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SIMGE VE KISALTMALAR

o . Alfa Parcacigi

AA - Arasidonik Asit

Ar : Argon

ARS : Akut Radyasyon Sendromu
ASA - Asetil Salisilik Asit

B : Beta Parcgacig1

B : Biyolojik Radikal

BH : Biyolojik Molekiiller

BN - Bintikleat

BT : Bilgisayarli Tomografi
DNA - Deoksiribo Niikleik Asit

C : Karbon

Cmax : Maksimum Konsantrasyon
Co-60 : Kobalt 60

COX : Siklooksijenaz

Cs-137 : Sezyum

Cyt-B : Sitokalazin-B

DMSO : Dimetil Stlfoksit

e : Serbest Elektron

€aq : Hidrat Elektron

EMD : Elektromanyetik Dalga
FDA : Amerikan Gida ve Ilag Dairesi

FBS : Fetal Bovin Serum
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RNA : Ribo Niikleik Asit

rpm : Revolutions per minute (Dakika / devir sayisi)
SD : Standart deviation (Standart sapma)

SH > Stilthidril

SNR : Serbest Nitrit Radikalleri

SOR : Serbest Oksijen Radikalleri

SR : Serbest Radikaller

Sv : Sievert

T12a : Dagilim Yarilanma Omrii

Tu2p : Eliminasyon (Atilim) Yarilanma Omrii

TPS : Tedavi Planlama Sistemi

TUTF-BAEK : Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu
uv : Mor Otesi

WR-1065 : Amifostin Metaboliti

WR-2721 : Amifostin (Ticari ad1 Ethyol®)



GIRIS VE AMAC

Tim canlilar dogal ve yapay Yyollardan radyasyona maruz kalmaktadirlar. Dogal
radyasyon kaynaklari kozmik 1sinlar ve yeryiizii kaynakli 1simalardir. Yapay kaynaklar ise
endiistride, tarimda, elektrik tiretiminde ve tipta yaygin olarak kullanilan radyoaktif kaynaklar
ve radyoaktif 1s1n iireten cihazlardir (1). Yapay kaynaklardan radyasyon alimi kontrol altinda
tutulmaktadir ancak niikleer silahlar ya da niikleer santrallerdeki kazalar nedeniyle ¢ok sayida
insan ayni anda iyonizan radyasyonun hayati tehdit edici etkilerine maruz kalabilmektedir.
(Cernobil, Rusya-1986, Fukusima, Japonya-2011) (2).

Radyasyon enerjisi, elektromanyetik dalgalar (EMD) veya pargaciklar halinde yayilan
bir enerji tlirtidiir. Radyasyon enerjisinin madde tarafindan absorblanmasi sonucu maddede
(Atom ve molekiillerde) 1s1 artisi, eksitasyon (Uyarilma) ve iyonizasyon meydana gelirken, bu
fiziksel etkiler canlidaki hiicrelerin organik molekiillerinde biyokimyasal reaksiyonlara neden
olur. X, y (Gamma) ve elektron 1sinlari gibi iyonizasyon yapan (Iyonizan) radyasyonlarin diisiik
dozlarda dahi organizmada hasarlara yol acan en Onemli etkisi, hiicre DNA’s1 iizerinde
olmaktadir. Direkt olarak ve dolayli yoldan (Iyonlasan diger atom ve molekiiller iizerinden)
etkilenen DNA’da kiriklar olusabilmekte, onarilamayarak biriken bu hasarlar mitozun
durmasina, hiicre 6liimiine yol acabilmektedir. Sagkalan hiicrelerde olusan mutasyonlar ise,
hiicre ¢ogalmasi ile nesilden nesile aktarilarak uzun vadede kansere neden olabilmektedir. (3,
4).

Radyasyonun hasar verici etkilerini azaltan ajanlarin (Radyoprotektorlerin)
arastirilmasi, niikleer kazalar veya isleri nedeniyle iyonizan radyasyona maruz kalanlar i¢in

hayati 6neme haizdir. En bilinen radyoprotektér ajan Amifostindir. Uzay caligmalarinda
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gelistirilen ve radyoterapi veya kemoterapi uygulanan hastalarda normal dokular1 korumak i¢in
radyoprotektor olarak kullanilmis olan WR-2721 (Amifostin) molekiilii bir tiyol bilesigidir (1,
5). Radyasyondan koruyucu etkisini, metabolize olarak (WR-1065’e¢ doniisiir) iyonizan
radyasyona maruziyet sirasinda hiicre i¢inde olusan serbest radikalleri (SR) etkisiz hale
getirerek gosterir (6). WR-1065in memeli hiicrelerinde radyasyona bagli genetik hasari (DNA
zincirindeki kirilmalari, kromozomal anomalileri ve mutasyon gelisimini) Onleyebildigi
gosterilmistir (7-13).

Asetil salisilik asit (ASA) ise siklooksijenaz enzim inhibisyonu yapan nonsteroidal
antienflamatuvar (NSAI) ila¢ grubundandir. ASA gibi diger bazt NSAI ajanlar (Orn.
Mefenamik asit, indometazin ve ketoprofen) serbest oksijen radikallerini (SOR) ve serbest nitrit
radikallerini (SNR) direkt olarak ve doza bagl bir sekilde etkisiz hale getirebildigi
gosterilmistir (14, 15). ASA’nin ayrica antioksidan enzim aktivitesini arttirdig1 da bildirilmistir
(16). ASA’nin radyasyondan koruyucu etkisini ¢esitli hiicre modellerinde ve organizma
boyutunda arastiran ¢alismalar mevcuttur (16-22). Ancak bu c¢aligmalar arasinda MN y6ntemi
ile biyodozimetik agidan yapilan bir ¢alismaya rastlanilmamustir.

Bu caligmanin amaci, ASA’nin iyonizan radyasyonun olusturdugu DNA hasarini
engelleyip engellemedigini, insan lenfosit hiicre kiiltiiriinde mikronukleus (MN) yontemi ile
arastirmak ve radyoprotektif etkinligi kanitlanmis olan WR-1065 ajaninin etkinligi ile
karsilastirmaktir. ASA’nin bdyle bir radyoprotektif etkinlige sahip olmasinin kanitlanmasi
durumunda, tibbr agidan uygun hastalarda, maliyeti yiiksek olan ve iv uygulama gerektiren
Amifostin’e alternatif olarak, oral yoldan verilebilecek diisiik maliyetli bir ajan olarak
degerlendirilebilecektir. Radyasyon c¢alisanlarinda da proflaktik olarak kullanimi giindeme

gelebilecektir.



GENEL BIiLGILER

RADYASYON

Alman fizik¢i Wilhelm Conrad Rontgen’in 1895 yilinda kendi adiyla anilan X- 1ginlarini
kesfi, insanlarin iyonizan radyasyonlarla tanismasinin baslangici olarak kabul edilir. Zamanla
X, v ve elektron 1sinlar1 gibi maddede iyonizasyon yapan radyasyonlarin, canli organizmalar
tizerinde zararh etkilere yol agtigi anlagilmistir (23). Giinlimiizde insanlar dogal radyasyonun
yaninda, kullanilan modern cihazlar nedeniyle yapay radyasyonlara da maruz kalmaktadirlar
(Sekil 1). Endiistride (Elektrik iiretimi), tarimda (Gidalarin bozulmadan saklanabilmesi i¢in
kimyasal kullanilmadan 1sinlanarak sterilize edilmesi), tipta goriintiilemede ve tedavide
(Radyoloji, radyoterapi, niikleer tip uygulamalari) sagladig1 yararlarin vazgecilemez olmasi,
insan saglig1 iizerindeki olumsuz etkilerine ragmen iyonizan radyasyonlarin kontrollii olarak
kullanilmalarini zorunlu kilmistir (1).

Planli maruziyetlerde, alinacak radyasyon miktari, hangi viicut bolgesine uygulanacagi,
1s1n1in hangi doz hizinda verilecegi, olusacak biyolojik etkinin kontroliinii saglarken, niikleer
kazalarda, iyonizan radyasyona maruz kalanlarda radyasyonun &zelliklerine bagl olarak (Orn.
Radyasyonun tipi, enerjisi, doz hizi, alinan toplam doz, 1sinlanan viicut hacmi vb.) agir doku
hasarlar1 meydana gelebilmekte, radyasyona bagli sendromlar kisa donemde oSliimlere yol
acabilmekte, sagkalanlarda ise radyasyon nedeniyle kalic1 genetik hasarlar olusabilmekte, uzun
donemde kanserler gelisebilmektedir (1, 23).

Radyasyonun yol actig1 iyonizasyon, DNA zincirinde kiriklar olusturmakta, buna bagh
olarak hiicre boliinmesi durmakta ve programli hiicre 6liimii gergeklesebilmektedir. Sagkalan

hiicrelerde  DNA hasarlarinin  dogru olarak onarilamadigi durumlarda meydana gelen
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mutasyonlar ise, hiicre boliinmeleri sonucunda nesiller boyu tasiabilmekte ve uzun vadede

kanserlesmeye neden olabilmektedir (1, 24).

0/4%

® Radon gaz:

m Kozmik radvasyon

® Topraktaki dogal radvoaktivite
m Toron gazi

W Gidalardaki dogal radyoaktivite
m Hastalarin tibbi maruziyet

m Yapay radyoaktivite

Sekil 1. Diinya iizerindeki radyasyon kaynaklari (25)

Bir kaynaktan spesifik bir enerji yayinlanmasi olarak tanimlanabilecek radyasyonun iki
tirti vardir: Biri EMD, bir baska deyisle fotonlar, digeri ise partikiil radyasyonlar1 (Atom alti
parcaciklar ve agir iyonlar). Bu radyasyonlarin tasidigi enerjinin, etkilestigi madde tarafindan
fiziksel olarak absorblanmasi sonucu temelde 3 fiziksel olay ortaya c¢ikar: Atom ve
molekiillerde 1s1 artis1 (1), elektronlarda eksitasyon (Uyarilma) (2), iyonizasyon (3). Iyonizan
radyasyonlar1 non-iyonizan radyasyonlardan ayiran en Onemli 0Ozellik, EMD’ler ig¢in
enerjilerinin 10 eV’tan yiiksek olmasi ve bu sayede etkilestikleri atom ve molekiillerden
elektron kopartarak iyonlasma yapmalaridir. Bu yolla kimyasal olarak reaktif hale gelen hiicre
i¢i atom ve molekiiller zincirleme biyokimyasal reaksiyonlara yol agarak hiicrede hasara neden
olmaktadirlar (26, 27).

Iyonizasyonun tanimi, bir atom veya molekiilden bir veya birkag elektronun kopmasidir
(27). Bu olay sonucunda artik atom ¢ekirdegindeki proton sayisi, yoriingelerdeki elektron sayisi
ile esit degildir yani atom elektrik yiikii olarak notr degildir ve atom tasidigi pozitif veya negatif
elektrik yiik nedeniyle iyon olarak adlandirilir (Orn. Na*, CI,, Ca**, Fe***). Dis yoriingesinde
eslesmemis yani bekar elektron bulunan atom ve molekiiller SR olarak adlandirilirlar (Simgesi
“e). Iyonlar ve SR’ler stabil (No6tr olan ve dis yoriinge elektronlart esli olan) organik
molekiillerle (Orn. DNA) kolayca kimyasal reaksiyonlara girebilirler, dolayisiyla molekiiler
yapilarinda bozulmalara yol acarlar.

Uyarilma etkisi ise, elektronunun atomda bulundugu ydriingeden daha yiiksek enerji

diizeyindeki (Yani daha distaki) bir yoringeye ge¢mesidir ki, bu uyarilmis elektronlar (Tipki
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bekar elektronlar gibi) bulundugu atom veya molekiiliin kolayca kimyasal reaksiyona girmesini
saglar. Iyonizasyon yapacak kadar yiiksek enerjide olmayip ancak uyarilma yapacak enerjide
olan UV isinlari, derine niifuz edemeseler de viicut yilizeyindeki hiicrelerde DNA hasarina
neden olabilirler (3, 4).

EMD’ler iyonizan ve non-iyonizan olmak iizere (Uzun dalga boyundan kisa dalga
boyuna, dolayisiyla diisiik frekanstan yiiksek frekansa yani diisiik enerjiden yiiksek enerjiye
dogru) asagidaki gibi siralanir (Sekil 2) (27).

1. Non-iyonizan EMD’ler:

- Radyo dalgalar1

- Mikrodalgalar

- Kizilotesi (Infrared/IR) 1s1nlar

- GOriiniir 151k

- Mor 6tesi (Ultraviyole/UV) 1sinlari
2. lyonizan EMD’ler:

- X-isinlan

- yisinlan

Iyonizan EMD’lerin genel dzellikleri sdyledir:

1. Xasmlar: Radyoaktif bir ¢ekirdekten yayinlanan radyasyonlar (Orn. y 151n1)
gibi siirekli yaymlanmazlar. “Karakteristik X-isinlari” atomun i¢ yoriinge
elektronlariin birisinin kopmas1 halinde yayinlanirken, rontgen cihazi ya da
parcacik hizlandirici cihazlarda X-isinlari, bir filamentten isitilarak serbestlenen
elektronlarin elektrik ve manyetik alanda hizlandirilarak (Kinetik enerji
kazandirilarak) bir hedefe carptirilmasiyla elde edilmektedir. X-iginlari, y
1isinlar1 gibi monoenerjetik degildir ve istenilen siirece iiretilirler.

2. vy (Gamma) isilari: Radyoaktif maddelerin atom ¢ekirdeklerinden, zaman
icinde azalmakla birlikte durdurulamaz bir sekilde siirekli yaymlanirlar ve her

radyoniiklid/radyoizotop i¢in spesifik bir enerjileri vardir (Monoenerjetiktirler).

Partikiiler radyasyonlarda iyonizan EMD’ler (X ve y 1sinlar1) gibi iyonizandir ve atom
ile etkilestiginde elektron kopartabilir. Bu hizli pargaciklarin kaynagi radyoaktif atom cekirdegi

olabildigi gibi, gliniimiizde pargacik hizlandirici cihazlardan da (Linak ve siklotronlar) ¢cok daha



yiiksek enerjilerde, eksternal radyoterapide oldugu gibi dokuya disaridan uygulandiginda daha
yiiksek erisim mesafesinde, daha penetran olacak sekilde elde edilebilmektedir.
Pargacik tipi radyasyonlar ve 6zelikleri asagida verilmistir:

1. o (Alfa) parcaciklari: Radyoaktif atom ¢ekirdeginden firlatilan iki nétron ve
iki protondan olusur ve bir helyum atomunun ¢ekirdegi ile aynidir. Diger atom
alt1 par¢aciklarindan daha agir olan ve elektron veya protondan daha fazla (+2)
elektrik yiikii tagiyan a parcacigi, ¢ekirdekten firlatildiktan sonraki kisa erisim
mesafesinde diger atomalt1 pargacik radyasyonlarindan ve fotonlardan daha
yiiksek oranda iyonlagma yapar. Bu sayede DNA’da oliimciil hasarlara yol agan
cift zincir kiriklarina, daha yiiksek oranda neden olur.

