerindeki
fazla boyanin akmasi saglanmigtir. Bundan sonra praparatlar dik vaziyette konularak

kurumaya birakilmistir. Preparatlar kuruduktan sonra mikroskobik inceleme yapilmustir.

Mikronukleus deneyi icin degisik konsantrasyonlardaki sinnamik asit dozlar1 soyle

belirlenir:

1 pg/ml sinnamik asit dozu igin, 25 ul sinnamik asit ile 5ml lenfosit soliisyonu

karistirilir.
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2 pg/ml sinnamik asit dozu i¢in, 50 pl sinnamik asit ile 5 ml lenfosit soliisyonu

karistirilir.

4 ng/ml sinnamik asit dozu i¢in, 100 pl sinnamik asit ile 5 ml lenfosit soliisyonu

karistirilir.

3.4 Yontem
Calismamizda in vitro COMET ve MN testi kullanilmistir.
Calisma Gruplarinin Belirlenmesi:
Her dondr i¢in 15 tane ¢alisma grubu belirlenmistir. Deneyler duplike yapilmistir.
Gruplar su sekildedir:
Kontrol gruplar:
Sadece Kan Kontrol
DMSO Kontrol
1 Gy 1s1nlama
2 Gy 1s1nlama
Tek basimma Fenolik Dozlari:
1 pg/ml sinnamik asit
2 pg/ml sinnamik asit
4 png/ml sinnamik asit

Radyasyon ve Fenolik Kombine Dozlar:

1 Gy + 1 pg/ml sinnamik asit 2 Gy + 1 pg/ml sinnamik asit
1 Gy + 2 pg/ml sinnamik asit 2 Gy + 2 pg/ml sinnamik asit
1 Gy + 4 pg/ml sinnamik asit 2 Gy + 4 pg/ml sinnamik asit

Radyasyon ve DMSO Kombine Dozlar::
1 Gy + DMSO

2 Gy + DMSO

Bireylerin Secimi:

Arastirma grubu dondrleri, 25 yaslarinda hi¢ sigara kullanmayan, son 1 ay i¢inde
antibiyotik kullanmamis ve kalitsal hastaligi bulunmayan 1 erkek 1 bayan bireyden

olusmaktadir. Deney grubunun yas ortalamasi 25°tir. Donorlerden kan alimi
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gerceklestirilirken Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Etik Kurulunun onami

alinmustir.
Kan Orneklerinin Alinmasi:

Kan ornekleri bireylerden heparinize olarak, vakumlu kuru tiiplere alinmistir. Her

bireyden 32 ml kan alinmustir.
Lamlarin Temizlenmesi:

Deneyden bir giin 6nce lamlar i¢i etanol dolu olan bir behere yerlestirilerek derin
dondurucuda bekletilmis ve preparatlar hazirlanmadan 5 saat Once kurulanarak

tizerlerine hangi bireye ait oldugu ve dozlar yazilarak derin dondurucuda bekletilmistir.
COMET Testi Prosediirii
Lamlarin Agaroz Jel ile Kaplanmasi:

Mikroskop lamlari, kendileri i¢in hazirlanan agaroz jel i¢ine daldirilip 30 sn
bekletilir. Daha sonra ¢ikarilip altlart temizlenip kurumaya birakilir. Kuruduktan sonra

hangi bireye ait olduklar1 ve hangi ¢alisma grubuna dahil olduklari tizerlerine yazilir.
Lenfosit izolasyonu:
1. Heparinize olarak alinan kan, 5 er ml olarak steril tiiplere boliistiiriiliir.

2. Kan, taze hazirlanan serum fizyolojik tamponu ile 1:1 oranina sulandirilir ve

karistirilir.

3. Ayn steril tiiplere 2 ml Histopaque 1077 alinir. Daha sonra kan ve serum fizyolojik
tamponu icinde Histopaque 1077 bulunan tiiplere yavasca aktarilir.

4. Aktarimdan sonra tiipler hemen 15 dakika 1500 rpm de santrifiij edilir.

5. Santrifiij ardindan tiiplerde olusan tabakalardan, lenfosit iceren tabaka pipet

yardimiyla bos tiiplere aktarilir.

6. Aktarilan lenfosit slispansiyonu serum fizyolojik tamponu ile 5 ml ye tamamlanir ve

1500 rpm de 10 dakika g¢evrilir. Bu yikama islemidir, bu islemle ortamdaki lenfosit
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disindaki maddeler uzaklastirilir. Bu islem ortamda sadece lenfositler kalana kadar

tekrarlanir.

7. En sonuncu yikama isleminden sonra serum fizyolojik tamponu ortamdan

uzaklastirilir.

8. Lenfositler besiyerlerine ekilmek i¢in RPMI-1640 ile sulandirilir. Her tiipe 5 er ml
RPMI-1640 eklenir. Daha sonra karistirma islemi yapilir ve daha dnceden lenfositler
hazirlanan besiyerlerine ekilir. Ayr1 bir eppendorf tiipiine 100pl lenfosit alinir ve Tyrpan

Blue testi yapilir. Tyrpan Blue testi sonucunda lenfositlerde %80 canlilik orani aranir.

9. Bu testte siispansiyon 1:1 oraninda tyrpan blue boyasi ile seyreltilir ve bu seyreltilen
stvidan 100 pl alinip hemasitometreye yayilir ve 1sik mikroskopu altinda yasayan

hiicreler sayilir.

10. Bu asamaya kadar ki tiim islemler (Tyrpan Blue ve santrifiij islemi harig) steril flow
kabin igerisinde yapilir. Tiipler daha sonra 37°C de 24 saat inkiibe edilir.

Isinlama islemi:

1. 24 saat sonra lenfosit ekilmis besiyerleri ¢ikartilir ve 2000 rpm de 10 dakika santrifiij
edilir.

2. Supernatant tiipte 1.5 ml kalacak sekilde atilir. Pellet iyice karistirilip, steril flow

kabinde petrilere aktarilir.
3. Petriler ¢alisma gruplarina gore isaretlenir ve ilgili kimyasallarla muamele edilirler.
4. Muamele isleminden sonra petriler 30 dakika inkiibasyon i¢in 370C ye birakilirlar.

5. 30 dakika sonra petriler ¢ikarilir ve radyasyona maruz kalacak caligma gruplari

1sinlamaya gotiiriliir.

6. Isinlama yaparken petrilerin kaynaktan 80 cm uzakta ve lizerine 2 cm bolus olmasina
dikkat edilir. Isin kaynag olarak Siemens Lineer Hizlandirict (6MV  Foton)

kullanilmastir.
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7. Isinlama islemi lineer akseleratdrde gerceklesir ve bu islemden sonra petriler tekrar 1

saat boyunca 37 °C de inkiibasyona birakilirlar.

8. Isinlama isleminden sonra hiicrelerin viabilitesini kontrol etmek amaciyla her ¢calisma
grubu petrisinden 100 pl siispansiyon alinir ve eppendorf tiiplerine konup Tyrpan Blue
testi yapilir.

9. Siispansiyon 1:1 oraninda tyrpan blue boyasi ile seyreltilir ve bu seyreltilen sividan
100 pl almip hemasitometreye yayilir ve 1sik mikroskopu altinda yasayan

hiicrelersayilir.
10. 1 saat sonunda petriler agilir ve igindeki lenfosit siispansiyonu steril tiiplere aktarilir.

11. Aktarilan siispansiyonlar 2000 rpmde 10 dakika santrifiij edilir. Bu islemden sonra
slipernatant atilir. BOylece pellet kisminda sadece lenfositler kalir ve lenfositler

muamele edildikleri kimyasallardan uzaklastirilir.
COMET Testi Prosediirii

1. Bu asamada kullanilarn biitiin soliisyonlar soguktur. Bu prosediir los 1sikta
gercelestirilmistir. Pellet olarak kalan lenfositler 1 ml PBS ile seyreltilir ve iyice
karigtirilir..

2. Hiicreleri jel igine gommek icin, diisiik erime noktasi olan agaroz (LMA)
kullanilarak jel hazirlanir. 0.065 gr LMA tartilir ve 10 ml distile su iginde
1sitarak jel haline getirilir.

3. Daha sonra 10 ml lik jelden, eppendorf tiiplerine 250 ser ul aktarilir. Bu
eppendorf tiipleri 37°C de bekleyen sicak su banyosuna yerlestirilir.

4. Seyreltilen lenfosit pelletlerinden 80 ul ¢ekilir, su banyosunda bekleyen ve
icinde 250ul LMA jeli bulunan eppendorf tiiplerine aktarilir. Jel ve lenfosit
slispansiyonu iyice pipet yoluyla karistirilir.

5. Karistirilan jel ve lenfosit karigimindan 100 pl ¢ekilir ve lam tizerine yayilir. Her
calisma grubu kendi laminin {izerine yayilir.

6. Uzerine karisim koyulan lamlar hemen lamelle kapatilir ve buz iizerine kaldirilir.

7. Yayma islemi bittikten sonra lamlar 15 dakika +4°C de bekletilir.

8. 15 dakika sonra lamlar alinir ve lameller ¢ikarilir.
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9. Lizis islemi bagslatilir. Lamelleri ¢ikmis olan lamlar salelere dizilir ve lizis
solisyonuna daldirilir. Lamlar saleler iginde 1 gece boyunda karanlikta ve +4°C
de bekletilir.

