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OZET

/N VITRO ORTAMDA RADYASYONA MARUZ BIRAKILAN INSAN KAN
HUCRELERININ SITOLOJIK, SITOGENETIK VE SITOKIMYASAL

YONDEN ARASTIRILMASI

UNVER, M. Bettl
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisi
Biyoloji Anabilim Dali, Yuksek Lisans Tezi
Danigman : Prof. Dr. Stikran CAKIR ARICA

Haziran 2008, 62 sayfa

Bu calismada, iyonize radyasyonun in vitro ortamda insan kan

hicreleri Gzerine etkisi arastirildi.

Bu amagla 20-25 yas arasinda, 5’i sigara kullanan, 5’i kullanmayan
10 bay ve 10 bayandan olusan 20 saglikli bireyden elde edilen kan
orneklerine 1000 cGy dozunda gama radyasyonu uygulandi. Daha sonra bu
bireylerin kan o6rneklerindeki mikrontkleus olusumu, kromozom hasari ve
diger hucresel hasarlar gibi dejeneratif degisiklikler Nikon Elipse E600 marka
1ISIk mikroskobu ile belirlendi. Kan 6rneklerinin alkalen fosfataz (ALP)
Olcimlerinde Moduler P800 marka analiz cihazi kullanildi. Uygulama
sonuglari, radyasyonun kan hicrelerinde membran hasari, vakuolizasyon ve

mikronukleus olusumu gibi sitolojik hasarlara ve kirik, disentrik, halka (ring)



ve bosluk (gap) gibi kromozom hasarlarina neden oldugunu gdsterdi. Buna
ilave olarak ALP ol¢cimleri sonucunda, bazi drneklerin ALP diizeylerinde
artis gozlenirken, bazi 6rneklerin ALP diizeylerinde ise dusis gozlendi. ALP
duzeylerindeki bu artis ve digusgler radyasyonun etki mekanizmalari ile iligkili

olabilir.

Bu calisma sonuglari terapide kullanilan iyonize radyasyonun
korunulmasi gerekli bir etken oldugunu gosterdi c¢unki o saglkh kan
hicrelerinde morfolojik, kromozomal ve biyokimyasal hasarlara neden

olabilir.
Anahtar Kelimeler : iyonize Radyasyon, Mikroniikleus, Morfolojik Hasar

Kromozom Hasari, Alkalen Fosfataz (ALP).



ABSTRACT

INVESTIGATION OF HUMAN BLOOD CELLS EXPOSED TO RADIATION
IN VITRO BY CYTOLOGICAL, CYTOGENETIC AND CYTOCHEMICAL

METHODS

UNVER, M. Bettl
Kirikkale University
Graduate School Of Natural and Applied Sciences
Deparment of Biology, M. Sc. Thesis
Supervisor : Prof. Dr. Sukran CAKIR ARICA

June 2008, 62 pages

In this study, the effects of ionizing radiation on human blood cells in

vitro have been investigated.

With this aim 1000 cGy doses of gamma radiation was exposed to the
blood samples which were taken from 20 healthy individuals aged between
20-25, 5 of 10 males and 5 of 10 females were smoking. Subsequently
degenerative changes such as micronucleus formation, choromosomal
aberrations and other cell deffects in blood samples of these individuals were
observed under Nicon Elipse E600 model light microscop. Modular P800
analyser was used to determine alkaline phosphatase (ALP) level of blood
samples. Results of the experiments have shown that radiation caused the

cytological damages such as membrane deffect, vacuoluation, micronucleus



formation and choromosome deffects such as break, disentric, ring and gap
in blood cells. In addition an increase in some ALP levels and a decrease in
some ALP levels of blood samples were observed. This increase and the

decrease in ALP levels maybe related to the effect of radiation mechanisms.

The results of this study have shown that, it is necessary to safeguard
from ionizing radiation which used for therapy. Because it may cause
morphological, chromosomal and biochemical damages on healthy blood

cells.

Key Words: lonizing Radiation, Micronucleus, Morphological Damage

Chromosomal Damage, Alkaline Phosphatase (ALP).
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1. GIRIS

Gunumizde radyasyondan farkl amagclarla yararlaniimaktadir. Yan
etkileri de oldugu bilinen radyasyonun insan yararina kullaniimasi sirasinda
toplum saghgi on planda tutulmalidir. Bu nedenle radyasyonun canlilar
tzerinde olugturdugu biyolojik etkilerin ve radyasyondan korunma

yontemlerinin iyi bilinmesi gerekir®.

Radyoaktiflik tanimi ilk kez 1895 yilinda Wilhelm Rontgen’in X-
Isinlarini kesfinden sonra kullanilmaya baglandi ve 1896 yilinda Henry
Becquerel'in uranyumun gozle goérilemeyen isinlar yaydigini belirlemesiyle
literatiire girdi. Bu buluslarin ardindan Marie ve Pierre Curie tarafindan bagka

radyoaktif elementler de bulunarak izole edildi‘®.