2. B (Beta) parcaciklari: p pargaciklari, radyoaktif bir atomun gekirdeginden
firlatilan elektron ya da pozitronlardir.

3. Notronlar: Atom c¢ekirdeginde protonlarla birlikte bulunur ve protonlarin
birbirlerini manyetik olarak itmeleri sonucu ¢ekirdegin parcalanmasini
engelleyen kiitle ¢ekim ve niikleer ¢ekimi saglarlar. Notronun kiitlesi protona
esittir, elektrondan ise 1856 kat fazladir. Ancak elektriksel olarak yiiksiiz
pargaciklardir.

4. Protonlar: Atom ¢ekirdeginde bulunan ve elektriksel olarak pozitif (+) yiikli
parcaciklardir.

5. Agiriyonlar: Elektronlarindan yoksun Azot (N), Karbon (C), Neon (Ne), Argon
(Ar) gibi (a par¢acigindan daha agir) atom g¢ekirdekleridir. Dogal olarak hepsi
pozitif yiiklidiir. (3, 27-30).

iyonizan Radyasyon Non-iyonizan Radyasyon
102 10 10 103 1 10° » [m]
3-1020 @ 3-10%7 3-10'4 3-10"" 3-.10° 0.3-10° v [Hz]
Kozmik X-isinlan Mikrodalgalar Radyo Yayin bandi
isinlar  Gamma Mor stesi | Kizil 8tesi (TV, FM, AM)
isinlan (uv) (IR) L
Yy ¥ S S
Kisa dalga boyu _ Uzun dalga boyu
Mor &tesi St sk Kizil Stesi
(uv) {(IR)
300 400 500 600 700 soo /- [nm]
1000 750 600 500 428 375 v [THz]

— Artan enerji ve frekans

[ > Artan dalga boyu

Sekil 2. Elektromanyetik spektrum (31)



RADYASYONUN BiYOLOJIK ETKILERI

Radyasyonun biyolojik bir etki olusturabilmesi igin, tasidigi enerjinin iginden gegtigi
canliin doku ve hiicre i¢i yapilar tarafindan absorbe edilmesi gerekmektedir. Absorbe edilen
bu enerjinin yarattigi biyolojik etkiler, doz hizi, toplam doz, LET ve toplam doz
fraksiyonasyonu gibi faktorler tarafindan belirlenir (32).

Dozla ilgili durumlar uygulama esnasinda ayarlanabilirken LET uygulanan
radyasyonun tipine gore Ozgiinliik gosterir. Lineer Enerji Transferi (LET), iyonizan
radyasyonun izledigi yol boyunca birim mesafede, i¢inden gectigi maddeye transfer ettigi enerji
miktarma denir. LET birimi keV/um’dir. Radyasyonun LET degeri ile, hiicre seviyesinde (En
onemlisi DNA’da) olusan biyolojik etki arasinda dogru bir orant1 bulunmaktadir (35).

Farkli radyasyon tiplerinin LET degerleri asagida verilmistir. (4, 33, 34) (Tablo 1).

Tablo 1. Iyonlastirici radyasyon tiplerine gore LET degerleri

Radyasyon Tipi LET (keV/pm)

y 1sinlari (1,25 MV/Co-60) 0,2
X-1ginlar1 (250 kV) 2
X-1sinlar1 (6 MV) ~0,2
Elektron 1sginlar1 (9 MeV) ~0,2
Protonlar (10 MeV) 4,7
’H B partikiilleri (Maks.18,6 keV) 5,7
Notronlar (14 MeV) 12
Karbon iyonlar1 (100 MeV) 160
a partikiilleri (2,5 MeV) 166
Demir iyonlar1 (2 GeV) 1000

keV/kV: kilo elektron volt/kilovolt; MeV/MV: milyon elektron volt/milyon volt; GeV: giga elektron volt.

Iyonizan radyasyonun canli iizerindeki etkisi direkt ya da dolayli (Indirekt) yoldan
meydana gelmektedir.

Direkt Etki

Iyonizan radyasyonun hiicre membrani, organeller, sitoplazmadaki enzimler ve hiicre
¢ekirdegindeki DNA, RNA gibi biyolojik/organik molekiiller ile direkt olarak etkilesmesi
sonucu olusan degisikliklerdir. Radyasyonla etkilesime giren organik molekiil ve atomlarda,

iyonizasyon ve uyarilmalar olur. Yiiksek LET’li radyasyonun DNA ile etkilesmesinde baskin
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yol direkt etkidir. X, y ve elektron 1smlar gibi diisik LET’li radyasyonlarin DNA ile direkt
etkilesim orani ise %5-15 arasindadir (3, 35, 36).

Indirekt Etki

Basamakli olan bu etki mekanizmasinda ilk etap, iyonizan radyasyon enerjisinin ortam
molekiilleri (Biiyilkk oranda su molekiilleri) tarafindan absorblanmasidir. Iyonlasan su
molekiilleri hidroksil kokii (OH") gibi SOR’larn, serbest protonlarin (H") ve hidrojen peroksitin
(H202) olusmasina yol agar. Kimyasal olarak ¢ok reaktif olan tiim bu molekiiller SR olarak
adlandirilirlar. Olusan SR’ler, reaksiyona girdikleri hiicredeki diger organik molekiilleri de
biyolojik radikallere (B) dontstiiriirler. DNA molekiiliiniin tim bu basamaklarda olusan

radikallerin herhangi biriyle kimyasal etkilesime girmesi sonucu DNA’da indirekt etki olusur
(35, 36) (Sekil 3). X ve y 1sinlar1 ve elektronlar gibi diisiik LET’li radyasyonlarin indirekt etkisi
sonucu olusan bu SR’ler lethal DNA hasarinin yaklasik %75'inden sorumludur (37).

e Direkt etki
WONRan Sk ciciceasssssesii

radyasyon DNA' daki hidrojen
kopriileri fotonun direkt
etkisi ile iyonize olur

HO

-
l indirekt etki

PP RS

Tek zincir kingi

S

Gift zincir king

Baz degisimi

DNA-protein ¢apraz

H.+OH. + e;a- H;0 + H,0, y baglanma
Q+Q.Ql N Y ) i DNA-DNA ¢apraz
exq* 0, 0," baglanma

Su molekiilii fotonun
etkisi ile iyonize olur

Sekil 3. iyonizan radyasyonun direkt ve indirekt etkisi (36)



Kanda, organ ve dokularda, hiicreleraras: ve hiicre igi stvilarda bulunmak tizere insan
viicudu %55-60 oraninda su i¢ermektedir. Diisitk LET’li 1ginlara maruz kalan organizmada
iyonizan radyasyon enerjisinin biiyiik bir kismi (%70-90) su molekiilleri tarafindan absorbe
edilmektedir (5). Bu absorbsiyon sonucunda serbest radikaller olusur.

Asagidaki basamaklarda goriildiigii gibi baslica hidroksil radikalinin yol agtig1
zincirleme kimyasal reaksiyonlar sonucunda, diger reaktif radikallere gore ortamda daha uzun
bir siire kalabilen (Stabil) B® ler olusur. Bu siire zarfinda ¢evresinde 2 nm mesafede bulunan
her radikal, SR veya B°, DNA ile etkileserek indirekt etki ile zincir kirig1 olusturabilir. H20>
hidroksilden daha diisiik reaktiflikte bir radikal olsa da ortamda daha uzun siire kaldigindan ve
bu sayede nukleus membranindan gegebilmek i¢in zaman buldugundan, DNA ile en fazla

reaksiyona giren molekiildiir (3, 4, 28, 29, 37, 38).

Radyasyon
H.O A—’ H,O" + ¢
e ——» €7q(Hidrat elektronlari)
H,O* ——» H"+ OH" (Cok reaktif) — (Fiziksel etki kademesi)

€agtH ———» H (Cok reaktif)

H20 H, Q" ———» H*+OH" } (Fiziko-kimyasal etki kademesi)

H'+H ———— > H;(Hidrojen)
OH"+ OH" — H202 (Toksik hidrojen peroksit
H'+OH — H0 — (Kimyasal etki kademesi)

H.O + H — > H"+ OH" (Radikaller)

H.0 + OH' —— > H>0 + HO2" (SR) _

B-H + OH' — B’ + H,0 (Biyolojik Radikaller)

B-H+H — B +H: (Biyolojik  etki  kademesi)
B-H — » B’ +H(Direkt Etki)
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Fiziksel
kademe
(103sn)

Fizikokimyasal
kademe
(10%n)

Kimyasal
kademe
(10%sn)

Biyolojik
kademe

(saniye-yillar)

Direkt etki

Biyomolekiiliin (DNA’nin) enerji
absorpsiyonu

Molekiiller arasi
kimyasal enerji nakli

v

Yeniden diizenlenme

\ 2
Primer bozukluklar

N

Molekiiller arast
kimyasal enerji nakli

Biyomolekiiller ile
reaksiyonlar

Biyoradikaller

Molekiiler Jegisiklikler
N

s N

Hiicre ¢ogalmasinda

I e e e T TP

degisiklikler — ~ ’
N 4
\ '
A '3
Geg somatik etkiler € = = = =
N
N\
Genetik degisiklikler N "

(Mutasyonlar)

Sekonder kimyasal reaksiyonlar

Indirekt etki

e

Suyun enerji
absorpsiyonu

Uyarilmig ve iyonlagmis
biyomolekiiller

Yeniden diizenlenme

'

Serbest radikaller

Biyomolekiiller ile
reaksiyonlar

Vg ’ Sa
Genetik degisiklikler \----- =» Hiicre yapisinda degisiklikler
N\ Vs 7
A g/
Metabolik degisiklikler
’ N
’ N
g Sa

» Dejeneratif degisiklikler
(Hiicre dlimi)

A
= Akut radyasyon etkileri
4

/
7/
b

Organizmanin dliimii
veya

Geg radyasyon etkileri

Sekil 4. Radyasyonun canhdaki etki kademeleri (Kesik c¢izgili oklarla gosterilen
kademeler metabolik olaylardan etkilenen kademeleri gostermektedir) (38)
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Sonug olarak iyonizan radyasyonun canlidaki etkisinin ortaya g¢ikmasi, birbiri ardina

gerceklesen lig etki kademesi ile gergeklesir (3, 38) (Sekil 4).

Fiziksel Kademe:
Iyonizan radyasyonlar ile canli dokular1 olusturan atom ve molekiiller arasindaki ilk
etkilesimin oldugu kademedir. Radyasyon enerjisi maddeye transfer edilir ve bu enerjiyi
absorbe eden hiicre bilesenlerinde, iyonlasma ve uyarilmalara neden olur. Iyonize olan
atom ve molekiillerden firlatilan serbest elektronlar komsu atomlar ve molekiillerde de
iyonlasmalara neden olurlar. Fiziksel kademe yaklastk 1078-10"2 saniye arasinda
neticelenir.

Kimyasal Kademe:
Ik kademede olusan ve elektrik yiikii artik ndtr olmayan iyonlasmis atom ve molekiiller
diger organik molekiiller ile reaksiyona girerek sekonder kimyasal reaksiyonlar
olustururlar. Bu asamada son derece reaktif olan ve ortamda daha uzun siire kalic1 olan
SR’ler olusur ve hiicresel yapilarda (Ozellikle DNA’da) gegici veya kalic1 hasarlar olusur.
Bu olaylar 10"*2 saniye ile birkag saat arasinda gergeklesir.

Biyolojik Kademe:
Iyonizan radyasyonun zincirleme etkilerinin sonlandigi kademedir. Dakikalar icinde
olugmaya baslar, ancak kalici etkilerin ortaya ¢ikmasi yillar siirebilir. Hiicresel diizeyde
cesitli hasarlar olusur. Bu hasarlarin bir kismi onarilabilir. Ozellikle DNA’daki
onarilamayan hasarlarin kisa donemde mitoz durmasi, hiicre 6limii gibi etkilere yol
agmasmin yaninda, dokularda geri doniigsiiz fonksiyon kayiplarinin meydana gelmesi
miimkiindiir (Orn. Nekroz, fibroz). Ayrica DNA’larinda mutasyon gergeklestigi halde sag
kalarak cogalmaya devam eden hiicrelerde, kalic1 genetik bozukluklar ve bu mutasyonlarin

zamanla artmasi sonucu kanserlesme gibi etkiler goriilmektedir.

Organizma boyutunda ise insan1 Ornek alacak olursak iyonizan radyasyona maruz
kalmanin olumsuz etkisi iki kategoride degerlendirilir. Birincisi Deterministik (Ongoriilebilir)
etkidir. Bu etkide doku veya organlarda hasar olusabilmesi igin belirli bir esik radyasyon dozuna
maruziyet sz konudur ve hasarin siddeti doza bagimli olarak artmaktadir. Deterministik etkiler
akut etkilerdir (Orn. Cilt lezyonlari, lenste katarakt, fibroz, kisirlik, vb.). Ikincisi, Stokastik
(Rastgele) etki ise diisiik dozlarda radyasyona maruz kalinmasinda bile ortaya ¢ikabilen esik
degerin s6z konusu olmadigi etkidir. Bu etki radyasyonun kronik etkilerinden olan mutasyonlar

ve kanser olusumunu igerir (Tablo 2) (Sekil 5) (27, 32).
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Tablo 2. iyonizan radyasyonun memeli sistemleri iizerindeki etkileri (3, 27, 29, 32)

Etkinin Olusma Hiicredeki Organlar iizerindeki sonucu
karakteristigi | zamani sonucu
Cilt (Dermatit, mukozit)
Uriner sistem (Sistit)
Deterministik | Akut etkiler Ureme sistemi (Sterilite)
etki Kan yapic1 sistem
Somatik etki | (Loko/lenfopeni, trombopeni, anemi)
Sindirim sistemi (Ozofajit, gastrit)
Merkezi sinir sistemi (Miyelit)
Lens (Katarakt)
Immiin sistem (Febril ndtropenti)
Kronik etkiler
Stokastik Genetik etki | Kanser
etki Kalitimsal mutasyonlar
Radyasyona bagh doku/organ hasan ARS
Deterministik etki Boion) Zaman Doz (Gy)
~ Esik / Siddet ~ Gecikme s 5
Sag kaybi S 2/8 2-3 hafta b b
S z +225 MSS
Ensefalopati ve milepati - s e MSS 15/3¢C degisken rebro vaskiler
satarokt ’3’\\—!“7‘! Lensler 0.2/5 >1yil eren ilies)
- Bademci
ademcik ve
Bagisiklik baskilanma & lenf bezleri 01/1 saatler
Metabolik yetersizlikler w Tiroid bezi 5/10 <1yl
420
Bagisiklik baskilanma " Timus 0.1/1 saatler
Enflamasyon / zatire — Akcigerler 8/10 3ay
Bafistkiik baskilanma =9« ° Lenf nodlan 0.1/1 saatler
1zankhk ve yaniklar / . =
:olyulma ve aytarofl it 3/10 3ay e §l=e
Els
mide bulantisi ve kusma, ishal/ ] s ?-
Dehidrasyon ve yetersiz beslenme / Gl sistem 2/s 1 hafta £ g é
kanama S *| =
.'g S| @
Kisirhk Ovaryumlar 05/3 <lay ti0 |8
Kisirhk e Testisler 0.2/3 2ay 8
Hiicre depleksyonu / Kemik iligi 05/2 2 hafta T8 =
Enfeksiyonlar ve kanamalar
Baz yumusak dokular > 25 degisken 16 - =
= 2
Erken etkiler (saat / hafta) Geg etkiler (ay / yil) 4 ’g
Molekiiler hasarlar Kalict DNA hasarlan 4, 4 £
Hiicre 6lumu Mutasyonlar ve kalitsal hastaliklar (Sitokastik etki) ide b‘f'a"“‘;":
Enflamasyon Maligniteler (Sitokastik etki) i T3 v sl
Doku tamiri Damar hasarlan Latent periyot /—] " Esik doz