10. Ertesi giin lamlar lizis soliisyonundan ¢ikarilir ve COMET tankina dizilir.

11. Tanklar yiiriitme tamponu ile doldurulur ve lamlar 20 dk yiirlitme tamponu
icinde bekletilir. Bu asamada DNA sarmallar1 agilir.

12.20 dakika sonunda yiiriitme islemi baglar. Yiriitme islemi buz {izerinde
gerceklestirilir. Yiiriitme islemi 300 mA, 25V, yarim saat boyunca yiiriitiiliir.

13. Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra lamlar tanlardan ¢ikarilip nétralizasyon
tamponuna daldirilir ve 5 dakika lamlar tampon igerisinde bekletilir..
Notralizasyon islemi karanlikta gerceklesir.

14. Notralizasyon islemi sonrasinda lamlar tampondan ¢ikarilip distile suya
daldirilip yikanir ve kurumasi beklenir.

15. Kuruduktan sonra lamlar absolii etanol i¢inde 5 dakika fikse edilir.
Boyama Islemi

EtBr ile hazirlanan boya soliisyonundan enjektor ile 0.2 ml ¢ekilir ve lamlara
damlatilir. Boya damlatildiktan sonra lamlar lamellerle kapatilip, mikroskobik inceleme

i¢in hazirlanir.
Mikroskobik inceleme

Sayim ve degerlendirme safhalarinda fliioresan mikroskop kullanilir. Boyanilan
lamlara mikroskopta bakilir ve her lamdan 100 tane hiicre sayilir. Degerlendirme
yontemi olarak gorsel sayim yontemi uygulanir. Hiicreler hasarlarina gére COMET
tiplerine ayrilir. Tip O, Tip 1, Tip 2, Tip 3, Tip 4 olarak COMET’ler, DNA gocii
oranlarina gore ayrilirlar. Tip 0 hasarsiz hiicre olarak kabul edilirken, Tip 4 ise en fazla
hasar gérmiis ve en bilyiik kuyruklu yildiz1 olusturan hiicrelerdir. Ayrilan gruplardan

Genetik Hasar Indeksi (GHI) ve % hasarl1 hiicre oran1 hesaplanir.
GHIi=(1*sTipl)+(2*sTip2)+(3*sTip3)+(4*xTip4)/(s Tip0+xTipl+sTip2+5yTip3+xTip4)
% Hasarl1 Hiicre= yTip2+xTip3+xTip4

( * isareti carpma iglemi anlamina gelmektedir)
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COMET testinde radyasyondan koruma indeksinin hesaplanmasi

Sinnamik asidin radyasyondan koruma derecesi asagidaki formiile gore

hesaplanmaistir:

Koruma indeksi (%) = (Ort radyasyonlu hiicreGHI 51k11g1_ortSA+radyasy0n1u hiicre GHI 51k11g1)/ Ort

radyasyonlu hiicreGHI siklig1 x 100

Ort radyasyonlu hiicre GHi sikhz: Tadyasyonla muamele edilmis lenfositlerde GHI ortalamasi

Ortsa+radyasyonlu hicre GHi sikig:: Sinnamik asit +radyasyonla muamele edilmis lenfositlerde

GHI ortalamasi
Istatistiksel Hesaplamalar

Tiim dondrlerden elde edilen verilerin karsilastirilmalart nonparametrik tek yonlii
Kruskal- Wallis analizi ile degerlendirilmistir. Ayrica ¢alisma gruplarinin aralarindaki
farklar Mann-Whitney U testi ile degerlendirilmistir. Radyasyon hasarinin kinik asidin
cesitli dozlan tarafindan doza bagiml bir sekilde azaltilip azaltilmadigini belirlemek
icin lineer regresyon analizi yapilmistir. Tim istatistiksel analizler SPSS 11.5

bilgisayar programu ile yapildu.
MN testi prosediir:
Isinlama islemi:

1. 24 saat Once saglikl insanlardan alinan periferik kandan 1 ml, 5 ml kromozom
medyumuna ekilmis lenfosit ekilmis besiyerleri ¢ikartilir ve 2000 rpm de 10
dakika santrifiij edilir.

2. Supernatant tiipte 1.5 ml kalacak sekilde atilir. Pellet iyice karistirilip, steril
flow kabinde petrilere aktarilir.

3. Petriler ¢alisma gruplarina gore isaretlenir ve ilgili kimyasallarla muamele
edilirler.

4. Muamele isleminden sonra petriler 30 dakika inkiibasyon icin 370C ye

birakilirlar.
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30 dakika sonra petriler ¢ikarilir ve radyasyona maruz kalacak ¢aligma gruplari
1sinlamaya gotiiriliir.

Isinlama yaparken petrilerin kaynaktan 80 cm uzakta ve tizerine 2 cm bolus
olmasima dikkat edilir. Isin kaynag: olarak Siemens Lineer Hizlandirici (6MV
Foton) kullanilmistir.

Isinlama islemi lineer akseleratdrde gerceklesirve bu islemden sonra petriler
acilir ve i¢indeki lenfosit siispansiyonu steril tliplere aktarilir.

Aktarilan siispansiyonlar 2000 rpmde 10 dakika santrifiij edilir. Bu islemden
sonra silipernatant atilir ve kalan lenfositler tekrardan kromozamal medyuma

ekilip 2 giin boyunca 37 etiivde bekletilir.

MN testi prosediir:

1.

Inkiibasyonun baslangicindan 44 saat sonraher tiipe konsantrasyonu 6 pg/ml
olacak sekilde sitokalasin-B maddesi ilave edilir ve bdylecebdliinen hiicrelerde
sitokinez engellenir.

Inkiibasyonun sonunda, kiiltiir tiipleri 1200 rpm’de 10 dk. santrifiij edilir
stipernatant atilir ve hiicrelerin bulundugu tiiplere hipotonik eriyik (0,075 M Iik
KCI) ilave edilerek 3 dakika kadar oda sicakliginda bekletikten sonra tekrardan
1200 rpm’ de 10 dk. santrifiij edilir ve ve siipernatant atilarak ilk fiksatif (3:1
MetanolAsetik Asit) ilave edilir.

Birinci fiksatif ile oda sicakliginda belli araliklarla vorteks yapilarak, 10 dakika
harvest islemi yapilir. ilk harvest isleminden sonra sitoplazmalarin korunmasi
icin 3 damla %1 lik formaldehit damlatilir.

Bu harvest islemi 3 kere tekrarlandiktan sonra son santrifiijde dipte 0.5-0.7 ml
stvi  kalacak  sekilde silipernatant atiltiktan sonra kiiltiir  tiliplerinin
dibindetoplanmais olan hiicreler resiispanse edilir.

Daha sonra, bu hiicre siispansiyonu temizlenmis ve buzdolabinda saklana lamin
tizerine farkli alanlara yaklagik olarak 10-15 cm yiikseklikten 1’er damla olmak
tizere hiicre siispansiyonu damlatilarak preparatlar hazirlanir. Bu sekilde

hazirlanan preparatlar kurumak iizere bekletilir.
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Preparatlarin Boyanmasi:

Hazirlanan preparatlar tampon karisimi ile hazirlanmis % 5°lik giemsa boyasi ile 15

dk. bekletilerek boyanmasi saglanmistir.
Mikroskobik Inceleme:

Hazirlanmis olan daimi preparatlar 151k mikroskobunda 40°lik objektif ile
incelenmistir (10x40=400 biiylitmede). Bu incelemeler sirasinda mikronukleus sayisini
belirlemek amaciyla her bir kisiden hazirlanan preparatlardan 1000 iki nukleuslu hiicre
sayllmig, bu iki nukleuslu hiicreler igerisinden mikronukleuslu olanlar saptanmustir.
Toplam mikronukleus sayisinin incelenen iki nukleuslu hiicre sayisina boliinmesiyle
hiicre bagina diisen mikronukleus sayis1 (MN/hiicre) hesaplanir. Bunradan da % MN

orani belirlenir.

Ayrica kimyasallarin nukleus boliinmesi iizerindeki etkisini saptamak i¢in Nukleus
Béliinme Indeksi saptanmistir. Nukleus Boliinme Indeksini (NBI) bulmak igin 2000

hiicre incelenmis, bu hiicreler igerisinde 1, 2, 3 ve 4 nukleuslu hiicreler saptanmistir.
NBI= IXN1+2xXN2+3xN3+4xN4/N formiiliine gore bulunmustur.

N1 : 1 nukleuslu hiicre sayisi; N2 : 2 nukleuslu hiicre sayisi; N3 : 3 nukleuslu hiicre

sayis1; N4 : 4 nukleuslu hiicre sayis1

MN testinde radyasyondan koruma indeksinin hesaplanmasi

Sinnamik asidin radyasyondan koruma derecesi asagidaki formiile gore

hesaplanmastir:

Koruma iﬂdekSi (%) = (Ort radyasyonlu hiicre MN frekan51_ortSA+radyasyonlu hiicre MN frekan81)/ Ort

radyasyonlu hiicre MN frekansi x 100

Ort radyasyonlu hiicre MN sikhg: Tadyasyonla muamele edilmis lenfositlerde MN ortalamasi

Ortsa+radyasyonlu hiicre MN sikhigi: Sinnamik asit +radyasyonla muamele edilmis lenfositlerde

MN ortalamasi
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4. BULGULAR

Bu calismada fiziksel bir mutajen olan radyasyonun insan kan lenfositlerindeki
genotoksik etkisi ve sinnamik asitin, radyasyonun yarattigi genotoksik hasara karsi
gostermis oldugu antigenotoksik etki in vitro COMET ve MN testleriyle olgiilmiis ve
ve elde edilen sonuglar ¢izelge 4.1., 4.2.,4.3., 4.4., 45., 4.6., 4.7. ve 4.8.” de ve sekil
4.1.,4.2.,4.3.de verilmistir.

