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Doktora Tezi
Mirisetin’in Insan Lenfosit DNA’s1 Uzerindeki Radyoprotektif Etkisinin Incelenmesi
T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal1

OZET

Bu calismada, bir flavonoid olan Mirisetin’in insan lenfosit DNA’s1 icin
radyoprotektif olup olmadigi arastirilmistir. Bu amagla, goniillillerden alinan kan
ornekleri ile Mikronukleus, Komet ve ELISA deneyleri yapilmistir. Her deney serisi
icin kontrol, DMSO, 100 uM ve 200 uM Mirisetin, 0.5 Gy ve 2 Gy radyasyon dozlari
ile Mirisetin ve radyasyonun birlikte uygulamalarinin sonuglari analiz edilmistir.

Mikronukleus deneyleri i¢in kan 6rnekleri Mirisetin ve radyasyon uygulamalarini
takiben 68 saat kiiltiire alinmis ve sitokinez asamasinda Sitokalazin-B ile durdurulan
hiicreler 151k mikroskobu ile degerlendirilmistir. Deney sonuglarina gore, 100 uM ve
200 uM Mirisetin uygulamasinin 0.5 Gy ve 2 Gy dozlarda radyasyonun hasar verici
etkisini azalttig1 gozlenmistir.

Komet deneylerinde 2 farkli protokol uygulanmistir: Alkali ve FPG Komet
yontemleri. pH>13 Alkali Komet DNA’daki tek ve ¢ift zincir kiriklarini tespit etmek
icin, FPG komet ise radyasyon nedeni ile meydana gelen oksidatif DNA hasarlarini
belirlemek amaciyla kullanilmistir.

Komet deney sonuglarmma goére, 100 uM ve 200 uM dozlarda Mirisetin’in
kendisinin de DNA’da ileri diizeyde kiriklara neden oldugu tespit edilmistir. Bu
nedenle, bu calismada uygulanan deney kosullari ile Mirisetin’in radyoprotektif

etkisinin degerlendirilmesinde saglikli bir sonu¢ elde edilemeyecegi kanisina

varilmistir.
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ABSTRACT

In this study, it is investigated that Myricetin which is a flavonoid is whether
radioprotective for human lymphocyte DNA or not. For this purpose, Micronucleus,
Comet and ELISA assays were carried out with blood samples were taken from
volunteers. For each experiment series, results were analyzed as control, DMSO, 100
uM and 200 uM Myricetin, myricetin with doses of 0.5 Gy and 2 Gy irradiation
together.

Blood samples were cultured for 68 hours followed by myricetin and radiation
applications and cultures were blocked by Cytochalasin-B at cytokinesis stage and cells
were evaluated by light microscopy for Micronucleus assays. According to the test
results, it was observed that the application of 100 uM and 200 uM Myricetin at 0.5
Gy and 2 Gy doses reduce damaging effect of radiation .

Two different protocols were applied in Comet Assays: Alkaline and FPG
Comet methods. pH>13 Alkaline Comet was used to detect single and double strand
breaks of DNAs, as for FPG Comet, it was used to determine oxidative DNA damage
induced by radiation.

According to Comet Assay results, it was determined that myricetin also itself
causes breaks highly on DNA at 100 uM and 200 uM doses. Therefore, it was
concluded that no accurate results is able to obtain to evaluate the radioprotective

effect of Myricetin in the test conditions applied in these assays.
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keV kilo elektron Volt

MeV Mega elektron Volt

RBE Rolatif Biyolojik Etkinlik

MYH MutY homolog 1 Geni

0GG1 8-oksoguanin DNA Glikozilaz Geni
ACE Anjiyotensin Dontistiiriicii Enzim
FeENTA Ferrik nitrilo triasetat

Cuzn SOD Bakir Cinko Siiperoksit Dismutaz
MnSOD Mangan Siiperoksit Dismutaz

GPx Glutatyon Peroksidaz
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Caco-2 Insan Epitelial Kolorektal Adenokarsinom Hiicreleri
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BOLUM 1

GIRIS

Radyasyon, hayatimizin pek ¢ok alaninda karsimiza c¢ikmasima ragmen
genellikle insanlar tarafindan tedirginlikle yaklasilan bir kavramdir. II. Diinya
Savasi’ndaki atom bombasi deneyimleri ve c¢esitli radyasyon kazalari sonucu ortaya
cikan dramatik goriintiiler, insanlar {lizerinde radyasyonla ilgili izleri silinemeyecek
boyutta tedirginlik yaratmistir ve yaratmaktadir. Bu sebeple, sonuglar1 zaman zaman
cok biiylik insan kitlelerini etkileyebilen radyasyon hasarinin engellenmesi ya da hasar
meydana geldikten sonra hasarin tamir edilebilmesi tibbi olarak 6énemli bir problemdir.
Buna ek olarak radyasyonun kontrollii bir bigimde tedavi hizmetlerinde kullanima
girmesi, radyasyondan koruyucu maddelerin arastirilmasi isini daha da gerekli hale
getirmistir.

Radyasyon, genel olarak enerjinin uzayda dalgalar ya da tanecikler (foton)
halinde yayilmasi olarak tanimlanmaktadir. Iyonlastirict ve iyonlastirict olmayan
radyasyon olmak iizere ikiye ayrilir. Iyonlastirici radyasyon, iginden gectigi hiicrede
iyonlasma ve uyarilma olaylarina neden olarak canli organizmaya hasar
verebilmektedir.

Iyonlastiric1 radyasyonun hiicre iizerindeki etkileri direkt ya da indirekt yolla
meydana gelebilir. Direkt etkide, radyasyon hiicre bileseninin kendisi tarafindan
absorblanmakta ve hasar olusmaktadir. Indirekt etkide ise radyasyon hiicredeki diger
molekiiller, Ozellikle su tarafindan absorblanmakta ve sonugta serbest radikaller
meydana gelmektedir. Bu etkide hiicre bilesenlerine hasar veren serbest radikallerdir
[1].

Radyasyonun hiicredeki en kritik hedeflerinden biri DNA’dir. DNA’da tek zincir
ya da ¢ift zincir kiriklar1 seklinde hasarlar olusturabilmektedir. Bu hasarlar DNA



molekiiliiniin kalip 6zelligini de bozdugundan, sessiz mutasyonlar ile hiicre Oliimii
arasinda genis bir yelpazede etkisini gostermekte, sonunda kansere, 6liimle sonuglanan
Klinik tablolara sebep olabilmektedir [1,2].

Bu nedenle radyasyona maruz kalinacaginin bilindigi hallerde, gerek
radyasyonla calisanlarda gerekse radyoterapi alanlarda, saglikli dokularin korunmasi
amactyla radyasyona yonelik bir takim koruyucu Onlemlerin alinmasi zaman zaman
gerekli olmaktadir. Bu amacla 6zellikle radyoterapide Amifostin basta olmak iizere
sinirlt sayida bazi ajanlar kullanilmaktadir. Ancak arastirmacilar halen yan etkileri az,
daha etkin, uygulamasi kolay, uygun aday molekiilleri arastirmaya devam etmektedirler.

Radyoprotektif etkileri agisindan incelenen en Onemli gruplardan birisi de
bitkisel kaynakli flavonoidlerdir ve bu molekiiller 6zellikle serbest radikal temizleyici
etkileri sebebiyle olduk¢a onemsenmektedirler. Kersetin, luteolin, apigenin ve diger
bazi flavonoidlerin radyasyonun hasar verici etkilerini azalttigina dair c¢aligmalar
bulunmaktadir [3,4,5]. Flavonoidlerin radyoprotektif etkilerini de serbest radikalleri
ortamdan uzaklastirarak gerceklestirdikleri bu ¢alismalarda belirtilmistir.

Mirisetin (3,3°,4°,5,5°,7-heksa hidroksi flavon) flavonol grubu bir molekiildiir.
Bu molekiiliin hiicreleri serbest radikallerle olusan hiicre hasarindan korudugu ¢esitli
arastirmalarda ortaya konmustur [6,7,8]. Mirisetin’in antioksidan 0zeliginin yan1 sira,
anti-kanser, anti-diyabetik ve benzeri terapotik olabilecek 6zellikleri oldugu da
bildirilmektedir [9]. Ancak yaptigimiz inceleme sonucu hiicrede pek ¢ok agidan etki
gosterdigi ileri stirlilen mirisetin’in radyoprotektif etkisine dair bir ¢alismanin heniiz
literatiirde yer almadig1 gdzlenmistir.

Bu nedenle, iyonlastirict radyasyon nedeniyle olusan serbest radikallerin
mirisetin tarafindan etkisiz hale getirilebilecegi ve bdylece radyoprotektif etki
gosterebilecegi teorisinden yola ¢ikilarak, Mikronukleus (MN) ve Komet yontemleri ile

mirisetin’in radyoprotektif etkisinin arastirilmasi amaglanmastir.



BOLUM 2

GENEL BILGILER

2.1. RADYASYON

2.1.1. Radyasyon
19. ylizyilin son ¢eyreginde Rontgen’in X 1sinlarini kesfi ve hemen ardindan
bir¢ok arastirmacinin radyoaktivite ile ilgili ¢aligmalar1 radyasyonu bir daha ¢gikmamak
lizere insan hayatina sokmustur. Bundan sonra insanlar radyasyonu hem bariscil
amaglarla hem de askeri amaclarla ¢esitli sekillerde kullanmislardir.
Tibbi sagaltimdan, insaat sektoriine kadar ¢cok genis bir kullanim alanina sahip

olan radyasyonun baslica kullanim alanlar1 séylece 6zetlenebilir:

Tip alaninda;
¢ Tanisal radyolojide goriintiileme sistemleri,
e Kanser tedavisi,
e Transflizyon kanlarinin 1ginlanmasi,
¢ T1bbi aletlerin sterilizasyonu.

Niikleer reaktorlerde;
e Temel niikleer fizik deneyleri,
e Tipta ve endiistride kullanilan radyoniiklidlerin yapima,
e Elektrik iiretimi.

Endiistriyel radyografi;
e Ucak yapiminda, petrol ve dogalgaz boru hatlarinda kaynak noktalariin kontrolii.

Yerkabugu incelemelerinde;
e Yer kabugunun jeolojik yapisinin tespiti,

e Yenilenebilir hidrokarbon kaynaklarinin durumu hakkinda bilgi edinme.



Zararh boceklerin yok edilmesinde;

e Diisiik dozlarda kisirlastirma, yiiksek dozlarda oldiirticii etki.
Giimriik ve ulasim giivenligi servislerinde;

e Kargo ve bagaj goriintiileme,

e Sarbon etkeni i¢in posta temizligi.
Yiyecek iiretiminde;

e Hazir et, tavuk, siit, sebze, bakliyat vs. {liretiminde her tiirlii mikroorganizmanin yok
edilmesi.
Atik kontroliinde;

e Hastane ve ev atiklarinin dogaya salinmadan dnce hastalik etmeni olabilecek biyolojik
materyalin etkisiz hale getirilmesi.
Kimya endiistrisinde;

¢ Bazi endiistriyel materyalin (polietilen, lastik yapistiricisi) kimyasal modifikasyonu.
Askeri amach;

e Fizyon veya fiizyon bazli silah yapiminda [10].

Insan hayatinda bu kadar énemli bir rolii olan radyasyon, Tiirk¢e anlamu ile
1s1n1m, genel olarak enerjinin uzayda dalgalar ya da tanecikler (foton) halinde yayilmasi
olarak tanimlanabilir. Enerjisine gore iyonlastirici ve iyonlastirict olmayan olarak ikiye
ayrilmakla birlikte pratikte radyasyon denildiginde “iyonlagtirict” radyasyon
anlasilmaktadir. Bu metinde de “radyasyon” iyonlastirict radyasyon anlaminda
kullanilacaktir.

Radyasyonun iyonlastiric1 etkisi; radyasyon enerjisinin biyolojik materyal
tarafindan absorblanmasi sonucu meydana gelir. Absorbsiyon sonucu atom ya da
molekiiller gelen radyasyonun enerjisine gore iyonlasma ve /veya uyarilma olaylarina
maruz kalir. Uyarilma, absorblanan radyasyon enerisinin etkisiyle, atom ya da
molekiiliin eneriyi absorblayan elektronunun, bulundugu yoriingeden daha yiiksek enerji
diizeyindeki (yani daha distaki) yoriingeye gecmesine denir.

Atomun stabil halinde cekirdekteki proton sayisina esit sayida elektronlar (1.
yoriingede 2, 2. yoriingede 6 vb.) yoriingeler tizerindedir. Elektronun bag enerjisinden

daha yiiksek bir degerde enerjiye sahip olan foton bu elektronlardan birini atomdan



koparir. Artik negatif yiiklii bir elektronla pozitif yiiklii bir yap1 vardir. Bu iyonizasyon
olayidir.(Sekil 2.1).

Cekirdek Cekirdek

Uyarilmig Hal fyon Hali

Sekil 2. 1. Atomun Enerji Absorbladiktan Sonraki Halleri [11]

Radyasyon ¢ogunlukla:(a) Pargacikli radyasyon (b) Elektromanyetik ya da dalga
radyasyonu olmak iizere iki ayr1 sinifta incelenebilir [12].
a) Parcacikhh Radyasyon
-0, (Alfa) Pargacig1 (He Cekirdegi)

-B (Beta) Pargacigi (Elektron)
-Protonlar

-Notronlar

-Agir Yiiklii Iyonlar

b) Elektromanyetik Radyasyon
-X Isinlari

-y (Gama) Isinlar1



A

Artan Enerii

IAVAVAVAVAVANVANAN

Azalan Dalgaboyu -
0.001nm 0,01 nm 10nm  1000nm 00lecm lcm im 100 m
1 1 1 1 A 1
Gamma Igmlan X Ismnlan UV || Kuzlotesi Radyo Dalgalan
Radar TV FM AM

pp—— —

400 nm 500 nm 600 nm 700 nm

Sekil 2.2. Elektromanyetik Enerji Spektrumu [13]

Calismamizda kullanilan vy 1s1nlar1 elektromanyetik radyasyon grubunda yer alir.
v 1sinlan radyoaktif bir c¢ekirdegin kararli hale ge¢meye calisirken pargalanmasiyla
aciga ¢ikan foton karakterli enerjinin ¢ekirdekten disar1 atilmasiyla olusur. y 1ginlarinin
dalga boyu 102 metredir (Sekil 2.2). Elektromanyetik dalgalar daima ayni hizda
hareket ederler ve bu hizin degeri 3.108 m/sn yani 151k hizidir [2].

60
97Co ) 281MeV
o
5.62 — 031 MeV 3 » 2.50 MeV
K L17TMeV ~;
., 1.33 MeV

\ 1.33 MeV v,

SONi

0 Temel Seviye

Y

Sekil 2.3. Kobalt 60 Salinimi [1]



Deneylerimizde kullandigimiz vy 1sinlari radyoterapide kullanilan Co-60 (Kobalt-
60) (Sekil 2.3) kaynagindan elde edilmektedir. Radyoaktif Co-60 ticari kullanim igin
niikleer reaktorlerde, lineer akselaratorlerde aktif olmayan kobalt elementinin
noétronlarla 1s1nlanmasi sonucu meydana gelir. Co-60 maksimum enerjisi 0.31 MeV olan
bir B bozunumu yapar, geri kalan 250 MeV’lik enerjisini 1.33. ve 1.17 MeV’lik iki
gama fotonunu atarak stabil Nikel-28’¢ dondisiir[1]. Radyoaktif olmayan kobalt ise
dogada ¢esitli minerallerin yapisinda bulunan, atom numarasi 27, atom agirligi 58,9

olan bir elementtir [14].

2.1.2. Radyasyon Kaynaklari

a. Dogal Radyasyon Kaynaklari

Insan bedeni pek c¢ok dogal yoldan radyasyona maruz kalmaktadir. Dogal
1sinlanma kaynaklari; kozmik radyasyon, yeryiizii kaynakli radyasyon, solunum ve
besinlerle alinan radyasyon seklinde siniflandirilabilir. Diinya genelinde bu dogal
kaynaklardan yillik absorblanan doz miktar1 kisi basina ortalama 2,4 mSv* olarak
hesaplanmistir (Min.1 mSv-Maks. 10 MSv) [15].

b. Yapay Radyasyon Kaynaklari

Insanlar dogal kaynaklar disinda 6zellikle saglik hizmeti alirken gesitli sebeplerle
radyasyona maruz kalmaktadirlar. Gerek tani koyma asamasinda (direkt grafi,
tomografi, sintigrafi vb.) gerekse tedavi maksatli (radyoterapi uygulamalari), radyasyon
saglik hizmetlerinde olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica ¢esitli alanlarda
yapay kaynaklarla c¢alisan personelin calisma sartlar1 nedeniyle veya radyasyon
kazalariyla absorbladiklar1 dozlar da bu gruba girer. Siiphesiz bu dozlarin gerek
vatandaslar ve gerekse calisanlar i¢in kabul edilebilir seviyede olmasina 6zel bir 6nem

verilir.

Tipta Radyasyon Kullanimi
Radyasyon tipta gerek tanisal, gerekse tedavi amacli olarak yillardan beri

kullanilmaktadir. Amaca gore, kullanilan radyasyon, pargacik radyasyonu veya

* Sievert (Sv):Biyolojik doz miktar1. Uygulanan radyasyon miktarinin canlida olusturdugu etkinin ifade
bi¢imidir. Sv= Absoblanmis Doz (Gray) x Rélatif Biyolojik Etkinlik (RBE:Q) seklinde tanimlanir|1].



elektromanyetik radyasyon olabilir. o pargacigi yayan bir kaynagin hipofiz timoriiniin
icine dogrudan konularak hipofizektomi igin kullanilmasi [16], beta parcacig
kaynaklarinin PET (Pozitron Emisyon Tomografisi) taramasinda radyoaktif izci izotop
olarak kullanilmas1 bu kullanimlara 6rnek olarak verilebilir [17].

Elektromanyetik radyasyon olan X ve vy 1sinlar1 da tani ve tedavi amagli genis bir
kullanim alanina sahiptirler. Ornegin; X 1smlar1 direkt grafilerde, tomografide,
kullanilmaktadir. Uygulamaya gore dozlar degisebilmektedir, ancak tanm1 amacl
kullanilan dozlar olduk¢a diisiik dozlardir. Ornegin; Postero-anterior akciger grafisi
0.4-1.5 mGy (Gray), dis grafisi 5-7 mGy vb. [18]. Gray absorblanmis radyasyon dozu
birimidir. Eskiden gram basimna 100 erg’lik absorblanma 1 rad olarak kabul edilirdi.
Yeni sistemde kullanilan Gray’in 100 rad karsilig1 oldugu bilinmektedir[1].

Insanlar radyoterapi amacl uygulamalarda ise ¢ok daha yiiksek dozlara maruz
kalmaktadirlar. Verilen doz (fraksiyone doz) 1.8-2.0 Gy arasinda degismektedir. Bu doz
hastalara hekimin Ongordigi sekilde oOrnegin; haftanin 5 gini gilinliik olarak
verilmektedir. Ancak hastalarin toplamda aldiklar1 doz ise 75 Gy seviyesine
ulasabilmektedir [1].

(Not: Elektromanyetik radyasyonlar olarak ifade ettigimiz X ve 7y isinlar1 arasinda
ozellikleri agisindan higbir fark yoktur. Sadece y 1s1nlar1 ¢ekirdek orijinlidir ve bozunan

radyoaktif ¢cekirdekten ¢ikar.)

2.1.3. Radyasyonun Biyolojik Etkileri

Canlilar, organizmanin tamamini olusturan sistemler, sistemleri olusturan
organlar, organlar1 olusturan dokular ve dokular1 olusturan hiicrelerden meydana
gelmektedirler. Radyasyonun canli organizmada etkilerinin ortaya c¢ikmasi igin
oncelikle enerjisini hiicreye aktarmasi ve organizmanin toplamda zarar gormesi i¢in ise
yeterli sayida hiicrenin etkilenmesi gerekir.

Radyasyon biyolojik sistemlerde tiim molekiiller i¢in 6nemli bir hasar verici
etmen olmakla birlikte hiicredeki en kritik hedefi DNA’dir. DNA iizerindeki etkisi
direkt veya indirekt yoldan meydana gelebilir.

Radyasyon enerjisi DNA gibi ¢cok énemli bir makromolekiilde veya RNA ya da
0zel bir enzimde fiziksel bir olaya neden olmussa bu etkiye radyasyonun direkt etkisi
denir. Direkt etkide; radyasyon hiicredeki 6nemli biyomolekiillerde iyonizasyon ya da

uyarilmaya neden olur. Baglayan fiziksel ve kimyasal siire¢ sonugta hiicrede hasara



neden olur. Yiiksek LET’li (Lineer Enerji Transferi) parcaciklarin biyolojik materyal ile
etkilesmesinde direkt etki daha baskindir [1,2].