Atrofi ve fibroz prodomal evre

Sekil 5. Radyasyon maruziyetiyle doku ve organlarda meydana gelen hasarlar (32)
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RADYASYONUN DNA UZERINE ETKISi

Dogada bulunan ve en uzun molekiil olan DNA hiicrenin metabolizma, hiicre ¢ogalmasi
ve farklilasmasi gibi yasamsal tiim aktivitelerini yoneten, genetik bilgiyi tasiyan ve bu bilgileri
yavru hiicreler yoluyla gelecek jenerasyonlara aktaran bir niikleik asit molekiiliidiir.
Niikleotidlerden olusan DNA nin yapisinda genetik bilgi tasimayan ancak bir omurga olusturan 5
karbonlu seker (Deoksiriboz) grubu ve fosfat grubu (PO4™®) bulunur. Bu omurga iizerinde
siralanan ve 3’li baz kodlamasi ile RNA iizerinden amino asitlerle protein sentezini saglayan 4
gesit azotlu organik baz (Adenin/A, Guanin/G, Sitozin/C, Timin/T), genetik sifreyi tasiyan
yapilardir. insan DNA’s1 birbirine anti-paralel uzanan bir ¢ift zincirden olusur ve bu iki zincir
karsilikli bazlar (A=T, G=C) arasindaki hidrojen baglar1 ile birbirine baglanmistir. insan
hiicrelerinde DNA ¢ekirdek ve mitokondri igerisinde bulunur. Mitokondri DNA’s1 halkasal bir
yap1 gosterirken ¢ekirdek DNA’s1 histon proteinleri ile iist iiste katlanarak paket halinde kromatin

yapilarini olusturur (39) (Sekil 6).

S'ucu I Adenil .
JECTL LTIz Y e er e s avesrisiiiiis | ::- : J
..................... . :

= o-p-0
T oA X o__§=° s
, g o

o-p=0

o-$=0
: :
. o
AT . . . Timin 7 Adenin
> - S Fo 3
o

o-p=0 i
3'ucy
= & b0
P i e
e Seker grubu Fosfat grubu Hidrojen bagi
. 1 o <
. o,_i_o Timin _ Adenin
ikili DNA sarmali . e e
Nukleotid birimi Azot iceren bazlar

Sekil 6. DNA’nin yapisi

DNA molekiilii fiziksel (UV, X ve y 1sinlari), kimyasal (Oksitleyiciler, alkilleyiciler, SR,
B" ler) veya biyolojik (Viriis DNA’lar1 ve bakteriler) birgok mutajenden etkilenerek yapisal hasara
ugrayabilir. Bu hasarlar oksitlenmeler, hidroliz, alkillenmeler, DNA-DNA ve DNA-Protein

arasindaki capraz baglanmalar, baz hasarlari, replikasyon hatalari, tek veya ¢ift zincir kiriklari
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seklinde olabilir (35, 36, 40, 41). Olusan hasarlar orijinaline uygun onarilamazsa, apoptoz
yolaginin indiikklenmesi ile hiicrede programli 6lim gerceklesebilir ya da sag kalan hiicre
nesillerinde olusan mutasyonlar sebebiyle hiicrelerin metabolik aktivitesinde degisiklikler
yaninda, uzun donemde kanserlesme meydana gelebilir.

Iyonizan radyasyonun DNA’da yaptig1 baslica hasarlar sunlardir: (40, 42, 43) (Sekil 3)

= Tek ya da ¢ift zincir kiriklart

= (Capraz baglanmalar: DNA-DNA, DNA-Protein

» Baz hasarlar1 ve baz kayiplar1 (Deaminasyon- depiirinasyon)
= Kiimelenmis hasar bolgeleri

250 kV enerjisindeki X-1smina 1 Gy’lik dozda maruz kalan bir hiicrede 2000’den fazla baz
hasari, 1000 civari tek zincir kirig1, sonuclar ¢ok daha yikici olan yaklasik 40 ¢ift zincir kirig1 ve
30 DNA-DNA ¢apraz bagi olugsmaktadir (4).

Iyonizan radyasyonun etkisi ile DNA’da olusan hasarlarin hiicrede olusturdugu olumsuz
etkiler 3 baslik altinda incelenir:

Letal Hasar:

Tamir edilemeyen, hiicrenin yagsamsal olaylarini etkileyen ve hiicrenin 6liimiine neden olan
hasarlardir. Stirekli boliinen hiicrelerde mitoz kaybi, farklilagsmis hiicrelerde ise fonksiyon kaybina
neden olur.

Subletal Hasar:

Tamir edilebilen Oliimciil olmayan hasarlardir. Fakat hasar ¢ok sayida olursa hiicre
6liimiine neden olabilir.
Potansiyel Letal Hasar:

Isinlama sonrasinda DNA’da olusan hasarin onarilabilecegi, ancak hiicrelerin bulundugu
ortam kosullarina gore (Hipertermi, kemoterapi ajanlarina 1sinla eszamanli maruziyet, anaerobik
enfeksiyonlarda etkili imidazol tiirevi radyosensitiviteyi arttirict ilaglar vb.) hiicre 6liimiine yol

acabilen hasarlardir (3).

DNA’nin yapisinda radyasyonla meydana gelen hasarlar kromozom yapisinda da
gozlenebilmektedir. Bu hasarlar kromozom tipi ve kromatid tipi aberasyonlardir. Bu aberasyonlar
ayn1 ya da farkli kromozomlar arasinda sentrik veya asentrik olarak kirilmalar, kopmalar, parca
degisimi seklinde olusabilir. Bunun sonucunda asentrik, disentrik kromozomlar, halka

kromozomlari, translokasyonlar, delesyonlar meydana gelir (Sekil 7) (4).
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Replikasyon 6ncesi (G1) 2 farkl
kromozom

Replikasyon oncesi
(G1) kromozom

>c >

Her kromozomda 1 kirilma

iki kolunda kirilma

—— —— Asentrik parca degisimi

= =

Yanlss birlegsme

//\\ Ayni kromozomun her

Replikasyon (S) Replik. (S)
N eplikasyon

Disentrik kromozoma

asentrik parca eklenme @ Ortiisen halkalar

Asentrik parcalar

Replikasyon sonrasi (G2)
kromozom A~ O ~
Her kromatidde kirilma —_— é é — é
(izokromatid silme)

oe §0U 0B U
kardes kromatid parca degisimi D D

Translokasyon Delesyon

JOL ¢ = 06

LA Disentrik kromatitler, ilaveten

asentrik kromatit parcalar:

Sekil 7. Kromozom ve kromatid tipi aberasyonlar (4)

ANTIOKSIDANLAR

Oksidatif stres, hiicreler ve dokularda SOR iiretimi ve birikimi ile biyolojik bir sistemin bu
reaktif tirlinleri antioksidanlarla temizleme yetenegi arasindaki dengesizlik sonucu ortaya g¢ikan
bir olgudur. Oksidatif stres, membranlar, lipidler, proteinler, lipoproteinler ve DNA gibi hiicresel
yapilar1 olumsuz yonde etkileyerek kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, norolojik hastaliklar,
solunum yolu hastaliklari, romatizmal hastaliklar, bobrek hastaliklari gibi birgok hastaliga neden
olurlar. Yaslanmada da oksidatif stresin 6nemli bir etkisi vardir (44, 45).

Oksidatif stresi olusturan serbest radikaller hem iyonizan radyasyonun indirekt etkisi ile
hem de havadan solunan oksijenin ¢esitli metabolik reaksiyonlardaki etkilesimleri ile meydana
gelmektedir (46).

Oksidatif stresin yarattigi olumsuz etkileri SR’leri kendilerine baglayarak ortamdan

kaldiran ve bu sekilde SR’lerin hiicrede olusturabilecegi hasar1 engelleyen maddelere antioksidan
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madde denir. Antioksidanlar bu etkiyi ayn1 zamanda SR sentez reaksiyonlarini inhibe ederek ya
da olugmus hasarlari tamir ederek de gosterirler (47).

Antioksidanlar radyasyonun ozellikle indirekt etkisiyle meydana gelen artmis oksidatif
stresin etkilerini azaltmak bakimindan 6nemli molekiillerdir. Radyasyon uygulamalari sirasinda
antioksidan 6zellikli molekiillerin kullanilmasi, saglik hiicrelerin radyasyondan korunmasi igin
mecburi bir durumdur.

RADYOPROTEKTORLER

Radyoprotektorler, normal dokular1 ve saglikli hiicreleri iyonizan radyasyonun zararli
etkilerden koruyan ve organizmayi radyasyona karsi daha direngli hale getiren, antioksidan
ozelligi olan kimyasal veya biyolojik bilesiklerdir (1, 48). Radyoprotektorlerin koruyucu etkilerini
gosterebilmeleri i¢in radyasyon uygulamasinin hemen Oncesinde ve maruziyet sirasinda
hiicrelerarasi sivida ve hiicre iginde (Sitoplazma/nukleus) bulunmalari gerekmektedir. Isinlamadan
sonra uygulanan radyoprotektorlerin genel olarak koruyucu bir etkisi yoktur. Radyoterapide
saglikli dokular1 korumak amaciyla kullanilan en yaygin radyoprotektif ajan Amifostindir. (49,
50).

Bir bilesigin ideal bir radyoprotektor olabilmesi icin birkac islevsel yetenek mevcut
olmalidir (1):

a) DNA'y1 ve hiicresel hasar1 onarabilmeli

b) Hasarli dokularin kendini tamir etmesine yardimci olabilmeli

¢) Immiinomodiilasyon saglamali

d) Serbest radikalleri siipiirebilmeli

e) Oksidatif stresi azaltabilmeli

Radyoprotektif etki mekanizmasi, su metabolitlerine ve SR molekiillerine H atomu
baglanmasi esasina dayanmaktadir (Rediiksiyon/indirgeme). Genelde disiilfid baglar1 bulunan
(Tiyol bilesikleri gibi) molekiiller bu kimyasal etkilesimde ¢ok etkilidirler. Iyonizan radyasyon
etkisiyle hiicre i¢inde ve disinda olusan su metabolitleri (OH", HO>', O." ve H20y), diger organik
molekiilleri okside edebilirler. B-H seklinde sembolize edilen stabil bir organik molekiiliin, direk
radyasyon etkisiyle ya da su metabolitleri tizerinden B’ radikaline doniismesi olasidir (3, 4, 27).
Radyoprotektif etkili ajan, B® radikalinin yapisina bir hidrojen atomu ekleyerek tekrar kararli
yapidaki B-H formunun olusmasini saglamaktadir. Dolayisiyla su metabolitlerine, SR’lere ve B’
radikallerine hidrojen vererek kendilerine baglayan, bunlari indirgeyerek kararli yapili bilesikler
haline getiren ve diger hiicre i¢i organik molekiillerle kimyasal etkilesime girmelerini engelleyen

molekiiller, radyoprotektif 6zellige sahiptirler. Radyoprotektorler bu etkileri sayesinde hiicrede
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yasamsal oneme sahip DNA, mitokondri, hiicre zar1 gibi molekiil, yap1 ve organeller {izerinde
SR’lerin olusturabilecegi hasarlar1 onemli 6l¢giide azaltirlar (8, 14, 32, 51, 52).

Radyoprotektorler sentetik radyoprotektorler ile dogal radyoprotektorler olarak iki grupta
smiflandirilirlar (1, 35, 53).

Ideal bir radyoprotektor ajan farmakolojik olarak da asagida belirtilen ozellikleri
tasimalidir (1, 35, 53):

1. Organlarin ¢ogunlugu iizerinde genel koruyucu etkisi olmali

. Terapoétik konsantrasyonlarda diisiik toksisiteye sahip olmali

. Hizla emilip viicutta hizla dagilabilmeli, kan beyin bariyerini gecebilmeli

2

3

4. Oral ya da intravendz yollarla uygulanabilmeli

5. Hastalar veya personel tarafindan kullanilabilecek diger ilaglarla uyumlu olmali
6. Yeterince uzun raf 6mriine sahip, kolay erisilebilir ve ekonomik olmali

7

. Acil durumlarda minimum siirede etkili olmali ve uzun siire koruma saglamali

Son yillarda yapay ya da dogal pek c¢ok bilesigin radyoprotektif etkisi arastirilmaktadir.
Kurkumin, mirisetin gibi flavanoidler, susam, gingseng gibi bitkiler ve daha pek ¢ok bilesik
arastirilan molekiiller arasindadir.

Glinlimiizde en sik kullanilan ve bizim ¢alismamizda da ASA’nin etkisini kiyaslamak i¢in
secilen WR-1065 Amifostinin metabolitidir ve radyoprotektif etkisi FDA tarafindan onaylanan bir
tiyol bilesigidir.

Tiyol Bilesikleri

Serbest veya potansiyel siilfthidril (SH) komponentleri igeren tiyol molekiilleri, ilk
kesfedilen radyoprotektor ajanlaridir. Aminotiyoller ve bunlarin fosfotioat tiirevleri, son otuz yilda
doku ve hiicre kiiltiirlerinde yaygin olarak arastirilmistir. Tiyol bilesiklerinin hidrojen transferi,
hipoksiyi indiikleme, SR siipiirme ve dogrudan baglanma yoluyla DNA'y1 stabilize etme gibi
cesitli etki mekanizmalar: vardir (54). Tiyol bilesigi olan radyoprotektorler Amifostin (WR-2721),
2-merkaptoetan sodyum siilfonat, sistein, N-Asetil sistein, sisteamin, sistamin, 2-merkapto-etil-
guanidin (MEG), 2- aminoetil- izotiouronyum-bromiir/hidrobromiir (AET) ve Aminothiol PrC-
210’dur (32).
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AMIFOSTIN ve WR-1065

WR-1065 molekiiliiniin kimyasal formiilasyonu ‘2-[(Aminopropil) amino]-etantiyol”
seklindedir ve Amifostin (Ethyol®) olarak bilinen WR-2721 molekiiliiniin serbest tiyol
metabolitidir (5). Diger radyoprotektorler gibi koruyucu etkisini, iyonizan radyasyona maruziyet
sirasinda hiicre iginde olusan SR’leri kendine baglayarak gosterir (6, 55). Bu koruyucu etki
belirgin olarak saglikli doku hiicrelerinde goriiliirken, kanser hiicrelerinde hemen hig
goriilmemektedir. Bir baska deyisle saglam dokular radyasyondan korunurken, radyasyonun
timor lizerindeki etkisi azalmamaktadir. Bu 6zellik Amifostinin diger radyoprotektorlere karsi en
onemli Ustlinligidiir ve bu nedenle kanserin radyasyonla tedavisinde onaylanmis olan tek ajandir
(54). Sekil 8 ve 9 da goriildigii gibi Amifostinin etkili olabilmesi igin, hiicre i¢inde alkalen fosfataz
enzimi tarafindan defosforilize edilerek efektif metaboliti olan WR-1065 molekiiliine
dontistiiriillmesi  gerekmektedir. Ayrica WR-1065, bu doéniisiim sirasinda olusan poliaminler
tarafindan da, kendisine benzer &zellikler tasiyan bagka bir simetrik disiilfiir molekiiliine (WR-
33278) dontistiiriilmektedir (56, 57). Kanser hiicreleri alkalen fosfataz enzimini ancak ¢ok diistik
diizeyde sentezleyebildiklerinden, intraselliiler WR-1065 diizeyleri normal hiicrelerden (%1-%0,1
oraninda) daha diisiik kalmaktadir. WR-1065’in memeli hiicrelerinde radyasyona bagl genetik
hasart (DNA zincirindeki kirilmalari, kromozomal anomalileri ve mutasyon olusumunu)

onleyebildigi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (7-10, 12, 58-62).