4.1. COMET Testinden Elde Edilen Sonuclar

COMET testini gerceklestirebilmek i¢in izole edilen lenfositlerin en az % 80
oraninda canli olmalar1 gerekmektedir. Bu sebeple trypan blue ile canlilik testi

gerceklestirilmistir. Bu testin sonuglar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Trypan Blue testi ile tiim dondrlere ait canli hiicre sayimlari sonuglari

Donor | Calisma Grubu Canl1 Hiicre Olii Hiicre % Canlilik

1 Kontrol 212 6 % 97,25
DMSO 162 6 % 96,43
1 pg/ml S.A 135 5 % 97,35
2 ug/ml S.A 163 6 % 96,45
4 ng/ml S.A 176 3 % 98,32
1GyR. 160 5 % 96,43
2GyR. 278 7 % 97,54
1GyR. + DMSO 189 4 %98,44
1 GyR. +1 pg/ml S.A 215 2 % 99,08
1 GyR. +2 pg/ml S.A 146 6 % 96,10
1 GyR. +4 pg/ml S.A 177 2 % 98,88
2 Gy R. + DMSO 175 6 % 96,68
2Gy.R.+1pg/mlS.A |184 5 % 97,35
2GyR.+2 pg/ml S.A 231 2 % 99,14
2GyR.+4 pg/ml S.A 277 15 % 94, 86

S.A,; Sinnamik asit, DMSO;Dimetil siilfoksit R; Iyonize Radyasyon
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Cizelge 4.1.” in devami

Donor | Calisma Grubu Canl1 Hiicre Olii Hiicre % Canlilik

2 Kontrol 250 7 % 97,23
DMSO 189 10 % 94,97
1 ug/ml S.A 192 6 % 96,96
2 pg/ml S.A 170 7 % 96,04
4 pg/ml S.A 178 5 % 97,26
1GyR. 148 7 % 95,48
2GYyR. 136 4 % 97,14
1 Gy R. + DMSO 146 5 996,68
1 GyR. +1 pg/ml S.A 167 9 % 94,88
1 Gy R. +2 pg/ml S.A 188 6 % 96,90
1 GyR. +4 pg/ml S.A 176 8 % 95,65
2 Gy R. + DMSO 140 5 % 96,55
2Gy.R.+1pg/mlS.A |218 7 % 96,88
2 GyR. +2 pg/ml S.A 176 6 % 96,70
2 GyR. +4 pg/ml S.A 147 7 % 95,45

S.A; Sinnamik asit, DMSO;Dimetil siilfoksit R; ,Iyonize Radyasyon

(toplam hiicre sayis1 - 6lii hiicre sayis1) x 100
%Canli Hiicre = ---=-===mmmmmmmmm oo
toplam hiicre sayisi

1 ml hiicre sayis1 = Sayilan hiicre sayis1 x 10 (mm3 cevirmek i¢indir) x 100 x 10ml

1 ml hiicre sayis1 = Sayilan hiicre sayis1 x 10.000
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Caligmamizin baglangicinda radyasyonun 6 farkli dozu ile doz deneme g¢alismasi
gergeklestirildi. Bu dozlar sirasiyla 0,05 Gy, 0,1 Gy, 0,5 Gy, 1 Gy, 2 Gy, 4 Gy
seklindeydi. Bu denemelerin sonucunda 1 Gy altindaki dozlarda istedigimiz hasar
oranma ulasamadik. 4 Gy lik dozda ise ¢ok yiiksek oranda hasar ve hiicre oOliimii
gerceklestigi icin incelenecek yeterli hiicre sayisi elde edilemedi. Bu sebeplerle 1 ve 2

Gy dozlar radyasyon ¢aligmasinda kullanilmak iizere uygun dozlar olarak belirlenmistir.

Bu dozlarin neden oldugu Genetik Hasar Indeksi (GHI) ve hasarli hiicre (%HH)
degerleri her dondr i¢in ayri ayri olmak iizere ¢izelge 4.2 de gosterilmistir. Non
parametrik Kruskal-Wallis testine gore pozitif kontrol, 1 pg/ml sinnamik asit, 2 pg/ml
sinnamik asit , 4 pg/ml sinnamik asit, dozlarinda belirlenen Genetik Hasar Indeksi orani
kendi aralarinda karsilagtirildiginda gruplar arasinda istatistiksel anlamli farklilik
bulunmustur (p<0,001). Bunun iizerine Mann Whitney U testi kullanilarak ikili
karsilastirmalar yapilmistir. Pozif kontrol ile olusan Genetik Hasar Indeksinin 1 pg/ml
sinnamik asit ve 2 pg/ml sinnamik asit ile olusan Genetik Hasar Indeksleri agisindan
istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmazken (p>0,05), 4 pg/ml sinnamik asit ile
belirlenen Genetik Hasar Indeksi oraninin pozitif kontrol ile karsilastirildiginda

istatistiksel agidan anlaml1 bir fark bulunmustur (p<0,05).

Non parametrik Kruskal-Wallis testi ile negatif kontrol DMSO ile 1 GyR. ile 2 Gy.
R. yapilan karsilastirilmalarda Genetik Hasar Indeksleri bakimindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulundugu i¢in (p<<0,001) Mann Whitney U testi
kullanilarak ikili karsilastirmalar desteklenmistir. Negatif kontrol DMSO, 1 Gy R. ve 2
Gy R. ile Genetik Hasar indeksi orani1 kendi aralarinda tek tek ikili karsilastirmalari

yapilmis ve DMSO her ikisi arasinda da anlamli ytliksek bulunmustur (p<0,001).

Sinnamik asidin 1 pg/ml, 2 pg/ml ve 4 pg/ml dozlari, radyasyonun 1 Gy ve 2 Gy
dozlar1 ile kombine edilmistir. Bu kombine dozlarin COMET testi sonuglar1 her donor

igin gizelge 4.2 de verilmektedir.

Kombine dozlar Genetik Hasar indeksi agisindan dncelikle Nonparametrik Kruskal-
Wallis testine gore karsilastirildiginda aralarinda anlamli  farkliik  bulunmustur

(p<0,001). Bunun iizerine ikili karsilastirmalar Mann Whitney U testi kullanilarak
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yapilmigtir. Ikili karsilastirmalar ilk olarak 1 Gy radyasyon ile 1 Gy radyasyon arti
sinnamik asit dozlarinin olusturdugu kombine dozlar arasinda yapilmistir. Genetik hasar
indeksleri acisindan 1 Gy R. ile 1 Gy R. + DMSO arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir (p>0,05). I Gy R. ile 1 Gy R. + 1 pg/ml sinnamik asit kombine dozunun
Genetik hasar indeksleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak bir anlamlilik vardir
(p<0,05). 1 GyR. ile 1 Gy R. + 2 pg/ml sinnamik asit kombine dozu Genetik hasar
indeksleri agisindan karsilastirildiklardinda anlamli bir ifade bulunmustur (p<0,005). 1
Gy R. ile yapilan son karsilagtirma olan 1 Gy R. + 4 pg/ml sinnamik asit kombine
dozunun Genetik Hasar indeksleri karsilastirilmis ve yiiksek bir anlamlilik bulunmustur

(p<0,001).

2 Gy ile 2 Gy radyasyon ve sinnamik asit dozlarmin olusturdugu kombine dozlar
arasinda karsilastirma yapilmistir. ikili karsilastirmalar cizelge 4.5°da ve sekil 4.6 da
gosterilmistir. Genetik hasar indeksleri agisindan 2 Gy R. ile 2 Gy R. + DMSO arasinda
anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05). 2 Gy R. + 1 pg/ml sinnamik asit, 2 Gy R. + 2
pug/ml sinnamik asit ve 2Gy R. + 4 pg/ml sinnamik asit kombine dozlarimin Genetik
Hasar indeksleri arasinda anlamli bir farklilikbulunmaktadir (p<0,001). COMET
testinden elde edilen bulgulardan % hasarli hiicre oranlarini, Non parametrik Kruskal-
Wallis testine gore karsilastirdigimizda, pozitif kontrol, 1 pg/ml sinnamik asit, 2 pg/ml
sinnamik asit, 4 pg/ml sinnamik asit, dozlarinda gruplar arasinda istatistiksel anlamli
farklilk  bulunmustur (p<0,001). Mann Whitney U testi kullanilarak ikili
karsilagtirmalar yapilmistir. Negatif kontrol ile % hasarli hiicre oran1 bakimindan 1, 2 ve
4 pg/ml sinnamik asit dozlar1 karsilastirildiginda sadece en yiiksek doz sinnamik asitin
% hasarli hiicre oranini anlamli arttirdign gozlenmistir (p<0,05).Non parametrik
Kruskal-Wallis testi ile negatif kontrol DMSO ile 1 GyR. ile 2 Gy R. yapilan
karsilagtirilmalarda % Hasarli Hiicre bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklihk bulundugundan dolayr (p<0,001) Mann Whitney U testi
kullanilarak ikili karsilastirmalar yapilmistir. Negatif kontrol DMSO, 1 Gy R. ve 2 Gy
R. ile % Hasarli Hiicre miktarlar1 kendi aralarinda tek tek ikili karsilagtirmalariyapilmis

ve DMSO her ikisi arasinda da anlamlilik yiiksek olarak bulunmustur (p<0,001).