Eger radyasyon enerjisi, biyolojik molekiil tarafindan degil, o biyolojik yapinin
icinde bulundugu basta su molekiili olmak fiizere diger ortam molekiilleri ile
etkilesmeye girmisse, biyolojik molekiil bu olaydan indrekt olarak etkileneceginden, bu
tip etkilenmeye radyasyonun indirekt etkisi ad1 verilir[1]. Bu etkide radyasyon, 6zellikle
su ile etkilesip serbest radikal olusumuna neden olur. Radyasyonun su ile etkilesiminde,
cok kisa omiirlii ancak ¢ok reaktif olan HoO" ve OH: gibi radikaller a¢iga ¢ikar. Serbest
radikaller kararli yapilar olmadiklarindan ¢evrelerindeki tiim kimyasal baglara saldirip
kararli hale gegmeye calisirlar (Sekil 2.4) [20]. Bu etkilesimde hiicre yapilarina zarar
veren, serbest radikallerdir. Biyolojik hasarlarin yaklasik %/3’si diisiik LET’li
radyasyonlar (Orn: X 1smnlari, y 1sinlar1) tarafindan indirekt yoldan serbest radikal
olusumuyla meydana getirilirler [21].

Radyasyonun meydana getirdigi biyolojik etkilerin tanimlanmasi bakimindan
onemli bir kavram olan LET (Lineer Enerji Transferi), radyasyonun yolu boyunca birim
mesafede maddeye transfer ettigi enerji miktaridir ve keV/um seklinde tanimlanir.
Elektromanyetik radyasyonlarin madde ile etkilesmesinin ihtimaliyet prensibine bagl
oldugu ve pargacik radyasyonlarinin madde ile etkilesmesinin ise pargacik biyikligi,
enerjisi ve yiki ile ile iliskili oldugunu g6z Oniine aldigimizda, LET’in her tip
radyasyon i¢in farkli oldugu anlagilir. Co-60 kaynakli y iginlarnin LET degeri kabaca
0.3 keV/um olarak kabul edilir. (Tablo 2.2). Diisiik LET’li 1sinlar arasinda yer alir.
Pargacik tipi radyasyonlar ise yiliksek LET’li radyasyonlar olarak bilinir ve
elektromanyetik radyasyonlara oranla maddeye daha fazla enerji aktarip daha fazla
iyonlagmaya neden olurlar. Enerji maddede absorblanmis olarak kalir. Bu nedenle

yiiksek LETli radyasyonlarin hiicreye verdigi hasar daha fazladir.
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Sekil 2.4. Radyasyonun Direkt ve Indirekt Etkisi [17]

Bir organizmada radyasyonun biyolojik etkilerinin ortaya ¢ikmasi birbirini takip

eden 3 temel asamada gergeklesmektedir (Sekil 2.5).

1. Fiziksel Asama: Hiicrenin radyasyona maruz kaldig: ilk andaki etkileri kapsar.
Yaklasik 10718 saniyelik bir zaman dilimidir. Radyasyon enerjisi hiicre bilesenlerinde
iyonizasyona neden olur. Iyonize olan molekiiller diger molekiillerle etkileserek
zincirleme bir iyonlagsma baslatirlar.

2. Kimyasal Asama: Birkag saniyelik bir zaman dilimini kapsar. Ik asamada meydana
gelen iyonlagma tirtinleri hiicrenin organik molekiilleri ile etkileserek yikima neden
olurlar.

3. Biyolojik Asama: Dakikalar ila yillar siirebilen bir zaman dilimidir. Biyolojik
asamanin degerlendirilmesinde akut-kronik etkiler, absorblanan doz diizeyi, 6liimciil
ya da o6liimciil olmayan etkiler, somatik ya da kalitimsal etkiler, hiicresel boyut ya da
organizma boyutu gibi ¢esitli siniflamalar kullanilabilir.

Bu asamada hiicresel boyutta gozlenebilecek etkiler su sekilde siralanabilir:

e Herhangi bir etki gozlenmez.

e Boliinmede gecikme meydana gelir.

e Apoptoz gelisir.

e (Cogalma kusurlar1 gozlenir. (Hiicre boliinmeye karar verdigi zaman ilk ya da

sonraki mitozlardan birinde o6liir. )
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e Genomik kararsizlik gézlenir.

e Mutasyon meydana gelir. Hiicre yasar ama genomu degismistir.

e Transformasyon olur. Hiicre yagsar ama mutasyon fenotipte degisiklige neden olur
ve bu genellikle kanserle sonuglanir.

e Seyirci (Bistander) etkisi meydana gelir. Isinlanmis hiicre 6biir hiicrelere sinyal
gonderir ve onlarda hasara neden olur.

e Adaptif yanit gozlenebilir. Isinlanmis hiicreler reaksiyona karsi uyarilmistir ve
sonraki 1sinlamalara kars1 daha direngli olurlar [22].

Organizma boyutunda ise doza bagl gozlenebilecek saglik etkileri Tablo 2.1°de
verilmigtir.

Radyasyonun akut ve kronik siirecte biyolojik etkilerinin degerlendirilmesinde
farkli biyolojik belirteclerden faydalanilabilir. Doku enzimleri, metabolitler veya
lenfositler, sperm gibi hiicre populasyonlarinda seviye degisiklikleri, kromozomal
aberasyonlar bu belirteclere drnek verilebilir.

Radyasyon akut etkileri maruziyeti takiben (doza gore, kaza ya da tedaviden
sonra) birkag saatle bir kag giin i¢inde goriilebildigi gibi, 1sinlanmadan haftalar sonra da
ortaya gikabilir. Ornegin serum amilaz seviyesinin artmasi ilk birkag saatle birkag giin
arasinda goriilebilirken, laktat dehidrogenaz seviyesinin veya c¢inko protopfirin
seviyesinin artis1 1sinlanmadan birka¢ hafta sonra goriilebilir. Radyasyon sebebi ile
hemogramda meydana gelen degisiklikler de doza bagli olarak farkliliklar gosterir. 0.5
Gy’lik akut tlim viicut 1sinlanmalarin altinda anlamli degisiklikler goriilmezken, 1-2
Gy’lik akut tiim viicut 1sinlanmalarinda ilk 48 saat i¢inde lenfosit sayilari yaklasik % 50
azalir. Insan kemik iliginde, 5 Gy sonras1 3-4. giinlerde, 2-4 Gy sonrasi 5-7. giinlerde
total ¢ekirdekli hiicre sayis1i minimuma iner [23].

3-4 Gy’lik tim viicut 1sinlamasinda Prodromal Radyasyon Sendromu
gozlenirken, absorblanan doz 10 Gy’e kadar olan durumlarda hemopoetik sistemin
¢okmesi, 10-100 Gy’lik 1sinlamalarda gastrointestinal sistem harabiyeti, 100 Gy civar
ve lzeri 1ginlamalarda ndorolojik sistem harabiyeti kisiyi Oliime gdtirmektedir.
Absorblanan doz 100 Gy iizerindeyse 6liim 48 saat icerisinde gerceklesmektedir (Tablo
2.1).

Radyasyonun kronik etkileri ise, maruziyetten yillar sonra ortaya ¢ikan ve bazen

sonraki kusaklara aktarilabilen etkileridir. Genetik degisiklikler, karsinojen etki, omiir
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kisalmasi, aplastik anemi ve katarakt olusumu kronik etkilere 6rnek olarak verilebilir

[1].

Tablo. 2.1. Uygulanan Doza Bagli Olarak Gozlenen Saglik Etkileri ( Akut Radyasyon
Sendromu) [24,25]

S
S Belirgin L -
g Doz Prodromal faz Latent faz Hastalk fazi Iyilesme/Oliim
(2]
¢ 10-100 Gy -Anoreksi, ciddi | -Sindirim Bitkinlik,
bulanti, kusma, kanalindaki anoreksi, LD100:10 Gy
Bazi semptomlar | kramplar ve ishal | hiicreler 6liir, ciddi ishal, ates,
6 Gy kadar diisiik ancak hasta iyi dehidratasyon,
Tg dozda gelisebilir. e Birkag saat gorinir ve elektrolit
z i¢inde gelisir. iyi hisseder. dengesizligi,
2 enfeksiyon ve
S e 2 giin kadar o 1 haftadan oliim.
% stirer. daha kisa siirer.
O eMaruz kaldiktan
2 hafta i¢inde
6lim meydana
gelir.
e 0.7-10 Gy Anoreksi, -Kemik ligindeki | Birkag hafta - LD50/50: 2.5-
Hafif semptomlar | bulanti-kusma. kok hiicreler i¢inde tiim kan 5Gy
Oliir, ancak hasta | hiicrelerinde
(0.3 Gy’de de e Isaatile 2 giin | kendisini iyi diisme goriiliir. Cogu vakada,
gelisebilir). icinde baslar. hisseder ve iyi Anoreksi, ates, kemik iligi
« gOriiniir. bitkinlik gorilir. | hicreleri ilikte
= e Dakikalar- Olimiin esas yeniden
S glinler siirer. e 1-6 hafta siirer. | nedeni diizelmeye
g enfeksiyon ve baglar.
2 kanamalardr.
¢ Birkag hafta- 2
e Cogu oliimler | yila kadar biiyiik
maruziyetten oranda diizelir.
sonra birkag ay
icinde meydana
gelir.
e 50 Gy Sinirlilik, Hasta kismen Ishal,
— konflizyon, ciddi | fonksiyonel Konviilzyon, Iyilesme yok.
g (Bazi bulant1, kusma olarak doner. Koma
Z | semptomlar ve ishal, biling
= | 20 Gy kadar kaybz, ciltte e Saatler eMaruz kaldiktan
£ | diisiik dozda yanma duygusu stirebilir ancak sonra 5-6 saatte
n
< | meydana daha kisa da baglar. Maruz
£ | gelebilir) e Dakikalar siirebilir. kaldiktan sonra 3
3 icinde gelisir. giin i¢inde 6liim
= o Dakikalar- meydana gelir.
saatler siirer.
LD: Lethal doz (Oldiiriicii doz); LD50/50: 50 giinde % 50 8ldiiriicii doz, LD100: % 100 5ldiiriicii doz
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Hiicrelerin toplu olarak cevaplar1 doku, organ, sistem ve en son olarak da
organizmanin yanitint yani kiginin saglik durumunu belirleyen ana faktordiir.
Radyasyon direkt ya da indirekt yoldan etkilese de hiicrede biyolojik etkilerin ortaya
cikmasi i¢in gegilmesi gereken siire¢ benzerdir (Sekil 2.5).

Son asamada hiicrenin hayatta kalabilme kabiliyetine gore yapilan siniflama ise
sOyledir:

e Oliimciil hasar: Geri déniissiiz, diizeltilemez ve hiicrenin ya da organizmanin
6liimiiyle sonlanur.

e Oldiiriicii diizeyin altinda hasar: Ek bir hasar meydana gelmezse saatler icinde tamir
edilebilir.

e Potansiyel oOliimciil hasar: Hiicreler bolinmeye gitmezse tamirle eski normal
hallerine dondiiriilebilirler.

e Somatik ve genetik etki: Somatik etkide bireyler hayatlar1 boyunca kanser, kisirlik,
lenste opaklagsma ve hayatin kisalmasi gibi radyasyon tarafindan olusturulmus etkilerle
ugrasmak zorunda kalir. Genetik ya da kalitsal etkide ise bireyin sahip oldugu

mutasyonlar sonraki kusaklari etkiler [22].
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Sekil 2.5. Radyasyonun Etki Kademeleri [2]

Radyasyonun DNA Uzerine Etkileri

DNA bilindigi gibi hiicrenin yasamsal faaliyetleri yoneten ve kalitsal bilginin
sonraki nesillere aktarilmasini saglayan bir molekiildiir. Bu sebeple DNA’nin yapisina
hasar veren herhangi bir etmen hiicrenin dolayisiyla organizmanin gelecegini etkileme
potansiyeline sahiptir. Radyasyon da dahil olmak iizere pek ¢ok ¢evresel etmen DNA’ya
hasar verebilmektedir. Bu etmenlerin (Fiziksel, kimyasal, biyolojik) meydana getirdigi
DNA hasar tipleri sunlardir (Sekil 2.6):

14



o Alkillenme (genellikle metillenme)
e Oksitlenme (genellikle bazlar)
¢ Hidroliz (aminsizlesme, depiirinasyon, depirimidinasyon)
e Replikasyon hatalar1 (Yanlis eslesme)
e Biiyiik yapilarin DNA’ ya eklenmesi.
e Kirilmalar
e Olagandis1 kimyasal bag olusumu [26]
Iyonlastirici radyasyonun yaptig1 hasarlar da sunlardir:
e Tek ya da cift zincir kiriklari
e Oksitlenmis bazlar ve abazik bolgeler
e DNA-protein ¢apraz baglari
e DNA-DNA ¢apraz baglar1 [27]

Pirimidin Dimer

Apirimsdinik Bolge

DNA-DNA Capraz Bag

Tek Zincr King

DNA -Protemn Caoraz Ba@

() Seker Deoksiriboz)
© Fosfat
€ R-AlkiGrubu

Sekil 2.6. DNA’da Meydana Gelen Hasar Tipleri [28]
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Radyasyonun DNA iizerindeki etkileri dozla iliskilendirildiginde 1 Gy’lik
maruziyetin DNA molekiiliinde 100.000 civarinda iyonlasmaya neden oldugu 1000
kadar baza hasar verdigi, yaklasik 1000 tek zincir kirig1r yaptigi, 20-40 kadar da ¢ift
zincir kirig@1 yaptigi tahmin edilmektedir [29]. Hem direkt etkide hem de indirekt etkide

DNA molekiilii rastlantisal olarak etkilenmektedir.

Radyasyona Bagh Oksidatif DNA Hasarn

DNA hasarma yol acan en Onemli yapilardan biri de serbest radikallerdir.
Serbest radikaller hem normal hiicre metabolizmasi sirasinda meydana gelen, hem de
ilaclar, radyasyon, UV radyasyon, cevresel kirleticiler gibi disaridan gelen etmelerle
olusabilen yapilardir.

Bu etmenlerden iyonlastirict radyasyonun indirekt etkisiyle serbest radikal
olusumu hiicrede bulunan su molekiillerinin varligina baghdir. Su molekiillerinin
radyolizi ile hidroksil (OH"), siiperoksit ( O27), H atomu (H'), hidratlanmis elektron (eaq’)
radikalleri ve radikal olmayan H>O. meydana gelir [20]. Bunlarin ig¢inde biyolojik
molekiillerin ¢oguyla etkilesen OHradikalidir [30]. OHradikali DNA {izerinde &zellikle
heterosiklik yapidaki DNA bazlarini hasarlar ve seker yapilarini bozar.

OH' radikali pirinler ve pirimidinlerle etkilesime girerek bu molekiillerin
yapisina ¢ift baglar, OH" iyonu ekler (Sekil 2.7) ya da timinlerin metil grubundan ve
deoksiribozun her C-H bagindan 1 H koparir. Diger radikal yapilar1 da pirinlerde
halkalardan birinin baglarmi kirarak ikili halka yapisini bozabilirler. Meydana gelen
lezyonlar tekli ya da ¢oklu olabilir. Oksidatif hasar sonucu en sik meydana gelen lezyon
8-OH dG ve agik halkali piirinlerdir. 8-OH dG, 8-okso Guanin’in niikleozid formudur.
Hem 8-okso Guanin’den NER (Niikleotid Eksizyon Tamiri) islemleri sirasinda hem de
sitoplazmadaki diger oksitlenmis niikleotidlerden olusur. Hiicre membranin1 gegebilen
bir yapidadir [20,31,32,33].

OH: radikali DNA’nin seker yapisina da hasar vermektedir. Cogunlukla seker
yapisinin 5’ karbon atomundan da H' kopararak hasar verir. Seker hasarlar1 genellikle
zincir kiriklar ile sonlanir. Ayrica bazi baz hasarlar1 da glikozidik baglar etkilemektedir

ancak zincir kirigi degil, AP (apiirinik yada apirimidinik) bélge olusturmaktadir [20].
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Sekil 2.7. Guanin’in OH' Radikali ile Etkilesimi [20]

Radyasyonun Kromozomlar Uzerine Etkileri

Kromozomlarin radyasyona ¢ok duyarli olduklari, 0.1 Gy’den diisiik dozlarda
bile Okaryotik hiicre kromozomlarinda kirilmalar oldugu saptanmistir. Bu kiriklar
kromozom tipi ya da kromatid tipi aberasyonlara yol agarlar.

Mitotik olarak ¢ogalan hiicrelerde interfaz pratik olarak 3’e ayrilir. Gi, S, Gz
Hiicrelerin ¢ogunlugu Gi’in metabolik olarak aktif olmayan fazinda, dinlenme
halindedir (Go). Go’da dinlenen ve G fazinda ¢ogalan hiicrelerin 1ginlanmasi genellikle
kromozom tipi aberasyonlara neden olur. Gi fazinin sonunda S fazina gegerken
kromatid tipi aberasyonlar meydana gelmeye baslamaktadir. S ve G2 fazinda yapilan
1sinlamalarda artik kromatid tipi aberasyonlar olusur.

Her iki tip aberasyonun olusumunda da kromozom kollarinda kirilmalar,
kopmalar ve yeniden birlesmeler gozlenir (Sekil 2.8 ve Sekil 2.9). Kirik ve birlesmeler
simetrik (S) olabildigi gibi asimetrik (A) de olabilir. Kopmalar sonucu asentrik
fragmanlar, kirillip yeniden birlesmeler sonucu translokasyonlar, inversiyonlar, halka

kromozomlar, disentrikler gibi yapilar meydana gelmektedir [2,34].
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Sekil 2.8. Kromozom Tipi Aberasyonlar [35]
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Sekil 2.9. Kromatid Tipi Aberasyonlar[35]

Radyasyonun Biyolojik Etkisini Degistiren Faktorler
Radyasyonun hasar verici etkisi her hiicreyi ayni etkilemedigi gibi her
organizmay1 da ayni oranda etkilememektedir. Bu farkliliga neden olan baz faktorler

vardir.
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Bunlar;

e Hiicre Tipi: Hiicrelerin radyasyona gosterdikleri duyarlilik onlarin bdéliinme
kapasiteleri ve farklilasma derecelerine gore degisir. Insan viicudunda iyonlastirici
radyasyona en hassas hiicreler lenfositler ve kan yapimindaki oOnciil hiicrelerdir.
Lenfositleri takiben iireme sistemi hiicreleri ile sindirim sistemi hiicreleri gelir. Daha az
etkilenenler ise kas ve sinir hiicreleridir [36].

e Radyasyonun Tipi: Iyonlastirict radyasyonlar cesidine gére kat ettikleri yol
boyunca temas ettikleri ortamlara farkli diizeylerde enerji transferi yaparlar. Bu sebeple

hasar verme kapasiteleri de birbirinden farklilik gosterir [2].

/_\ ¥ 1sin

I o s \ Sert X isin .
st ” Yumusak X 1sin
'2"-.5 & 3 ::: e o : B oo' o - :: :: : : ::
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Sekil 2.10. Diisiik ve Yiiksek LET’li Radyasyonlarin Maddeyi Etkileme Sekli
Parcacik tipi yiiksek LET’li radyasyonlar maddeye daha c¢ok enerji transferi
yapabildiklerinden diisiik LET li radyasyonlara gore daha ¢ok hasar verirler.

Tablo 2.2. Iyonlastirict Radyasyonlarin LET Degerleri[10]

Diisiik LET’li LET Yiiksek LET’li LET
Radyasyon (keV/um) Radyasyon (keV/um)
250 kVp X 1ginlart 2 1 keV Elektronlar 12.3
3 MeV X 1sinlari 0.3 14 MeV Notronlar 12
v 1s1inlar1 Co-60 0.3 2 MeV Protonlar 17
1 MeV Elektronlar 0.25 100 MeV Karbon Iyonlar 160
10 keV Elektronlar 2.3 Agir Tyonlar 100-2000

Ayrica farkli tipteki iyonlastirict radyasyonlarin esit dozlar1 ayni biyolojik etkileri
olusturmazlar (Sekil 2.10 ve 2.11). Bu durum, RBE (Rélatif Biyolojik Etkinlik) terimi
ile tanimlanir. RBE icin 250 keV’lik 1smimin olusturdugu etki standart deger olarak

kabul edilmistir. Buna gore herhangi bir radyasyonun RBE’si o radyasyon dozunun
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olusturdugu biyolojik etkinin 250 keV’lik X 1s1m1 dozu ile karsilastiriimasindan elde
edilen degerdir. Q degeri olarak ifade edilir. Ornegin; bir canl sistemde 250 keV’lik X
isinlarinin 100 cGy’lik dozunun yarattigi etkiyi baska bir radyasyon ¢esidinin 10
c¢Gy’lik dozu olusturuyorsa bu radyasyonun RBE’si RBEx= Dg2so/Dx formiilii ile
hesaplanir. RBEx =100/ 10= 10 olarak tespit edilir. D2so 250 keV’lik X 1smlarmin
dozunu, DxRBE’si tayin edilecek radyasyon gesidinin dozunu ifade etmektedir [1].