T Serbest Radikaller
T p53 regulasyonu

Reaktif nuikleofillere baglanir

Stabilize
DNA

Sekil 8. Amifostinin etki mekanizmasi (55)
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Sekil 9.Amifostinin (WR-2721) WR-1065'e ve WR-33278’¢ kimyasal déniisiimii (49, 57)

Amifostin genelde hastaya radyoterapi uygulanmadan 30 dk. once 150 ml %0,9 NaCl
(Serum fizyolojik) i¢inde iv. yoldan 15 dk. infiizyonla verilir. Uygulamaya gore dozaj farkliliklar
olabilir. Omegin; radyoterapi ile tedavi edilen bas-boyun tiimérlerinde radyasyona bagli gelisen
ag1z kurulugunun siddetini ve insidansini azaltmada her fraksiyon dncesinde 200 mg/m? olarak
(35), ayrica yumurtalik kanserli hastalarda tekrarlanan sisplatin dozlarina bagh olarak gelisen
kiimiilatif renal toksisitenin azaltilmasinda kemoterapi dncesi 740-910 mg/m? dozunda kullanilir.
Laboratuvar sartlarinda intakt hiicre kiiltiirlerinde etkin dozu (1-6) uM’dir (60).

ASETIL SALISILIK ASIT (ASA)

Geleneksel bir ilag olarak 3500 yildan beri kullanilan ve yerytiziiniin pek ¢ok bolgesinde
yetisen sogiit agacinin (Salix sp.) kabugunda bulunan ASA, kimyager Felix Hoffman tarafindan
1897°de saflagtirarak sentetik olarak tiretilmistir (63).

O~_ _OH
0 \H/CH3
0

Asetil Salisilik Asit

Sekil 10. ASA’nin yapisi
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ASA, siklooksijenaz (COX) enzim inhibisyonu yapan NSAI ilag grubundandir. Klinikte
agr1 kesici ve ates diisiiriicii amagla klinikte 300-500 mg dozlarda kullanilmaktadir. Ayrica daha
diisiik dozlarda (75-100 mg/giin) antiagregan olarak kullanilir. Trombositlerin damar iginde
birbirine yapisarak arter ve venlerde piht1 olusturmasini engelleyerek, cesitli organlarda emboli
olusumunu, miyokard infarktiisiinii, serebrovaskiiler hastaliklarin olusmasimnin 6nler. ASA’nin
iclerinde yer aldigi COX-2 inhibitorlerinin potansiyel olarak kolon kanserini ve metastazlarinin
gelisimini 6nleyebilecegi de One siiriilmiistiir (64-66).

ASA’nin temel etki mekanizmasi, COX enzimlerini geri doniisiimsiiz bir sekilde asetilleyip
inhibe ederek, prostaglandin (PG) sentezini baskilamasidir. ASA’nin bu inhibasyonu COX-1
enziminin 529. noktasindaki serinin (Ser 529), COX-2’de ise 516 noktasindaki serinin (Ser 516)
asetillenmesi ile gergeklestirir. COX enziminin (PGH-sentaz 1 ve 2 olarak da adlandirilan) COX-
1 ve COX-2 olmak iizere 2 formu bulunmaktadir. Hiicre membraninda fosfolipidlere bagli olarak
bulunan aragidonik asit (AA) sentezi, fosfolipaz-A2 enziminin aktivasyonu ile artar. COX-1 ve
COX-2 enzimleri ise AA’y1 prostaglandin endoperoksit {izerinden PGH2’ye doniistiiriirler. Bu

sekilde COX aktivitesi sayesinde hiicre membraninda PGH3 sentezlenmektedir (Sekil 11) (66-68).

CRTURTS

i TRty
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Sekil 11. ASA’nin etki mekanizmasi (68)

ASA, oral alimi1 takiben, yaklasik 15-20 dakikada kanda minimum etkin dozu asar ve etkisi
baslar. Alinimindan 30-40 dakika sonra plazmada en iist diizeye ulasir. ASA’nin kanda yarilanma
omrii 15 dakika, karacigerde hidrolize edilerek dontistiiriildtigii salisilatin ise 2-30 saat arasindadir.

ASA COX-1’i COX-2 ye gore daha fazla inhibe etmektedir. Diisiik doz (72-100 mg) ASA COX-
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1 inhibe edebilirken (Antitrombotik etki), COX-2 inhibisyonu (Antienflamatuvar etki) i¢in daha
yiiksek dozlar gerekmektedir (68, 69).

ASA’nin antienflamatuvar, antipiretik, analjezik, antitrombotik, antikanser, etkilerinin
yani sira antioksidan etkisinin oldugu da bildirilmistir. ASA’nin radyoprotektif etkisi antioksidan
ozelligi sayesinde olur. ASA, OH' radikalinin yapisindaki H* atomlarina kolayca baglanarak,

+++

fenton reaksiyonu yoluyla Fe™* ve Cu™ gibi gecis metallerinin selatlanmasi ile ortamdaki SR’leri
stiptirebilmektedir. Ayrica ASA, PG sentezini inhibe ederek hiicrede bulunan giiglii antioksidanlar
GSH ile GSH-Px enzimi aktivitesini arttirir ve boylece SR’leri temizleyerek, silika kaynakli lipid
peroksidasyonuna ve DNA zincir kiriklarina karsi koruma saglayarak biyolojik hasarin
azalmasinda etkin rol oynar (14, 18, 70-75).

ASA’nin radyasyon kaynakli hasarlar tizerindeki etkisini farkli metodolojilerle ve farkli

organizma ve hiicre tiplerinde inceleyen gesitli ¢alismalar yapilmistir (16-22).

RADYASYON DOZIMETRISI
Organizma tarafindan absorbe edilen radyasyonun miktarin1 belirlemek i¢in ¢esitli

yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemler fiziksel ve biyolojik olarak iki ¢esittir (Tablo 3).

Tablo 3. Dozimetri cesitleri (76-78)

Fiziksel Dozimetri Biyolojik Dozimetri

a) Sitogenetik Biyodozimetri

- Disentrik Kromozom Analizi

- Prematiire Kromozom Yogunlagma Analizi
- Mikronukleus

- Elektron Spin Rezonans1 - Fluoresans In-Situ Hibridizasyon

- Optik Olarak Uyarilmis Liiminesans | b) DNA Hasar Biyodozimetrisi

- Termoliiminesans - y-H2AX Analizi
- Niikleer Aktivasyon c) Biyobelirtecler
- Gen Ekspresyonlari

- MikroRNA Ekspresyonlari
- Metabolik Biyobelirtecler

¢) Hematolojik Biyodozimetri
- Lenfosit Tiikenmesi Kinetik Analizi
- Notrofil / Lenfosit Analizi
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Dozimetrinin Sahada Kullanilmasi ve Dozimetri ile Tlgili Kavramlar

Dozimetrik c¢alismalar radyasyon calisanlarinin, hastalarin ve kazara radyasyona maruz
kalanlarin 1sinlanma diizeyini belirlemek, uzak ve yakin gelecekte bu kisilere uygun sekilde
miidahale edebilmek i¢in gergeklestirilen ¢alismalardir.

Omegin Cernobil kazasi1 sonrasinda 1-131, Cs-137, Co-60 gibi havaya karisan
radyoniiklitler, bulutlarla uzak cografyalara tasinmis ve yagmurlarla tekrar yeryiiziine inmistir.
Bunlarin ciltten temasla, solunan hava ile ya da daha ¢ok rastlandig1 sekli ile igilen su, yenilen
hayvansal (Et, siit, peynir, yumurta) ve bitkisel gidalar (Cay, findik, tiitiin) yolu ile viicuda alinmas1
s0z konusu olmustur (23, 79).

Bu kaza orneginde oldugu gibi, radyoniiklidler kan dolagimiyla doku ve organlara
ulagmakta, buralarda farkli oranlarda birikmekte ve viicutta belli bir siire kaldiktan sonra bir¢ogu
idrar, safra ya da diski yolu ile viicuttan atilmaktadirlar.

Her radyoniiklidin yaymladig1 radyasyon (y, B, proton, ndtron ve o 1sinlart) kendisine
0zgudiir ve bu 1s1inlarin o radyoniiklide spesifik enerjileri vardir. Ayrica her radyoniiklidin spesifik
bir yar1 6mrii vardir. Ayrica dokular ve organlar bu radyoniiklidleri farkli oranlarda tutmaktadirlar.
Her kisinin bulundugu yere, maruziyet kosullarina ve viicuda alinan farkli radyoniiklidlere bagl
olarak, tiim viicut dozlar1 ve kiimiilatif dozlarin olustugu siireler (Doz hizlar1)! farkli olmaktadir
(23).

Bu kisilerin viicutlarinda toplam olarak absorbe edilen dozlarin standart bir yontemle
hesaplanmasi gerekir. Ancak bu sekilde farkli bireyler tarafindan alinan dozlar karsilastirilabilir
ve etkileri ayn1 doz skalasi tizerinde degerlendirilebilir. Bunun igin farkli kalitedeki radyasyonlarin
farkli doz hizlar1 da hesaba katilarak esdeger bir doz hesaplanma yontemi gelistirilmistir. Bu
esdeger doz birimi Sievert (Sv)¥tir. Tipta tam ve tedavi igin kullanilan belirli iyonizan
radyasyonlarin dokularda, enerji transferi ile olusturduklari iyonlagsma miktarinin birimi ise Gray
(Gy)>dir (3, 27, 29, 32).

Iyonizan radyasyonlarin tipine ve enerjisine bagl olarak rélatif biyolojik etkinlikleri
(RBE), kalite faktorleri iizerinden belirlenmistir ve biyolojik esdeger dozlar (BED) bunun
tizerinden hesaplanmaktadir (32). RBE, absorbe edilen standart radyasyon dozu (Tipik olarak X-
151n1) ile ayn1 miktarda biyolojik hasara neden olan diger herhangi bir radyasyon tiiriiniin absorbe
olan dozu arasindaki orandir ve LET teki artigla orantili olarak artar. RBE'yi degerlendirmek igin
yaygin olarak kullanilan radyasyonlar, diisik LET’li X veya y 1sinlarinin RBE degeri 1 dir.
Yiiksek LET’li radyasyonlarin RBE degeri 3-100 arasinda degigsmektedir. Bu sekilde yapilacak

hesaplama ile hem biyolojik esdeger dozlar tayin edilebilir, hem de buna gore gelisebilecek
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muhtemel biyolojik sonuglar, ister klinikte belirlenebilen bir hasar olsun (Deterministik etki), ister
belirlenemeyecek/o6l¢iilemeyecek ama uzun yillar sonra sonuglari goriilebilecek bir etki olsun

(Stokastik etki), bu hesaplamalar ile 6nceden tahmin edilebilir (3, 27, 29).

(1) Doz hizi: Birim zamanda sogUrulan doz miktaridur.

(2) Sievert: Esdeger doz birimidir. Birim kiitlede absorbe edilen enerji miktaridwr. (1 Sv= 1 joule/kg)

(3) Gray: Absorbe edilmis doz birimidir.1 kilogram maddenin sogurdugu 1 joule liik radyasyon enerjisidir.
(1 Gy =1 joule/kg)

BIYOLOJIK DOZIMETRE

Alinan radyasyon dozunun hiicre temelli biyolojik yontemler kullanilarak belirlenmesine
biyolojik dozimetri denir (80). Biyolojik dozimetri ¢alismalarinda sitogenetik biyobelirtegler,
absorbe edilen dozu 6lgmek i¢in kullanilan biyolojik gostergeler arasinda en hassas ve giivenilir
belirtecler olarak kabul edilir (78).

Bunlarin ilki olan disentrik kromozom analizi yontemi 1960’lardan itibaren, radyasyon
kazalarinda iyonizan radyasyona maruz kalmis kisilerde kullanilmaya baslanmistir. Disentrik
kromozom analizi radyasyon biyodozimetrisi igin altin standart olarak kabul edilen giivenilir bir
“kisisel absorbe doz tayin” yontemidir (81, 82). Kromozomal aberasyonlar ¢ok diisiik dozlarda
dahi bir esik degeri olmadan olusabilmektedir (Stokastik etki). Disentrik kromozom analizinin en
onemli handikapi degerlendirme i¢in uzman gereksinimidir (83).

Disentrik kromozom analizine gére DNA hasarlarin1 daha kolay ve hizli bir sekilde ortaya
koyan mikronukleus (MN) analizi ise, giiniimiizdeki arastirmalarda ¢ogunlukla kullanilan,
giivenilir diger bir yontemdir. Degerlendirmesi disentrik analizine gore daha az uzmanlk
gerektirmektedir (84, 85). Asagida verilen biyolojik dozimetri kosullarini da biiyiik oranda
karsilamaktadir.

Biyolojik dozimetri igin ideal kosullar asagidaki gibidir (77, 86):

1. Radyasyona duyarlilig: yiiksek olmali ve gozlenen etki radyasyona 6zgii olmalidir.

2. Radyasyona maruz kalma sonucu olusan etki kalict olmali, eger kalic1 degilse zamana
bagli olarak olusan degisiklikler bilinmelidir.

3. Kalite faktorleri farkli olan iyonizan radyasyonlarin (y, B, nétron vb.) tiimiine duyarl
olmaldir.

4. Analiz sonucunda olusturulan doz-cevap grafiklerinde tespit edilebilen en diisiik ve en
yiiksek dozlarin araligi, mesleki 1sinlamalarda oldugu gibi uSv seviyesinden, niikleer kaza
durumlarinda oldugu gibi birkag yiiz Sv’e varan dozlara kadar genis olmalidir.

5. Biyolojik materyal 6rneginin elde edilmesi, kan alma islemi gibi kolay olmalidir.
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6. Analizdeki 6l¢iimler kolay ve hizli yapilabilmeli, kisa siirede sonug vermelidir.