Kombine dozlar % Hasarli Hiicre agisindan Oncelikle Nonparametrik Kruskal-

Wallis testine gore karsilastirildiginda aralarinda anlamli  farkliik  bulunmustur
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(p<0,001). Bunun iizerine ikili karsilastirmalar Mann Whitney U testi kullanilarak
yapilmistir. ikili karsilastirmalar ilk olarak 1 Gy radyasyon ile 1 Gy radyasyon arti
sinnamik asit dozlarinin olusturdugu kombine dozlar arasinda yapilmistir. % Hasarli
Hiicre bakimimmdan 1 Gy. R. ile 1 Gy. R. + DMSO arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir (p>0,05). 1 Gy R. ile 1 Gy R. + 1 pg/ml sinnamik asit vel GyR. + 2
png/ml sinnamik asit kombine dozlarmin % Hasarli Hiicre oranlar1 karsilastirildiginda
istatiksel olarak bir anlamlilik vardir (p<0,05). 1 Gy R. ile 1 Gy R. + 4 pg/ml sinnamik
asit kombine dozunun % Hasarli Hiicre oranlar1 karsilagilastirildiginda ise daha yiiksek
bir anlamlilik bulunmustur (p<0,005). Regresyon analizi sonuglart sinnamik asidin 1, 2
ve 4 ug/ml dozlarmin 1Gy radyasyon ile indiiklenen Genetik Hasar Indeksi oranin1 doza

bagimli olarak azalttigini gostermistir (R2: 0,553; p<0,001).

2 Gy ile 2 Gy radyasyon ve kinik asit dozlarinin olusturdugu kombine dozlar
arasinda karsilagtirma yapilmistir. %Hasarli Hiicre bakimindan 2 Gy R. ile 2 Gy R. +
DMSO arasinda anlamli bir fark bulunmazken (p>0,05) 2 GyR. ile 2 Gy R. + 1 pg/ml
sinnamik asit, 2 Gy R. + 2 ug/ml sinnamik asit ve 1 Gy R. + 4 pg/ml sinnamik asit
kombine dozlarinin % Hasarli Hiicre oranlar1 arasinda yiliksek bir anlamlilik
bulunmaktadir (p<0,001). Regresyon analizi sonuglari sinnamik asidin 1, 2 ve 4 pg/ml
dozlarinin 2 Gy radyasyon ile indiiklenen Genetik Hasar indeksi oranmni doza bagimli

olarak azalttigin1 gostermistir (R2: 0,572; p< 0,001).

Tiim dozlarin neden oldugu Genetik Hasar Indeksi (GHI) ve % hasarl1 hiicre (%HH)

degerleri her dondr icin ayr1 ayr1 olmak {izere cizelge 4.2' de gdsterilmistir.

Tiim donérlere ait Genetik Hasar Indeksi ve % Hasarli hiicre ortalama degerleri

cizelge 4.3, sekil 4.1 ve sekil 4.2° de gosterilmistir.

Genetik Hasar Indeksi (GHI) ve % hasarli hiicre (%HH)  lerin istatistiksel

anlamliliklarinin karsilastirma sonuglar ¢izelge 4.4 ve 4.5° de gosterilmistir.
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Donér ve 2. Dondr i¢in elde edilen verile

Donér Calisma Grubu Tekrar Degerlendirilen Hiicre Sayisi Normal (Hasarsiz) Hiicre Sayis1 Tipl Tip 2 Tip 3 Tip4 GHI %HH

1 Kontrol A 100 95 3 2 0 0 2 0,7
B 100 93 4 3 0 0 3 0,1

Kontrol Tkr. A 100 97 0 2 0 1 3 0,08

B 100 96 1 1 2 0 3 0,09

DMSO A 100 86 4 4 1 5 10 0,35

B 100 88 3 6 2 1 9 0,25

DMSO Tkr. A 100 87 1 4 5 3 12 0,36

B 100 89 3 2 4 2 8 0,27

1 pg/ml S.A A 100 93 2 3 1 1 5 0,15
B 100 83 6 5 0 6 11 04

1 pg/ml S.A Tkr. A 100 85 3 7 3 2 12 0,34
B 100 86 4 6 2 2 10 0,3

2 pg/ml S.A A 100 95 1 2 0 2 4 0,13

B 100 80 2 5 5 8 18 0,59

2 pg/ml S.A Tkr. A 100 88 4 4 3 1 8 0,25

B 100 89 4 3 3 1 7 0,23

4 pug/ml S.A A 100 75 7 6 3 9 18 0,64

B 100 80 5 3 5 7 15 0,54
4 pg/ml S.A Tkr. A 100 89 5 4 1 1 6 0,2
B 100 90 4 3 2 1 6 0,2

1GyR. A 100 78 7 1 2 12 15 0,63

B 100 63 14 5 2 16 23 0,94

1 GyR. Tkr. A 100 69 3 7 10 11 28 0,91

B 100 69 3 8 10 10 28 0,89

2GyR. A 100 65 6 7 10 12 29 0,98

B 100 63 3 13 6 15 34 1,07

2 Gy R. Tkr. A 100 60 2 6 13 16 38 1,23

B 100 59 1 9 19 15 40 1,30

1 GyR. + DMSO A 100 60 5 12 9 14 35 1,12

B 100 61 9 10 7 13 30 1,02

1 Gy R. + DMSO Tkr. A 100 70 4 6 7 13 26 0,89

B 100 69 5 9 7 10 26 0,84

1 GyR. + 1 pg/ml S.A A 100 75 4 5 10 6 21 0,68

B 100 76 3 5 8 8 21 0,69




Cizelge 4.2’ in devami
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Donér | Calisma Grubu Tekrar | Degerlendirilen Normal (Hasarsiz) | Tipl | Tip2 | Tip3 | Tip4 %HH GHI
Hiicre Sayisi Hiicre Sayisi
1 1GyR. + 1 pg/ml SATkr. | A 100 73 2 7 8 10 25 0,8
B 100 72 6 5 8 9 22 0,76
1GyR. +2 pg/ml SA A 100 78 7 6 5 4 15 0,5
B 100 77 6 7 5 5 17 0,55
1GyR.+2 pg/mlSATkr. | A 100 75 1 6 8 10 24 0,77
B 100 76 4 6 5 9 20 0,67
1 GyR. +4 pg/ml S.A A 100 80 1 8 5 6 19 0,56
B 100 82 3 5 6 4 15 0,47
1GyR. +4 pg/mlSA Tkr. | A 100 78 3 5 7 7 19 0,62
B 100 79 2 6 6 7 19 0,6
2 Gy R. + DMSO A 100 76 6 6 7 5 18 0,59
B 100 71 3 8 10 8 26 0,81
2 Gy R. + DMSO Tkr. A 100 65 4 11 5 15 31 1,01
B 100 67 1 5 13 14 32 1,06
2 Gy.R. + 1 pg/ml S.A A 100 70 4 9 8 9 26 0,82
B 100 73 5 3 11 8 22 0,76
2GyR. +1pg/mISATkr. | A 100 70 5 6 9 10 25 0,84
B 100 69 4 7 11 9 27 0,87
2 GyR.+2 pg/ml S.A A 100 74 2 7 9 8 24 0,75
B 100 75 4 6 8 7 21 0,68
2GyR. +2pg/mlSATkr. | A 100 73 4 7 ) 8 23 0,74
B 100 72 5 6 7 10 23 0,78
2GyR. +4 pg/ml S.A A 100 77 3 6 7 7 20 0,64
B 100 78 2 6 7 7 20 0,63
2GyR. +4pg/mlSATkr. | A 100 73 4 7 8 8 23 0,74
B 100 72 5 6 7 10 23 0,78
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Cizelge 4.2 devamu
Donér | Calisma Grubu Tekrar | Degerlendirilen Normal (Hasarsiz) | Tipl | Tip2 | Tip3 Tip4 %HH GHI
Hiicre Sayisi Hiicre Sayisi