. -
74 Alfa Parcaciklan A s Hiicre Otiimii
.a, —
RBE ®
4 =
3 - Co-60 - T
X Ismlan
2 - Gama Ismlan : Hizh Natronlar
g -
oy 1 10 100 1000

LET (keV/pm)

Sekil 2.11. RBE —LET f{liskisi [37]

e Hiicre Siklusunun Fazi: Her hiicre tipi radyasyona aym duyarlilig
gostermedigi gibi, duyarliligi fazla olan hiicrelerin de hiicre dongiisliniin hangi
evresinde oldugu duyarlilig1 belirleyen faktorlerden biridir. Béliinmekte olan hiicreler
radyasyona en duyarli olan hiicrelerdir. Ozellikle radyasyona en duyarli olduklari
zamanlar dongilinlin M ve Gz fazlaridir. En diregli olduklar1 zamansa S fazmin geg
evresidir [38].

e Kisinin Genel Saghk Durumu: Kisinin genel saglik durumunu etkileyen bir
hastalig1r varsa bu radyasyona verecegi cevabi da etkileyebilir. Bagisiklik sistemi ve
DNA tamir mekanizmalarinda daha onceden var olan mutasyon nedenli hastaliklar,
radyasyon hasarina yanit1 etkileyebilir. Orn: Baz kesip-¢ikarma tamir genlerindeki
mutasyonlar ¢ogunlukla 6liimciil olsalar bile, MYH ve OGG1 genleri susturulmus
farelerin cismen kiigiik bir fenotip gostermeleri ve MYH/OGGL1 ¢ifte mutant farelerde

tiimor olusumuna yatkinlik goriilmesi bu tip mutasyon tasiyan bireylerde radyasyon
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hasarinin yeterli bir sekilde tamir edilemeyecegini gosterebilir. Ciinkii radyasyon

hasarlar1 gogunlukla baz eksizyon tamir genleri tarafindan tamir edilmektedir [39].

e Doz Hiz1 ve Alinan Dozlarin Zaman Arahigi: Absorblanan doz birimi Gray’dir
(Gy). 1 kg’da 1 joule’liik enerji absorbsiyonuna esdegerdir. Doz hizi ise canli tarafindan
birim zamanda absorblanan toplam radyasyon miktaridir. Gy/giin ya da Sv/saat, giin vb.
seklinde ifade edilir. Organizma tarafindan absorblanan toplam doz onemlidir. Ancak
aynt miktarda diisik doz hizlarinda verilen radyasyonun olusturdugu hasar
onarilabilirken yiiksek doz hizlarinda onarilamadig: goriilmiistiir. Ayrica biiyiik dozlarin
boliinmiis (fraksiyone) bir sekilde verilmesi de DNA tamirine olanak verdigi igin,
biyolojik hasar diizeyini belirlemede énemlidir. Ornegin; 10 Gy gibi dliimciil bir dozda
bile 5+5 (24 saat ara ile) uygulama hiicre 6lim yiizdesini % 100°den % 40’a
diistirmektedir. Ancak bu durum sadece diisiik LET’li radyasyonlar igin gegerlidir.
Yiiksek LET’li radyasyonlarda ayni noktanin birden fazla hasar alma olasili1 yiiksek

oldugundan tamir etkili olmaz [2].

e Zaman: Hasarin tipine baglh olarak biyolojik etkinin ortaya ¢ikmasi saatler ila
yillar i¢inde olabilir. Sonug¢ hiicrenin 6liimii olacaksa, bu saatler ya da giinler i¢inde
ortaya ¢ikar. (Hasarlanmis hiicre bolinmeye karar verdiginde-Radyasyonun erken
etkisi) Eger hasar kanser olusumuna gidecek bir sekildeyse, ortaya ¢ikmasi yillar
alabilir. Ornegin 16semi, kemik, akciger, deri, tiroid ve meme kanserlerinin iyonize
radyasyonla iligkisi kanmitlanmistir. Karsinogeneze ek olarak ortaya ¢ikan ge¢ doku
cevabi, fibrosis, vaskiiler yetmezlik, hayatin kisalmasi, fetusta etkilenme ve olusan

genetik degisikliklerin sonraki kusaklara aktarilmasi seklinde olabilir ( Sekil 2.12) [40].

e Isinlanma Kosullari: Ortam sicakli§i ve Oksijenin varligi. Ortam sicakligina
ornek olarak; brakiterapi sirasinda doz uygulanan dokunun disaridan mikrodalga veya
ultrasonik bir cihazla 1sisinin yiikseltilmesinin doz dagilimini en 1yi seviyeye ¢ikardigi
dolayisiyla daha iyi klinik sonuglar verdigi bilinmektedir. Ortamda oksijen varligi da 1s1
gibi radyasyonun etkisini arttiran bir etmendir ve bunu serbest oksijen radikallerinin

olusumuna katkida bulunarak yapmaktadir [1].
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. Radyoprotektorlerin ya da Radyaduyarlastiricilarin  Varhgr:
Radyoduyarlasticilar diisilk doz hizlarinda planlanan tedavilerde kisinin absorbladigi
toplam dozu arttirarak maruziyet zamanini kisaltmakta yararlhidir. Radyoprotektorler ise
saglikli dokularin korunmasinda, saglikli dokularin absorbladigi dozu azaltmada
kullanilan ajanlardir. Saglikli dokularin korunmasi, radyasyon sebebiyle olusabilecek ek
doku ve organ hasarlarinin engellenmesi, ikincil kanserlerin olusumunun engellenmesi,

hastanin yasam siiresi ve konforu i¢in 6nemli bir gerekliliktir [16].
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Sekil 2.12. Radyasyon Maruziyetini Takiben Meydana Gelen Olaylar [41]
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2.1.4. Radyoprotektorler

Radyoprotektorler normal dokularda radyasyonun hasarlayici etkisini azaltmak
icin tasarlanmig ilaglardir. Koruyucu etkilerini gosterebilmeleri i¢in radyasyon
uygulamasindan 6nce ya da uygulama sirasinda mutlaka viicuda verilmis olmalidirlar.
Yakin zamanda pek ¢ok maddenin radyoproktektor 6zelligi laboratuarda kanitlansa da
pek azi ilag olabilme safhasina gegebilmistir. Su an en ¢ok kullanilan ilag, bazi
kontrendikasyonlar1 olsa bile Amifostin’dir.

Radyasyon DNA’ya esas olarak serbest oksijen radikalleri yoluyla hasar verdigi
icin antioksidan aktivitesi olan pek c¢ok bitkisel kaynakli molekiil de aday
radyoprotektor olarak arastirilmistir. Ancak pek ¢ogu toksisitesi ya da yan etkileri
sebebiyle ilag olabilme o6zelligini kazanamamiglardir. Bitkisel kaynakli molekiiller
arasinda E vitamini, kafein, klorofil, ferrulik asit, trokserutin ve vanilin gibi
molekiillerin radyoprotektor 6zellikleri oldugu bulunmustur [42].

Radyoprotektorler uygulanma zamanlarina ve beklenen etkiye gore soyle
siiflandirilirlar:

1. Profilaktik Ajanlar; uygulamadan once verilir.

2. Etkiyi Azaltici Ajanlar; uygulamadan hemen Once veya hemen sonra
semptomlar ortaya ¢ikmadan verilir.

3.Tedavi Edici Ajanlar; uygulamadan sonra, akut radyasyon sendromunun veya
gecikmis etkilerin ortaya ¢ikmamast i¢in verilir [29].

Farkli koruyucu ajanlar farkli mekanizmalarla islevlerini yerine getirirler.
Bunlar;

1. Antioksidan mekanizma ile,

2. DNA tamir mekanizmalarini uyararak,

3. Bazi sinyal yolaklarini modifiye ederek,

4. Immiin sistemi uyararak,

5. Yukaridaki mekanizmalar1 kombine kullanarak. [41,43]

Asagida Tablo 2.3’te halen kullanilan bazi radyoprotektorler ve ozellikleri verilmistir

[29, 44].
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Tablo 2.3. Baz1 Radyoprotektif Ajanlar ve Etki Mekanizmalari [29]

Radyoprotektif Ajan | Radyoprotektif Etki Mekanizmasi

Amifostin Halen en etkili radyoprotektér ajandir. Etki Mekanizmasi

(WR-2721) karmagiktir. Antioksidan etki, DNA tamir indiiksiyonu ve
hiicresel hipoksi olusturarak etki gostermektedir.

Melatonin Farelere 1sinlamadan 30 dk once oral yoldan 20 mg

verildiginde  barsak  epitelini  korudugu, kromozomal
aberasyonlar1 ve  mikronukleus olusumunu azalttig
gosterilmistir.

ACE inhibitorleri Akciger ve bobreklerde radyasyonun gecikmis etkilerini
onlemede etkili oldugu gosterilmistir. Ayrica hematopoetik
sistemin kendini tamir etmesini kolaylastirdigi tespit
edilmistir.

2.2.FLAVONOIDLER
Flavonoidler bitkisel kaynakli besinlerin yapisinda bulunan polifenol yapida

bilesiklerdir. Bugiine dek 5000°den fazla flavonoid bilesik tanimlanmistir. Cesitli
flavonoidlerin saglik iizerine etkileri ile ilgili pek ¢ok c¢aligma vardir. Arastirmacilar
tarafindan yapilan farkli derlemelerde bu bilesiklerin basta antioksidan 6zellikler olmak
tizere pek cok etkisi ile ilgili ¢alismalar gozden gegirilmistir. Sonug¢ olarak bu
bilesiklerin basta kanser ve kalp hastaliklar1 olmak iizere insan saglig1 i¢in dikkate deger
ozellikleri oldugu ortaya konmustur.

Flavonoidler 6 ana gruba ayrilir;
Flavonlar (apigenin, luteolin vb.),
Flavonoller (kersetin, mirisetin vb.),
Flavanonlar (naringenin, hesperidin vb.),
Katesinler ya da flavanoller (epikatesin, gallokatesin vb.),
Antosiyanidinler (siyanidin, pelargonidin vb.),

2 e o

Isoflavonlar (genistein, daidzein vb.). [45,46]

2.2.1 Mirisetin

Mirisetin flavonoller alt grubuna ait bir flavonoiddir. Molekiiler yapis1 sekil
2.13’de gosterilen mirisetin dogada hem besin olarak tiiketilen hem de alternatif tipta
kullanilan gesitli bitkilerin yapisinda degisik oranlarda bulunur. Mirisetin ve diger bazi

flavanoidler (Kersetin, kamferol, apigenin vb.) gesitli bitkilerde farkli konsatrasyonlarda
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tespit edilmistir. Giiney Asya kaynakli, belli basl bazi tropikal bitkilerin (tibbi ve besin)
flavonoid igeriklerinin incelendigi bir calisgmada semambu bitkisinin yapraklari ve
sarimsak, calisilan bitkiler arasinda en yliksek mirisetin oranina (Sirasiyla 853 mg/kg
ve 693 mg/kg) sahip bitkiler olarak tespit edilmistir [47]. Bu g¢alismada tespit edilen
diger bir mirisetin kaynag1 da 303 mg/kg ile siyah ¢aydir. Hollanda’da yapilan bir bagka
calismada da, toplumda tiiketilen mirisetin gibi bazi flavonoidlerin ana kaynaginin ¢ay
ve sogan oldugu tespit edilmistir [48]. Yapilan ¢alismalarin ortaya ¢ikardigi sonuca gore
besinler yoluyla aldigimiz mirisetin’in ana kaynaklari; sogan, sarimsak, cay, lahana,
elma, kiraz, liziim, kirmizi sarap gibi besinlerdir.

Mirisetin bitkilerde ¢cogunlukla glikozid yapisinda bulunur, aglikon formu daha
nadirdir [49].

Sekil 2.13. Mirisetin’in Molekiiler Yapisi [9]

2.2.2. Mirisetin’in Metabolizmasi

Mirisetin metabolizmas1 ile ilgili olarak literatiirde insanlarla yapilmis bir
calismaya rastlanilmamistir. Ancak siganlarla oral mirisetin verilerek idrar ve feceste
mirisetin metabolitlerinin arastirildigi bir ¢alismada mirisetin’in ana metabolitinin
idrarla atilan 3-5-dihidroksifenil asetik asit oldugu tespit edilmistir. Ayrica neomisin
uygulanan siganlarda mirisetin metabolitlerinin tamamen kaybolmasiyla mirisetin’in

barsak bakterileri tarafinda metabolize edildigi sonucuna varilmistir [50] .

2.2.3. Mirisetin’in Biyolojik Etkileri
Mirisetin 1950’lerden beri ¢esitli biyolojik 6zellikleri arastirilan bir molekiildiir.
Insan sagligma degisik acilardan faydali olabilecegi teorisi cesitli arastirmacilar

tarafindan ispatlanmaya c¢alisilmistir. Saglikli ve hastalik tasiyan insan ve hayvan
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hiicrelerinde Mirisetin’in pek ¢ok etkisi aragtirllmistir ve arastirilmaktadir. Antioksidan,
antikarsinojen, antidiyabetik, antiviral ve bazi sagliga yararli olabilecek ozellikleri
bulundugu savunulan mirisetin’in  DNA hasarlayici, prooksidan, DNA tamirini
engelleyici etkilerinin oldugunu da savunan ¢alismalar da vardir ve bu g¢alismalardan
bazilar1 agagida 6zetlenmistir.

Antioksidan Etki

Mirisetin’in hem enzimatik hem de enzimatik olmayan sistemler yoluyla
antioksidan etki gosterdigi bildirilmistir. Mirisetin’in A ve B halkalarindaki OH ekleri,
cift baglart ve 3-OH degisimlerinden dolay1 antioksidan o6zelliginin oldugu
gosterilmistir [51].

Insan lenfositleri ile yapilan bir calismada, lenfositler 30 dk. ve 18 saat cesitli
mirisetin konsantrasyonlar1 ve ardindan 5 dk H20: ile muamele edilmis ve Komet
yontemi ile incelenmistir. 30 dk mirisetin uygulamasinin 100 uM konsantrasyonda
H202’nin olusturdugu DNA hasarini engelledigi tespit edilmistir [6].

Cin Hamsteri akciger fibroblastlarinda yapilan bir ¢alismada da mirisetin’le
muamele edilmis hiicreler H2O> ile oksidatif hasara maruz birakilmis ve 24 saat sonra
radikal temizleme aktivitesi, antioksidan enzimlerin ekspresyonu {izerine etkisi, hiicresel
DNA hasari, lipid peroksidasyonu Olgiilmiistiir. Sonucgta mirisetin’in 10 pg/ml
konsantrasyonda ortamdaki radikallerin % 73’iinii temizledigi, H2O; ile ekspresyonlari
azalan Cuzn SOD, MnSOD, GPx ve CAT aktivitelerinin mirisetin uygulamasiyla
yiiksek oranda geri dondiigii tespit edilmistir. Komet deneyi ile yapilan degerlendirmede
ve lipid peroksidayon degerlendirmesinde de mirisetin’in oksidasyon hasarindan
koruyucu etkisi ortaya konmustur [7].

Primer si¢an hepatositleri ile yapilan bir caligmada DNA oksidasyonu i¢in demir
selati (Fe-NTA-, ferik nitrilo triasetat) kullanilmistir. 100 pM konsantrasyonda
mirisetin’in lipid peroksidasyonu ve oksitlenmis DNA {iriinlerini anlamli derecede
azalttig1 tespit edilmistir [52].

Caco ve HepG2 hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada;24 saatlik 200 uM mirisetinle
inkiibasyonu ve ardindan H20: hasar1 yapilmis hiicreler Komet ile degerlendirildikten
sonra mirisetin’in bu hiicre serilerinde anlamli derecede koruyucu oldugu bildirilmistir
[53].
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Oksidatif hasar1 Onleyici etkisini aragtiran bu c¢alismalarin sonuglarina gore,
mirisetin, hiicrede farkli etmenlerle ortaya ¢ikan oksidatif hasar1 6nlemede etkili bir ajan

olarak goriinmektedir.

Antikanser Etki

Mirisetin’in kanserli ya da islevi bozulmus hiicre ve dokulardaki etkilerini
inceleyen ¢alismalar da bulunmaktadir.

Primer ve metastatik pankreas kanseri hiicre serilerinde yapilan bir ¢alismada da
Pl; Kinaz (Fosfatidil inozitol 3 kinaz) inhibisyonu yoluyla her iki hiicre serisinde de
apoptozu indiikledigi saptanmistir [54].

Mirisetin ve mesane kanseri hiicre serisi T24 ile calisilan bir arastirmada ise,
mirisetin’in bu hiicrelerin ¢ogalmasini inhibe ettigi, hiicreleri G2/M fazin1 geciktirerek
apoptoza siiriikledigi kanisina varilmistir. Bu c¢alismada ayrica T24 inokiilasyonu
yapilan ¢iplak farelerde* mirisetin verilen grupta (5 mg/giin) tiimoér gelisiminin yavas
oldugu ve yasam siiresinin daha uzun oldugu tespit edilmistir [55].

Mirisetin’in Losemi (HL-60) ve hepatoma (Hep G2) hiicrelerinde segici
apoptotik etkisinin incelendigi bir ¢alismada mirisetin’in bu kanser hiicrelerinden HL-
60 serisinde apoptozu doza ve zamana bagli olarak indiikledigi, ancak Hep G2
hiicrelerinde boyle bir etki gostermedigi tespit edilmistir [56].

Mirisetin’in Oliimsiiz hiicreleri apoptoza sevkettigine dair bir diger bulgu da
HaCat (Malign olmayan Olimsiiz insan Kkeratinositleri) hiicreleri ile yapilan bir
calismada ortaya konmustur. Diisiik doz, tamir edilebilecek diizeyde UVB’ye maruz
birakilan bu hiicrelerde, mirisetin’in Akt ve Bad molekiillerinin aktivitesini diistirerek
mitokondriyal apoptotik molekiillerin salinimin1 arttirdi1 ve hiicreyi p53°ten bagimsiz

bir yolaktan apoptoza siiriikledigi gosterilmistir [57].

Antidiyabetik

Mirisetin diabet tedavisi ya da korunmasi i¢in de aday bir molekiil olarak
diistiniilmektedir.

Sicanlarla yapilan bir calismada, STZ (Streptozotosin) ile diyabet yapilmis
hayvanlarda 10 giinliik bir mirisetin (6 mg/giin, ip) uygulamasini takiben yapilan

* Tiiysiiz, timusu calismaz hale getiren bir mutasyon tasiyan, 6zellikle immiinolojik calismalarda
kullanilan laboratuar faresi.
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tetkiklerde Mirisetin’in oksitleyici ayn1 zamanda nitratlayici bir ajan olan peroksinitrin
olusturdugu DNA hasarindan hiicreyi korudugu bildirilmektedir [58]. Sican astrositleri
ve plazmid DNA’siyla yapilan bu deneylerde mirisetin’in radikal temizleyici etkisi
sayesinde bu korumay1 gergeklestirdigi diistiniilmektedir.

Zelus ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, mirisetin’in adacik hiicrelerini
(PC12) oldiirerek tip II diabete neden oldugu diisiiniilen IAPP (Islet Amiloid Polipeptid,
Amilin) agregasyonunu angelledigi ThT (Tioflavin T) baglanma testi ile gosterilmistir
[59].

Mirisetin’in  anti-diabetik etkisini aragtirmak i¢in yapilan bir hayvan
calismasinda, STZ ile diabetik yapilan hayvanlarda 6 mg/giin dozunda verilen
mirisetin’in  glomerulosklerozu azalttigi, kreatinin  Kklirensini  diistirdiigii, treyi

diistirdiigii ve antioksidan enzim aktivitelerini iyilestirdigi tespit edilmistir [60].

Diger Calismalar

Mirisetin antioksidan oldugu kadar prooksidan o6zellik de gosterebilen bir
molekiildiir. Yapilan bir ¢alismada mirisetin’in Fe(IlI)’t4 Fe (II)’ye indirgedigi, bu
indirgenme sonucu olusan Fe(IT)’nin oto-oksidasyon sonucu oksijenden siiperoksit (O>)
radikali olusturdugu tespit edilmistir. Ayn1 ¢alismada mirisetin’in prooksidan ya da
antioksidan aktivitesinin ortam bilesenlerinin konsantrasyonu ve deney sartlarina bagl
oldugu yoniinde bulgular elde edilmistir [61].

Ortam bilesenlerine bagli prooksidan aktivite gosteren mirisetin’in yine ortamda
CuSOg4 varliginda pUC 9.1 plazmid DNA’sinda kiriklara neden olarak agik halkasal ve
lineer DNA’olusumuna sebep oldugu gosterilmistir [62].

Mirisetin’in DNA’ya hasar verdigi gibi olusan hasarin tamir edilmesini gerek
DNA polimerazlarin ¢alismasini inhibe ederek [63] gerek topoizomeraz Il inhibisyonu
yaparak [64] engelledigi tespit edilmistir.

Mirisetin’in merkezi sinir sistemindeki etkilerinden birini arastiran bir ¢calismada
sicanlarda hipotalamusta, paraventrikiiler ¢ekirdekte (PVN) potasyum akimini
kolaylagtirarak PVN noronlarinda inhibisyona yol actig1 tespit edilmistir. Mirisetin’in
kardiyovaskiiler sistemde sempatik aktiviteyi arttiran PVN noronlarini inhibe etmesi,
hipertansiyon, konjestif kalp yetmezligi gibi durumlardan hastayr koruyabilecegini

diistindiirmektedir [65].
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Yine merkezi sinir sisteminde oksijen- glukoz yoksunlugu olusturulan glial
hiicrelerde mirisetin uygulamasiyla 6demin engellendigi gosterilmistir. Bu bulgu
iskemik reperfiizyona bagli beyin hasar1 meydana gelebilen tibbi durumlarda
mirisetin’in  koruyucu  etkisinin  olabilecegini  gosteren bir bulgu olarak
degerlendirilebilir [66].