7. Analiz sonuglar1 yeni yapilacak tetkiklerde de tekrarlanabilir olmalidir.

8. Lenfositler gibi senkron bir hiicre popiilasyonu i¢ermelidir.

9. Incelenecek orneklerden elde edilecek sonug, tiim viicudun aldigi dozlar1 temsil
edebilmelidir.

10. In-vitro sartlarda elde edilen doz cevap egrilerinin, in-vivo sartlarla uyumlu olmasi
gereklidir.

11. Uzun siiren ve homojen olmayan 1sinlamalara da uygun olmalidir.

Mikronukleus Yontemi ile Biyodozimetri

Lenfositler periferik kandan kolayca elde edilebilen ve 0,1 Gy kadar diisiik radyasyon
dozlarinda dahi MN olusumu gosteren, bdylece ideal biyolojik dozimetri kriterlerini karsilayan
radyoduyarli hiicrelerdir (87). Insan periferik kan dolasimindaki l6kositler dahil tim beyaz
kiirelerin %20’sini olusturlar. Kemik iliginde hematopoetik pluri-potent kok hiicrelerinin iirettigi
ve farklilagtiktan sonra kan dolasimina ¢ikan B-lenfositleri, plazma hiicreleri ve NK (Naturel
Killer) lenfositleri dahil matiir periferal lenfositlerin %70-80’ini T-lenfositleri olusturur (88).
Genelde hiicre siklusunun GO fazindadirlar. Hiicre dongiisiinde GO faz1 metabolik faaliyetlerin
devam ettigi, boliinme faaliyetlerinin gdzlenmedigi sathadir. Hiicre boliinmesi i¢in bir sinyal aldig1
zaman GO0 fazindan G1 fazina gegerek hiicre dongiisiinii baglatir (39).

Lenfositlerin yikilmadan dolasimda kalma stireleri farklidir. Plazma hiicreleri igin bu siire
3 giin kadar kisa olabilirken, T-lenfositleri i¢in 3 yila kadar uzayabilmektedir. Periferik dolasimdan
cok lenfatik sistemde (Lenf nodlar1) yerlesen lenfositlerin ancak %2’si siklusta ilerlemekte ve
boliinebilmektedir. Bu az sayidaki lenfositte iyonizan radyasyona maruziyet sonucu, mitoz fazinda
kalict kromozom aberasyonlart meydana gelmektedir. Kandaki lenfositler yikilmadiklar: siirece
edindikleri bu aberasyonlari tagirlar. Radyasyona maruz kalan kisilerden alinan kan drneklerinden
ayristirilan lenfositler mikroskobik olarak incelenerek, olusmus olan bu aberasyonlar istenildigi
zaman belirlenebilir. Lenfositlerin viicutta radyasyona en duyarli hiicreler olmasi nedeniyle, kanda
dolasan milyonlarcast dozimetri probu islevi gormektedir. Bu yontemle akut radyasyon
semptomlarini ortaya ¢ikaran ytiksek dozlarmn (1-100 Sv) kolayca belirlenmesi kadar, belirlenmesi
daha zor olan (Goériiniiste higbir semptomun, kan sayimlarinin diismesi gibi basit laboratuvar
bulgularinin olmadig) cok diisiik dozlarin dahi tespit edilmesi miimkiindiir. Ornegin lenfositlerde
yapilan kromozom aberasyon analizinin duyarliligi, X ve y 1sinlar gibi diisiik LET’li radyasyonlar

i¢in 0,1 Sv, a pargaliklar1 ve notronlar i¢in 0,01 Sv kadar diisiik dozlardir (89). Maruziyetten 24
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saat sonra almacak 5-10 ml’lik periferik kan 6rnegi, degerlendirme yapmak i¢in yeterlidir.
Periferik kanda bulunan T-lenfositlerinin %951 3 yillik bir dmre sahip oldugundan, maruziyetten
uzun zaman sonra bile absorblanan dozun belirlenebilmesi miimkiin olmaktadir (90).

Biyolojik doz tayini i¢in kromozomal aberasyon analizleri ve MN analizleri 1960’1
yillardan bu yana basariyla uygulanmaktadir. Sadece iyonizan radyasyon gibi fiziksel ajanlar
degil, ¢esitli kimyasal ajanlar da boliinen lenfositlerde MN olusturabilir. Dogal siiregler boyunca
(Yasla birlikte artarak) lenfositlerde MN olusumu az oranda da olsa mevcuttur. Bu nedenle fiziksel
ve kimyasal tiim ajanlarin olas1 biyolojik etkilerinin degerlendirilirken, normal popiilasyondaki
bireylerin yas araliklarina gére mevcut MN oranlarinin bilinmesi, bilinmiyorsa deney 6ncesinde
tayin edilmesi gerekmektedir. Farkli 1s1in dozlar ile fazladan olusan MN sayilar1 bir grafikte
¢izdirildigi zaman, doz ile MN arasindaki iligskinin lineer kuadratik modele uygun oldugu
goriilmektedir. Boyle bir grafikten yapilacak olan ekstrapolasyonla, canlinin absorbe ettigi
Iyonizan radyasyon dozunun gergege yakin olarak belirlenmesi miimkiindiir, ampirik hesaplardan
cok daha giivenilirdir ve en 6nemlisi o kisiye 6zel bir dozimetridir (91).

Mikronukleuslar lenfositlerin mitoz boliinmesi sirasinda hiicre nukleusunun disinda, ondan
ayr1 olarak ortaya ¢ikan, nukleus yap1 ve boyanma 6zelliklerini tasiyan, ana ¢ekirdekle baglantisi
olmayan, ana ¢ekirdekten daha kiiclik boyutlarda, sitoplazma i¢inde yer alan kiiresel yapilardir
(92). MN’ler, asentrik bir kromozom pargasinin ya da tam bir kromozomun mitozun anafaz
sathasinda kutuplara ¢ekilemeyip, nukleus disinda kalmasi sonucunda ortaya ¢ikar (Sekil 12-13).
Sitokalazin-B, béliinen hiicrenin mitoz fazinda telofaz gerceklestikten sonra, nukleus boliinmesini
tamamlamis olan hiicrelerin sitokinezden (Stoplazma bdliinmesinden) 6nce durdurulmasini saglar
(Nukleus boliinmistiir ancak hiicre boliinmemistir). Bu sekilde sitokinez bloklanarak hiicre
siklusunu tamamlayan hiicrelerin boliinmeden onceki biniikleat goriiniimleri mikroskopta ayirt
edilebilir. Cyt-B bu etkisini, boliinen hiicrenin ikiye ayrilmasini saglayan kasilabilir halkadaki
mikroflamentleri olusturacak aktin molekiillerine baglanarak ve aktin polimerizasyonunu inhibe
ederek gosterir. Bunun sonucunda aktine bagli tiim kinetik engellenmis ve sitokinez (Hiicrenin

2’ye boliinmesi) bloklanmis olur (92-94)
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Sekil 12. Mikronukleus olusumu (95)

d e

Sekil 13. Normal Binukleat Hiicre (a) ve Mikronukleuslu Binukleat Hiicrelenin (b,c,d,e)

Mikroskop Goriintiisii (400 biiyiitme, Giemsa ile boyandi) (Calisma Goriintiisii)
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GEREC VE YONTEMLER

GEREC

Kan Ornekleri

Calismamizda 20-30 yas arasinda, alkol ve sigara kullanmayan, herhangi bir kronik veya
sistemik hastaligi bulunmayan, son 15 giin igerisinde herhangi bir ilag kullanmamis olan ve
radyasyon ilgili bir iste ¢alismayan 4 erkek goniillii bireyden alinan vendz kan 6rnekleri kullanildi.

Calismani Etik Kurul Onay1 (TUTF-BAEK 2019/80) alindiktan sonra, géniilliilere gerekli
bilgilendirmeler yapilarak arastirma hakkindaki sorulari cevaplandi. Bilgilendirilmis onam

formlar1 imzalatildi.

Deneylerde Kullanilan Kimyasallar

WR-1065 (Sigma-W2020)

ASA (Sigma-A5376)

RPMI 1640 (L- Glutaminli) (Sigma-R8758)
Fetal Bovine Serum (Capricorn-FBS-HI-11B)
PHA- L Fitohemagliitinin (Sigma-L2769)
Sitokalazin B (Sigma-C6762)

Penisilin Streptomisin (Sigma-P4333)

Deneylerde Kullamlan Cihazlar

= Linak (Elekta Infinity)

= Toshiba Asteion Bilgisayarli Tomografi
= Konturlama (Elekta Focal-Sim)

» Doz hesaplar1 TPS (Elekta Xio)
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» Etiiv (Heracus-UB6)

= Laminar air flow kabini (Heraeus-HERA Safe-HS15)
= Santrifiijler (Heraeus Biofuge, Hettich Micro)

= Hassas dijital terazi (Scaltec)

= Isik Mikroskobu (Olympus CK2)

= Faz-Kontrast Mikroskobu (Olympus Bx50)

Kiiltiir medyumu
Kiiltiir medyumu RPMI 1640 iginde %10 Fetal Bovin Serum ve %1 Pen-Strep karistirilarak
hazirlandi. Porsiyonlanarak -20°C’de de muhafaza edildi.

WR-1065

WR-1065 (Molekiil agirlig1 207,16 g/mol) stok konsantrasyonu 50 mM olacak sekilde PBS
ile ¢ozdiiriilerek hazirlandi. Stok ¢6zelti porsiyonlanarak 1 ay i¢inde kullanilmak tizere -80°C’ye
kaldirildi. WR-1065 final konsantrasyonu 40 uM olarak kullanildi (7).

ASA
ASA (Molekiil agirligr 180,16 g/mol) stok konsantrasyonu 2,5 mg/ml olacak sekilde tam
medyum i¢inde ¢ozdiiriilerek her deneyden dnce taze olarak hazirlandi. ASA final konsantrasyonu

25 pg/ml olarak kullanildi (16).

PHA-L
PHA-L c¢ozeltisi stok konsantrasyonu 1 mg/ml olacak sekilde distile su ile hazirlandi.

Porsiyonlanarak -20°C’de muhafaza edildi. Final konsantrasyonu 5 pg/ml olarak kullanildi (96).

Cyt-B

Cyt-B ¢ozeltisi stok konsantrasyonu 10 mg/ml olacak sekilde DMSO ile hazirlandi.
Porsiyonlanarak -20°C’de de muhafaza edildi. Final konsantrasyonu 6ug/ml olarak kullanildi (97,
98).
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Isinlama ve tedavi planlama cihazlan

Kan ornekleri linak cihazinda (Elekta Synergy Platform) 6 MV X-isinlar ile, iki farkli
dozda (2 ve 4 Gy) 400 MU/dK. doz hizinda 1sinlandi. Doz hesaplari tedavi planlama sistemi (TPS)
Elekta Xio bilgisayarinda yapildi. Doz planlamasi i¢in gerekli olan, kan numunelerinin ig¢inde
bulundugu i¢i su dolu diizenegin 1sinlama pozisyonundaki simiilasyon goriintiilemesi, Toshiba
Asteion bilgisayarli tomografi (BT) cihazinda yapildu.

Arastirmamizda kullanilan 2 Gy’lik doz, kiratif lokorejyonel radyoterapide
(Konvansiyonel fraksiyonasyonda) kullanilan giinliik fraksiyon dozudur. 4 Gy ise tiim viicudun
radyasyona maruz kaldiginda, tedavi edilmez ise kemik iligi ve immiin baskilanma sonucu
gelisebilecek enfeksiyonlarla 6liimlerin goriilmeye baslandigi minimum doz degeridir.

Isinlama diizeneginin ayarlanmasi

Sekil 14’de goriilen 1s1nlama diizeneginde bir Eppendorf tiip tasiyicisi plastik kap igine
yerlestirildi. 2 ml’lik kan 6rnegini temsil edecek kadar i¢ine su konulan, agz1 kendi kapagi ile
kapatilan, su gegirmemesi i¢in ince parafilm ile sarilan 3’er tiip, 1sinlanacak kabin merkezinin
etrafindaki en yakin tepsi deliklerine, esit uzakliklarda yerlestirildi. Isinlama 6ncesinde tiiplerin
yerlestirildigi tepsinin i¢inde bulundugu kap, kullanilacak 6 MV X-1s1ininin build-up derinligi g6z
Oniine almarak tiiplerin 2 cm istiine kadar distile su ile dolduruldu. Tiiplerin yerlestirildikleri
tepsideki yuvalarinda sabit olarak kalmasi igin istlerine (Su igine batarak tiipleri sabitleyecek
sekilde) 1,5 cm kalinliginda su esdegeri bolus materyali konuldu. Diizenegin bu sekli ile Toshiba
Asteion BT cihazinda 2 mm aralikli kesitlerle goriintiileri alindi. Goriintiiler konturlama igin
Focal-Sim bilgisayarina gonderildi. Diizenek materyali, her 1gimnlamada isinlanan 3 tiip ve
iclerindeki 2 ml kan ayr1 ayr1 konturlandi ve sanal ortamda 3 boyutlu rekonstriiksiyonu yapilarak
doz planlamasi i¢in Xio TPS’e gonderildi. Linak cihazinin izomerkez uzakligi (100 cm), diizenek
icindeki tiiplerdeki 2 ml kan hacminin ortasindan gegen yatay diizleme gelecek (Isin kaynagina
olan uzaklik her 1sinlama i¢in 100 cm olacak) sekilde ayarlandi. Bu sekilde diizenekteki su
ylzeyindeki SSD mesafesi 95,7 cm oldu (Tiiplerde kiiltiir medyumu ilave edilerek 2 ml’ye
tamamlanmis olan kan hacminin merkezleri 1s1n giris yiizeyinden, 4,3 cm derinlige getirilmis
oldu). Tek 6n alandan 6 MV X-1s1n1 ile yapilacak 1sinlamalarda, izomerkezde 10 x 10 cm’lik agik
alanlar kullanildi. TPS’te kan tiiplerinin merkezlerinin bulundugu derinlikte (4,3 cm) olusan
1izodoz %100 olarak kabul edilerek, izomerkezde 2 Gy ve 4 Gy dozlar elde edilecek sekilde
1s1nlama stireleri (Monitor iiniteleri/MU) hesaplandi. Bu sartlarda 2 ml kan hacminde olusan doz

fark1 + %7 idi (Min=%93, Max=%107).
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Sekil 14. Deney diizenegi

Isinlama
Islemleri bittikten sonra 1s1nlama cihazina alman tiipler diizenege yerlestirildi ve 1smlandi.

Ayn1 dozu alacak tiipler bir seferde 1sinlandi.
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YONTEM

Deney gruplarn

Calismada her goniilliilden, 2 ml’lik lityum heparinli (Li-heparin) tiiplere (10 adet) kubital
venlerden alinan kan 6rnekleri dengeye gelebilmeleri i¢in 1 saat oda 1sisinda dinlendirildi. Daha
sonra ornekler steril kabin i¢inde 2 mI’lik Eppendorf tiiplere (Her tiipte 2 ml kan olacak sekilde)
aktarilarak, her goniillii i¢in 9 tiip hazir edildi ve etiketlendi. Her goniillii igin asagidaki 9 grup
olusturuldu.