Radyasyonu en temel anlamda “ortamda yol alan enerji” olarak
tanimlamak muamkiandir. Yani dogal ya da yapay radyoaktif ¢ekirdeklerin
kararli yapiya gecebilmek igin digart saldiklari hizli pargaciklar ve
elektromanyetik dalga seklinde tasinan enerjiler *“radyasyon” olarak
adlandirihr. Radyasyon iyonize ve iyonize olmayan radyasyon seklinde ikiye
ayrilir. Radyo dalgalari, mikrodalga, kizil otesi 1ginlar (is1), gorunebilir dalga
boyundaki 1ginlar ile mor 6tesi 1ginlar iyonize olmayan radyasyonu meydana
getirirken, X-iginlar,, gama 1ginlari ve kozmik iginlar iyonize radyasyonu

olusturur®.

X-1ginlar ve radyoaktivitenin kesgfiyle birlikte radyasyonun tip, endustri
ve tarim alanlarindaki kullanimi giniimtize kadar giderek artti ve radyasyonu

yasantimizin ayrilmaz bir parcasi haline getirdi. Ozellikle tip alaninda



radyoterapi uygulamalarina c¢ok fazla gereksinim duyulmaktadir. Tipta
hastaliklarin aragtirilmasi, teshis ve tedavisinde radyasyon genis bir
uygulama alanina sahiptir ve bu amaglar igin kullanilan radyasyonun dozu da

farklilik gosterir®,

Diinya tizerinde canlilar hem yer kabugu (**®*U, **Th ve *°K), hem de
uzay kokenli (notronlar, protonlar, elektronlar ve miuiyonlar) dogal
kaynaklardan yayilan radyasyonlara tum yasamlari boyunca maruz kalr.
Ayrica uzaydan gelen kozmik isinlarin diinya atmosferinde bulunan gazlar ve
yer kabugu orjinli bazi radyoaktif elementler ile reaksiyona girmeleri sonucu
uretilen bazi radyoaktif izotoplar da bulunur. Bunlardan en énemlileri **C ve
3 tar®,

insan dogal radyasyonun yani sira, hizla ilerleyen teknolojiden
kaynaklanan yapay radyasyonlara da maruz kalmaktadir. Nikleer bomba
denemelerinden kaynaklanan radyoaktif serpintiler, Cernobil benzeri nikleer
kazalardan kaynaklanan serpintiler, nikleer reakttrlerin isletiimesi sirasinda
ortaya ¢ikan radyoaktif maddeler, tipta kullanilan radyoaktif kaynaklar, bilim
ve teknoloji alanindaki uygulamalarda kullanilan radyasyon kaynaklari,
televizyon ve radyo gibi ¢esitli cihazlardan yayilan radyoaktif isinlar en 6nemili

yapay radyasyon kaynaklari olarak gésterilir ©.

insanlarin maruz kaldigi dogal ve vyapay radyasyonun miktari,
yasanilan yere ve cevre kosullarina bagll olarak yilda yaklasik 2-3 mSv

civarindadir®”.

Radyasyon teknolojisi yagsami kolaylastirmasinin yaninda radyasyona

maruz kalmaya bagl pek ¢ok saglik sorununu da beraberinde getirmistir. Bu



saglik sorunlari i¢erisinde ikincil kanser vakalarinin gelisimi, Akut Radyasyon
Sendromu (ARS), radyolojik yaniklar, fibrozis, sklerozis, nekrozis, katarakt,
cilt Glserasyonu, sperm Uretiminde azalma ve kan degerlerindeki degismeler
ile daha temel seviyede hiicre ve doku tahribati, genetik mutasyonlar ve

kromozomal hasarlar gosterilmektedir®.

Radyasyonla yapilan calismalarda sonuca ulasabilmek ve olusacak
zararli biyolojik etkileri belirleyebilmek amaciyla uygulanan ya da maruz
kalinan radyasyon miktarinin bilinmesi gerekir. Uluslararasi birimler
sisteminde (SI) doz igin bazi birimler tanimlanmigtir. Bunlar Becquerel,
Rontgen, Rem, Rad ve Gray'dir. Becquerel (Bq), radyoaktif maddenin saniye
basina bozunma sayisini gosteren aktivite birimi olarak tanimlanir. Rontgen,
normal hava sartlarinda (0 °C ve 760 mm Hg basinci) havanin 1 kg'inda
2.58 x 10™ Coulomb’luk elektrik yiikii degerinde + ve — iyonlar olusturan X ve
gama radyasyon miktaridir. Rem, 1 rontgenlik X ve gama sini ile biyolojik
etkiyi olusturan herhangi bir radyasyon miktaridir. Rad, 1ginlanan maddenin 1
kg''na 102 Joule'luk enerji veren radyasyon miktaridir. Gray (Gr) ise
gundmuzde radyasyon dozunu ifade etmede kullanilan en temel birimdir ve
Isinlanan maddenin 1 kg'ina 1 Joule’luk enerji veren radyasyon miktari