Mirisetin’le beraber 13 flavonoid’in klastojenik, interkalative ve topoizomeraz II
ile etkilesim profilinin arastirildig1r bir ¢alismada mirisetin’in klastojenik etkisinin*
olmadig1 ve zayif topoizomeraz II inhibisyonu yaptigi gosterilmistir. Mirisetin’in,
kanser tedavisinde kullanilan topoizomeraz II inhibitérleri gibi davranmasi dikkate
deger bir 6zellik olarak degerlendirilebilir [64].

Burada 6rnek olarak verilen calismalarin sonuglarma gore, Mirisetin saglikli
hiicrelerin korunmas1 yaninda kanserli hiicrelerin ¢cogalma, farklilagma ve hayatta kalma

ozelliklerini de etkileyebilen bir molekiil olarak degerlendirilebilecek bir molekiildiir.

*Memeli hiicrelerinde maksimum klastojenik etki icin flavonoidlerin C halkasinda 2-3 ¢ift bag icermesi,
C halkasinin 3’ pozisyonunda ve A halkasinin 7’ pozisyonunda bir OH grubu bulunmasi, ayrica B
halkasinda bir katekol ya da pirogallol yapisi tagimas gerekir [67].
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2.3. MiKRONUKLEUS

2.3.1. Mikronukleus Olusum Mekanizmasi

Iyonlastirici radyasyona maruz kalan bireylerde absorblanan radyasyon diizeyini
belirlemek igin cesitli yontemler kullanilmaktadir. Ornegin, hiicresel diizeyde
etkilenmeyi belirlemek i¢in hemogram takibi, kemik iligi incelemesi, spermatogram ve
periferik  kanda  kromozom  aberasyonlarinin  incelenmesi  gibi = yOntemler
kullanilmaktadir. MN analizi de bu yontemlerden biridir.

Mikronukleuslar, asentrik bir kromozom pargasinin ya da tam bir kromozomun
hiicre boliinmesi sirasinda kutuplara ¢ekilememesi ve niikleus disginda kalmasiyla

meydana gelirler (Sekil 2.14 ve Sekil 2.15) [2,68] .

Sekil. 2.14. Mikronukleus Olusumu [69]

a
.il
Ll
%

(a) (b)

Sekil 2.15. Normal Binukleat Hiicre (a) ve Mikronukleuslu Binukleat Hiicrenin (b)
Mikroskop Goriintiisii (Calisma Goriintiisii)
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MN’larin olusum mekanizmasi soyledir:
¢ Asentrik kromozomlarin ya da kromatid parcalarinin anafazda gecikmesi (DNA
kiriklarinin hatali onarilmasi, DNA kiriklarinin onarilamamasi sonucu),
eTiim kromozomlarim anafazda gecikmesi, (sentromerik ve perisentromerik
DNA’daki tekrar dizilerinin hipometilasyonu, kinetokor proteinlerindeki defektler,
fonksiyonunu kaybetmis ig iplikleri, anafaz kontol genlerindeki bozukluklar,

¢oziinmeyen replikasyon molekiilleri) sonucu meydana gelirler [70].

2.3.2. Mikronukleuslarin Kullanildig1 Alanlar

e Kromozomlari etkileyebilecek fiziksel etkenlerin (UV ve y radyasyon gibi)
genotoksik ve karsinojenik potansiyellerinin tespitinde,

e Yeni kimyasallarin (Orn; ilaglar, tarim zehirleri vb.) piyasaya siiriilmeden once
olas1 genotoksik etkilerini ve giivenilirligini arastirmada,

e Kanserden korunmada ve kanserin izlenmesinde bir biyoizlem testi olarak,

e Radyoprotektor ajanlarin ve kimyasal hasarina karsi olasi koruyucu ajanlarin

arastirilmasinda [71] kullanilirlar.

2.3.3. Mikronukleus Analizi’nin Radyobiyoloji’de Kullanimi

Bir radyasyon kazasi sonrasinda isinlanan kisinin absorbladigi dozun dogru
belirlenmesi, tedavisinin yonlendirilmesi ve ileride meydana gelebilecek sorunlarin
dogru yorumlanabilmesi acgisindan ¢ok onemlidir. Bununla birlikte kazalarin ¢ogunda
kazanin olus sekli, 1sinlanma siiresi, vb. parametrelerin dogru bir sekilde belirlenmesi
giic oldugundan absorblanmis dozun fiziksel yontemlerle dogru bir sekilde
hesaplanmas1 genellikle zordur. Fiziksel dozimetriler, bireylerin absorbladiklar1 dozlarin
belirlenmesinden ¢ok, 1sinlanip 1sinlanmadiklar1 hakkinda fikir sahibi olma konusunda
daha etkilidir. Bunun yani sira cinsiyet, yas, kisinin saglik durumu, genetik altyapisi vb.
faktorler absorblanan dozun biyolojik cevabini etkiler. Bu nedenle fiziksel
dozimetrilerin bulundugu durumlarda doz hesaplamasina yardimci olmak, bulunmadigi
durumlardaysa doz degerlendirilmesinde kullanilmak iizere biyolojik doz tayini onerilir.
Onceleri radyasyona maruz kalan Kkisilerin belirlenmesi ve fiziksel dozimetrilere
yardimct olmak amaciyla gelistirilen biyolojik dozimetri, glinlimiizde kaza

dozimetrisinin yani sira, radyasyonla ¢alisan personelin veya radyoterapi hastalarinin
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takibinde etkin bir sekilde kullanilmaktadir. Dozimetri ¢esitleri Sekil 2.16’da

gosterilmistir.
=== Radvasvon SA
{} &
Insan
A |
K Absorbe edilen radyasyon ——— 97

Fiziksel Dozimetri Biyolojik Dozimetri

*Cep Dozimetresi *Kromozom Aberasvonlan

*Film Dozimetresi *Mikromukleus

*Termoliiminesan Dozimetresi  *Elektron Spin Rezonans
*Bivokimyasal Indikatorler
*Spermatogenez
*Hematopoez

Sekil 2.16. Dozimetri Cesitleri [72]

Doz tayininde kullanilan belirteclerin hepsi az veya ¢ok iyonlastirici radyasyona

kars1 duyarlidir. Ancak bir sistemin biyolojik dozimetri olarak kullanilabilmesi i¢in bazi

ozellikleri saglamas1 gerekir.

Bunlar:

1.

© N o g B~ WD

Radyasyona duyarliliginin yiliksek olmasi ve gozlenen etkinin radyasyona ozel
olmasi,

Background seviyesinin hemen iizerinde etkisinin tespit edilebilmest,

Radyasyonun kalitesine gore degisken etkinin saptanabilmesi,

Kolay 6rnek alinabilmesi,

Tekrarlanabilir olmasi,

Senkron bir hiicre popiilasyonu olmasi,

Tiim viicudu temsil etmesi,

Invitro sartlarda elde edilen doz cevap egrilerinin in-vivo sartlarla uyumlu olmasi.
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Biitiin bu sartlar1 saglayan tek belirte¢ dolasan kan T lenfosit kromozomlaridir.

Insan periferal kan lenfositleri, hiicre siklusunun G, fazindadir. G, Gi fazinin gelisim
olmayan safhasidir. G, da hiicre kontrol sistemi bilesenleri ve diger birgok protein

tiretimi durdurulmustur. Her ne kadar bu fazdaki hiicreler boliinmiiyorsa da organizma
icindeki fonksiyonlarini (Salgi {iretmeyi, sinir impulslarini kontrol etmeyi, hastalik
yapict etmenlerle savagmayi vs.) siirdiirmektedir. Periferik lenfositlerin yalniz % 2 si
hiicre siklusundadir. Bu nedenle iyonizan radyasyon nedeniyle meydana gelen
kromozom aberasyonlar1 hiicre boliinmesi sirasinda ortamdan kaybolmadigindan
lenfositlerin yar1 omrii siiresince bu aberasyonlarin periferik kanda belirlenebilmesi
miimkiin olmaktadir.

Periferik kandaki lenfositler radyasyona en duyarl hiicre grubunu olusturmalari
nedeniyle viicudumuzda yer alan milyonlarca dozimetri gorevini gérmektedir. Bu
yontemle; sadece kan tablosunun degisip akut radyasyon semptomlarinin gorildiigii
yiikksek dozlar degil, goriiniiste higbir fiziksel bulgunun olmadigi, ¢ok diisiik dozlarin
bile tespit edilebilmesi miimkiindiir. Ornegin; lenfositlerde yapilan kromozom
aberasyon analizinin duyarliligi X ve vy 1sinlar gibi diisiik LET’ li radyasyonlar igin 0.1
Sv, alfa pargaliklari ve nétronlar i¢in 0.01 Sv’ tir [73,74].

Maruziyetten 24 saat sonra alinacak 5 ml’lik periferik kan 6rnegi degerlendirme
yapmak i¢in yeterlidir. Periferik kanda bulunan T lenfositlerinin % 95’1 3 yillik bir yari
Omiire sahip oldugundan dolay1, maruziyetten uzun zaman sonra bile absorblanan dozun
belirlenebilmesi miimkiin olmaktadir. Biyolojik doz tayini i¢in kromozomal aberasyon,
disentrik ve mikronukleuslarin analizleri uzun yillardir basariyla uygulanmaktadir.
Sadece radyasyon degil gesitli kimyasallar da mikronukleus olusturabilir. Bu nedenle
kimyasal ve fiziksel ajanlarin olas1 biyolojik etkilerinin birlikte degerlendirilmesi bu
yontemler sayesinde yapilabilmektedir. Radyasyon dozu ile mikronukleus sikligr iligkisi

degerlendirildiginde grafikte lineer kuadratik bir model sergiledikleri gozlenir [75,76] .
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2.4. Komet Deneyi

2.4.1. Komet Deneyi nedir?

Komet deneyi ya da tek hiicre jel elektroforezi, prokaryotik ve Okaryotik
hiicrelerde cesitli kimyasal ya da fiziksel etmenlerle meydana gelmis DNA hasarlarini
tespit etmek icin kullanilan duyarli ve hizli bir laboratuvar yontemidir. Komet deneyinin
prensibi, elektriksel olarak negatif (-) yiiklii DNA’nin elektrik alanda pozitif (+) kutba
dogru hareket etmesi esasmma dayanir. Herhangi bir etmenle hasar goriip parcalara
ayrilmis olan DNA parcalart elektroforez esnasinda biiyiikliiklerine gore anoda dogru
hareket ederler. Bu DNA pargalari floresan 1s1ma yapan bir boya ile boyandiklarinda
(Etidium bromiir, SyberGreen, DAPI vs.) floresan mikroskopta kuyruklu yildiz (Komet)
benzeri bir goriintii ortaya ¢ikarirlar ( Sekil 2.17).

Sekil 2.17. Komet Seklindeki Hiicreler (Calisma Goriintiisii)

Komet deneyi, deney esnasinda kullanilan elektroforez tampon sistemlerinin
pH’sina gore sdyle siniflandirilir:
e Notral Komet (pH: 7-10)
e Alkali Komet ( pH: ~12,1)
e pH >13 Komet (pH >13)
Kullanmilan farkli pH’daki tampon sistemleri, farkli tipte DNA hasarlarmi

taninmasina olanak saglamaktadir.

35



Notral komet ile sadece ¢ift zincir kiriklariin diizeyi tespit edilebilirken alkali
komet (Ozellikle pH>13) daha siklikla meydana gelen tek zincir kiriklarmin, alkali labil
bolgelerin tespitine de olanak saglamaktadir. pH>13 alkali komet’le birlikte yapilan
endonukleaz ve diger enzim uygulamalar1 da yontemin oksidatif hasar belirleme ve

DNA tamirini saptama duyarliligini arttirmistir (Tablo 2.4) [77].

2.4.1.1. pH>13 FPG-Alkali Komet

FPG (Formamidopirimidin Glikozilaz, Mut M olarak da adlandirilir) enzimi ¢ift
fonksiyonlu (DNA glikozilaz/ AP liyaz) bir baz kesip-¢ikarma tamir (BER) enzimidir.
E. coli tarafindan ifade edilen bir enzimdir. Fpg/Nei gen ailesinin {yesidir.
Okaryotlardaki fonksiyonel homologu Nth gen ailesine iiye olan 8-hidroksiguanin-DNA
glikozilaz (OGG1)’dir. Bu enzim g¢esitli 6karyotlar tarafindan ifade edilmektedir [20].
Oksidatif hasarla meydana gelmis oksitlenmis piirinleri (6zellikle 8-okso guanin),
imidazol halkas1 agik piirinleri taniyarak uzaklastirir (Sekil 2.18 ve Sekil 2.19) [20,78].
Oksitlenmis pirimidin bazlar ile deoksiriboz sekeri arasindaki N-C; glikozidik baginin
kesilmesini katalizler. Sonugta DNA iskeletinin 2’ ucunda apirimidinik bir bdlge
meydana gelir [79].

BER oksidatif olarak hasarlanmis DNA i¢in ¢ok 6nemli bir tamir sistemidir.
Ornegin; Fpg, bakteri tiirlerinde 8-0kso- guanozin’in tamirinden sorumludur [80].

Tamir siirecinde FPG, ilk olarak degisiklige ugramis bazt DNA zincirinden
koparir, daha sonra enzimin Sinif I Liyaz aktivitesiyle 3” ve 5’ ucundaki fosfodiester

baglar1 kesilir ve sonugta piirinini kaybetmis bir niikleotid boslugu meydana gelir [81].

Tablo 2.4. Tamir Endonukleazlar1 ve Substratlari [77]

Endonukleaz 111 Oksitlenmis Pirimidinler, AP bolgeleri

Formamidopirimidin Glikozilaz Acik Halkali piirinler( Fapy —adenin,
Fapy Guanin)
8-0kso-guanin, AP Bolgeleri

3-Metiladenin Glikozilaz 3- Metiladenin(alkA), 7-Metilguanin
Endonukleaz V (UV Endonukleaz) Siklobiitan pirimidin dimerleri, AP bolgeleri
Urasil DNA Glikozilaz DNA’daki Urasil
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Oksidasyon
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DMA
8-0OH-Guanin
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C8'e OH bagh Guanin
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Halkanin Acihmas Dllu

Sekil 2.18. FPG Enziminin Tanidig1 Fapy Gua Lezyonu [20]

fvonlastinc: Radvasyon

N N OH
HN HN
O Y o o L X
HoNT N7 N HN” SN N H
R R
OH
N_.O i
N HN N
Ny A =0
HoN™ "N “NH H,NT N7 N
1\ R

8-oxoguanine (O8G)

Sekil 2.19. FPG Enziminin Tanidig1 8-0kso-G Lezyonu [20]
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2.4.1.2. FPG Komet Protokolu

%2 0,75 LMPA'a gt lenfossler
r—

261.5Tuk agarozla kaph lam
4*c

Kanklar agsfa ¢kar

Oksitlenmis Bazlar l

pH>13 Alkali Ortamda Karankkta
DNA Sarmalim

az

Elektroforez

Floresan Mikroskopta
Degerlendirme

Sekil 2.20. FPG Komet Protokolu [82]
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2.4.2. Tarihc¢e ve Komet’in Radyobiyolojide Kullanimi

DNA’nin yapisal hasarlarinin insan iizerindeki hastalik yapici etkilerini tahmin
edebilmek adina, mikronukleuslar, yapisal kromozom aberasyonlari gibi giiniimiize dek
pek ¢ok yontem gelistirilmistir.

1960’larin ortasinda ilk defa Mc Grath ve Williams E.coli 'de radyasyonla olusan
DNA zincir kiriklar1 ve bunlarin tamirini gostermistirler. Sonraki yillarda sukroz
gradient sedimantasyon teknigi ve ¢6zme teknigi isinlanmis memeli hiicreleri ig¢in
basartyla uygulanmaya baslanmigtir. Daha sonra Roti ve ark. tarafindan niikleoid
sedimantasyon prensibine dayanan Halo teknigi gelistirilmistir. Halo tekniginde
cekirdek materyalinde sadece tek zincir kiriklar tespit edilebilmesine ragmen, sonuglari
tartismaya acgik daha onceki fiziksel metodlardan daha ¢ok kabul gérmiistiir.

DNA’nin floresan boyalarla isaretlenebilmesi pratikte 5 cGy kadar diisiik bir
dozun yaptig1 tek zincir kiriklarini tespit edilebilir hale getirmistir. Bu yontemlerin
hepsi hiicre populasyonlarinda calisilabilen yontemlerdir ve heterojen hiicre
topluluklarinda degerlendirme yapilmasina izin vermektedir. DNA hasarinin tek hiicre
diizeyinde gosterilebilmesi ihtiyact sonucu, ilk defa 1978 yilinda Rydberg ve Johansson
tarafindan Komet deneyi DNA zincir kiriklarini, yani DNA’nin yapisal hasarlarini tespit
etmeye yonelik bir yontem olarak tanimlanmistir. Rydberg ve Johansson’un tanimladigi
yontemde hiicreler mikroskop slaydi lizerindeki agaroz jele gomiiliiyor ve ardindan
yiiksek tuz ve deterjan igerikli bir tampon igerisinde hiicreler lizise ugratiliyordu. 1984
yilinda Oestling ve Johansson ilk ¢alismay1 ilerleterek Komet deneyini (SCGE-Tek
Hiicre Jel Elektroforezi) tanimlamiglardir [83]. Daha sonra bu teknik Ostling, Johansson
ve Singh tarafindan modifiye edilerek daha basitlestirilmis ve pratiklestirilmistir. Yeni
yontemde 1s1lanmig hiicreler agaroza gdmiilmekte ve elektroforeze tabi tutulmaktadir.
Hasarli, kirtk DNA pargalar1 biiyiikliiklerine gore elektrik alanda hareket ederek bir
kuyruklu yildiz goriintiisii meydana getirmektedir. Floresan boyalarla boyanan DNA
materyali floresan mikroskopta kolayca goriintiilenebilmektedir. Bu deneyde nétral
ortamda elektroforez yapilmakta ve ¢ift zincir kirig1 olan DNA’lar yogun bir sekilde
anoda dogru hareket etmekteydi. Notral sartlarda yapilan Komet deneyi sadece cift
zincir kirig1r olan DNA’lar1 tanimlayabildigi i¢in arastirmacilar diger hasar tiplerini de
tanimlayabilecekleri modifikasyonlar lizerinde ¢alismaya basladilar. Bu konuda c¢alisan

iki grup vardi. Bunlardan birincisi hali hazirda arastirmacilar tarafindan en cok
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kullanilan alkali Komet deneyini tasarlayan Singh ve ark., ikincisi de Olive ve ark. dur.
Modifikasyonlarin sirasiyla 1988 ve 1990 yillarinda yaymlamiglardir. Singh tarafindan
gelistilen pH>13 alkali Komet deneyi tek zincir veya ¢ift zincir DNA kiriklariin yani
sira, alkali-labil bolgeleri ve gecikmis onarim bolgelerini de tanimlayabilmemize olanak
sagladig1 i¢in zamanla arastirmacilar tarafindan daha tercih edilen bir yontem olmustur
[84].

Komet yontemi de radyasyonun DNA {izerinde yaratti§i hasarlar1 tespit
edebilmemize olanak saglayan bir yontemdir. Radyasyon, 1sinlanmis hiicrelerde rastgele
bir sekilde, doza ve hiicrenin radyasyon duyarlilifina gore gesitli hasarlar meydana
getirebilir. Hiicreler ancak oksijenin yoklugunda veya dis kaynakli koruyucularin
varhiginda bu hasarlardan korunabilir [85] .

Normal gelisim kosullarinda olan her memeli hiicresinin giin boyunca baz kaybi,
baz degisimleri, zincir kiriklar1 gibi binlerce DNA hasarina ugradigi tahmin
edilmektedir. Ancak bu tip hasarlar genellikle hiicre tarafindan hizla tamir
edilebilmektedir. Asil mesele nadiren meydana gelen ve tamiri digerlerinden daha gii¢
olan g¢ift zincir kiriklar1 ve komplike lezyonlarm varligidir. Ozellikle tamir edilemeyen
¢ift zincir kiriklar1 kromozom aberasyonlar1 ve hiicre 6liimiine sebep olabilmektedir.
Bu sebeple arastirmacilarin ilgisi 1980’lerde tek zincir kiriklarinin incelenmesinden
1sinlanmis hiicrelerde 6liimciil sonuglart olabilen DNA hasarlarina dogru kaymustir.

Daha once de belirtildigi lizere, 1 Gy’lik maruziyetin DNA molekiiliinde 1000
kadar baza hasar verdigi, yaklasik 1000 tek zincir kirig1 yaptigi, 20-40 kadar da cift
zincir kirig1 yaptigi tahmin edilmektedir [29].

Isinlanmis hiicrelerde tek zincir kiriklarinin olusumu ¢ift zincir kiriklarina gore
Gy bagina 20-40 kat daha azdir. Notral Komet uygulamalarinda bu yiizden 4 Gy gibi
yiiksek bir doz kullanilmasi gerekir. 0.5 Gy’in altindaki uygulamalarda PFGE
kullanilmas1 daha uygun goriilmiistiir.