1. Tip: Kontrol

2. Tip: WR1065

3. Tiip: ASA
Tiip: 2 Gy
Tiip: 4 Gy
Tiip: 2 Gy + WR-1065
Tiip: 2 Gy + ASA
Tiip: 4 Gy + WR-1065
Tiip: 4 Gy + ASA

© o N o 0 &

ASA oral yolla alindiktan sonra mide ve bagirsaklarda emilir. Alinimindan yaklasik 30
dakika sonra plazmada en {ist seviyeye ulasir. Bu sebeple kan drneklerine, 1sinlamadan 30 dakika
once uygulandi. Final konsantrasyonun 25 pg/ml olarak se¢ilmesinin bir nedeni bu dozlardan daha
yiiksek dozlarda mitotik indeksi diisiirmesidir (16). Ayrica terapétik doz araligindadir. 250 mg iv
uygulamada elde edilen Cmax (29,62 mg/l) degerine yaklasiktir (99).

WR-1065’de ASA deney grubuyla es zamanli ve 1sinlamadan 30 dakika 6nce uygulandi.
WR 1065’in T12q degeri 11 dakika, T2 degeri 7,3 £3,6 saattir. Segilen siire, ilacin eliminasyonu
gergeklesmeden, dokularin ilag maruziyetini yaklagik olarak taklit etmektedir. Doz olarak toksik
etki yaratmayan 40 uM kullanilmistir (7). Ayrica bu deger tek doz Amifostin uygulamasi ile
1.saatte elde edilen Cmax (47,5 uM) degerine yaklasik bir degerdir (100).

Belirlenen konsantrasyonlarda ASA (Final kon.: 25 pg/ml) ve WR-1065 (Final kon.: 40
uM) ve WR-1065 eklenen deney tiipleri diger tiiplerle birlikte 37°C’de 30 dk. karbondioksitli
etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyonu takiben ASA ve WR-1065’in ortamdan uzaklastirilmasi igin
diger tiim tiiplerde dahil olacak sekilde hiicreler tam medyum ile 2 kez yikandi.

Yikama prosediirii asagidaki gibidir:

1. Deney tiipleri 2900 rpm de 5 dakika santrifiijlendi.
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2. Siipernatant atildi. Hiicre pelletinin {izerine hacim 2 ml ye tamamlanacak sekilde tam
medyum eklendi.

3. Buislem bir kez daha tekrar edildi.

(Tiim uygulamalar ve yikama islemleri steril kabin i¢cinde gerceklestirildi.)

Yikama islemini takiben hiicreler medyum iginde beklemeden hizlica 1sinlamaya

gotiiriildi.

Hiicre Kiiltiiri

Kiiltiir flasklarina uygun miktarda tam medyum konulduktan sonra, lenfosit ¢ogalmasini
indiiklemek tizere her bir flaska final konsantrasyonu 5 pg/ml olacak sekilde PHA-L eklendi.

Isinlama islemini takiben 1sinlanan ve 1sinlanmayan tiim kan ornekleri, kan medyum orani
1:9 olacak sekilde ayarlanarak hiicre kiiltiir medyumuna eklendi.

Kanlar eklendikten sonra flasklar 37°C’de inkiibasyon i¢in karbondioksitli etiive konuldu.
Kiiltiirtin 44. saatinde kiiltiir flasklarinin igerisine final konsantrasyon 6 ug/ml olacak sekilde Cyt-
B eklendi. Flasklar tekrar karbondioksitli etiive yerlestirildi. Hiicre kiiltiirii 68. saatte sonlandirildu.

Deney protokolii Fenech’in standart MN protokoliine gore olusturuldu (92).

Harvest

1. Kiiltiir siiresi biten 6rnekler 15 ml'lik falkon tiiplere aktarildiktan sonra 1000 rpm'de 8
dk. santrifiij edildi.

2. Siipernatantlar1 pastor pipetle atildiktan sonra altta kalan pelletin tizerine 37°C’e
1sitilmig 0,075 M KCL soliisyonu vorteks iizerinde damla damla (800-1000 rpm devirde)
eklendi ve tiipler 30 dk. 37°C lik etiive kaldirildi.

3. Siire sonunda tiipler 800 rpm'de 8 dk. santrifiij edildi.

4. Stipernatantlar1 pastor pipetle atildiktan sonra altta kalan pelletin iizerine, hiicreleri
fikse etmek amaciyla vorteks tlizerinde fiksatif soliisyon (3 kisim metanol + 1 kisim asetik
asit) damla damla eklendi.

5. Tiipler 1000 rpm'de 5 dk. santrifiij edildi.

6. Stipernatantlar1 atildiktan sonra altta kalan pelletin tizerine vorteks tizerinde fiksatif
eklendi.

7. Tiipler 1000 rpm'de 5 dk. santrifiij edildi.

8. Siipernatantlar1 atildiktan sonra altta kalan pelletin iizerine vorteks lizerinde %1

formaldehitli fiksatif eklendi.
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9. Tiipler 1000 rpm'de 5 dk. santrifiij edildi.
10. Siipernatantlar1 atildiktan sonra altta kalan pelletin lizerine fiksatif eklenerek hiicreler

saklanmasi i¢in -20 °C’de sogutucuya kaldirildi.

Hiicrelerin Boyanmasi

Temizligi yapilip etiketlenen lamlarin {izerine 6-8 damla fiksatif i¢indeki hiicre ¢ozeltisi
damlatild1 ve havada kurumaya birakildi. Kuruyan lamlarda hiicre kalitesi ve siklig1 faz kontrast
mikroskopta kontrol edildi. Uygunluguna karar verilen lamlar boyaya alindi. Fosfat tampon
cozeltisi ile %10’luk Giemsa boyas1 hazirland ve filtre kagidindan gecirildi. Yatay olarak dizilen
lamlarin {izerine 2-3 ml kadar Giemsa boyasi konuldu ve lamlar 37 °C’de 20-25 dk. bekletildi.
Siire sonunda boyasi siizdiiriilen lamlar sale i¢inde birka¢ kez boyasi akana kadar distile suyla
yikand1 ve havada kurumaya birakildi. Havada kuruyan lamlar 151k mikroskobunda (400 biiyiitme
ile) kalite agisindan kontrol edildikten sonra, uygunluguna karar verilen lamlar entellan ile

kapatilip sayima hazir hale getirildi.

Mikroskopik Degerlendirme
Asagidaki 6zelliklere sahip olan biniikleat hiicreler skorlama i¢in kullanildi (Sekil 15).
¢ BN hiicrede bulunan iki ¢ekirdek, saglam niikleer membranlara sahip olmali ve ayn1 sitoplazmik
alan i¢inde bulunmalidir.
BN hiicrede bulunan iki ¢ekirdegin biiyiikligii, boyama sekli ve boyama yogunlugu yaklasik
olarak esit olmalidir.
¢ BN hiicre i¢indeki iki nukleus birbiriyle nukleoplazmik koprii ile baglanabilir. Fakat bu koprii,
nukleus ¢apinin 1/4 ‘linden biiyiik olmamalidir.
¢ BN hiicrenin iki nukleusu birbirine temas edebilir, ancak ideal olan1 iist iiste binmemeleridir. Ust
iste binmig BN hiicrelerde ancak her bir nukleusun sinirlart ayirt edilebiliyorsa sayilmalidir.
e BN hiicrelerin sitoplazmik siir1 veya zari saglam olmali ve komsu hiicrelerin sitoplazmik

sinirindan agikca ayirt edilebilmelidir.

33



Sekil 15. Degerlendirmeye uygun BN hiicreler: a) ideal BN hiicre; b) Birbirine temas eden
BN hiicre; c) Nukleuslar: arasinda dar nukleplazmik koprii olan BN hiicre;

d) Oldukea genis nukleoplazmik képriilii BN hiicre (92)

MN degerlendirme kriterleri de asagidaki gibidir (Sekil 16):

e MN’lar morfolojik olarak ana ¢ekirdege 6zdestirler fakat daha kiigtiktiirler.

e MN’lar yuvarlak ya da oval sekillidir.

e MN cap1 (BN insan lenfositlerinde) ana nukleusun ¢apinin ortalama 1/16 ila 1/3 ‘i arasinda
degisir.

e MN’lar ana nukleusla ayni sekilde kolayca boyanirlar ve mikroskopta boya ile artefakt
yapmazlar.

e MN’lar ana ¢ekirdekle ayn1 yogunlukta (Nadiren de daha koyu) boyanirlar.

e MN’lar ana nukleus ile baglantili olmamalidir.

e MN ana cekirdeklere dokunabilir ancak iist iiste gelemez ve niikleer sinirlart ayirt edilebilir

olmalidir (92).

Sekil 16. BN hiicrelerdeki skorlanabilen tipik MN goriiniimleri (92)
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Hazirlanan prepearatlar 151k mikroskobunda 40’lik objektifte 400 biiylitmede incelendi.
Her bir lamda yaklasik 1000 binukleat (BN) hiicre sayildi ve skorlandi. BN hiicreler ve i¢erdikleri
MN sayilar1 kaydedildi. MN’lerin binde oranlar1 saptandi.

Toplam MN sayisini tespit etmek i¢in agsagidaki formiil kullanildi.

(1 MN’li Hiicre Sayisi x 1) + (2 MN’li Hiicre Sayisi x 2) + (3 MN’li Hiicre Sayist x 3)

+ (4 MN’li Hiicre Sayist x 4) +...+ = Toplam MN Sayist

x __ Toplam MN Say:ist

Binde oranlarini tespit amaciyla da esitligi kullanildi ve binde MN

1000 Sayilan BN sayist
sayilar (x) tespit edildi.

Istatistik Degerlendirme

Calismamizin istatistik degerlendirmeleri R 4.1.0 ile yapilmistir. Friedman Testi, Varyans

analizi ve Spearman Korelasyon analizi kullanilmistir.
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BULGULAR

MN SAYIM SONUCLARI

ASA’nin radyoprotektif etkisini belirlemek ve referans radyoprotektdr Amifostin
metaboliti WR-1065 ile kiyaslamak amaciyla 4 goniillii vericide MN deneyleri yapildi ve
skorlandi. Her bir goniilliiye ait MN sayim sonuglar1 Tablo 4,5,6, ve 7°de bireysel olarak verildi.
Bu tablolarda toplam MN sayis1 “(1 MN’li Hiicre Sayist x 1) + (2 MN’li Hiicre Sayist X 2) + (3
MN’li Hiicre Sayist x 3) + (4 MN’li Hiicre Sayist x 4) +...+ = Toplam MN Sayist” formiiline
gore hesaplanip 1000 BN hiicreye gore oranlandi. Tablolarda MN/BN oran1 1000 hiicreye gore
verildi.

Goniillii A.S.’ye ait kan orneklerinde 2 Gy + ASA deneyinde sayilacak kadar hiicre elde
edilemedi. Baz1 deney setlerinde 1000 BN sayilamadi.

Tablo 4. Goniillii A.S.’ye ait MN sayim sonuglari

Sayilan Toplam MN/BN
Gruplar Toi;lam MN Sayilar I\EI)N Orant”
BN 0 1 2 3 4 5
Kontrol 1000 997 3 3 3
ASA 1000 998 2 2 2
WR-1065 1000 998 2 2 2
2 Gy 1000 919 69 12 93 93
2 Gy + ASA Sayilamadi - -
2 Gy + WR-1065 1000 921 73 5 1 86 86
4 Gy 1000 729 217 49 4 1 331 331
4 Gy + ASA 1000 841 139 18 2 181 181
4 Gy + WR-1065 1000 786 179 34 1 250 250

* Binde.
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Tablo 5. Goniillii R.S. ye MN sayim sonugclari

Gruplar _ls_g};ll{:l#] MN Sayilar1 T?\ﬁ:f} m I\g’:fl*N
BN 0 1 2 3 4 5

Kontrol 1000 996 4 4
ASA 1000 997 3

WR-1065 1000 996 4

2 Gy 576 513 60 2 1 67 116
2 Gy + ASA 1000 872 122 5 1 135 135
2 Gy + WR-1065 1000 894 99 7 113 113
4 Gy 1000 642 269 68 18 3 471 471
4 Gy + ASA 1000 735 207 49 9 332 332
4 Gy + WR-1065 1000 691 241 52 10 2 1 388 388

* Binde.

Tablo 6. Goniillii T.G. ’ye ait MN sayim sonuclari

Gruplar %ﬁfﬁ M Sl Toplam MN/B*N

BN 0 1 5 3 4 5 MN Orani

Kontrol 783 781 2

ASA 942 940 2 2

WR-1065 865 864 1

2 Gy 1000 908 82 10 102 102

2 Gy + ASA 1000 901 89 10 109 109

2 Gy + WR-1065 1000 909 83 7 1 100 100

4 Gy 578 421 122 33 1 1 197 341

4 Gy + ASA 764 556 149 47 12 279 365

4 Gy + WR-1065 1000 723 211 59 7 350 350

* Binde.

Tablo 7. Goniillii T.K. ’ya ait MN sayim sonugclari

Gruplar '??[gll{aa; M Sl Toplam MN/B*N
BN 0 1 5 3 4 5 MN Orani
Kontrol 1000 999 1
ASA 1000 999 1 1 1
WR-1065 1000 999 1 1 1
2 Gy 1000 934 59 7 73 73
2 Gy + ASA 1000 942 54 4 62 62
2 Gy + WR-1065 937 867 63 6 1 78 83
4 Gy 663 540 96 24 2 1 154 232
4 Gy + ASA 634 543 77 12 1 108 170
4 Gy + WR-1065 660 532 103 21 4 157 238
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ASA ve WR-1065 uygulanan 6rneklerin dogal MN siklig1 tizerine etkisini belirlemek igin
Kontrol, ASA ve WR-1065 MN sikliklar1 Friedman testi ile karsilagtirildi ve gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p= 0,497) (Tablo 8).

Tablo 8. Goniilliilerin Kontrol, ASA ve WR-1065 uygulamalariyla gozlenen MN sikliklari

GONULLU Kontrol” ASA” WR-1065*
AS. 3 2 2
R.S. 4 3 4
T.G. 2 6 1
T.K. 1 1 1
Ortalama =+ sd 25+1,29 3+£2,16 2+1,41
Medyan (25-75 persantil) 2,5 (1,25-3,75) 2,5 (1,25-5,25) 1,5 (1-3,5)
p 0,497
*MN/BN 1000 hiicrede.

Bagimli gruplar arasi (Kontrol, 2 Gy, 4 Gy) karsilastirmalarda tekrarl 6l¢iimlerde varyans
analizi kullanildi. Dozlar ile MN sayis1 arasindaki iliski ise Spearman Korelasyon analiziyle
incelendi. (Tanimlayici istatistikler, ortalama + standart sapma (sd) ve medyan (25-75 persantil)
olarak gosterilmistir). Korelasyon katsayisi r= 0,948 ve p<0,001 bulundu. Doz diizeyleri (Kontrol,

2 Gy, 4 Gy) ile MN sikliklar1 arasinda pozitif yonde kuvvetli iligki oldugu yoniinde degerlendirildi
(Tablo 9).

Tablo 9. Bagimh gruplar MN sikhiklar: karsilagtirma tablosu

GONULLU Kontrol 2 Gy 4Gy
AS. 3 93 331
R.S. 4 116 471
T.G. 3 102 341
T.K 1 73 232
Ortalama + sd 2,75+ 1,26 96 + 18,02 343,75 + 98,07
Medyan (25-75 persantil) 3(15-3,79) 97,5 (78-112,5) 336 (256,75-438,5)
p 0,006

Ikili karsilastirmalarda ise asagidaki sonuclara ulagilmistir.