1 Gy R. + 1 pg/ml S.A Tkr. A 100 72 3 5 10 10 25 0,83

2 B 100 73 3 7 10 7 24 0,75
1 GyR. +2 pg/ml S.A A 100 75 5 9 8 3 20 0,59

B 100 78 2 5 9 6 20 0,63

1GyR. +2 pg/mI SA Tkr. | A 100 75 5 9 8 3 20 0,59

B 100 78 2 5 9 6 20 0,63

IGyR. + 4 pg/ml S.A A 100 83 3 2 1 11 14 0,54

B 100 80 1 5 6 8 19 0,61

1 Gy R. + 4 pg/ml S.A Tkr. A 100 83 5 5 3 4 12 0,40

B 100 84 4 4 3 5 12 041

2 Gy R. + DMSO A 100 53 7 9 11 20 40 1,38

B 100 72 2 3 8 15 29 0,92

2 Gy R. + DMSO Tkr. A 100 65 5 8 6 16 30 1,03

B 100 63 4 11 8 14 33 1,06

2GyR. + 1 pgmlS.A A 100 70 3 5 10 12 27 0,91

B 100 72 3 5 15 5 25 0,78

2 Gy.R. + 1 pg/ml S.A Tkr. A 100 68 4 8 9 11 28 0,91

B 100 72 3 5 10 10 25 0,83

2GyR. + 2 pgml S.A A 100 74 2 7 9 8 24 0,75

B 100 73 4 6 8 9 23 0,76

2GyR. +2pg/mISATkr. | A 100 74 5 7 7 7 21 0,68

B 100 76 5 8 6 6 20 0,62

2GyR. +4 pg/mlSA A 100 80 4 5 6 5 16 0,52

B 100 78 3 4 8 7 19 0,63

2 Gy R. +4 pg/ml S.A Tkr. A 100 79 6 5 6 4 15 0,50

B 100 79 5 6 7 3 16 0,50




Cizelge 4.2 devam
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Donér | Calisma Grubu Tekrar Degerlendirilen Normal (Hasarsiz) Tipl | Tip2 | Tip3 Tip4 %HH GHI
Hiicre Sayisi Hiicre Sayisi

2 Kontrol A 100 94 2 2 2 0 4 0,12

B 100 92 2 3 2 1 6 0,18

Kontrol Tkr. A 100 95 2 2 1 0 3 0,09

B 100 94 1 3 2 0 5 0,13

DMSO A 100 88 1 2 4 5 11 0,37

B 100 86 2 2 4 6 12 0,42

DMSO Tkr. A 100 87 3 4 3 3 10 0,32

B 100 85 4 5 2 4 11 0,36

1 pg/ml S.A A 100 86 3 4 6 1 11 0,33

B 100 89 4 2 4 1 7 0,24

1 pg/ml S.A Tkr. A 100 90 2 3 3 2 8 0,25

B 100 88 3 4 2 3 9 0,29

2 pg/ml S.A A 100 90 3 2 4 1 7 0,23
B 100 90 4 3 2 1 6 0,2

2 pg/ml S.A Tkr. A 100 94 2 3 1 0 4 0,11

B 100 92 2 2 3 1 6 0,19

4 pg/ml S.A A 100 85 2 5 6 2 13 0,38

B 100 88 2 2 5 3 10 0,33

4 pg/ml S.A Tkr. A 100 96 2 1 0 1 2 0,08
B 100 96 1 1 1 1 3 0,1

1GYyR. A 100 72 3 6 8 11 25 0,83

B 100 71 3 7 8 11 26 0,85

1GyR. Tkr. A 100 68 6 4 9 13 26 0,93

B 100 67 3 6 9 15 30 1,02

2GyR. A 100 68 1 5 11 15 31 1,04

B 100 66 1 8 14 11 33 1,03

2 Gy R. Tkr. A 100 59 5 9 9 18 36 1,22

B 100 62 4 5 11 18 34 1,19

1GyR. + DMSO A 100 83 2 5 5 5 15 0,47

B 100 72 4 9 9 6 24 0,73

1 Gy R. + DMSO Tkr. A 100 69 4 8 7 12 27 0,89

B 100 70 1 5 13 11 29 0,94

1GyR. + 1 pgml S.A A 100 75 4 8 7 6 21 0,65

B 100 76 3 7 9 5 21 0,64
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Cizelge 4.3. Tiim donérlere ait Genetik Hasar indeks, % Hasarli Hiicre ortalama degerleri ve

radyasyondan korunma indeksi.

Koruma

Indeksi (%)

DMSO 10,3750+1,40789 | 0,3375+0,05548 -
Kontrol 3,6250+1,30247 | 0,1075+0,03536 -
l ug/ml S.A 9,1250+2,35660 | 0,2875+0,07555 -
2 ug/ml S.A 7,5000+4,47214 | 0,2413+0,14923 -
4 pg/ml S.A 9,1250+5,81715 | 0,3088+0,20294 -
1GyR. 25,1250+4,61171 | 0,87500,11489 -
1Gy R. + DMSO 26,5000+5,73212 | 0,8625+0,19667 -
1 Gy R. + 1 ug/ml S.A | 23 5000+1,85164 | 0,7250+0,07031 17
1 Gy R.+2 ug/ml S.A | 19 5000+2,61861 | 0,6163+0,08123 30
1 GyR. +4ug/ml S.A | 161250+3,22656 | 0,5263£0,08879 40
2CGyR. 34,3750+3,58319 | 1,1325+0,11634 -
2GyR. + DMSO 29,8750+6,26641 | 0,9825+0,22701 -
2Gy.R.+ Tug/ml SA |95 6750+1,84681 | 0,8400+0,05503 26
2GyR. +2ug/ml S.A | 23 375041,50594 | 0,7200+0,05425 36
2GyR. +4 pg/ml S.A | 19,0000+3,11677 | 0,6175+0,10647 50

Tiim degerler Ortalama+tStandart Sapma (SS) seklinde verilmistir. Her donore ait 2 tekrardan
toplam 8 tekrarin ortalamalar1 verilmistir.S.A; Sinnamik asit, DMSO;Dimetil siilfoksit R;

Iyonize Radyasyon
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Sekil 4.1. Tim gruplara ait % Hasarl1 hiicre ortalama degerlerinin grafiksel olarak dagilimi.
%HH; % Hasarli Hiicre, DMSO; Dimetil siilfoksit
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Sekil 4.2. Tim gruplara ait % Hasarli hiicre ortalama degerlerinin grafiksel olarak dagilimi.
%HH; % Hasarl: Hiicre, DMSO; Dimetil siilfoksit
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Cizelge 4.4. Comet Testindeki Genetik Hasar Indekslerinin istatistiksel anlamliliklarinim
kargilagtirma sonuglari

Karsilastirilan Gruplar P Degeri Farklarn Istatiksel anlamhgi
Kontrol - DMSO p< 0,001 Anlaml
Kontrol - 1 ug/ml S.A p>0.05 Anlamsiz
Kontrol - 2 pg/ml S.A p>0.05 Anlamsiz
Kontrol - 4 ug/ml S.A p<0.05 Anlamli
DMSO -1 GyR. p< 0,001 Anlaml
1GyR.-1GyR. +DMSO p>0.05 Anlamsiz
1GyR.-1GyR.+1pug/mlS.A | p<0.05 Anlaml
1GyR.-1GyR.+2pug/mlS.A | p<0.005 Anlamli
1GyR.-1GyR. +4 ug/ml S.A | p<0,001 Anlamlt
DMSO -2 Gy R. p< 0,001 Anlamlt
2GyR.-2Gy.R.+ DMSO p>0.05 Anlamsiz
2GYyR.-2Gy.R. +1pug/ml S.A | p<0,001 Anlamlt
2GYR.-2GyR.+2 pg/ml S.A | p<0,001 Anlamh
2GYR.-2GyR.+4 pg/ml S.A | p< 0,001 Anlaml
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Cizelge 4.5. Comet Testindeki % HH Istatistiksel anlamliliklarinin karsilastirma sonugclar

Karsilastirilan Gruplar P Degeri Farklarin Istatiksel anlamhg
Kontrol - DMSO p< 0,001 Anlaml
Kontrol - 1 ug/ml S.A p>0.05 Anlamsiz
Kontrol - 2 pg/ml S.A p>0.05 Anlamsiz
Kontrol - 4 ug/ml S.A p<0.05 Anlamli
DMSO -1 GyR. p< 0,001 Anlaml
1GyR.-1GyR.+DMSO p>0.05 Anlamsiz
1GyR.-1GyR.+1pug/ml S.A | p<0.05 Anlamli
1GyR.-1GyR.+2pug/mlS.A | p<0.05 Anlaml
1GyR.-1GyR.+4 ug/mlS.A | p< 0,005 Anlamli
DMSO -2 Gy R. p< 0,001 Anlamlt
2GyR.-2Gy.R.+ DMSO p>0.05 Anlamsiz
2GYyR.-2Gy.R.+1pg/ml S.A | p<0,001 Anlaml
2GYR.-2GyR.+2 pug/ml S.A | p<0,001 Anlamh
2GYyR.-2GyR.+4 pug/ml SSA | p<0,001 Anlaml




60

4.2. Mikronukleus Testinden Elde Edilen Bulgular

Tiim dozlarin neden oldugu MN frekans1 ve Niikleer Béliinme Indeksi (NBI)
degerleri donor 1 ve 2 ile dondr 3 ve 4 i¢in ayr1 ayri olmak iizere ¢izelge 4.6’ da
gosterilmistir. Tiim donérlere ait MN frekans1 ve Niikleer Boliinme Indeksi ortalama

degerleri gizelge 4.7 sekil 4.4’ de gosterilmistir.

Non parametrik Kruskal-Wallis testine gore pozitif kontrol, 1 pg/ml sinnamik asit, 2
png/ml sinnamik asit, 4 ng/ml sinnamik asit, dozlarindaki MN frekans1 kendi aralarinda
karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel anlamli farklilik bulundugu zaman
(p<0,001) Mann Whitney U testi kullanilarak ikili karsilastirmalar yapilarak
desteklenmistir. Pozif kontrol ile olusan MN frekansi 1 pg/ml sinnamik ile olusan MN
frekansi bakimindan istatiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p>0,05). 2 pg/ml sinnamik
asit ve 4 pg/ml sinnamik asit sonunda olusan MN frekans1 pozitif kontrol ile

karsilastirildiginda istatiksel agidan anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05).