Hiicrenin siklusun hangi evresinde oldugu da hiicrenin radyasyona cevabini
etkileyen bir faktordiir. Hiicre populasyonu yliksek oranda replike olan hiicre igeriyorsa
bu populasyonda, replikasyon ¢atallar1 migrasyonu yavaslatip ¢ift zincir kiriklar igin
Komet’in duyarlilig1 diismektedir. Ayrica onarim kabiliyeti yliksek hiicrelerde de 20 Gy

gibi 6liimciil bir dozdan sonra bile ¢ift zincir kirig tespit edilememektedir.
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Alkali Komet uygulamasi bu tarz problemlerin pek ¢coguna ¢oziim getirmistir. S
fazindaki hiicrelerde replikasyon gatali artik tek zincir kirig1 gibi davranmakta ve bu da
migrasyon hizin1 etkilememektedir.

Collins ve ark. tarafindan hasara 6zgiin endonukleazlarin kullanimi Komet’in
caligma alanini genisletmistir. Bu yontem oksitlenmis piirin ve pirimidinlerin varligini
ve tamirlerinin tespitini olanakli hale getirmistir. Iyonizan radyasyonun ayni zamanda
oksitleyici bir ajan olmasi, yiizlerce farkli baz hasar1 yapabilmesi endonukleazlarla
yapilan ¢aligmalar i¢in onu iyi bir aday haline getirmistir. Collins tarafindan gelistirilen
yeni Komet yonteminde kullanilan enzimlerden FPG oksitlenmis pirinleri ve
formamidopirimidin lezyonlarini tanir ve bunlar1 enzimatik olarak keser. Bunlara FPG-
Duyarli bolgeler denir. Cesitli baz hasarlar1 farkli enzim uygulamalar1 ile ortaya
konabilmektedir [ 85,86].

Pouget ve ark.’nin [87] yaptigi ¢alisma sonucu bu yeni yOntemin gaz

kromatografisinden daha duyarli oldugu ortaya ¢ikmustir.

2.4.3. Komet Deneyi’nin Kullanim Alanlari
Komet deneyi pekcok alanda hiicre bazinda DNA kiriklarini tespit etmek igin
kullanilan bir tekniktir. Bu alanlar;

e Insan Caligmalari: Cesitli insan hiicrelerinin radyasyon ya da genotoksik
kimyasallara ¢evresel maruziyetinin biomonitorizasyonunda, beslenme ve diet
aragtirmalarinda, Kseroderma pigmentozum ve Nijmegen kirik sendromunun
tanisinda, birikmis DNA hasarinin belirlenmesinde,

e Ekolojik Monitorizasyon: Cevresel kaynaklarin genotoksik kirliligini tespit
etmek i¢in uygun organizmalarin (midyeler, yer kurtlari, kii¢iikk kemirgen)
hiicrelerinin incelenmesinde,

e Genotoksik Testler: Yeni ila¢ ve kimyasallarin biyolojik giivenilirligini tespit
etmek i¢in standart test olarak ,

e DNA Tamirinin Tahmin Edilmesinde: Hiicresel diizeyde tamir kapasitesini
tespit etmek igin de elverisli bir tekniktir [83,88,89].

Komet deneyleri bakterilerden insan gibi yiiksek organizmalara dek ¢ok genis
bir yelpazede pek ¢ok canlinin hiicrelerinde ¢esitli kimyasal ve fiziksel hasarlayicilarin

etkisini ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilmaktadir.
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2.4.3.1. Komet Deneyinin Verimlilik Ozellikleri
1. Komet Deneyi biitiin hiicre serilerine uygundur.
2. Prokaryot ya da bitkiler de dahil olmak iizere gesitli 0karyot hiicre tiplerine
basari ile uygulanmustir.
Hasart tek hiicre diizeyinde tespit eder.
Yiiksek bir duyarliliga sahiptir. ( 50-15.000 kirik /hiicre)
Sonuglar ayn1 giin i¢cinde alinir.
Hasar, dongiide olan ya da olmayan her hiicre tipinde tespit edilebilir.
Hizli basit ve ucuzdur.

Taze ya da donmus 6rnekler kullanilabilir.

© © N o 0 bk~ o

Non-invazif bir tekniktir.
10. Ornek hacmi ¢ok kiiciiktiir (10.000-50.000 hiicre) [88].

Tablo 2.5. Komet Deneyi ile Mikronukleus Testi Arasindaki Farklar [88]

Mikronukleus Testi Komet Deneyi
Hasar Tipi Kromozomal mutasyon DNA Hasari
Tamir Edilemez Edilebilir
Hiicre Boliinmesi Gerekli Gerek degil
Maruziyet Siiresi Orta/ Uzun( Giinler/Aylar) | Kisa/Orta ( Dakikalar/saatler)
Anoploidi Tespiti Evet Hayir
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2.5. ELISA Deneyi

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) yontemi ilk kez Isvecli

arastirmacilar Peter Perlmann ve Eva Engvall tarafindan 1971 yilinda yayimnlanmistir

[90]. Yontemin prensibi biyolojik bir ¢6zeltide bulunan ve antijenik 6zellik gésteren bir

hiicresel yapmin varligini ve miktarin1 sapmak i¢in o yapiyr tanityan bir antikorla

muamele etmek ve baglanma gerceklesen madde miktarint renk veren bir substrat

yardimiyla saptamaktur.

ELISA Deneyinin en basit uygulamasi olan direkt ELISA nin basamaklar1 sdyledir:

1.

Incelenecek maddenin bulundugu cozelti plastik, 151k gecirgen, diiz zeminli
kuyucuklarin bulundugu plakaya etiketlenerek konur.

Ortamdaki protein baglanma noktalarini bloklamak i¢in bloklama tamponu
kuyucuga eklenir.

Aranan antijenik yapidaki maddeye 6zgiin antikor ortama eklenir.

Birinci antikoru tanmiyan ikincil antikor-HRP (Horse-radish peroksidaz)
konjugati ortama eklenir.

Son olarak HRP ile reaksiyona girerek onu goriiniir hale getiren TMB (3,3',5,5'-
tetrametilbenzidin) eklenir.

Hizlica spektrofotometrik dl¢iim yapan ELISA okuyucu ile kuyucuklar okunur
(Sekil 2.23).

ELISA deneyinin;

e Direkt,

e indirekt

e Sandvig

e Yarigmali, gibi farkli sekilleri olmasina ragmen en sik kullanilani sandvi¢ ELISA

yontemidir.

ELISA deneyinin en sik kullanildigi alan mikrobiyoloji (Viral etkenlerin,

toksinlerin tanimlanmasi vb.) olmakla birlikte antijenik yapilarla ¢alisilan diger dallarda

da kullanilmaktadir (HLA tiplendirmesi vb.) [91].
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Substrat )
Substrat {}
Substrat {:f )
Co

Binineil Tleineil
Antikor Antkor  Yakalama
Konjugat Biritcil Konjugat Antikoru
Antikor
Direkt ELISA Indirekt ELISA Sandvig ELISA

Sekil 2. 21. Yaygin Kullanilan ELISA Deneyleri [92]

ELISA Yonteminin Oksidatif Hasarin Saptanmasinda Kullanimi

Oksidatif olarak hasar gérmiis DNA miktarmi saptanmasinda da ELISA yontemi
kullanilmaktadir. Yontem esas itibariyle kanda, plazmada ve idrarda en sik gézlenen
oksitlenme tirlinii olan 8-OH dG’ nin miktar olarak Sl¢limii prensibine dayanmaktadir.
Ancak deney sartlart DNA oksitlenme diizeyini etkileyebildigi i¢in yaygin olarak

kullanilamamaktadir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOD

3.1. Kan Ornekleri

Calismada 20-30 yas arast, sigara ve alkol kullanmayan, radyasyonla ¢alismayan
goniilli, saglikli erkek bireylerden alinan kan oOrnekleri kullanildi. Goniilliilere
Bilgilendirilmis Onam Formlar1 imzalatildi. Ven6z kan ornekleri hem MN hem de
Komet deneyleri igin Li-Heparinli tiiplere alindi. MN yonteminin radyasyon doz-cevap
egrisi deneyleri i¢in 3 goniilliniin, MN-Mirisetin calismasi i¢in 5 goniilli, Komet
deneyleri icinse 3 goniillilye ait kan Ornekleri kullanildi. Calisma kapsaminda
goniillillerden optimizasyon, mikronukleus doz-cevap egrisi deneyi ve ¢aligma deneyleri
i¢in farkli zamanlarda kan Srnekleri alindi. ELISA deneyleri i¢in de 5 goniilliiniin kan

ornekleri kullanildi. Kan 6rneklert EDTA’]1 tiiplere alindu.

3.2. Isinlama

MN doz-cevap egrisi i¢in kan 6rnekleri 0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2, 3, 4 ve 5 Gy
dozlarda Co-60 ile 1smlandi. Diger deney protokollar: i¢in 1ginlama degerleri olarak
diisiik doz i¢in 0.5 Gy (Kan tablosunun degismeye basladigi esik deger), yiiksek doz
icin de 2 Gy (Radyoterapide kullanilan tek seferlik doz) [19] segildi.

3.3. Mirisetin Uygulama

Deneylerde mirisetin’in DMSO i¢inde hazirlanmigs 100 puM ve 200 uM

konsantrasyonlart kullanildi (Mirisetin’in  molekiil agirhigi 318,24  g/mol’dur.
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Deneylerde 1 molarlik stok ¢ozelti hazirlanp kullanildi). Mirisetin uygulamasi

1sinlamalardan 30 dk. dnce yapildi.

3.4. Deneylerde Kullamilan Kimyasallar
MN Deneyi

e RPMI-1640 (Sigma)

e FBS (Fotal Sigir Serumu) (Biological Industries)

e Penisilin Streptomisin (Sigma)

e PHA-Fitohemagliitinin (Biochrome)

e Sitokalazin B (Sigma)

e Metanol (Merck)

e  Asetik Asit (Merck)

e 0.075 M KCI Cozeltisi

e Formaldehit (Riedel de Haen)

e Fosfat tamponu

e Giemsa (Merck)

Komet Deneyi

e NMPA (Normal Melting Point Agarose)

LMPA (Low Melting Point Agarose)
e Tris-Baz (Sigma)
e Tris-HCI (Sigma)

e NaCl
e EDTA
e PBS
e NaOH
e KOH

e FPG Enzimi (1/500 dilitisyonda) (Trevigen)
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e FPG Tampon Cozeltisi (40 mM Hepes, 0.1 M KCI, 0.5 mM EDTA, 0.2 mg/ml

S1gir Serum Albumini)

ELISA Deneyi

e DNA izolasyon Kiti (Qiagen)
e 8-OH-dG ELISA (Trevigen)
e DNAZz I (Trevigen)

e Alkalen Fosfataz (Trevigen)

3.5. Deney Plani
Hem Mikronukleus hem de Komet deneyleri i¢in asagida belirtilen protokol

uyguland.

1. Kor
DMSO
100 uM Mirisetin
200 uM Mirisetin
0.5 Gy radyasyon
2 Gy radyasyon
0.5 Gy radyasyon +100 uM Mirisetin
0.5 Gy radyasyon +200 uM Mirisetin

© ©° N o g R~ DN

2 Gy radyasyon +100 uM Mirisetin
10. 2 Gy radyasyon +200 uM Mirisetin

3.6. Mikronukleus

3.6.1. Mikronukleus Kiiltiirii

Venoz kan ornekleri Li-Heparinli tiiplere alindiktan sonra dengeye gelebilmeleri
icin 1 saat oda 1sisinda bekletildi. Daha sonra steril kabin i¢inde, steril eppendorf
tiiplere, her tiipte 1 ml olacak sekilde boliindiiler. Radyasyon uygulamasindan 6nce
Mirisetin uygulanacak tiiplere (7.-10. Gruplar) Mirisetin eklendikten sonra, tiipler 30
dk. oda 1sisinda bekletildi. Daha sonra bu tiipler sadece radyasyon uygulanacak tiipler

(5. ve 6. Grup) ile birlikte Trakya Universitesi, Tip Fakiiltesi, Radyasyon Onkoloji
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Radyoterapi tlinitesinde Co-60 kaynagi (Cirus Teleterapi Cihazi) ile bolus i¢inde 10x10
cm alanda 80 cm (SSD) mesafeden belirlenen dozlarda 1sinlandi. Isinlanan tiipler 1 saat
oda 1s1sinda dinlendirildi. Sadece Mirisetin uygulanacak 6rneklere de (3. ve 4. Grup) 30
dk Mirisetin ve 2. gruba DMSO uygulamasi yapildi ve tiim ornekler es zamanl olarak
kiiltiire alind.

Kiiltiir kaplarinin igine herbir 6rnek i¢in 7.9 ml RPMI 1640, 1 ml fétal sigir
serumu, 0.1 ml penisilin—streptomisin karistmi, 0.5 ml (1.2 mg/ml) PHA
(Fitohemagliitinin) konuldu. 0.5 ml kan o6rnegi eklendi. Kaplar 37°C’deki CO2’li
inkiibatore konuldu. Kiiltiiriin 44. saatinde kiltiir kaplarinin igine 360 uL (Final
konsantrasyon 6 pug/ml) Sitokalasin —B eklendi. 68. saatte kiiltiirler sonlandirildi.

Hiicrelerin Elde Edilmesi.

1. Ornekler 15 ml’lik falkon tiiplere konulduktan sonra tiipler 8 dk. 800 rpm’de
santrifij edildi.

2. Sipernatantlar1 atildiktan sonra altta kalan pelletin iizerine 4° C’ye kadar
sogutulmus 0.075M KCI (heparinli) vorteks {iizerinde (800-1000 rpm)
eklendi.

3. Tipler 8 dk. 800 rpm’de santrifiij edildi.

4. Siipernatantlart atildiktan sonra altta kalan pelletin {izerine, hiicreleri yikamak
amaciyla vorteks tizerinde fiksatif (3 kisim metanol+1 kisim asetik asit)
damla damla eklendi.

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

6. Stipernatantlar1 atildiktan sonra altta kalan pelletin {izerine vorteks iizerinde
fiksatif damla damla eklendi.

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

8. Siipernatantlar1 atildiktan sonra altta kalan pelletin iizerine vorteks iizerinde
% 1 formaldehitli fiksatif damla damla eklendi.

9. Tipler 5 dk. 1000 rpm’de santrifiij edildi.

10. Siipernatantlar1 atildiktan sonra altta kalan pelletin {izerine fiksatif

(formaldehitsiz) eklenerek hiicreler -20 °C’ye kaldirildi.
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3.6.2. Hiicrelerin Boyanmasi

Standart lamlar alkole batirilip yakildiktan sonra yikanip temizlendi ve
etiketlendi. Lamlarin tizerine 6-8 damla hiicre ¢ozeltisi damlatildi ve havada kurumaya
birakildi. Kuruyan lamlarda hiicre kalitesi ve siklig1 faz kontrast mikroskopta kontrol
edildi. Uygunluguna karar verilen lamlar boyaya alindi. Fosfat tampon ¢ozeltisi ile %
10’luk Giemsa boyasi hazirlandi ve filtre kagidindan gecirildi. Yatay olarak dizilen
lamlarin iizerine 2-3 ml kadar Giemsa boyasi konuldu ve lamlar 40 dk. oda 1sisinda
bekletildi. Siire sonunda boyasi siizdiiriilen lamlar sale i¢inde distile suyla 2 kez yikand1
ve havada kurumaya birakildi. Havada kuruyan lamlar 11k mikroskobunda (40x) kalite
acisindan kontrol edildikten sonra uygunluguna karar verilen lamlar entellan ile

kapatilip sayima hazir hale getirildi.

3.6.3. Mikroskopik Degerlendirme
Her bir 6rnek i¢in 1000-2500 Binukleat (BN) hiicre sayildi. Mikronukleus

sayilar1 kaydedildi ve mikronukleuslarin binde oranlar1 saptandi. BN degerlendirmesi
yapilirken asagidaki kriterler kullanildi.

¢ BN hiicrelerde iki nukleus ayni sitoplazmik alan i¢inde bulunmalidir (a-d).

eiki cekirdegin boyutlari, boyanma paternleri ve boyanma yogunluklar1 ayni

olmalidir (a-d).

BN hiicre icindeki nukleuslar arasinda bulunan nukleoplazmik kopri cekirdek

capininl/4’tinden fazla olmamalidir (c,d).

¢ BN icindeki iki nukleus birbirine temas edebilirler ancak ideal olarak birbirlerinin

lizerine binmemis olmalidir (b).

BN hiicrenin sitoplazmik sinirlar1 komsu hiicrelerden agikga ayirdedilebilmelidir

o008
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Sekil 3. 1. Degerlendirmeye Uygun Binukleat Hiicreler [68]

MN’lar degerlendirirken de asagidaki kriterlere uymalarina dikkat edildi.

« MN’lar yapisal olarak esas nukleusa benzeseler de daha kiigiiktiirler.

« MN’un ¢ap1 (Binukleat insan lenfositleri i¢in) esas nukleusun ¢apinin 1/16 ila
1/3°1i arasinda degisir.

« MN’lar yuvarlak ya da oval sekillidir.

« MN’lar mikroskopta parlama yapmazlar.

« MN’lar esas ¢ekirdege bagli degildir ya da temas etmezler.

« MN’lar ¢ekirdek ile iist iiste gelmez.

« MN’lar ¢ogunlikla esas c¢ekirdekle ayni yogunlukta, nadiren daha yogun
boyanirlar [93].

ko

Sekil 3.2. Degerlendirmeye Uygun BN Hiicreler ve MN’lar.

Toplam MN sayisini tespit etmek icin asagidaki formiil kullanildu.
(1 MN’lu Hiicre Sayist x 1) + (2 MN’lu Hiicre Sayis1 x 2) + (3 MN’lu Hiicre Sayis1 x 3)
+ (4 MN’lu Hiicre Sayis1 x 4) +....= Toplam MN Sayis1

Toplam MN Sayist _ x
Sayilan BN Sayist 1000

Binde oranlarini tespit amaciyla da esitligi kullanildi ve

binde MN sayilar1 (x) tespit edildi.

3.6.4. Istatistik Degerlendirme
Doz-Cevap egrisinde kullanilacak mikronukleus sonuglarinin Poisson dagilimi
bir bilgisayar programi araciligi ile degerlendirildi (Alan Edwards’in hazirladigi Curve
Fitting Program T.U. Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji A.D’dan Yrd. Dog. Dr. Funda S.

Pala’dan temin edilmistir) ve uygunlugu saptanan degerler kullanilarak doz cevap
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grafigi olusturuldu. Diger degerlendirmeler SPSS programi ile Fisher's Exact Test
kullanilarak yapilda.

3.7. Komet Deneyleri
Radyasyonun yarattigi hasarin DNA boyutunda degerlendirilebilmesi igin
Komet deneyleri 2 farkli bicimde ger¢eklestirildi.
e Alkali Komet deneyi mirisetin ve radyasyonun etkisiyle DNA’da meydana gelen
cift ve tek zincir kiriklarinin beraber degerlendirilmesi (pH>13) i¢in kullanildi.

¢ FPG Komet deneyi, DNA’daki oksidatif hasar diizeyini belirlemek i¢in kullanildi.

3.7.1.Hiicrelerin Hazirlanmasi
¢ 10 ml kan heparinli tiiplere alind1 ve hi¢ bekletmeden iglemlere baslandi.
e 15 ml’lik falkon tiipe ilk 6nce Ficol-Histopaque (5 ml) konuldu. Uzerine kan
ornekleri yavagga 1:1 (5 ml:5 ml-2 tiip) oraninda olacak sekilde karistirmadan
konuldu.
e Ornekler 1500 rpm, 8 °C’de 20 dakika santrifiij edildi.
e Buffy coat tabakasi steril bir pastor pipet yardimiyla RPMI 1640, % 10 FBS ve
% 1 penislin- streptomisinden olusan medyum i¢ine alindi.
e Hiicreler medyum ile 1500 rpm’de 15’er dakika 2 kez yikandi. (Son hacim 10 ml
olacak sekilde).
e 2. yikama sonunda hiicreler medyum igine tek tiipe alindi. +4 °C buzdolabina

kaldirildi.