Kontrol ve 2 Gy gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamh fark vardwr (p=0,002).
Kontrol ve 4 Gy gruplart arasinda istatistiksel olarak anlaml fark vardwr (p= 0,006).
2 Gy ve 4 Gy gruplar: arasinda istatistiksel olarak anlaml fark vardwr (p= 0,009).

38



2 Gy ile ASA ve WR-1065 uygulamalar1 3 goniilliden hazirlanan preparatlarda sayildi.
Ancak 1 goniilliiniin 2 Gy + ASA preparat1 degerlendirilemedigi i¢in 3 goniilliiniin sonuglar
kullanilarak istatistik yapildi. Sonuglar Tablo 10’da verildi. 2 Gy radyasyon dozunda MN siklig1
1000 BN hiicrede ortalama + sd olarak 97 + 21,93 olarak hesaplandi. 2 Gy ile birlikte ASA ve
WR-1065 uygulamalarinda MN siklig1 sirasiyla ortalama + sd olarak 102 + 37 ve 98,67 + 15,04
bulundu. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilemedi (p= 0,864).

Tablo 10. Goniilliilerin 2 Gy, 2 Gy + ASA ve 2 Gy + WR-1065 uygulamalariyla gozlenen MN

sikhiklar:
GONULLU 2 Gy 2 Gy + ASA 2 Gy + WR-1065
AS. - - -
R.S. 116 135 113
T.G. 102 109 100
T.K. 73 62 83
Ortalama =+ sd 97 + 21,93 102 +£3 7 98,67 + 15,04
Medyan (25-75 persantil) 102 (73-) 109 (62-) 100 (83-)
p 0,864

Deney grubunun 4 Gy’lik kolunda 4 goniilliiniin MN frekanslar1 kullanilarak istatistik
hesaplar yapildi. Tablo 11°de verildigi gibi 4 Gy, 4 Gy + ASA ve 4 Gy + WR-1065 gruplarinda
MN siklig1 1000 BN hiicrede ortalama + sd olarak sirasiyla 343,75 + 98,07-262 + 100,89 ve 306
+ 74,02 olarak bulundu. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p=
0,089).

Tablo 11. Géniilliilerin 4 Gy, 4 Gy + ASA ve 4 Gy + WR-1065 uygulamalariyla gozlenen MN

sikhiklar

GONULLU 4 Gy 4 Gy + ASA 4 Gy + WR-1065

AS. 331 181 250

R.S. 471 332 388

T.G. 341 365 350

T.K. 232 170 238
Ortalama =+ sd 343,75 + 98,07 262 + 100,89 306,5+ 73,98

Medyan (25-75 persantil) 336 (256,75-438,5) 256,5 (172,75-356,75) 300 (241-378,5)
p 0,089
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Grup istatistiklerinin disinda ASA ve WR-1065 uygulamalarinin 2 Gy ve 4 Gy de MN
sikligin1 bireysel olarak nasil degistirdigi de asagida formiile gore ayrica hesaplandi. Sonuglar

Tablo 12°de verildi.

2 Gy MN sikligt — ASA MN sikligy
*
2 Gy MN siklig

Degisim Yiizdesi = 100

Tablo 12. ASA ve WR-1065 uygulamalarinin bireysel degerlendirmeleri (Degisim yiizdeleri)

GONULLU 2Gy+ASA” 2 Gy + WR-1065" 4Gy + ASA" 4 Gy + WR-1065"

AS. - 175 1453 1245
R.S. 116,1 129 1295 1176
TG. 16,9 120 17,1 12,7
TK. 1151 1 14,0 126,7 124

*MN degisim yiizdesi, 1. Artig, |: Azalma.
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TARTISMA

Giliniimiizde insanoglu teknolojideki gelismelerle birlikte, saglik, enerji lretimi ve
endiistriyel alanda kullanimi sebebiyle iyonizan radyasyonla siklikla kars1 karsiya kalmaktadir.
Yapilan gesitli bilimsel ¢alismalarla iyonizan radyasyonlarin canli organizma tizerinde kusaklar
boyu aktarilabilen mutasyonlardan, kanser olusumu ve 6liim arasinda genis bir skalada hayati
tehdit edici etkilerinin oldugu gésterilmistir. lyonizan radyasyonlarm insan saghg: iizerindeki bu
olumsuz etkilerine ragmen, tipta gerek goriintiileme de gerekse kanser tedavisinde kullanilmalari
zorunludur. Bu kullanim esnasinda saglikli dokularin korunmasi esastir. Radyasyonla yapilan
tedavilerde tiimor dokusu yok edilirken normal dokularin radyasyon hasarindan korunmasi
mecburidir. Bu amagla tedavi protokollerinde radyoprotektor ajanlar kullanilir. En ¢ok kullanilan
ajan Amifostindir. Amifostin, radyoprotektif etkisini aktif metaboliti olan WR-1065 iizerinden
gosterir.  Kanser hiicreleri alkalen fosfataz enzimini ancak ¢ok diisiik diizeyde
sentezleyebildiklerinden Amifostin-WR-1065 doniisiimii agisindan yetersiz kalmaktadirlar ve
radyasyon sebebiyle olusan yiiksek oksidan ortam sebebiyle olusan hiicresel hasara ve DNA
hasarina uygun yanit verememektedirler. Boylece kanser hiicreleri hiicresel hasar ve DNA
hasarlar1 sebebiyle hiicre 6liimiine siirliklenmektedirler ve tiimor dokusu yok edilmis olmaktadir.

Calismamizda 3 ya da 4 gonilliden alinan kan orneklerinde ASA ve WR-1065
uygulamalarinin 2 Gy ve 4 Gy radyasyon maruziyetinde MN siklig1 iizerine etkileri incelenmistir.

Tek basina ASA ve WR-1065 uygulamalari (Isinlamadan 30 dakika 6nce uygulandi ve
hiicreler 2 kez yikandiktan sonra 1sinlandi) MN’lerin dogal sikliginda istatistiksel olarak anlamli

bir artisa yol agmamustir (p= 0.497) (Tablo 8). Ulasilabilen tiim ¢alisma (12, 13, 58) sonuglari

41



birlikte degerlendirildiginde WR-1065’1n in-vitro sartlarda ¢cok genis bir doz araliginda dogal MN
sikligini arttirmadigi sonucuna vartlmistir.

ASA’nin dogal MN siklig1 {izerine etkisini degerlendiren az sayida ¢alismaya
ulasilabilmistir. Asagida detaylar1 verilen bu ¢alisma sonuglarina gore ASA’nin dogal MN
sikligini etkilemedigi goriilmektedir.

Dandah ve ark.’nim (19), ASA ve Ibuprofenin, meme kanseri hastalar: ile saglikli bireylerin
lenfositlerinde DNA hasari tizerindeki etkilerini arastirdiklart ¢alismada, 500 ng/ml ASA ile 250
ng/ml ibuprofen uygulayarak Komet ve MN analizi yapmuslardir. ASA nin dogal MN sikligini
degistirmedigi bildirmislerdir. Bu ¢aligmaya benzer baska bir ¢alismada da Guma ve ark. (17), 500
ug/ml ASA ile 200 ug/ml ibuprofeni prostat kanseri hastalar ile saglikli bireylerin lenfositlerinde
MN ve komet analizi ile inceleyerek ASA’nin dogal MN sikligin1 etkilemedigini bildirmislerdir.

2 Gy ve 4 Gy radyasyon uygulamalarmin dogal MN sikliklar1 {izerine etkisini
degerlendirdigimizde ise her iki dozun da dogal MN sikliklarini istatistiksel olarak anlamli
derecede arttirdig1 goriilmistiir (p= 0.006) (Tablo 9).

Dikkat ¢eken baska bir husus da 2 Gy radyasyon uygulanan drneklerde MN sikliginin bazi
calisma sonuglarina gore daha diisiik olarak gozlenmesidir. Bizim ¢alismamizda MN siklig1 2 Gy’
de ortalama + sd= 97 &+ 21,93 olarak bulundu (Tablo 10). Diger ¢alisma sonuglarinda ise 153 + 45
(101), 192,4 + 31,0 (96) , 212,08 + 6,9 (12), 220,8 + 21,93 (102), 270 + 19,8 (90), 274 + 53,03
(103), 285 (87), 397 (104) olarak tespit edilmistir. Bunun yaninda Kopjar ve ark. (10) tarafindan
bulunan deger ortalama 89’dur.

Calismamizda 4 Gy radyasyon uygulanan orneklerde bulunan MN siklig1 ortalama + sd
343,75 + 98,07°dir (Tablo 11). Bu sonug da diger ¢alisma sonuglarina gore (417 (96) , 449 (101),
712 (102), 760 (90), 790 (103), 899 (104)) daha diisiik bulunmustur. Bu durumun &rneklem
gruplar1 arasindaki biyolojk c¢esitlilik, 1sinlanma sartlart gibi nedenlere bagli olabilecegi
diistiniilmiisttir. Her iki radyasyon dozunda da elde ettigimiz sonuglar 1sinlamada kullandigimiz
linak cihazi i¢in doz cevap egrisi olusturma gerekliligini ortaya ¢ikarmistir.

Literatiirde, calismamizda ASA’nin radyoprotektif etkisini kiyaslamak i¢in referans
molekiil olarak segtigimiz WR-1065"in, radyasyon sebebiyle olusan oksidatif hiicre hasarini ve
DNA hasarimni 6nleyebildigini gosteren az sayida ¢aligma bulunmustur. Bu sebeple WR-1065’in
yaninda direkt Amifostin  kullanilan ¢alismalar da sonuglarimizi degerlendirmek igin
kullanilmistir. Farkli galisma dizaynlarina sahip bu ¢alismalar kisaca gézden gegirilecek olursa;

Littlefield ve ark. (58) WR-1065in etkisini, insan lenfositlerinde kromozom aberasyon

yontemi ile incelemislerdir. Goniilliilerden alinan lenfositlere 1sinlamadan 30 dakika 6nce 1, 2, 4,
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8 ve 12 mM konsantrasyonda WR-1065 uygulanarak ardindan 3,1 Gy X-isimi ile isinlama
yapilmistir. Deney sonucunda X-isini ile indiiklenen MN olusumunun 1 ve 2 mM’lik
konsantrasyonlarda ~%50 oraninda, 4, 8 ve 12 mM da ise ~%80 oraninda engellendigini tespit
etmistirler. Ayni ¢calismada disentrik analizi de yapilmis, monoenerjetik 1 ve 6 MeV nétronlarla
1isinlanan lenfositlerde disentrik sayilarinda verilen dozla uyumlu olmayan ve ~%70’e (%14-70)
varan azalmaya neden oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismada kullanilan WR-1065 dozlar yiiksek
dozlardir. Bizim ¢alismamizda Amifostinin farmokinetik ¢alismalarinda tespit edilen WR-1065
plazma pik konsantrasyon araliginda (Cmax: 47,5 ila 135 uM) bir konsantrasyon kullanilmistir
(100, 105). Bu galisma sonuglari ile bizim g¢alisama sonuglarini karsilastirdigimizda sonuglar
¢elismektedir. Bu durum kullandigimiz dozun Littlefield’in ¢alismasindaki en diisiik dozun 50 de
1’1 olmasindan kaynaklandig: diistiniilmiistiir.

Cs-137 vy 1simlan ile 1 ve 2 Gy dozlarda WR-1065 ile Amerikan Gingseng (Panax
quinquefolius L.) ekstarktinin radyoprotektif etkisinin incelendigi bir ¢alismada 12 saglikli
goniilliiden alinan kan orneklerine MN testi 0. dakika ve 1sinlamadan sonra 90.dakikada gesitli
dozlarda Gingseng ekstrakti ve WR-1065 uygulanmis ve WR-1065 0.saatte, 1 Gy de %57,5 (1
mM), ve %61,2 (3 mM), 2 Gy de %36,2 (1 mM), ve %54,4 (3 mM) oraninda MN sikliginda
azalmaya neden oldugu gosterilmistir (13). Ayni1 arastirmaci bir bagka ¢aligmasinda ise 40 goniillii
ile yaptigi Amerikan Gingeng’in 1sinlama sonrasi (90.dakika) radyoprotektif etkisini ortaya
koymak icin WR-1065 ile ayn1 deney sartlarinda karsilastirmis ve o calismada da 1 Gy de %42,6
(1 mM) ve %52 (3 mM), 2 Gy de %38,3(1 mM) ve %33,4 (3 mM) olarak bulunmustur (12).

Bizim ¢alismamizda 2 Gy ve 2 Gy + WR-1065 uygulanan grup arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark gézlenmemistir (Tablo 10). Ancak 4 Gy ve 4 Gy + WR-1065 uygulanan grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli olmasa da (p=0,089) (Tablo 11) deney grubuna bireysel olarak
bakildiginda 2 goniilliiniin MN sayilarinda %24,5 ve %17,6 diisiis gozlendigi goriilmektedir. Diger
2 goniilliide ise ¢ok minimal artiglar goriilmektedir (Tablo 12). Bu durumun biyolojik ¢esitlilik
sebebiyle gozlenebilen farklardan ve calismamizdaki goniillii sayisinin gorece az olmasindan
kaynaklandig1 diistinilmiistir. Goniillii sayisinin arttirilmasinin  daha tutarli bir veri elde
edilmesini saglayacagi kanaatine varilmistir.

Karsilastirmada kullanilan ¢alismalarin WR-1065 dozlar1 bizim ¢alismamiza oranla 50 ila
600 kat fazladir. Bu sebepten kullandigimiz dozun Littlefield ve Lee’nin ¢aligmalarina oranla ¢ok
diisiik kalan bir dozda yapildig1 i¢in istatistiksel olarak anlamli bir koruyucu etkiyi gosteremedigi

kanaatine varilmistir.
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Amifostinle yapilan caligmalar1 degerlendirecek olursak;

Kopjar ve ark. (10), Amifostin ve Melatonin’in radyoprotektif etkilerini insan
lenfositlerinde MN ve kardes kromatid degisimi yontemleri ile arastirmiglardir. 7,7 mM Amifostin,
ve 2 mM Melatonin ve bunlarin kombinasyonu ile 30 dakika 6n isleme tabi tutulan hiicreler daha
sonra 2 Gy Co-60 ile 1smlanmislardir. Calisma sonucunda Amifostinin MN sayilarinda %42
azalmaya neden oldugu bildirilmistir. Isinlama 6ncesi Melatonin ve Amifostin uygulamasinin
(Tekli ve kombine) lenfositlerde DNA hasarini 6nledigi ve Melatoninin Amifostine gére daha ¢ok
korudugunu gostermislerdir. Bu ¢alisma 1 kisinin kani kullanilarak yapilmistir.