Non parametrik Kruskal-Wallis testi ile negatif kontrol olarak sectigimiz DMSO
(%5 “ lik) ile 1 Gy.R. ile 2 Gy. R. yapilan karsilastirilmalarda MN frekans1 bakimindan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur (p<0,001) ve Mann
Whitney U testi kullanilarak ikili kargilastirmalar1 yapilmistir. Negatif kontrol DMSO,
1 Gy R. ve 2 Gy R. ile MN frekans1 oranlarin1 kendi aralarinda tek tek ikili
karsilsatirmalr1 yapilmis ve DMSO her ikisi arasinda istatiksel olarak bir anlamlilik

bulunmustur (p<0,05).

Kombine dozlar MN frekansi agisindan oncelikle Nonparametrik Kruskal-Wallis
testine gore karsilastirildiginda aralarinda anlamli farklilik bulunmustur (p<0,001).
Bunun iizerine ikili karsilastirmalar Mann Whitney U testi kullanilarak yapilmistir. MN
frekanst bakimmdan 1 Gy R. ile 1 Gy R. + DMSO arasinda anlamli bir fark
bulunmazken (p>0,05). 1 Gy R. ile 1 GyR. + 1 pg/ml sinnamik asit, 1 Gy R. + 2 pg/ml
sinnamik asit ve 1 Gy R. + 4 pug/ml sinnamik asit kombine dozlarinin MN frekanslari
karsilastirildiginda istatiksel olarak bir anlamlilik vardir (p<0,05). Regresyon analizi
sonuglar1 sinnamik asidin 1, 2 ve 4 pg/ml dozlarmin 1 Gy radyasyon ile indiiklenen

Genetik Hasar Indeksi oranmi doza bagimli olarak azalttigini gdstermistir (R2:0,923; p<

0,001).



61

2 Gy ile 2 Gy radyasyon ve kinik asit dozlarinin olusturdugu kombine dozlar
arasinda da karsilastirma yapilmistir. MN frekans: bakimindan 2 Gy R. ile 2 Gy R. +
DMSO arasinda anlamli bir fark bulunmazken (p>0,05) 2 GyR. ile 2 Gy R. + 1 pg/ml
sinnamik asit, 2 Gy R. + 2 pg/ml sinnamik asit ve 1 Gy R. + 4 pg/ml sinnamik asit
kombine dozlarinin MN frekanslar1 arasinda istatistiksel agidan bir anlamlilik vardir
(p<0,05). Regresyon analizi sonuglar1 sinnamik asidin 1, 2 ve 4 pg/ml dozlarinin 2 Gy
radyasyon ile indiiklenen Genetik Hasar Indeksi oranin1 doza bagimli olarak azalttigini

gostermistir (R2:0,865; p<0,001).
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Cizelge 4.6. MN testi sonucunda 1. Donér ve 2. Dondr i¢in elde edilen veriler

Donér | Calisma Grubu NBI Mikronukleus / 1000 Cift | Tek Cekirdekli | Cift Cekirdekli Ug Cekirdekli Daort Cekirdekli
Cekirdekli Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre
1 Kontrol 1,537 3 1051 866 41 42
Kontrol Tkr 1,548 3 1075 819 41 65
DMSO 1,3085 8 1441 514 32 13
DMSO Tkr 1,235 6 1551 430 17 2
1 pg/ml S.A 1,202 4 1607 384 7 2
1 pg/ml S.A Tkr. 1,485 2 1049 936 11 4
2 pg/ml S.A 1,219 4 1582 402 12 4
2 pg/ml S.A Tkr. 1,5645 5 1035 861 44 60
4 pg/ml S.A 1,2405 6 1549 424 24 3
4 pg/ml S.A Tkr. 1,42 5 1198 778 10 14
1GyR. 1,2455 33 1542 430 23 5
1 Gy R. Tkr. 1,296 30 1432 549 14 5
2GyR. 1,241 42 1534 452 12 2
2 GyR. Tkr. 14185 |45 1230 711 51 8
1 GyR. + DMSO 1,1975 29 1631 350 12 7
1 Gy R. + DMSO Tkr. 1,4435 30 1126 863 9 2




Cizelge 4.6’ in devami
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Donér | Calisma Grubu NBI Mikronukleus / 1000 Cift | Tek Cekirdekli | Cift Cekirdekli Ug Cekirdekli Daort Cekirdekli
Cekirdekli Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre
1 Kontrol 1,537 3 1051 866 41 42
Kontrol Tkr 1,548 3 1075 819 41 65
DMSO 1,3085 8 1441 514 32 13
DMSO Tkr 1,235 6 1551 430 17 2
1 pg/ml S.A 1,202 4 1607 384 7 2
1 pg/ml S.A Tkr. 1,485 2 1049 936 11 4
2 pg/ml S.A 1,219 4 1582 402 12 4
2 pg/ml S.A Tkr. 1,5645 5 1035 861 44 60
4 pg/ml S.A 1,2405 6 1549 424 24 3
4 pg/ml S.A Tkr. 1,42 5 1198 778 10 14
1GyR. 1,2455 33 1542 430 23 5
1 Gy R. Tkr. 1,296 30 1432 549 14 5
2GyR. 1,241 42 1534 452 12 2
2 GyR. Tkr. 14185 |45 1230 711 51 8
1 Gy R. + DMSO 1,1975 29 1631 350 12 7
1 Gy R. + DMSO Tkr. 1,4435 30 1126 863 9 2




Cizelge 4.6’ in devami
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Donér | Calisma Grubu NBI Mikronukleus / 1000 Cift | Tek Cekirdekli | Cift Cekirdekli Ug Cekirdekli Daort Cekirdekli
Cekirdekli Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre
2 Kontrol 1,5585 2 1003 915 44 38
Kontrol Tkr 12985 |1 1437 534 24 5
DMSO 1,338 8 1368 593 34 5
DMSO Tkr 1,3585 9 1318 651 27 4
1 pg/ml S.A 1,337 5 1368 594 34 4
1 pg/ml S.A Tkr. 13825 |4 1281 676 40 3
2 pg/ml S.A 1,557 6 1008 909 44 39
2 pg/ml S.A Tkr. 1,366 3 1322 632 38 8
4 pg/ml S.A 14895 |4 1134 793 33 40
4 pg/ml S.A Tkr. 1,497 5 1102 820 60 18
1GyR. 1,459 32 1136 818 38 8
1 Gy R. Tkr. 1,453 312 1139 821 35 5
2GyR. 14365 |44 1156 820 19 5
2 GyR. Tkr. 14515 |49 1132 840 21 7
1 GyR. + DMSO 1,4715 35 1099 868 24 9
1 Gy R. + DMSO Tkr. 1,4625 37 1106 869 19 6




Cizelge 4.6’in devamu
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Donér | Calisma Grubu NBI Mikronukleus / 1000 Cift | Tek Cekirdekli | Cift Cekirdekli Ug Cekirdekli Daort Cekirdekli
Cekirdekli Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre

2 1 GyR. + 1 pg/ml S.A 1,3275 27 1383 585 26 6

1 GyR. + 1 pg/ml S.A Tkr. 1,3235 28 1392 574 29 5

1 GyR. +2 pg/ml S.A 1,394 22 1246 724 26 4

1 Gy R. + 2 pg/ml S.A Tkr. 1,435 21 1186 766 40 8

1 GyR. +4 pg/ml S.A 1,412 16 1257 673 59 11

1 Gy R. + 4 pg/ml S.A Tkr. 1,3205 12 1380 601 17 2

2 Gy R. + DMSO 1,2635 |43 1493 488 18 1

2 Gy R. + DMSO Tkr. 1,2775 37 1467 513 18 2

2 Gy.R. + 1 pg/ml S.A 1,461 39 1097 887 13 3

2 Gy.R. + 1 pg/ml S.A Tkr. 1,458 37 1111 864 23 2

2 Gy R. +2 pg/ml S.A 1,234 28 1561 423 13 3

2 Gy R. + 2 pg/ml S.A Tkr. 1,2925 25 1436 544 19 1

2 GyR. +4 pug/ml S.A 1,4355 19 1186 766 39 9

2 Gy R. + 4 pg/ml S.A Tkr. 1,428 22 1199 755 37 9
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MN /1000 Cift
Cekirdekli
Hiicre

Cizelge 4.7. MN testi ile elde edilen tiim Donorlere ait verilerin 6zet bulgulari

Koruma
Indeksi (%)

Kontrol 2,25004+0,95743 | 1,4855+0,12498 -
DMSO 7,7500+1,25831 | 1,3100+£0,05405 -
1 ug/ml S.A 3,7500+1,25831 | 1,3516+0,11739 -
2 pg/ml S.A 4,5000+£1,29099 | 1,4266+0,16612 -
4 ug/ml S.A 5,0000+0,81650 | 1,3993+0,10963 -
1GyR. 31,5000+1,29099 | 1,3644+0,10814 -
1Gy R. + DMSO 32,7500+3,86221 | 1,3937+0,13135 -