3.7.2.Hiicrelerin Kontrolii

Komet deneyine alinan hiicrelerin canli olmasi gerektiginden hiicrelerin ne
kadarinin canli oldugunu tespit etmek igin Tripan Mavisi yontemi kullanildi. 10 pl
hiicre siispansiyonu 2 pl Tripan mavisi (% 0.4) ile karistirilip 5 dk. oda 1sisinda
beklendi. Hemasitometreye damlatilip {izerine lamel kapatildi ve 1s1k mikroskobunda

(10x) hiicreler sayildi. Hiicrelerin yiizde olarak ne kadarinin maviye dondiigii saptandi.
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3.7.3. Komet Deney Siireci
Komet Deneyleri planlanirken temel olarak Tice ve Dusinska [84, 94] tarafindan
onerilen protokol kullanildi. FPG Komet deneylerinin uygulamalar1 da Miklos ve
ark.’nin [95] yaptigi, lenfosit ve radyasyon kullanilan protokola gore gergeklestirildi.
Mirisetin uygulama siireleri iginse Duthie ve ark.’nin [96] ¢alismasi 6rnek alindi.
Deneyin basinda hiicre izolasyonu devam ederken hiicrelerin i¢gine gémiilecegi
% 0.75’lik LMPA (Low Melting Point Agarose) PBS ile hazirlandi ve 2 ml’lik
eppendorf tiipler icinde 40 °C’deki (6nceden 1sitilmig) su banyosuna konuldu ve
1silarinin 40 °C’ye inmesi igin 20-30 dk. beklendi.
e Hiicrelerin inkiibasyonundan o6nceki zaman araliginda lamlar su ile yikandi ve
alkolden gegcirilip kurulandi. Deneylerde 6zel Komet lamlar1 (Trevigen) kullanildi.
Lamlarin her bir kuyucuguna PBS ile hazirlanmis eriyik haldeki % 1.5’luk normal
agarozdan 100’er pl eklendi ve lizerine hizlica lamel kapatildi. Agarozun katilagmasi
icin lamlar en az 15 dk. 4 °C’ye kaldirildi.
e Mirisetin uygulanan hiicreler 30 dk. 37 °C’de inkiibe edildikten sonra oda 1sisinda
1sinland1 ve 1sinlamayi takiben metabolik tiim faaliyetleri 6zellikle DNA tamirini
durdurmak iizere hemen buz iizerine alind1.
e Hiicrelerin muamelelerden sonra hasar goriip goérmedigini tespit etmek i¢in her
ornek Tripan Mavisi ile thoma laminda tekrar incelendi.
e Agaroz kapli lamlar buzdolabindan c¢ikartilarak tizerlerindeki lameller dikkatlice
¢ikarildi ve her deney serisi igin 2 lam etiketlendi (Alkali Komet, FPG Komet)
e Hazirlanmis hiicre siispansiyonlarindan 60 pl ayn1 etiketli tiiplere konulup iizerine
390 ul LMPA eklendi ve pipetaj yapilarak karistirildi. Bu karisimdan 150°ser pl,
pipetle hizlica ayni etiketli agaroz kapli lamlarin tizerine konuldu ve {izeri parafilmle
kapatildi. Lamlar 2. katman agarozun katilagsmasi i¢in en az 15 dk. 4 °C’ye kaldirildu.
e Lamlar buzdolabindan ¢ikarildiktan sonra iizerlerindeki parafilmler dikkatlice
kaldirildi.
e Lamlar dikkatlice yatay olarak bir tepsiye dizildi ve iizerlerine, nukleus materyali
disindaki hiicrelerin hiicre bilesenlerinin uzaklastirilmasi icin 4 °C’de sogutulmus
lizis ¢oOzeltisi eklendi. Lam tepsisi 4 °C’ye karanlik bir ortama kaldirildi (Lizis
solusyonunda bekletme siiresi 1 saat ile 4 saat arasinda degismektedir. 24 saate kadar

DNA hasari agisindan istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemistir [97]).
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Lizis basamagindan sonra Alkali Komet i¢in uygulanan siire¢ ile FPG siireci bazi
farkliliklar gostermektedir.
e Alkali Komette; Lizis kabindan lamlar dikkatlice ¢ikarildiktan sonra dikkatlice
stizdiirtildii ve 3 kez 5’er dk. nétralizasyon tamponu ile yikandi.
e Son yikamadan sonra iyice siizdiiriilen lamlar elektroforez tankina yan yana anoda
yakin olacak sekilde dizildi ve sabitlendi. Tanka pH’1 ayarlanmis elektroforez
tamponu lamlarin iizerini en az 0.2 cm oOrtecek sekilde yavasg¢a konuldu ve tankin
kapag1 kapatildu.
¢ DNA’nin ¢ozlinmesi i¢in lamlar tankin i¢inde 4 °C’ye (karanlik) kaldirildi. Lamlar
elektroforez yapmadan elektroforez tamponunun ig¢inde 1 saat bekletildi.
¢ | saatin sonunda sonunda gii¢ kaynagi agildi ve akim 300 mA, Voltaj 24 V (1
V/em), siire 25 dk.’ya ayarlandi. Elektroforez baslatildi. Siiresi sonunda lamlar
tankin icinden dikkatlice alinarak tekrar notralizasyon tamponu ile 3 kez 5’er dk.
yikandi ve siizdiiriildii. Son olarak iizerlerine Etidium bromiir boyas1 konarak iizerleri
lam ile kapatildi. Daha sonra goriintiilenmek tizere 4 °C’ye kaldirild1.
o FPG Komette ise lizis basamagindan sonra lamlar FPG tampon ¢ozeltisi ile 3 kez
10’ar dk. yikandi.
¢ Yikamay1 takiben FPG serisindeki her lamin iizerine 1/500 oraninda FPG buffer ile
sulandirilmis FPG enzimi konuldu ve iizerleri parafilmle kapatilarak 37 °C’de 30 dk.
inkiibe edildiler. Inkiibasyonun ardindan iyice siizdiiriilen lamlar elektroforez tankina

yerlestirilerek Alkali Komet’teki gibi siire¢ devam ettirildi.

3.7.4. Goriintiileme
e Floresan mikroskopta 10x objektif ve TRITC filtre ile goriintiler kontrol
edildikten sonra SPOT RT programu ile bilgisayara kaydedildi.
e Her preparatta, bilgisayara kaydedilen goriintiilerde, 100 hiicre gorsel olarak
skorland1 ve kaydedildi. Gorsel skorlama i¢in Sekil 3.3°de gosterilen skorlama

diyagrami kullanildu.
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e Bu diyagrama gore;

Grade

Grade O....

Grade 1....

Grade 2....

Grade 3....

.Hasar Yok (< %5)

.Diisiik Hasarl1 (%5-25)

.Orta Hasarli ( % 25-45)

Yiiksek Hasarli (%45-70)

Grade 4.....Cok Yiiksek Hasarli1 (>%70) [ 98]
olarak kabul edildi.

Sekil. 3.3. Komet Gorsel Skorlama Diyagrami [99]

Toplam skorun belirlenmesi i¢in de Collins tarafindan Onerilen hesaplama

yontemi kullanildi.

e (radeO...... Sayilan Hiicre x 0

e Q(radel...... Sayilan Hiicre x 1

e (rade?2...... Sayilan Hiicre x 2

e Grade3...... Sayilan Hiicre x 3

e Grade4...... Savilan Hiicre x 4

Toplam

Derecelendirmede Grade 4, bir hiicreyi baz alarak toplam 100 hiicre igin 400

hasar {initesi tizerinden toplam skor elde edildi [99].
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3.7.5. Istatistik Degerlendirme
Komet Deneyinin istatistik degerlendirmeleri SPSS programu ile yapilmustir.

Friedman Testi, Post Hoc Analizi ve Eslestirilmis t Testi kullanilmustir.

3.8. ELISA Deneyi

Radyasyon etkisiyle olusan oksitlenmis DNA {iriinlerini tespit etmek amaciyla
da 8-OH-dG ELISA yéntemi kullanilmustir.

MN ve Komet deneylerinde kullanilan protokol takip edilmistir. Mirisetin ve
radyasyon uygulamalarin1 takiben kan 6rneklerinden DNA izolasyonlar1 yapilmistir.
Izolasyonlar: takiben tiim DNA o&rneklerinin miktar tayinleri Nanodrop cihazi ile
gerceklestirilmistir. ELISA kit protokoluna gore her kuyucuga konacak DNA miktar
hesaplandiktan sonra, DNA orneklerinin enzim muameleleri (DNAz 1 ve Alkalen
Fosfataz) yapilmis ve ELISA protokoluna gegilmistir. ELISA islemleri sonunda
ornekler 450 nm’de ELISA okuyucu cihaz ile degerlendirilmistir.
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1. MIKRONUKLEUS ANALIZi SONUCLARI

4.1.1.Doz Cevap Egrisi

Mirisetin’in radyoprotektif etkisini ve olast klastojenik etkisini belirlemek
amactyla MN analizi yontemi kullanildi. Bu amagla 6nce absorblanan dozlarda olasi
diisiisii degerlendirebilmek i¢in doz cevap egrisi olusturuldu. 3 ayr1 goniilliiden alinan
kan Ornekleri 0’la 5 Gy arasinda 10 farkli dozda Co-60 kaynagi ile i1smlandi. 3
gontilliiye ait mikronukleus dagilimlar Tablo 4.1, 4.2, 4.3.”de verildi.

Goniilliilere ait kan 6rneklerinde MN sikliklar: ve dagilimlar istatistiksel olarak
uyumlu bulundugundan 3 veri birlestirildi (Tablo 4.4).

Birlestirilmis veri kullanilarak laboratuarimiza ait Co-60 doz cevap egrisi elde

edildi.
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Tablo 4.1. Goniilli C.C.’ye ait MN Dagilimi

Toplam Toplam MN/BN MN Sayilarr*
BN MN orani * 0 1 2 3 4 5 6+
0 Gy 2258 28 12 2230 24 2 0 0 0 0
0.1 Gy 2591 57 22 2541 44 5 1 0 0 0
0.25 Gy 2500 75 30 2438 53 5 4 0 0 0
0.5 Gy 2554 42 16 2514 38 2 0 0 0 0
0.75 Gy 2524 169 67 2377 125 22 0 0 0 0
1Gy 2550 294 115 2293 224 29 4 0 0 0
2 Gy 2585 806 311 1911 523 108 36 5 1 1
3 Gy 1795 692 385 1289 369 101 27 7 0 2
34(T)
4 Gy 2523 1770 701.5 922 945 466 135 38 12 2(6)
2(7),1(8)
5 Gy 2517 2928 1163 919 757 506 219 89 19 51(T)
6(6),1(7)1(8)
*1000 BN hiicrede.
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Tablo 4.2. Goniillii S.K.”ye ait MN Dagilim1

Toplam Toplam MN/BN MN Sayilan*

BN MN orani * 0 1 2 3 4 5 6+
0 Gy 2500 21 8.4 2479 21 0 0 0 0 0
0.1 Gy 2460 34 13.82 2427 32 1 0 0 0 0
0.25 Gy 2500 50 20 2454 42 4 0 0 0 0
0.5 Gy 2500 85 34 2420 75 5 0 0 0 0
0.75 Gy 2500 155 62 2356 135 7 2 0 0 0
1Gy 2227 221 99.23 2034 167 24 2 0 0 0
2 Gy 2500 611 244.4 2007 392 84 17 0 0 0
3Gy 2500 1097 438.8 1684 585 187 39 4 1 0
4 Gy 1600 1203 751 1310 173 84 28 5 0 0
Gy 2135 2599 1217 696 744 462 189 69 12 1o

2(6)+1(7)

*1000 BN hiicrede.
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Tablo 4.3. Goniilli S.D.’ye ait MN Dagilim1

Toplam Toplam MN/BN MN Sayilan*
BN MN oram * 0 1 2 3 4 5 6+
0 Gy 2500 17 6.8 2483 17 0 0 0 0 0
0.1 Gy 2000 22 11 1978 22 0 0 0 0 0
0.25 Gy 1500 29 19 1473 25 2 0 0 0 0
0.5 Gy 2000 63 32 1941 57 3 0 0 0 0
0.75 Gy 2000 127 64 1882 110 7 1 0 0 0
1Gy 952 95 100 881 55 9 6 1 0 0
2 Gy 1561 310 198 1355 135 44 21 5 1 0
3 Gy 2500 1100 440 1681 590 190 30 6 2 1
4Gy 1000 676 676 570 273 100 37 12 5 ) (é)g’,q()?),
42(T)
5Gy 1005 995 991 411 360 142 46 29 11 1 (?)(,?L)(,S),
1(9)
+1000 BN hiicrede.
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Tablo 4.4. Birlestirilmis MN dagilimi

Toplam | Toplam | MN/BN MN Sayilarr*

BN MN oranr*® 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
0 Gy 7258 66 9.1 7194 62 2 0 0 0 0 0 0 0
0.1 Gy 7051 113 15.6 6946 98 6 1 0 0 0 0 0 0
0.25 Gy 6500 154 24 6365 120 11 4 0 0 0 0 0 0
0.5 Gy 5974 194 325 5796 166 11 2 0 0 0 0 0 0
0.75 Gy 7033 448 63.8 6615 370 36 2 0 0 0 0 0 0
1Gy 5729 610 106.5 5208 446 62 12 1 0 0 0 0 0
2 Gy 5108 1128 220.8 4234 674 153 41 5 1 0 0 0 0
3Gy 6795 2889 425.2 4654 1544 478 96 17 3 3 0 0 0
4 Gy 5123 3649 712.2 2802 1391 650 200 55 17 4 3 1 0
5 Gy 5897 7133 1206.2 2026 1861 1110 454 187 42 11 3 2 1

*1000 BN hiicrede.
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Sekil 4.1. Co-60 Doz Cevap Egrisi

Tablo 4.5. MPOL programi yardimiyla elde edilen doz cevap egrisi ¢iktilar

INPUT DATA DOSE CELLS ABERRATIONS VAR/MEAN
.000 7258 66 1.050
.100 7051 113 1.140
.250 6500 154 1.280
.500 5974 194 1.140
.750 7033 448 1.120

1.000 5729 610 1.240
2.000 5108 1128 1.340
3.000 6795 2889 1.230
4.000 5123 3649 1.330
5.000 5897 7133 1.180
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4.1.2. Mirisetin’in Absorblanan Radyasyon Dozu Uzerine Etkisi

Mirisetin’in absorplanan doz {izerine etkisi 5 ayr1 goniilliilye ait kan

orneginde arastirildi. Kontrol degerlerini belirlemek amaciyla, goniilliilerin dogal

MN sikliklar1 tespit edildi. Mirisetin’in 2 konsantrasyonu ve c¢dziicii olarak

kullanilan DMSO (Dimetil Siilfoksit) uygulanmis kan 6rneklerine ait MN sikliklari,
dogal sikliklar1 ile karsilastirildi. Sonucglar Tablo 4.6 ve Sekil 4.2’de verildi.
Friedman testine gore 5 goniillilye ait dogal MN, DMSO, 100 uM ve 200 uM

Mirisetin sonuglart arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmedi (p=0.077).

Tablo 4.6. Goniillilerin Kontrol, DMSO, 100 uM ve 200 uM Mirisetin
Uygulamasi ile Gozlenen MN Sikliklari

Uygulama
ol KONTROL* | DMSO* | iidbins | wiristins
C.C 12 10.3 12.3 11.6
S.D. 6.8 6.3 7.4 6.5
O.K. 6.4 5.8 6.8 8.3
B.A 8.4 6.5 6.0 7.2
Y.T 8.2 7.3 8.5 9.5
OrtalamazxSD 8.4+£2.2 7.2+1.8 8.242.5 8.6+2.0
Medyan 8.2 (6.6-10.2) | 6.5(6.1-8.8) | 7.4(6.4-10.4) | 8.3 (6.9-10.6)
(25-75 persantil)

p

0.077

*1000 Binukleat Hiicrede MN sayis1
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Sekil 4.2. Goniillilerin Kontrol, DMSO, 100 uM ve 200 uM Mirisetin, Uygulamasi
ile Gozlenen MN Sikliklari

Mirisetin’in radyoprotektif etkisi 2 ayr1 dozda ve 2 konsantrasyonda
arastirildi. Sonuglar Tablo 4.7, Tablo 4.8, Tablo 4.9 ve Tablo 4.10°da verildi. 0.5
Gy’lik radyasyon dozunda MN siklig1 1000 Binukleat hiicrede 32.5 iken bu deger
100 uM Mirisetin varliginda ortalama 25.4+1.6, 200 uM Mirisetin varli§inda ise
18.5 +1.3 olarak gozlendi. 2 Gy de ise MN siklig1 1000 hiicrede 220.8 iken 100 uM
Mirisetin varliginda 16743.8’e, 200 uM Mirisetin varliginda ise 133.9+3.4°¢ diistii.
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Tablo 4.7. 0.5 Gy+ 100 uM Mirisetin’e ait MN Dagilimi1

Toplam | Toplam | MN/BN MN Dagilim
BN MN orani * 0 1 2 3 4
0.5 Gy 5974 194 32.5 5796 166 11 2 0
C.C 1530 38 24.5 1497 28 5 0 0
S.D. 2000 52 26.0 1949 50 1 0 0
O.K. 2000 47 23.5 1957 39 4 0 0
B.A 2000 52 26.0 1953 45 3 1 0
YT 3067 80 26.1 2998 61 6 1 1
*1000 hiicrede
Tablo 4.8. 0.5 Gy+ 200 uM Mirisetin’e ait MN Dagilimi
Toplam | Toplam | MN/BN MN Dagilim
BN MN orani * 0 1 2 3
0.5 Gy 5974 194 32.5 5796 166 11 2
c.C 1901 38 19.9 1866 32 3 0
S.D. 2197 39 17.8 2160 35 2 0
O.K. 2500 45 8.0 2456 43 1 0
B.A 2500 46 18.4 2458 38 4 0
Y.T 2193 42 19.2 2152 40 1 0
*1000 hiicrede

64




Tablo 4.9. 2 Gy+100 uM Mirisetin’e ait MN Dagilimi

Toplam | Toplam | MN/BN MN Dagilimi
BN MN orant* 0 1 2 3 4 5
2 Gy 5108 1128 220.8 4234 674 153 41 5 1
cC 2029 333 164.1 1755 229 34 8 3 0
S.D. 1748 284 162.5 1508 184 44 12 0 0
O.K. 2500 426 170.4 2142 300 50 6 2 0
B.A 2759 493 178.7 2350 335 132 18 8 0
YT 2500 391 156.4 2177 267 45 10 1 0
* 1000 BN hiicrede
Tablo 4.10. 2 Gy+200 uM Mirisetin’e ait MN Dagilim1
Toplam | Toplam | MN/BN MN Dagilim
BN MN orani* 0 1 2 3 4 5
2 Gy 5108 1128 220.8 4234 674 153 41 5 1
C.C 1112 143 128.6 969 107 15 2 0 0
S.D. 2000 261 130.1 1786 177 27 10 0 0
O.K. 2500 340 136 2214 239 41 5 1 0
B.A 2839 397 139.8 2503 281 50 4 1 0
YT 2000 258 129 1782 186 25 6 1 0
*1000 BN hiicrede
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Her doz ve konsantrasyon i¢in MN sikliklarindaki azalma yiizdeleri hesaplandi.
Sonuclar Tablo 4.11°de verildi. 0.5 Gy’de 100 uM Mirisetin i¢in %22.8, 200 pM
Mirisetin i¢in ise % 43.1 azalma goriildii. Bu degerler 2 Gy’de 100 uM Mirisetin i¢in
% 24.4, 200 uM Mirisetin i¢in ise % 40.1 olarak bulundu.

0,5 Gy radyasyon uygulanan oOrneklerde 100 uM ve 200 uM Mirisetin
uygulamasimin MN siklig1 iizerine etkileri Fisher’s Exact test ile karsilastirildiginda her
iki dozun da MN sikliklarini istatistiksel olarak anlamli bir bigimde diistirdiigii g6zlendi
(p=0,001).

2 Gy radyasyon uygulanan oOrneklerde de 100uM ve 200 puM Mirisetin
uygulamasinda her iki dozun da MN sikliklarini istatistiksel olarak anlamli bir bicimde

diisiirdiigii gézlendi (p<0,001).

Tablo 4.11. Mikronukleus Sikliklarinda Azalma Yiuzdeleri

Sfl‘lyl‘c':: Mikronukleus | MN/BNMN* Aioa/:)r)na
0.5 Gy 5974 194 32523
100uM Mirisetin 10597 269 25.4+1.6 22.8
200uM Mirisetin 11291 210 18.5+13 43.1
2 Gy 5108 1128 220.846.6
1000M Mirisetin 11536 1927 167.043.8 24.4
2004M Mirisetin 10451 1399 133.943.4 40.1

* 1000 BN hiicrede
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Elde edilen doz cevap egrisi kullanilarak, Mirisetin varliginda absorblanan doz
degerleri hesaplandi. Sonuglar Tablo 4.12°de verildi. 0.5 Gy i¢in 100 ve 200 uM
Mirisetin varliginda % 38 ve % 64 azalma goriiliirken bu degerler 2 Gy’de % 26.2 ve
% 36.1 oldu. 200 uM Mirisetin uygulanmasi diisiik dozda % 52 daha etkili olurken 2
Gy’de konsantrasyonlar arasindaki fark % 13.5°de kaldi.