Mozdarani ve ark. (9) MN yontemi ile, Amifostinin radyoprotektif etkisini alkalen fosfataz
ile ve alkalen fosfataz olmadan, 6 Gy y isinlar1 kullanarak incelemislerdir. Deney sonucunda;
Amifostin uygulamasinin tek basina ve alkalen fosfataz varliginda MN frekansini arttirdigi ancak
bu artigin istatiksel olarak anlamli olmadig: bildirilmistir. Isinlanan kan 6rneklerine 1sinlamadan
15 dakika 6nce ve sonra 2, 4 ve 6 mM dozlarda Amifostin ve/veya 1 IU/ml alkalen fosfataz
uygulamiglardir. Isinlama oncesi (6 Gy) Amifostin uygulanan deney setlerinde sadece 2 mM
Amifostin uygulamast MN sikliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya yol agmis, 4 ve 6
MM Amifostin uygulamalari ise bir azalmaya yol a¢sa da bu oran istatistiksel olarak anlamli
bulunmamigtir. Alkalen fosfataz varliginda ise tim Amifostin dozlar1 radyoprotektif olarak
anlamli degerlendirilmistir. Isinlama sonrast uygulamalarda ise Amifostinin biitiin dozlari
radyoprotektif bulunmustur ve alkalen fosfataz varliginda bu etki artmistir. Bu g¢alismanin
orneklem sayis1 2 kisidir.

Islamian ve ark. (11), Amifostin ve Likopenin radyoprotektif etkisini kromozom
aberasyonu yontemi ile 40 saglikli goniilliiden alinan lenfosit 6rnekleri ile ¢alismiglardir. Deney
planinda, 1sinlamadan 30 dakika 6nce 250 pg/ml (= 1,17 mM) Amifostin ve 5 pg/ml Likopen ile
bunlarin kombinasyonlarint uygulamislar, daha sonra Co-60 y 1sinlari ile 1, 2, 3 ve 4 Gy dozlarda
isinlamiglardir. Deney sonucunda Amifostin’in dozdan bagimsiz olarak sirastyla 1 Gy igin %15,8,
2 Gy i¢in %21,94, 3 Gy i¢in %4,5 ve 4 Gy i¢in %11,6 oraninda disentrik kromozom
aberasyonlarinda anlamli azalma sagladigi gosterilmistir.

Amifostin kullanilan ¢alismalarda Amifostin-WR-1065 doniisiimii doz anlaminda tam
olarak projekte edilemese de Amifostinin radyoprotektif etkisi oldugu goriilmektedir. Bu etkinin
hiicreler tarafindan WR-1065’e metabolize edilmesi sonucu ortaya ¢iktig1 varsayilabilir.

WR-1065 i¢in final olarak; diger ¢alismalarda kullanilan yiiksek konsantrasyonlarin, kiside

herhangi bir toksisiteye yol agmadan veya Amifostinin metabolizma hiz1 (100, 105) g6z Oniine
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alindiginda insanda elde edilmesi zor géziikmektedir. Bu yiizden bizim ¢aligmamizda kullanilan
WR-1065 dozunun olas1 biyolojik sonuglar1 yansitma konusunda diger ¢alisma sonuglarina gore
daha gercekei oldugu kanaatine varilmastir.

Yaptigimiz literatiir taramalarinda bizim ¢alismamizdaki gibi ASA’nin radyoprotektif
etkinligini insan lenfositlerinde MN analizi ile arastiran benzer bir ¢alismaya rastlanilmamustir.
ASA’nin radyasyon kaynakli hasarlar tizerindeki etkisini farkli metodolojilerle ve farkli organizma
ve hiicre tiplerinde inceleyen diger ¢alismalar kisaca sunlardir;

Demirel ve ark. (18), ratlarda akciger dokusunda radyasyon sonucu olusan oksidatif hasarin
engellenmesinde ASA’nin etkisinin olup olmadigini incelemislerdir. Calismada 1sinlamadan 15
dakika once 25 mg/kg ASA ve 200 mg/kg Amifostin uygulanmistir. Ratlara 6 Gy tim viicut
isinlamast  yapilmis ve akciger dokusunda glutatyon (GSH), malondialdehit (MDA),
myeloperoksidaz (MPO), ve nitrik oksit (NO) seviyelerine ve histopatolojik degerlendirmeye
bakarak ASA’nin radyoprotektif etkisi oldugunu bildirmislerdir.

Niikawa ve ark. (106) tarafindan farelerle yapilan bir ¢alismada 0,5 Gy X-isinlart ile
1sinlanan farelere 0,5 mg/kg, 5 mg/kg ve 50 mg/kg konsantrasyonlarda ASA, 1sinlama oncesi ve
sonrast (30 dk.) uygulamas: yapilarak eritrosit ve retikiilositlerde MN’lar skorlanmigtir. Once
uygulamada iyonizan radyasyon hem eritrosit hem de retikiilositlerde MN sayisini tiim dozlarda
azaltmistir. 30 dakika sonra uygulamada ise sadece eritrositlerde MN sayisi azalmis,
retikiilositlerde bir azalma saptanmamustir.

Erkek farelerle yapilan bir diger ¢alismada (22) 2 Gy ve 4 Gy v isinlar ile tiim viicut
1sinlamasi yapilan albino farelere 72 saat o6ncesinde 0,5 mg/kg, 5 mg/kg ve 50 mg/kg ASA
intraperitoneal uygulanmis ve kemik iligi hiicrelerinde kromozomal aberasyonlar
degerlendirilerek ASA’nin  kromozomal aberasyon sayisinda azalmaya neden oldugu
bildirilmistir. Ayni yazarlarin baska bir ¢aligmasinda da ASA’nin sperm hiicrelerinde radyasyon
hasarini azalttig1 bildirilmistir (21).

Calismamizda radyasyon uygulanan deney serilerinde beraberinde ASA uygulamasinin
hem 2 Gy’de hem de 4 Gy’de MN sayilarinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige yol
acmadig1 bulunmustur. Ancak bireysel ham veriler incelendiginde (Tablo 4-5-6-7) 2 goniilliiniin
ASA uygulamalarinin 6zellikle 4 Gy’de MN sikliklarinda WR-1065’e gore daha fazla azalmaya
neden oldugu saptanmistir. Goniillii sayimizin azligi sebebiyle, istatistiksel olarak gosterilemese
de ASA’nin daha biiyiik bir 6rneklem grubuyla ¢alisildiginda MN sayilari iizerine olan etkisinin

ve bu etkinin WR-1065 sonuglarina gore kiyaslamasinin daha tutarli olacagi kanaatine varilmistir.
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SONUCLAR

Calismamizda, ASA’nin iyonizan radyasyonun organizmada olusturdugu DNA hasarii
engelleyip engellemedigi 2 Gy ve 4 Gy X-1sinlar1 kullanilarak, insan lenfosit hiicre kiiltiiriinde MN
yontemi ile arastirildi ve referans ajan olarak radyoprotektif etkinligi kanitlanmis olan WR-1065

ajaniin etkinligi ile karsilastirildi. Elde edilen sonuglar sunlardir:

1. ASA ve WR-1065 uygulanan konsantrasyonlarda, (Sirastyla 25 pg/ml ve 40 uM) dogal
MN sikliginda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige yol agmamuistir.

2. 2 Gy ve 4 Gy uygulamalar1 dogal MN sikliginda istatistiksel olarak anlamli bir artisa
yol agmustir.

3. ASA ve WR-1065 uygulamalari 2 Gy uygulanan érneklerde MN sikliginda istatistiksel
olarak anlamli bir degisiklige yol agmamustir.

4. ASA ve WR-1065, 4 Gy radyasyon uygulamalarinda MN sikliginda istatistiksel olarak

anlaml bir degisiklige neden olmamustir.
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OZET

Bu ¢alisma, Asetil salisilik asitin (ASA) iyonizan radyasyonun olusturdugu DNA hasarini
engelleyip engellemedigini, insan lenfosit hiicre kiiltiiriinde mikronukleus (MN) yontemi ile
arastirmak ve radyoprotektif etkinligi kanitlanmig olan WR-1065 ajaninin etkinligi ile
karsilastirmak amaciyla yapildi.

Bu amagla, goniillii bireylerden vendz kan drnekleri alindi. Isinlama 6ncesi kan 6rneklerine
30 dakika siireyle 25 ng/ml ASA ve 40 pg/ml WR-1065 uygulandi. Uygulama sonrasi hiicreler 2
kez taze medyum ile yikanarak 1ginlama prosediiriine gegildi. Linak cihazinda 6 MV X-iginlar1 ile
2 Gy ve 4 Gy dozlarda 1sinlandi. Kontrol, ASA, WR-1065, 2 Gy, 4 Gy, 2 Gy + ASA, 2 Gy + WR-
1065, 4 Gy + ASA, 4 Gy + WR-1065 olmak tizere 9 tane deney grubu olusturuldu. Isinlama sonrasi
hiicreler kiiltiir ortamlarina aktarilarak 37°C’de 30 dakika karbondioksitli etiivde inkiibasyona
alind1. Kiiltiiriin 44 .saatinde sitokinez asamasinda kiiltiirlere Sitokalazin-B eklendi. Kiiltiir asamasi
68. saatte sonlandirildi. Fiksasyon islemini takiben elde edilen lenfosit hiicreleri Giemsa ile
boyanarak 1sik mikroskobunda 400 biyiitmede MN sayimlari yapilarak istatistiksel
degerlendirmesi yapildu.

Deney sonuglarina gore, segilen konsantrasyonlarda ve deney modelinde ASA ve WR-
1065 uygulamasinin 2 Gy ve 4 Gy dozlarda MN sikliginda istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklige yol agmadig tespit edildi.

Anahtar kelimeler: Mikronukleus, Asetil Salisilik Asit, WR-1065, Radyobiyoloji,
Radyoproteksiyon
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INVESTIGATION OF RADIOPROTECTIVE EFFECTS OF WR-1065 AND
ACETYL SALICYLIC ACID BY MICRONUCLEUS ASSAY

SUMMARY

This study was conducted to investigate whether acetyl salicylic acid (ASA) prevents DNA
damage induced by ionizing radiation using micronucleus (MN) assay in human lymphocyte
culture and to compare with the efficacy of WR-1065 agent, which radioprotective efficacy has
been proven.

For this purpose, venous blood samples were taken from volunteers. Blood samples were
treated with ASA and WR-1065 at final concentrations 25 pg/ml and 40 pg/ml respectively. 30
minutes before irradiation. After the treatment, the cells were washed with medium 2 times and
the irradiation procedure was started. They were irradiated with 6 MV X-rays in the linak device
at 2 Gy and 4 Gy doses. Nine experimental groups were formed as control, ASA, WR-1065, 2 Gy,
4 Gy, 2 Gy + ASA, 2 Gy + WR-1065, 4 Gy + ASA, 4 Gy + WR-1065 After irradiation, the cells
were transferred to culture media and then culture flasks were placed into the CO; incubator at 37
°C. At the 44." hour of culture, Cytochalasin- B was added to the cultures at the cytokinesis stage.
The culture phase was terminated at 68." hours. Lymphocytes obtained following the fixation
process were stained with Giemsa, and MN scorings were made under the light microscope and
statistical evaluation was performed.

According to the results of the experiment, it was determined that ASA and WR-1065
treatments at the selected concentrations and experimental model did not cause a statistically

significant change in the frequency of MN at 2 Gy and 4 Gy doses.
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hafta iginde Rektorliige iletilmesi hususunda bilgilerinizi ve geregini rica ederim.

e-imzahdir
Prof. Dr. Cem UZUN
Rektdr Yardimeist

Ek:Protokol sézlesmesi (2 sayfa)

BELGEN'N ASLt
ELEKTRONIK IMZALIDIF

Evraki Dogrulamak i¢in : hnps://ebys.tmkya.edu.tr/enVision/Validate_Doc.aspx?V=BENUBRYUL

1) ] oy 2019
Adres:Trakya _Univcxsitcsi Rektorligi Idari ve Mali [sler Daire Bagkanlg Balkan Bilgi igin: Cennet AYYILDIZ
Yerleskesi Edirne 22030 Unvan: Bilgisayar [sletmeni



06.05.2019 Trakya Universitasi BAP Otomasyonu

T.C. TRAKYA UNIVERSITEST

BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERT SOZLESMEST

1-PROJE BASLIGI - —
WR-1065 ve Asetil Salisilik Asitin Radyoprotektif Etkinliginin Mikronlkleus Yéntemi ile Arastinlmasi
2-PERSONEL BiLGILER] 7
= Adi ve Soyadi ~ |unvam Telefon =

Proje Yoneticisi Prof.Dr. Mustafa Cem UZAL |Prof.Dr. (284)236-1074
Aragtirmacilar |Blo. Aydofan YALCIN Blo. 1{284)235-7651
3-pROJEBUTCESE == -
Techizatin Tanim : | Detay listesi ektedir.

= Ekonomik Kod _ Toplam Fiyat: (TL)
| 03.03 Yolluk -

03.05 Hizmet Alimi i

03.02 Tﬂkeﬂmc_!ﬁnelik Mal ve Malzeme Alimi . 14,965.00

| 03.07 Menkul Mal, Gayrimaddi Hak Alm, Bakim ve Onarim Giderleri
06.01 Mamul Mal Alimi
06.03 Gayrimenkul Hak Alim,Yazilim Alimlar

 TOPLAM ODENEK 14,965.00
3-PROJE GELiSIMI e = 2
1.Projenin Kabul Tarihi:
30-04-2019
2.Projenin Baslama Tarihi :06-05-2019 1.Ara Rapor : ().541(;:019 SONUG 2 tisnniiiniiasrases (+ /=)
3.Projenin Bitis Tarihi : 06-05-2020 Sonug Raporu ; 05-05-2020 SONUG ! \vovevviiiiinnan, FL)
4.Projenin Siiresi: 12 Ay

5.1LGiLi BOLOM VE FAKULTE: B
TIP FAKULTESE / om}:.t TIP BiLIMLERL nmov@ﬁ
6.PROJENIN UYGULAMASI

1. Bu proje 2547 sayill YOK Kanununun 4684 sayll Kanunla dedlgik S8.maddesi geredince, Yiuksekogretim
Kurumlar Bilimsel Aragtirma Projeleri Hakkinda Yonetmelik ve Trakya Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri
Uygulama Yénergesi cercevesinde yorGtilir,

2. Proje slresinde ve harcama fasillannda Rektariik onay) alinmadan degisiklik yaplamaz.

3. Proje Yoneticisi her 6 ayin sonunda gelisme raporunu, BolGm Bagkanhidr ve ligill Dekanhk veya Enstity
MGdGriugu araahd ile Rektorlide iletmekle yukamigdir,

4. Projelerden alinan teghizat tim d@retim dyelerinin kullanimina aciktr,
5. Bir ay gegtiji halde gelisme raporu verilmemis veya sUresi bitmis olup sUre uzatimi talebinde bulunuimamsy

projeler iptal edilir. Bakiye ddenek, BAP Komisyonu tarafindan kabul edilecek yeni projelere tahsis edilir veya
difer projelere aktaniir,

Adi-Soyadi Tarih tmza
Proje Yénaeticisi : Prof.Dr, Mustafa Cem UZAL 4. 05. 2019

Komisyon Ozkam

Prof. Dr. Ceor WZ14M
Rektdr Yacamees)