1 Gy R. + 1 pg/ml 26,5000+1,29099 | | 3459+0,07504 16
S.A

1 Gy R. +2 pg/ml 20,5000+1,29099 | 1,3601+0,08804 35
S.A

1 Gy R. + 4 pg/ml 14,2500:1,70783 | 1,3416:0,08583 >3
S.A

2GyR. 45,0000:2,94392 | 1,3869+0,09818 -
2 Gy R. + DMSO 39,7500+2,50000 | 1,3030+0,11851 -
2Gy.R.+ 1 pg/ml 34,5000+4,43471 | 1,3403+0,14273 23
S.A

2 Gy R. +2 pg/ml 25,0000+2,16025 | 1,313620,10145 44
S.A

2 Gy R. +4 pg/ml 55

SA

20,2500+3,50000

1,3899+0,06442
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MN Frekansi

5 m MN Frekansi

Sekil 4.4. Tiim gruplara ait MN frekansi1 ortalama degerlerinin grafiksel olarak dagilimi. MN;
Mikroniikleus,DMSO;Dimetilstilfoksit
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Cizelge 4.8. MN testinin Istatistiksel anlamliliklarinin karsilastirma sonuglari

Karsilastirilan Gruplar P Degeri Farklarin Istatistiksel anlamlig1
Kontrol - DMSO p<0.05 Anlamli
Kontrol - 1 ug/ml S.A p>0.05 Anlamsiz
Kontrol - 2 pg/ml S.A p<0.05 Anlamli
Kontrol - 4 ug/ml S.A p<0.05 Anlaml
DMSO -1 GyR. p<0.05 Anlaml
1GyR.-1GyR.+DMSO p>0.05 Anlamsiz
1GyR.-1GyR.+1pg/mlS.A | p<0.05 Anlamh
1GyR.-1GyR.+2pug/mlS.A | p<0.05 Anlamlt
1GyR.-1GyR.+4 ug/ml S.A | p<0.05 Anlaml
DMSO -2 Gy R. p<0.05 Anlaml
2GYyR.-2Gy.R.+ DMSO p>0.05 Anlamsiz
2GYR.-2GyR. +1pg/ml S.A | p<0.05 Anlamh
2GyR.-2GyR.+2 ug/ml S.A | p<0.05 Anlamlt
2GyR.-2GyR. +4 pg/ml S.A | p<0.05 Anlamh




5. FOTOGRAFLAR

Sekil 5.1. COMET testine gore Tip 0 olarak degerlendirilen hiicre.

Sekil 5.2. COMET testine gore Tip 1 olarak degerlendirilen hiicre.



Sekil 5.3. COMET testine gore Tip 2 olarak degerlendirilen hiicre.

Sekil 5.4. COMET testine gore Tip 3 olarak degerlendirilen hiicre.



71

Sekil 5.5. COMET testine gore Tip 4 olarak degerlendirilen hiicre.

Sekil 5.6. Mikronukleus Testine gore tek ¢ekirdekli hiicre



72

Sekil 5.7. Mikronukleus Testine gore cift ¢ekirdekli hiicre

Sekil 5.8. Mikronukleus Testine gore ¢ift ¢ekirdekli hiicre de mikronukleus
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Sekil 5.9. Mikronukleus Testine goreli¢ ¢ekirdekli hiicre

Sekil 5.10. Mikronukleus Testine gore dort ¢ekirdekli hiicre
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6. TARTISMA

Radyasyonun olusturdugu hasar genellikle suyun radyoliziyle olusan serbest
radikallerin indiiksiyonuyla olabildigi gibi, DNA'y1 dogrudan da etkileyebilir. Serbest
radikaller hiicre membranlar1 ve niikleik asitlerle birleserek mutasyon ya da hiicre

6liimiinii indiikleyen otokatalitik reaksiyonu baslatirlar (Ozalpan 2001).

Radyasyonun biyomolekiillerde sebep oldugu degisiklikler incelenirken canlilik
yoniinden ¢ok Onemli rolleri olan iki biyomolekiiliin ilerde radyasyonun biyolojik
etkilerinin ortaya ¢ikmasinda biiylik paylarinin oldugu gozlemlenmistir. Bu molekiiller
niikleik asitler ve proteinlerdir. Niikleik asitlerden de DNA’nin biiyiime, farklilagsma ve
metabolizmada 6nemli bir molekiill olmasi ve genetik sifreyi tasimasindan dolayi
radyasyon hasarlar1 bakimindan RNA’ ya oranla daha énemli oldugu belirtilmektedir.
DNA molekiiliinde radyasyonun meydana getirdigi en 6nemli yapisal hasarlar; DNA
yapisindaki zincir kirilmalari, baz hasarlar1 ve baz kayiplari, denatiirasyon bolgelerinin

olusmasi ve ¢apraz baglanmalardir (McMillan ve Steel 1997).

Radyoterapi (151n tedavisi), kanser tedavisinin vazgeg¢ilmez unsurlarindan biridir. Isin
tedavisi kanser hiicrelerinin dogrudan ya da dolayli olarak iyonlastirici radyasyonla
Oldiiriilmesine dayanmaktadir. Giinlimiizde radyoterapi cilt, beyin, meme, prostat ve
rahim kanseri tedavilerinde, lenf ve kan kanseri tedavisinde etkin olarak
kullanilmaktadir (Demir 2005).

Mikroniikleuslar kromatin kayb1 sonucunda olustugu i¢in, 6zellikle kayip kromatin,
timor baskilayici genler gibi kanser olusumu ve gelisimi ile ilgili bir gen ya da genleri
yapisinda bulunduruyorsa, bu bir risk gostregesi olabilir. MN frekans: ile kanser
gelisimi arasindaki direk iliski bir¢ok bulgu ile desteklenmektedir. Cheng ve ark.
1996°da, Duffaud ve ark. 1997°de yaptiklar1 caligmalara gore; kanser hastalarinda
periferik lenfositlerde oldugu gibi hedef dokuda da MN frekansi artmaktadir (Fenech
ve ark. 1999). Sorsa ve ark. 1992 yilinda yaptiklar1 arastirmaya gore; bazi ajanlar insan
ve hayvanlarda MN frekansini arttirabilmekte, kanserojenite ve genotoksisite arasinda
bir iliski bulunmaktadir. Bu bulgular acikga MN ve kanser arasinda bag oldugunu

gostermektedir.

Comet yontemi duyarliligi, DNA hasarmi tek hiicre seviyesinde 6lgmeye olanak

saglamasi ve farkli hiicre tiplerine uygulanabilirligi nedeni ile genotoksik etkisi merak
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edilen bilesiklerin toksisitelerini hizli olarak belirlemede kullanilan bir yontemdir.
Oksidatif stresin kanser, diyabet, ateroskleroz, norodejeneratif hastaliklar gibi gesitli
patolojilerin temelinde yer aldiginin belirlenmesinden sonra arastirmalar antioksidanlar
tizerinde yogunlagmistir, yeni bir takim bitkisel molekiillerin antioksidan 6zellikleri
olup olmadig: arastirilmaktadir. ‘““COMET Testi’’, sayilar1 biiyiik bir hizla artmakta
olan in vivo ve in vitro antioksidan caligmalarinda siklikla kullanilan bir yontemdir

(McKelvey-Martin ve ark. 1993;Silva ve ark. 2009).

Radyasyon tedavisi biiyiik oranda kanser hastalarinin tedavi se¢cenegi oldugundan,
hedeflenen kanser hiicrelerinde geri doniigsiiz hasar olusturmak i¢in radyasyon
kullanildiginda normal dokular1 korumak amaciyla etkili radyokoruyucular arastirmak
gerekli hale gelmistir (Kalpana ve ark. 2009). Son yillarda iyonize radyasyonun
ozellikle de radyoterapideki istenmeyen etkilerini Onlemede bitkisel dirlinler ve
ekstraktlar ile bunlarin sentetik bilesiklerinin 6nemini arastirmaya 6zel bir ilgi oldugu
goriilmektedir. Bu sebeple bizim ¢alismamizda daha Once antigenotoksik etkisi
yoniinden ¢alisilmamis bir bilesik olan sinnamik asidin iyonize radyasyonun
olusturdugu DNA hasarin1 6nleme etkisi COMET ve mikronukleus testleri kullanilarak
arastirllmistir. Bu ¢alisma ile elde edilecek sonuglarin ileride radyoterapi ile saglikli

dokularda olusabilecek hasari 6nleme ¢alismalarina faydali olmasi beklenmektedir.

Sinamik asit dogada bulunan bir bilesendir. Bitkiler aleminin bir iiyesi olmakla
birlikte genellikle tatli kompozisyonlarda bulunur ve sinamon yaginin yapisinda bulunur
(Hoskin 1984). Sinamik asit ve etken maddelerinin genis bir terapotik spektrumda
gorevli olduklart bilinmektedir. Bunlara 6rnek olarak antimikrobiyal aktivite (Ramanan
ve Raa 1987) ve antifungal aktivite (Tawata ve ark. 1996) verilebilir. Son yillarda
sinamik asidin insan malign tiimorlerinde (Prostat ve akciger melanoma, glioblastoma

ve adenokarsinoma) antitiimoral aktivite sergiledigi de gosterilmistir (Liu ve ark. 1995).