Tablo 4.12. Absorblanan Dozda Azalma Yizdeleri

Absorplanan Doz(Gy) lzf;; ;(
100 uM Mirisetin 0.31 38
0.5 Gy 200 uM Mirisetin 0.18 64
Fark(%) 52.0
100 uM Mirisetin 1.63 26.2
2 Gy 200 uM Mirisetin 1.40 36.1
Fark(%) 13.5
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4.2. KOMET ANALIZi SONUCLARI

Mirisetin’in olas1 antioksidan dolayisiyla radyoprotektif etkisini degerlendirmek
i¢in ayrica 3 goniilliiye ait kan 6rnekleri ile Komet ve FPG Komet deneyleri yapildi. 3
gontlliiye ait Komet sayim sonuglar1 Tablo 4.13 - Tablo 4.18’de ve Sekil 4.3- Sekil
4.8°de verildi
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Tablo 4.13. Goniilli S.D.’ye ait Alkali Komet Sonuglari

Savilan Doz -Is-gpllﬁl r: Grade Grade | Grade Grade | Grade Hasar
y y 0 1 2 3 4 Skoru
Hiicre
Kontrol 100 91 5 1 3 0 16
DMSO 100 90 6 1 1 2 19
100 pM 100 38 11 6 10 35 193
200 pM 100 30 6 0 11 52 247
0.5 Gy 100 78 18 1 9 0 47
2 Gy 100 1 86 7 3 3 121
0.5Gy +100uM | 100 4 36 0 5 55 271
0.5Gy +200uM | 100 3 33 0 4 60 285
2 Gy +100 pM 100 0 15 6 1 61 274
2 Gy +200 pM 100 0 32 6 2 60 290
100
0 A
30
0
60 = = B arade
50 7] — = Grade 1
40 - — = Grade 2
I - Grade 3
30
B Graded
20 1 —
i JLI R
0 - -
Eontrol DMS0 100pM 200pM 05Gy  2Gy  05Cy+ 05Gy+ 2Gy+  2Gy+

Mir

Mir

Mir

Mir

Mir

100 M 2000 100 WM 200 uM

Mir

Sekil 4. 3. Goniilli S.D.’ye ait Alkali Komet Sonuglari

69




Tablo 4.14. Goniillii S.D.’ye ait FPG Komet Sonuglari

Sayilan Doz Toplam | Grade | Grade | Grade | Grade | Grade Hasar
Sayilan 0 1 2 3 4 Skoru
Hiicre
Kontrol 100 80 13 4 3 0 30
DMSO 100 83 10 0 4 3 34
100 pM 100 9 24 13 9 45 257
200 pM 100 22 14 4 6 54 256
0.5 Gy 100 8 76 12 4 0 112
2 Gy 100 0 14 76 5 5 201
0.5 Gy +100 pM 100 1 29 4 7 59 294
0.5 Gy +200 pM 100 0 22 6 4 68 298
2 Gy +100 pM 100 16 12 6 7 59 281
2 Gy +200 uM 100 1 14 11 17 57 315
0 7
30
70 -
60 p p— ~
. B B Grade 0
50 1
- ®3rade 1
401 B mGrade 2
30 B Grade 3
- Graded

20 1

10

Mir

—

Kontrol DMSO 100pM 200pdM 05 Gy

Mir

2 Gy

——=

05Gy+ 05Gy+ 2Gy+

19

i

2 Gy+

100 M 200 100 WM 200 M

Mir

Mir

Mir

Sekil 4.4. Goniilli S.D.’ye ait FPG Komet Sonuglari
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Tablo 4.15. Goniilli A.H.’ya ait Alkali Komet Sonuglari

Sayilan Doz Toplam | Grade | Grade | Grade | Grade | Grade | Hasar
Sayilan 0 1 2 3 4 Skoru
Hiicre
Kontrol 100 81 16 3 0 0 22
DMSO 100 84 12 3 1 0 21
100 M 100 21 30 15 10 24 186
200 uM 100 24 16 17 24 19 198
0.5 Gy 100 61 22 13 2 2 62
2 Gy 100 2 71 18 5 4 130
0.5 Gy +100 pM 100 40 14 16 11 19 155
0.5 Gy +200 uM 100 16 23 19 8 34 221
2 Gy +100 uM 100 0 45 16 10 29 225
2 Gy +200 M 100 1 35 16 20 28 239
Q0 A
30
T0
a0
B 3rade 0
a0
B Grade 1
A0 - B 3rade 2
30 - Grade 3
Graded
20 1 |
10
8]
Kontrol DMSO 100pM 200uM 05CGy  2Gy  05Gy+ 05Gy+ 2Gy+  20y+
Mir Mir 100U 200 M 100U 200 pud
Mir Mir Mir Mir

Sekil 4. 5. Goniillii A.H.’ya ait Alkali Komet Sonuglari
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Tablo 4.16. Goniilli A.H.’ya ait FPG Komet Sonuglart

Sayilan Doz Toplam | Grade | Grade | Grade | Grade | Grade | Hasar
Sayilan 0 1 2 3 4 Skoru
Hiicre
Kontrol 100 71 21 7 1 0 38
DMSO 100 71 21 7 0 1 39
100 uM 100 8 28 21 22 21 220
200 uM 100 1 30 10 13 46 253
0.5 Gy 100 16 64 15 4 1 110
2 Gy 100 0 31 60 8 1 199
0.5 Gy +100 pM 100 25 12 18 11 34 217
0.5 Gy +200 uM 100 0 23 13 26 38 279
2 Gy +100 uM 100 6 19 17 13 45 272
2 Gy +200 M 100 0 26 16 9 49 281
20 7
T
a0 7
a0 -
_ B Grade 0
40 - = B Grade 1
B Grade 2
30 1 B uGrade 3
N Graded
20 7
10 B
O 1 1_1_1_'7
Kontrol DMS0 100uM 200uM 035Gy  2Gy  05Gy+ 05Gy+ 2Gy+ 2 Gy+

Mir

Mir

1008 200pM 100 M 200 pbd

Mir Mir

Mir

Mir

Sekil 4.6. Goniillii A.H.’ya ait FPG Komet Sonuglari
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Tablo 4.17. Goniilli O.B.’ye ait Alkali Komet Sonuglari

Sayilan Doz Toplam | Grade | Grade | Grade | Grade | Grade | Hasar
Sayilan 0 1 2 3 4 Skoru
Hiicre
Kontrol 100 87 7 2 4 0 23
DMSO 100 83 10 6 1 0 25
100 uM 100 52 13 11 7 17 124
200 uM 100 38 9 12 15 26 182
0.5 Gy 100 64 13 11 7 5 76
2 Gy 100 47 18 17 13 5 111
0.5 Gy +100 pM 100 43 10 9 6 32 174
0.5 Gy +200 pM 100 32 19 11 5 33 188
2 Gy +100 uM 100 26 29 11 6 28 175
2 Gy +200 M 100 25 22 16 10 27 192
0 A
20 1
70
a0
B Grade 0
a0 A
B Grade 1
40 - B Grade?2
- ] Grade 3
30 1
Graded
20 1
10 1
o —__E
Kontrol DMSO 100pM 200uM 05CGy  2Gy  05Gy+ 05Gy+ 20Cy+  2Gy+

Mir

Mir

Mir Mir

Mir

100 M 200pM 100N 200 pb

Mir

Sekil 4.7. Géniillii O.B’ye Ait Alkali Komet Sonuglari
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Tablo 4.18. Goniilli O.B.’ye ait FPG Komet Sonuglari

Sayilan Doz Toplam | Grade | Grade | Grade | Grade | Grade | Hasar
Sayilan 0 1 2 3 4 Skoru
Hiicre
Kontrol 100 78 10 8 0 4 42
DMSO 100 77 9 7 3 4 48
100 uM 100 43 8 16 6 27 166
200 uM 100 17 23 7 1 42 238
0.5 Gy 100 10 62 8 5 15 153
2 Gy 100 1 42 27 11 19 205
0.5 Gy +100 pM 100 18 36 17 5 24 181
0.5 Gy +200 uM 100 34 10 11 14 31 198
2 Gy +100 uM 100 12 26 14 11 37 235
2 Gy +200 uM 100 3 23 17 11 46 274
30 7
70
60 7
50 7
- B Grade 0
40 i — HGrade 1
BGrade?2
30 1 B " Grade 3
Grade 4

20

10 7

Kontrol DMZO

Mir

—

100pM 200 0.5 Gy

Mir

2Gy

0.5Gy+ 0.5Gy+ 2Gy+
100pM 200pM 100N 200 ub

Mir Mir

Mir

'I_'I_'?

2 Qv+

Mir

Sekil. 4.8. Goniillii O.B’ye ait FPG Komet Sonuglar
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Tablo 4.19. Goniillii S.D.’ye ait Komet Skorlar1

0.5 Gy+ 0.5 Gy+ 2 Gy+ 2 Gy+
Kontrol DMSO 100 M | 200 pM 0.5 Gy 2 Gy 100pM | 200pM | 100pM | 200 pM
Alkali 16 19 193 247 47 121 271 285 274 290
FPG 30 34 257 256 112 201 294 298 281 315
Tablo 4.20. Goniillii A.H.ya ait Komet Skorlar1
0.5 Gy+ 0.5 Gy+ 2 Gy+ 2 Gy+
Kontrol DMSO 100 uM | 200 pM 0.5 Gy 2 Gy 100pM | 200pM | 100pM | 200 pM
Alkali 22 21 186 198 62 130 155 221 225 239
FPG 38 39 220 253 110 199 217 279 272 281
Tablo 4.21. Goniillii O.B.’a ait Komet Skorlari
0.5 Gy+ 0.5 Gy+ 2 Gy+ 2 Gy+
Kontrol DMSO 100 uM | 200 uM 0.5 Gy 2 Gy 100pM | 200pM | 100pM | 200 pM
Alkali 23 25 124 182 76 111 174 188 175 192
FPG 42 48 166 238 153 205 181 198 235 274
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Tablo 4.22 Alkali Komet Sonuglarinin Karsilagtirilmasi (Friedman Testi)

0.5 Gy+ 0.5 Gy+ 2 Gy+ 2 Gy+

Kontrol | DMSO | 100uM | 200puM | 0.5 Gy 2 Gy 00 Lﬁ’w 200 u)li/l loo ;’M 200 KM
S.D. 16 19 193 247 47 121 271 285 274 290 P
O.B. 23 25 124 182 76 111 174 188 175 192
A.H. 22 21 186 198 62 130 155 221 225 239
OrtalamatSD | 20.3+3.8 | 21.743.1 | 167.7+37.9 | 209+33.9 | 61.7414.5 | 120.7£9.5 200+62.2 231.3+49.3 | 224.7+49.5 | 240.3+49.0
Medyan 22 21 186 198 62 121 174 221 225 239 0.002
(25-75 (16-23) | (19-25) | (124-193) | (182- | (47-76) | (111-130) | (155-271) | (188-285) | (175-274) | (192-290) |-
persantil) 247)
Tablo 4.23. FPG Komet Sonuglarinin Karsilastirilmas: (Friedman Testi)

0.5 Gy+ 0.5 Gy+ 2 Gy+ 2 Gy+

Kontrol | DMSO | 100uM | 200pM | 05Gy | o uil 200 uﬁ’w 2 Gy oo ::M 200 ;’M
S.D. 30 34 257 256 112 294 298 201 281 315 P
O.B. 42 48 166 238 153 181 198 205 235 274
A.H 38 39 220 253 110 217 279 199 272 281
OrtalamatSD | 36.7£6.1 | 40.3+£7.1 | 214.3+45.8 | 249+9.6 | 125+24.3 | 230.7£57.7 | 258.3£53.1 | 201.7£3.1 | 262.7+24.4 290+21.9
Medyan 38 39 220 253 112 217 279 201 272 281 0.005
(25-75 (30-42) | (34-48) | (166-257) | (238- | (110-153) | (181-294) | (198-298) | (199-205) | (235-281) | (274-315) |
persatil) 256)

Verilerin gruplararas1 karsilastirilmasinda Friedman testi kullanildi. Tanimlayic istatistikler ortalama+tstandart sapma ve medyan (25-75
istatistiksel

persantil)

bi¢giminde

gosterildi.

p<0.05

oldugu
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10 farkli Alkali Komet grubu kendi aralarinda Friedman testi ile
karsilagtirildiklarinda, istatistiksel olarak anlamli fark oldugu bulundu (p=0.002). FPG
Komet sonuglar karsilastirildiginda da gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli fark
bulundugu tespit edildi ( p=0.005) (Tablo 4.22, Tablo 4.23) (Sekil 4.9).

Alkali gruplarin Post-Hoc analiz tablolar1 asagida verilmistir (Tablo 4.24). Buna
gore Alkali grubunda Kontrol ile DMSO istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi
(p= 0.893). Kontrol ve DMSO ile 200 uM Mirisetin, 0.5Gy+200 uM Mirisetin, 2 Gy
+100 uM Mirisetin, 2Gy+200 uM Mirisetin uygulamasi arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulundu. Her iki doz radyasyon uygulamasinin alkali Komet deneyinde
istatistiksel olarak anlamli bir hasar olusturmadiklart go6zlendi. Radyasyon ve
Mirisetin’in birlikte uygulandigi deneylerde ise 0.5 Gy ile 0.5 Gy +200 uM Mirisetin
uygulamasi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p= 0.022). 2 Gy i¢in de, 2
Gy ile 2Gy+200 uM Mirisetin uygulamasi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulundu (p=0.015).

FPG Komet gruplarin Post-Hoc analiz tablolar1 da asagida verilmistir ( Tablo
4.25). Buna gore FPG Komet grubunda Kontrol ile DMSO arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmadi (p= 0.686). Kontrol ve DMSO ile 200 uM Mirisetin, 0.5
Gy+100 uM Mirisetin, 0.5 Gy+200 uM Mirisetin, 2 Gy +100 uM Mirisetin, 2Gy+200
uM Mirisetin, uygulamasi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu. Ayrica her
iki doz radyasyon uygulamasinin FPG Komet deneyinde kontrol grubu ile istatistiksel
olarak anlamli bir fark tasimadigi gozlendi. Radyasyon ve Mirisetin’in birlikte
uygulandigi deneylerde ise 0.5 Gy ile 0.5 Gy +200 uM Mirisetin ve 2 Gy +200 uM
Mirisetin uygulamasi arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulundu. 2 Gy igin de 2
Gy ile 2Gy+200 puM Mirisetin uygulamas: arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulundu (p=0.043). Tablolarda sadece istatistiksel olarak anlamli olan sonuglar

verilmistir.
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Tablo 4.24. Alkali Komet Post Hoc Degerlendirme Sonuglari

1.grup 2.grup p

Kontrol 200 uM Mir 0.022
Kontrol 0.5 Gy+200 uM Mir 0.003
Kontrol 2 Gy+100 uM Mir 0.007
Kontrol 2 Gy+200 uM Mir 0.000
DMSO 200 pM Mir 0.031
DMSO 0.5 Gy+200 uM Mir 0.005
DMSO 2 Gy+100 pM Mir 0.010
DMSO 2 Gy+200 uM Mir 0.001
0.5 Gy 0.5 Gy+200 uM Mir 0.022
0.5 Gy 2 Gy+100 pM Mir 0.043
0.5Gy 2 Gy+200 uM Mir 0.005
2 Gy 2 Gy+200 pM Mir 0.015

.p<0.05 oldugu durumda istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Tablo 4.25. FPG Komet Post Hoc Degerlendirme Sonuglari

1.grup 2.grup p

Kontrol 200 uM Mir 0.015
Kontrol 0.5 Gy+100 uM Mir 0.043
Kontrol 0.5 Gy+200 uM Mir 0.005
Kontrol 2 Gy+100 uM Mir 0.007
Kontrol 2 Gy+200 uM Mir 0.000
DMSO 200 uM Mir 0.043
DMSO 0.5 Gy+200 uM Mir 0.015
DMSO 2 Gy+100 uM Mir 0.022
DMSO 2 Gy+200 uM Mir 0.001
0.5 Gy 0.5 Gy+200 pM Mir 0.043
0.5 Gy 2 Gy+200 uM Mir 0.005
2 Gy 2 Gy+200 pM Mir 0.043

p<0.05 oldugu durumda istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Tablo 4.26. Alkali Komet- FPG Komet Karsilastirilmasi

ALKALI FPG p*
20.3+3.8 36.7+46.1 0.008
Kontrol 22 (16-23) 38 (30-42)
21.7+3.1 40.3+7.1 0.015
DMSO 21 (19-25) 39 (34-48)
167.7+38 214.3+45.8 0.035
100 uM 186 (124-193) 220 (166-257)
209+33.9 249+9.6 0.123
200 uM 198 182-247) 253 (238-256)
61.7+14.5 125+24.3 0.017
0.5 Gy 62 (47-76) 112 (110-153)
120.749.5 201.7+3.1 0.008
2 Gy 121 (111-130) 201 (199-205)
200+62.2 230.7457.7 0.201
0.5 Gy+100 uM | 174 (155-271) 217 (181-294)
231.3+49.3 258.3+53.1 0.224
0.5 Gy+200 uM | 221 (188-285) 279 (198-298)
224.7+49.5 262.7+24.4 0.140
2 Gy+100 uM | 225 (175-274) 272 (235-281)
240.3+49.0 290+21.9 0.099
2 Gy+200 uM | 239 (192-290) 281 (274-315)

* Analizler Eslestirilmis t testi ile gerceklestirildi.

Oksidatif hasarin belirlenmesi i¢in alkali komet sonuglar1 FPG komet sonuglari
ile karsilastirildiginda ise Kontrol, DMSO, 100 uM Mirisetin, 0.5 Gy ve 2 Gy
uygulamalarinda sonuglar arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde fark oldugu
gozlendi. Bu sonug, bu deney serilerinde 6l¢iilebilir diizeyde oksidatif hasarin meydana

geldigi yoniinde degerlendirildi (Tablo 4.26).
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- -b
a
-c -d

Sekil 4. 10. Ornek Komet Gériintiileri :a. Alkali Kontrol , b. FPG Kontrol, c. Alkali DMSO, d. FPG DMSO
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- a - b
- C - d
Sekil 4. 10. Ornek Komet Gériintiileri Devam. : a.Alkali 100 uM Mir , b. FPG 100 pM Mir, ¢. Alkali 200 pM Mir, d. FPG 200 uM Mir.
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- a - b
- c - d
Sekil 4. 10. Ornek Komet Gériintiileri Devam. : a.Alkali 0.5 Gy, b. FPG 0.5 Gy, c. Alkali 2 Gy, d. FPG 2 Gy
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-a -b
-c -d

Sekil 4. 10. Ornek Komet Gériintiileri Devam. : a.Alkali 0.5 Gy+100 uM Mir , b. FPG 0.5 Gy+ 100 uM Mir, c. Alkali 0.5 Gy+200 uM Mir,
d. FPG 0.5 Gy+200 uM Mir.
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- a - b
- C - d
Sekil 4. 10. Ornek Komet Gériintiileri Devam. : a .Alkali 2 Gy+100 uM Mir , b. FPG 2 Gy+100 uM Mir, c. Alkali 2Gy+ 200 uM Mir, d.

FPG 2 Gy+ 200 uM Mir
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4.3. ELISA SONUCLARI

Yapilan 6l¢iimler sonucu; her goniillii igcin beklenenden ¢ok farkli sonuglar elde
edildi. Ornegin; Kontrol DNA’s1 ¢ok yiiksek bir absorbans verdigi halde 2 Gy
radyasyon uygulamada absorbansin gdzlenmemesi gibi. Orneklerin hemen hepsinde
buna benzer sonuglar gozlendiginden, Mirisetin ve/veya radyasyonla muamele edilmis
kan oOrneklerinden elde edilen DNA’larda 8-OH-dG tayinini ELISA yontemi ile
yapmanin objektif sonu¢ vermedigi disiiniildii. Bu nedenle de radyasyon etkisiyle

olusan 8-OH-dG miktarini 6l¢gmede kullanilmasinin uygun olmadigi kanaatine varildi.
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BOLUM 5

TARTISMA

Insanlar hayatlarinin en az bir déneminde gerek tan1 amach gerekse tedavi icin
cesitli radyasyon tiplerine maruz kalabilmektedirler. Uzun yillardir yapilan ¢aligmalar
radyasyonun insan organizmasina kanser olusumu, 6liim gibi c¢ok ciddi yasamsal
hasarlar verebildigini ortaya koymustur. Bununla birlikte radyasyon kanser tedavisinde
vazgecilmez bir aractir. Hastalarin radyasyonla tedavi edilitken saglam dokularin
korunmasi gerekliligi, radyoprotektif 6zellikli maddelerin kullanimini tedavi siirecine
eklemistir. Hali hazirda lisansl ilag olarak kullanilan radyoprotektifler yaninda hastalar
arasinda tedaviye destek olarak bitkisel ila¢ kullanimi1 da olduk¢a yaygindir.

Bu bitkisel ilaglar iginde, antioksidan ozellikli bitkisel flavonoidler oldukca
poplilerdir. Bu popiilaritenin sebebi serbest radikallerin kanserle iligkili oldugu,
antioksidanlarin bunlar1 etkisiz hale getirmesi nedeniyle kullanilmas1 gerektigi
goriisiidiir. Bu goriis kanser hastalarimin tedavilerine destek olarak antioksidanlara
yonelmelerine neden olmaktadir. Ote yandan radyasyonun da serbest radikal
olusturdugu bilindiginden, bu antioksidanlarin ayn1 zamanda saglikli dokular igin
radyoprotektif etkilerinin olmas1 muhtemel géziikmektedir.

Mirisetin de flavonoidler iginde antioksidan 6zellikleri ¢esitli ¢alismalarla ortaya
konmus bir maddedir [6,7,8,51,52,53].

Bu c¢alismada, radyasyonun iyonlastirici etkisi nedeniyle olusan serbest
radikallerin mirisetin tarafindan etkisiz hale getirilebilecegi ve bdylece radyoprotektif
etki gosterebilecegi teorisinden yola ¢ikilarak, mirisetin’in insan lenfositlerini
radyasyonun meydana getirdigi hasarlardan koruyup korumadig: incelenmistir.

Bu c¢aligmada radyasyon ig¢in diisik doz olarak 0.5 Gy segilmistir. 0.5 Gy
insanlarda kan tablosunun degismeye basladigi doz olarak kabul edilir [15].

Radyoterapide ise normal dokular1 korumak amaciyla, hastalara verilecek toplam doz
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nispeten daha diisiik dozlara bdliinerek verilir. Gilinliikk tek seferde uygulanan doz
ortalama 2 Gy’dir. [19]. 2 Gy aymi zamanda akut radyasyon sendromlarini gosteren
bliyiik dozlardan biridir. Bu nedenle ¢alismamizda diisiik dozlar1 temsilen 0.5 Gy,
yiiksek dozlar1 temsilen de 2 Gy sec¢ilmistir.

Bu c¢aligmada mirisetin’in, lenfosit DNA’s1 tizerindeki olasi etkileri MN ve
Komet yontemleri ile arastirilmistir. Mikronukleuslar hem radyasyon gibi fiziksel
ajanlar, hem de kimyasal ajanlarin etkisiyle meydana gelebilirler. Mirisetin’in
radyoprotektif etkisi yami sira olasi genotoksik etkisini, radyasyonla birlikte
degerlendirebilmek amaciyla tercih ettigimiz yontemlerden birincisi MN yontemidir.

Mikronukleuslar hem kimyasal hem de fiziksel ajanlarin etkileri ile
olustuklarindan dogal sikliklari toplumlar arasinda, yasla ve maruz kalinan hasar verici
etmenlerin varligina bagh olarak farklilik gosterir [100,101]. Bu nedenle biyolojik
dozimetri ¢aligmalarinda her laboratuarin kendi doz cevap egrisini elde etmesi, olasi
kazalar1 kendi egrileriyle degerlendirmesi esastir. Bizim ¢aligmamizda da absorblanan
dozu belirleyebilmek i¢in dnce MN doz cevap egrileri elde edildi. 0.1-5 Gy arasinda
Co-60 1sinlarma ait elde edilen MN doz cevap egri denklemi
Y=0.0107+0.0353D+0.0371D? olarak hesaplandi. Egri lineer kuadratik karakterdedir.
Daha once elde edilmis MN doz cevap egrileriyle uyumlu bulundu [75,76].

Calismada oncelikle uygulanan mirisetin dozlarinin lenfosit DNA’s1 {izerinde
genotoksik etkisinin olup olmadigi MN yontemi ile incelendi ve mirisetinin MN sayilari
tizerinde anlamli (p>0.05) bir artisa neden olmadig tespit edildi (Tablo 4.6, Sekil 4.2).
Kontrol grubu MN sikligi ortalama 8.4+2.2 (6.6-10.2) bulundu. DMSO’lu kan
orneklerinin MN siklig1 ortalama 7.2+1.8 (6.1-8.8) iken bu deger 100uM mirisetin i¢in
8.2+2.5 (6.4-10.4) , 200 uM mirisetin igin ise 8.6+2.0 (6.9-10.6) olarak tespit edildi. Bu
sonug 100 uM ve 200 uM mirisetin’in saglikli hiicrelerde genotoksik etki yapmadigini
rapor eden Duthie ve ark [6] (Lenfosit) ve Snyder ve ark.’nin [64] (Cin Hamsteri V79)
sonuglartyla uyumlu bulundu.

Mirisetin’in olas1 radyoprotektif etkisini arastirmak amaciyla 100 ve 200 uM
mirisetin eklenmis kan ornekleri 30 dk. inkiibe edildikten sonra 0.5 ve 2 Gy’lik dozlara
maruz birakildi. MN sonuglar1 Tablo 4.7-4.10 arasinda verilmistir. 0.5 Gy’de 100 uM
mirisetin MN sikligin1 ortalama % 22.8 oraninda disiirtirken bu deger 200 uM
mirisetin’de % 43.1 oldu (Tablo 4.11). 2 Gy’de ise 100 ve 200 uM mirisetin’in MN
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sikliginda sirasiyla % 24.4 ve % 40.1 lik diismeye neden oldugu goriildii. Iki
konsantrasyon arasinda, MN sikligini diisiirme kapasitesi agisindan yaklasik % 50° lik
bir fark goriiliirken; ayni mirisetin dozlar i¢in diislis yiizdelerinde fark goriilmedi.
Absorblanan radyasyon dozu agisindan karsilastirdigimizda ise, 0.5 Gy’de diisme orani
200 uM mirisetin varliginda % 64’de kadar cikarken, bu deger 2 Gy’de % 36°da kald1
(Tablo 4.12). Bunun altinda yatan sebebin, 0.5 Gy’de gozlenen 1°’li MN sikliginin 2

Gy’den ¢ok fazla olmas1 oldugu diistiniildii .

Her iki dozda 100 ve 200 uM mirisetin varliginda diisiis oranlari benzerlik
gostermekle birlikte, diislisiin karakteri dozla farklilik gosterdi (Tablo 5.1-5.2). 0.5
Gy’de 1 hiicrede goriilen maksimum MN sayis1 2 olarak tespit edildi. Ancak 2 MN
tagiyan hiicrelerin orani ise oldukca diisiik bulundu. Bu nedenle azalmanin esas
itibariyle 1 MN’lu hiicrelerden kaynaklandigi sonucuna varildi. Normal BN hiicre
sayisinda ise artig ¢ok siirli bulundu. MN’lu BN sayilarinin normal BN hiicreye orani
0.5 Gy’de % 3.25 iken, 100 pM mirisetin varliginda % 2.54’e, 200 uM mirisetin
varliginda % 1.85’e diistligii tespit edildi. Bu oranin toplam MN sikligindaki diisiise cok
yakin oldugu goriildii (Tablo 4.11).

Tablo 5.1. 0.5 Gy ve 2 Gy Isinlanmis Orneklerde 1°1i ve Coklu MN’larm Dagilim1

MN’suz BN* MN’lu BN* 1 MN’lu BN* | 1’den fazla
MN’lu BN*

0.5 Gy 970 30 28 2
05Gy+
100 M Mir 976 23 21 2
05Gy+
200 tM Mir 982 18 17 1
2 Gy 829 171 132 39
2Gy +
100 M Mir 861 146 113 33
2Gy +
200 uM Mir 885 112 95 17

*Binde.
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Tablo. 5.2. Taginan MN Sayilarina Gére Diisme Oranlari

MN MN’suz 1’den fazla
oraninda BN MN’lu BN 1 MN’lu MN’lu BN
diisme (%) BN

05Gy + 21 . R
O Y e +0.6 23.4 25 0
0.5Gy + 43
200 uM Mir 23 0 B -0
2Gy + 24
100 uM Mir +386 140 e 154
2Gy+ 39
200 uM Mir +6.8 34.5 29 -57.5

Buna karsin 2 Gy’de 1 hiicrede goriilen MN sayisinin 5’e kadar ¢iktig1 gézlendi
(Tablo 4.9, Tablo 4.10). Bu dozda MN’lu BN vyiizdesi 22 iken bu deger 100 uM
mirisetin varliginda % 16.7, 200 uM mirisetin varhiginda % 13.4 olarak tespit edildi. 2
Gy’de aberasyon ve 1 hiicreye diisen MN sayist 0.5 Gy’den daha fazla oldugu icin
(Tablo 5.1) 1’den fazla MN tasiyan hiicrelerdeki diisiis daha anlamli bulundu.
Laboratuarimizda 4 Gy kullanilarak gergeklestirilen bagka bir ¢alismada [102] MN’suz
hiicre sayilarinda 100 uM mirisetin i¢in ortalama % 11, 200 uM i¢in ise % 21 artig
goriildii. Birden fazla MN sayilari ise 100 uM mirisetin i¢in % 37, 200 uM mirisetin
icin ise % 61 olarak bulundu. Bu sonuglar aberasyonlu hiicre sayisi arttikca fazla
aberasyonlu hiicrelerin mirisetin varliginda ortadan kalktigi1 gortisiimiizti destekledi.

Sonu¢ olarak; MN yani kromozom hasar1 agisindan degerlendirdigimizde
mirisetin’in radyasyona bagli olarak gelisen MN sikliginda ve absorplanan dozda ciddi
bir diisise neden oldugu yani lenfosit DNA’s1 i¢in radyoprotektif etki gosterdigi

sonucuna varildi.

MN sayilarinda meydana gelen bu diismenin, hiicrelerde mirisetin’in olas1
apoptik etkisiyle meydana gelebilecegine dair bir ilk varsayim olusturuldu. Ciinki
simdiye kadar yapilan yayinlar igerisinde mirisetin’in o6zellikle kanserli hiicrelerde
(DNA hasar tagiyan) apoptoza yol agtifini gdsteren bir takim bulgular mevcuttu.
Ornegin, Snyder ve ark’nin [64] yapti§1 calismada, mirisetin’in DNA nin replikasyonu,
transkripsiyonu ve G2 kontrol noktasinin g¢alismasi sirasinda sarmalda ¢ift zincir kirigi

yaparak DNA’nmin acilmasmi saglayan Topoizomeraz II enzimini inhibe ettigi
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gosterilmigtir. MN sikligindaki bu diismelerin, mirisetin’in radyasyon etkisiyle meydana
gelen ¢ift zincir kiriklarinin da tamirini engelleyip ¢cok miktarda kirik iceren hiicreleri

apoptoza siiriiklenmesinden kaynaklanabilecegi diisiiniildii.

Topoizomeraz II ve radyasyon iliskisine dair bir diger c¢alismada ise [103]
topoizomeraz II ekpresyonunun inhibe edildigi durumlarda DNA’nin radyasyona
hassasiyetinin azaldig1 bildirilmektedir. Topoizomeraz Ila ekpresyonu disiik HL-60
hiicreleri radyasyona maruz birakilmis ve kromatid kiriklarinin azaldigi tespit edilmistir.
Bizim c¢alismamizda da mirisetin’in Topoizomeraz II inhibisyonu yapmast sonucu
radyasyona maruz kalan lenfositlerde radyasyona duyarsizlasma gelisip kiriklarda

azalmalar meydana gelmis olabilecegi ongoriildii.

Mirisetin’in apoptoza yol agtigini gosteren bir diger calismada da UV-B ile
hasarlanmig Oliimsiiz keratinositlerde mirisetin’in Akt’ye baglanarak yolaktaki Bad
molekiiliiniin mitokondriyal apoptotik proteinlerin salinimina yol agtig1 gosterilmistir

[57].

Mirisetin’in apoptoz’u indiikleme yolaklar1 arasinda pankreas kanseri hiicreleri
i¢in PI-3K (Fosfatidil Inozitol 3 kinaz) inhibisyonu [54], akciger kanseri hiicre serileri
icin ERK1/2 yolag: [104], HL-60 hiicreleri i¢in Kaspaz 3 ve 9’un etkilendigi kaspaz
yolagi, Bcl-2/Bax oraninin diisme gosterdigi ve sitokrom c salimiminin gézlendigi

mitokondriyal yolak da vardir [105].

Ayrica Morales’in [56] HL-60 (insan Ldsemi Hiicre Serisi) hiicreleri ile yaptig
calismada da, yolak ayrimi yapilmadan mirisetin’in apoptozu indiikledigini
gostermektedir. Bizim ¢aligmamizda da MN seviyelerinde meydana gelen diismeler
radyasyon tarafindan hasar verilen hiicrelerin apoptoz yoluyla ortamdan
uzaklastirilmasiyla meydana gelmis olabilir.

Calismamizda ayrica DNA hasarmin oksidatif diizeyini belirlemek ve
mirisetin’in radyasyon etkisiyle olusan oksidatif hasar1 dnlemede etkili olup olmadigini
anlamak i¢in Komet analizi yapildi.

Alkali Komet analizi DNA hasar seviyelerinin 6l¢iilmesine olanak saglayan bir
yontemdir. Bu yontemde izole edilen canli hiicreler lam {izerinde hazirlanan agaroz jel

icerisine gomiildiikten sonra DNA’nin etrafindaki yapilar uzaklagtiritlip DNA’nin
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pH>13 elektroforetik ortamda yiriitiilmesi esasina dayanir [77,84]. Kirik DNA parcalari
normal elektroforezde oldugu gibi biiyiikliikleri ile ters orantili bir hizda anoda dogru
hareket ederler. Bu yontemde hiicreler ¢ogunlukla floresan boyalar ile boyandiktan
sonra floresan mikroskop altinda degerlendirilir. Yontem DNA’ya hasar verebilen
oksidatif stres, kimyasal ajanlar, ilaglar, UV ve radyasyon gibi cesitli genotoksik
ajanlarin  DNA sarmallar1 iizerinde olusturdugu tek veya ¢ift zincir kiriklarim
belirlemede kullanilabilmektedir [77,86]. Alkali Komet yonteminde deney siirecine
FPG, Endonukleaz III gibi oksitlenmeyle olusan DNA lezyonlarini taniyan enzimlerin
eklenmesiyle oksidatif hasarlarin tespitinde duyarliligi arttirilmaktadir. Bu calismada
hem Alkali hem de FPG Komet yontemleri birlikte kullanilarak radyasyonun yarattigi
oksidatif hasarin diizeyi ve mirisetin’in bu hasar1 6nlemedeki etkinligi saptanmaya
calisildi.

Calismamizda Alkali Komet DNA’nin sarmal yapisinda meydana gelen ¢ift ve
tek zincir kiriklarmin diizeyini 6l¢mek i¢in, FPG Komet ise DNA’da oksidatif hasarla
meydana gelen oksitlenmis piirinlerin ve halkasal yapisi bozularak agik halkali hale
gelen piirinlerin tanimlanmasi igin kullanildi [77, 95]

Alkali ve FPG Komet deneyleri 3 goniilliiniin kan ornekleri ile yapildi. MN
analizi i¢in kullanilan deney protokolu uygulandi. Her goniilli icin 10 farkli deney
yapildi ve degerlendirme floresan mikroskopta gorsel olarak gergeklestirildi. Alkali
(p<0.002) ve FPG (p<0.005) komet gruplart Friedman testi ile kendi aralarinda
karsilagtirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulundugu
tespit edildi (Tablo 4.22,4.23).

Alkali grubunun kendi icinde yapilan Post Hoc degerlendirmesi sonucu
radyasyon uygulanan deneylerde gorsel olarak DNA hasarimin varligi gozlense de
istatistik degerlendirmeye gore anlamli bir sonu¢ elde edilemedi. 100 pM mirisetin
uygulamasi DNA’ya istatistiksel olarak anlamli bir hasar vermezken, 200 uM mirisetin
uygulamasimin yaptigit DNA hasarinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek
oldugu tespit edildi (Tablo 4.24). Grup iginde yapilan diger degerlendirmelerde
radyasyon ve mirisetin’in birlikte uygulandigi gruplarda hasar diizeylerinin yiiksek
oldugu gozlendi ancak bu yiiksekligin mirisetin’den kaynakli oldugu sonucuna varildu.

Radyasyon uygulamalarinin istatistiksel olarak anlamli olmamasi (0.5 Gy ve 2

Gy i¢in sirasiyla p= 0.500 ve p= 0.281) diger bazi ¢alisma sonuglariyla [106,107]
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uyumlu degildi. Bu durumun, Komet deneyinin ¢alisma gruplari arasinda hala farkli
modifikasyonlarla (pH degeri, akim parametreleri, kimyasal kombinasyon vs.)
kullanilmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniildii.

Mirisetin’in ve diger bazi flavonoidlerin fizyolojik seviyelerde antioksidan
potansiyellerinin incelendigi bir c¢alismada mirisetin’in 100 uM konsantrasyonda
oksidatif DNA iiriinlerini diisiik oranda arttirirken 1 pM gibi diisiik bir konsantrasyonda
8-OH dG ve Fapy Gua olusumunu anlamli derecede arttirdigi gosterilmistir [108].

Calismamizdaki mirisetin uygulamasinda ise, 100 uM istatistiksel olarak anlamli
bulunmasa da anlamlilik degerine yakin bir deger (p=0.106) elde edildi. 200 uM’da ise
istatistiksel olarak anlamli fark (p<0.005) bulundu. Bu sonug¢ mirisetin’in DNA hasari
yapma potansiyeli oldugunu bildiren bir ¢alisma sonucuyla uyumlu bulundu [62].
Radyasyon ve mirisetin uygulamasinin birlikte yapildigi deneylerde Komet skorlarinin,
ozellikle 200 uM uygulanan deneylerde yiiksek bulunmasi mirisetinin hasar verici
etkisine baglandi.

Calismamiz, bir koruyucu etki arastirmasi oldugundan, Komet deneyinde 30
dakikalik mirisetin uygulamasinin hemen ardindan 1sinlama yapilmis ve drnekler tamir
siirecinin devreye girmemesi i¢in hemen buz iizerine alinmistir. Koruyucu etkisi
aragtirilan mirisetin, secilen dozlarda kendisi de hasar yaptigindan radyoprotektif
etkisinin bu sekilde degerlendirilemeyecegi sonucuna varildi.

Oksidatif hasarin varligin1 belirlemek amaciyla alkali Komet ve FPG Komet
gruplari karsilastirildiginda ise (Tablo 4.26). Kontrol, DMSO, 100 uM mirisetin, 0.5 Gy
ve 2 Gy uygulamalarinda FPG Komet skorlarinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde
arttig1 gozlendi. Kontrol ve DMSO gruplarinda gozlenen artisin deney sartlarindan
kaynaklandig1 diisiiniildii. Cilinkii deney siirecinde, acik havayla temas eden hiicrelerde
minimal diizeyde de olsa oksidasyondan kaginmak miimkiin degildir. Hiicrelerin
oksidasyon durumunun deneye gore, hazirlama sartlarindan etkilendigini gosteren bir
calisma sonucuna gore; izole lenfositler ve taze tam kan lokositleriyle yapilmis bir
calismada izole lenfositlerde izolasyon sonrasi kirik miktarinin arttigi gozlenmis ancak
bu kiriklarin mekanik stres sonucu meydana geldigi belirtilmistir. Yine aynm1 ¢alismada
elde edilen sonuclar, aslinda H207’ye dayanikli olan lenfositlerin izolasyon siireci
sonucunda duyarli hale gegtiklerini géstermistir [85]. Bizim deneyimizde de Kontrol ve

DMSO gruplarmmin FPG komette daha yliksek skorlar gostermelerinin mekanik
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zorlanmaya bagl oksidatif duyarliligin artisindan kaynaklandigir kanisini olusturdu.
Tiim gruplar ayn1 mekanik siiregten gectikleri i¢in deney sonuglari iizerine etkisi
olmayacag1 sonucuna varildi.

Radyasyona maruz kalmis hiicrelerde oksidatif hasarin fazla olmasi zaten
beklenen bir durum oldugundan elde ettigimiz sonuclar bu bulgu ile uyumlu bulundu.
Ciinkii radyasyon hasarlarinin yaklasik 2/3’ si diisiik LET’li radyasyonlar (Or: X
1isinlar1, v 1sinlari) tarafindan indirekt yoldan meydana getirilmektedir [21].

100 uM mirisetin uygulamasinda FPG skorlarinin anlamli diizeyde yiiksek, 200
uM ise isatistiksel olarak anlamli diizeyde olmayist ( p=0.123) ancak anlamlilik
diizeyine yakin olusu diger deney sonuclari da goz Oniline alininca Ornek sayisinin
arttirilmasi1 durumunda bu degerin de degisebilecegi yoniinde diisiinmemizi sagladi. Bu
sonuglardan yola c¢ikarak FPG skorlarinidegerlendirisrek; deney siirecinin minimal
diizeyde de olsa bir oksidasyona yol actigi, radyasyon uygulamalarinin oksidatif hasar
yaptigi, mirisetin uygulamalarinin 100 uM dozda oksidatif hasara neden oldugu

sonucuna varildi.

Calsmada elde edilen bulgulara gore su degerlendirmeler yapilmistir;
1. Mirisetin insan lenfosit DNA’s1 {izerinde yliksek oranda kiriklara neden olmaktadir
(Komet bulgusu). Bu ¢oklu kiriklar hiicreyi apoptoza siiriikleyip MN oranlarmin diisiik
gozlenmesine neden olabilir. (Mirisetin’in 6zellikle kanser hiicrelerini gesitli yolaklar
araciligigla apoptoza siiriikledigi ¢esitli ¢aligmalar ile bildirilmistir [54,46,57,104,105].
2. Mirisetin’in Topoizomeraz II inhibisyonu yapma potansiyeli oldugu ve Topizomeraz
inhibisyonu yapilan hiicrelerde radyasyona duyarsizlazma oldugu bilinmektedir [103].
Bu duyarsizlagsma, c¢alismamizda uygulanan radyasyon diizeylerinde lenfositleri
koruyarak MN sayilarinin diisiik gézlenmesine neden olabilir.
3. Mirisetin’in yol ac¢tig1 kiriklar tamir mekanizmalarinin agir1 uyarimina neden olarak
MN gozlenme sikligini diistirmiis olabilir.

Bu bulgulardan yola ¢ikilarak,  bundan sonra yapilacak ¢aligmalarda,
Mirisetin’in saglikli hiicrelerdeki etkilerinin apoptoz ve DNA tamir mekanizmalar

acisindan degelendirilmesi diisiiniilmektedir.
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BOLUM 7
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