Calismamizda sinnamik asidin radyasyon hasarini 6nleme etkisini belirlemek iizere
oncelikle sinnamik asidin 6 farkli dozu ile radyasyonun 6 farkli dozu tek baslarina ve
kombine edilerek denenmistir. Radyasyon dozlarindan optimum diizeyde hasar
olusturanlar se¢ilip sinnamik asit dozlari ile kombine edilerek radyasyonun indiikledigi

genetik hasar1 sinnamik asidin azaltip azaltmadigi arastirilmistir.
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Calismamizda elde edilen COMET ve testi sonuclarina gére 1 Gy ve 2 Gy
radyasyon dozlari, kontrol grubuyla karsilastirildiginda genetik hasar indeksi ve %
hasarli hiicre bakimindan anlamli bir farklilik bulunmustur. Mikronukleus testine gore 1
Gy ve 2 Gy radyasyon dozlari, kontrol grubuyla karsilastirildiginda MN frekansi
bakimindan anlamli bir farklilik gostermistir. 2 Gy radyasyon dozunun olusturdugu
genetik hasar indeksi, % hasarli hiicre ve MN frekansi bakimindan 1 Gy radyasyona
gore anlamli olarak artis gostermistir. Genel olarak literatiirde iyonize radyasyonla
yapilan in vitro ¢aligmalarda kullanilan doz aralig1 1 Gy ile 4 Gy arasinda degigsmektedir
(Devipriya ve ark 2005, Prasad ve ark 2005, Sudprasert ve ark 2006, Srinivasan ve ark
2006, Devipriya ve ark 2008, Tiwari ve ark 2009). Bu dozlar daha 6nceki ¢alismalarda
siklikla denenmis ve maksimum genetik hasar gosteren ancak minimum toksik etki

yapan dozlar olmalar1 yiiziinden kullanilan dozlardir.

Radyasyon hasarini onleme alaninda yapilan caligmalarda gesitli bitkisel kokenli
bilesiklerinin yani1 sira vitaminler, thioller, pigmentler gibi farkli grup bilesiklerin
kullanildig1r goriilmektedir. Bitkisel kokenli bilesikler igerisinde bizim kullandigimiz
sinnamik asit ile ayn1 grupta bulunan bir¢ok fenolik bilesik radyasyon hasarini 6nleme

yoniinden farkli test yontemleriyle test edilmistir.

Bu bilesiklerden apigenin ile insan kan lenfositlerinde yapilan in vitro calismada
apigeninin 2 Gy iyonize radyasyon dozunda olusan mikronukleus oranini 2,5 ile 10
pg/ml dozlar arasinda doza bagimli olarak azalttig1 belirlenmistir ( Rithidech ve ark.
2005 ). Buna karsin beklendigi iizere apigenin tek basina mikronukleus olusturmamastir.
Bizim c¢alismamizda da sinnamik asit 6zellikle 2 Gy radyasyonun olusturdugu MN
frekansin1 oldukg¢a anlamli oranda azaltmistir. Ayrica sinnamik asit tek basina anlaml

oranda MN frekansi olusturmamastir.

DNA da DSBs nin derecelerini belirleyen MNolusumu, IR’un neden oldugu
genomik dengesizligin belirlenmesinde kullanilan en iyi yontemdir. Bu yontem in vitro
olarak insan lenfosit kiiltiirlerinde in vivo olarak ta fare kemik iligi hiicrelerinde ve
periferik kan l6kositlerinde uygulanmaktadir. Yiiksek genomik dengesizlgi sonucunda
MNnin sikligida daha yiliksek olmaktadir. Flavonoidler ile insan kan lenfositlerinin
muamelesi sonucunda IR artirildiginda MN frekanslarinda istatistiksel olarak 6nemli bir

derecede azalma goriilmektedir. Kuersetin, hesperidin ( Hosseinimehr ve ark 2009),
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svertisin (Jankovic ve ark 2008) ve troxerutin insan binukleotit lenfositlerinde IR bagl
MNnin sikliginda istatistiksel olarak bir azalma olmustur. Bu flavonoidler IR koruyucu
dozlarinda islem gormiis insan lenfosit kiiltiirlerinde MNnin sikligin1 artirmaz.
Troxerutin, naringin ve hesperidin gibi flavonoidlerin farede IR tarafindan olusan
genotoksite karsisinda koruyucu etkilerinin oldugu MNyo6ntemi ile gosterilmistir. Bizim

calismamizda da sinnamik asitin bu etkisini gérmekteyiz.

Flavonodilerin genomik denge iizerindeki koruyucu etkileri siklikla gdsterilmistir.
Komet yontemi ya da tek hiicre jel elektroforez yontemi toksik maddeler ya da IR
tarafindan olusan genotoksitenin belirlenmesi icin DNA nin SSB 6l¢iimleri duyarli bir
metodtur. Isinlanmig farelerin flavonoidler ile muamelesinde primer DNA hasari
seviyesinde azalma meydana gelmistir. Bu koruyucu etki naringin, krisin ( Benkovic ve
ark 2008), epikatesin ( Nair ve ark 2008) ve troxerutinde ( Maurya ve ark 2005)
goriilmektedir. Bizde calismamizda COMET testinine gore genetik hasar indeksi ve %
hasarli hiicre bakimndan 1 Gy ve 2 Gy radyasyonlar lizerinde sinnamik asitin koruyucu

etkisini belirledik.

Bitkilerde dogal olarak olusan fenolik bir bilesik olan curcumin ile yapilan
radyoprotektif etki belirleme ¢aligmasinda 1, 2 ve 4 Gy radyasyon dozlar1 ile muamele
edilen insan kan lenfositlerinde artmis mikronukleus ve disentrik kromozom aberasyon
oranlarint curcumin 1, 5 ve 10 pg/ml lik dozlarda kullanildiginda doza bagiml olarak
azaltmistir (Srinivasan ve ark. 2006). Calismamizda yaptigimiz doz denemelerinde 4 Gy
radyasyon dozu uygulandiginda Trypan Blue canlilik testi sonuclarma gore yiliksek
toksisite ve hiicre oliimii sebebiyle degerlendirmeye yetecek canli hiicre elde
edilememistir. Bu sebeple bu doz ¢alismada kullanilmamistir. Curcuminle yapilan
calismada bu bilesigin fenolik hidroksil gruplarina sahip olmasi sebebiyle serbest
radikal yakalama ve lipit peroksidasyonunu inhibe etme etkisine sahip oldugu
vurgulanmaktadir. Calismamizda kullanilan sinnamik asit 1 ve 2 Gy radyasyonun
olusturdugu MN frekansini anlamli oranda azaltmistir. Ancak sinnamik asidin en
yiiksek dozu olan 4 pg/ml tek basina dozunda MN frekasinda 6nemli bir degisiklige
neden olmadigr goriilmiistir. Bu durum sinnamikasidin denenmeyen daha yiiksek

dozlariin toksik etkilerinin olabilecegini bize diisiindiirmektedir.
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Bitkilerde dogal olarak olusan fenolik bir asit olan kafeik asit ile yapilan in vitro
caligmada, kafeik asidin 1, 2, 4, 8, 10 ve 12 pg/ml’lik dozlarindan, 10 pg/ml’lik
dozunun radyasyonun indiikledigi DNA hasarini en etkili sekilde azalttigr bulunmustur
(Devipriya ve ark. 2008). Bu ¢alismada en yiiksek DNA hasarin1 olusturan radyasyon
dozu olarak 4 Gy radyasyon dozu sec¢ilmistir. 10 pg/ml’lik kafeik asit dozu
mikronukleus, disentrik kromozom aberasyonu ve COMET testindeki genetik hasar
indeksi oranin1 4 Gy radyasyon ile kombine edildiginde yiiksek oranda azaltmistir.
Daha sonra segilen 10 pg/ml’lik kafeik asit dozu, 1, 2, 3 ve 4 Gy radyasyon dozlar1 ile
kombine edilerek, etkili dozun radyoprotektif etkisi arastirilmistir. Kafeik asidin radikal
uzaklastirma etkisinden dolay1 radyoprotektif bir ajan oldugu diistiniilmektedir ve kafeik
asidin radikal uzaklastirma etkisinin sebebinin yapisinda bulunan fenilhidroksi

gruplarindan kaynaklandig diistiniilmektedir (Devipriya ve ark. 2008).

Glinlimiizde canli varliklar yapay veya dogal olarak radyasyona maruz
kalmaktadirlar. Ayrica insanlarin kanser veya diger bazi hastaliklarin tedavisinde
bilin¢li olarak kullandiklar1 iyonize radyasyonun saglikli dokulara verdigi zararin
Oonlenmesi giiniimiizde olduk¢a Onem verilen bir calisma alan1 haline gelmistir.
Radyasyonun zararl etkilerinin en aza indirgenmesi i¢in kullanilan maddelerin yani sira
radyasyonun sebep oldugu serbest radikalleri uzaklastirict etkisi olan ancak toksik yan
etkileri az olan sinnamik asit gibi bitkisel etken maddeler alternatif olarak kullanilabilir.
Bu fenolik bilesiklerin birgogunun antioksidan kapasiteleri, genotoksik etkileri ve yan
etkileri bilinmediginden, bu etkilerin ilerideki ¢alismalarda detayli bir sekilde
arastirilmast gerekmektedir. Ayrica insanlarda iyonize radyasyon ve sinnamik asidin
koruyucu etkilerinin daha net anlasilabilmesi i¢in in vitro ¢alismanin kemirgen deney
hayvanlarinda genotoksisite test sistemleri ile in vivo olarak tekrarlanmasi yararli

olacaktir.
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