olarak tanimlanir @,

Radyasyonun etkileri maruz kalinan akut doz miktarina gobre
degismektedir. 0-250 mGy arasindaki radyasyonun saptanabilen herhangi bir
klinik etkisinin olmadig1 fakat dusuk bir olasilikla gecikmis etkisinin
gorulebilecegi rapor edilmigtir. 250-1000 mGy arasindaki radyasyonun tedavi

edilebilir kiigiik yaralara ve bulantiya neden olabilecegi, kesin olmamakla



birlikte ciddi ge¢ etkilerinin ortaya cikabilecegi rapor edilmistir. 1000-2000
mGy radyasyona maruz kalmada bulanti ve yorgunluk hissi ile birlikte kusma
meydana gelebilecegi, kan hicrelerinde hasar gortlebilecegi, ancak bu
durumun tedavi edilebilecegi bildirilmigtir. 2000-3000 mGy arasindaki
radyasyona maruz kalmada ilk gun bulantt ve kusma geligebilecegi, iki
haftalik gelisim sureci sonunda igtah kaybi, ishal ve kilo kaybi seklinde
etkilerinin olabileceg@i bildirilmistir. 3500 mGy'den daha fazla radyasyon
etkisinde kalanlardan %50’sinin yasamini kaybedebilecedi, 6000 mGy ve
tzerindeki dozlarda birkag¢ saat icinde bulanti, kusma ve ishalin
gelisebilecegi, hizli bir kilo kaybiyla beraber ikinci haftadan itibaren maruz
kalanlarin hemen hemen tamaminin yasamini kaybedebilecegi rapor
edilmistir. 10 Gy ve daha yuksek dozda radyasyonun c¢ok yiksek oranda
zarara yol acabilecegi, sindirim sistemini felce ugratabilecegi, bdyle bir
durumda ise olumun gerceklesebileceg@i bildirilmigtir. 100 Gy'den fazla akut
doza maruz kalma sonucu bitin vicut dokusunun hasara ugrayacag,
etkinin en hizli beyin ve sinir sisteminde gorulecedi ve saatler igcinde 6limun
gerceklesebilecegi bildirilmigtir. En 6nemlisi ise, Uluslararasi Atom Enerjisi

Ajansi radyasyonun en zararli etkisinin psikolojik oldugunu rapor etmistir®.

Radyasyonun biyolojik etkileri nonsitokastik ve sitokastik etkiler
seklinde siniflandirilabilir. Nonsitokastik etki, dozun artisi ile ¢ok daha
siddetlenen etkidir. Katarakt, kandaki degisiklikler ve sperm uretimindeki
azalma radyasyonun nonsitokastik etkisidir. Sitokastik etki, radyasyonun
dusuk dozlarinda olusabilen etkidir. Bu etki dozun artigi ile dogru oranti

gOstermez. Doz miktar arttiginda hasarin buyuklugu degil, hastaligin ya da



hasarin ortaya ¢ikma olasiligi artar. Kanser olusumu ve genetik etkiler

sitokastik etkiler grubuna dahil edilir®®.

Radyasyonun molekiler diizeydeki etkileri dogrudan ve dolayli yollarla
gerceklesir. lyonlastirici radyasyon hiicrede DNA, RNA ve protein gibi 6nemli
bir biyolojik molekile dogrudan isabet ettiginde molekili deforme ederek
biyolojik olarak yararlh olmayan parcaciklara ayrismasina neden olur. X-
Isinlarinin  etki ettigi hicrede radyasyonun karsilagtigi  molekullerin
atomlarindan elektron koparmasi sonucu kararli (stabil) molekuller ve atomlar
serbest radikallere, reaktif iyonlara donusir. Bu iyonlarin baslattigi cesitli
kimyasal reaksiyonlar dogrudan veya dolayh olarak genetik materyali etkiler
ve purin ve pirimidinleri degistirerek nokta mutasyonlari olusturur. iyonize
radyasyon fosfodiester baglarini da kirarak kromozomlarin butinligunu
bozar ve gesitli hasarlar meydana getirir. Radyasyonun dolayl etkisinde ise,
iyonize radyasyon sonucu olusan bazi ara drunler bir dizi kimyasal
reaksiyona girerek molekiillerin degismesine neden olur. iyonize radyasyon
hicrede bol miktarda bulunan su molekulinin ayrismasina sebep olarak,
canh hucrede negatif ve pozitif iyonlar veya yiksek enerjili radikaller
olusturur. Bu tur serbest radikaller suyu pargalayabilir ve zararli bir
biyokimyasal madde olan hidrojen peroksit (H2O2) olusumuna neden olur.
Serbest radikaller, oksijen ile reaksiyona girerek, hcre iginde, hidrojen
peroksitten daha sakincal olan yeni peroksi radikallerin olusumuna da sebep
olabilir. Ayrica olugan serbest radikaller, hiicrede yeni reaksiyonlar araciligi
ile yeni serbest radikallerin olugumlarini, lipid peroksidasyon zincir
reaksiyonlarini, DNA zincir kirilmalarini mutajenik ve karsinojenik etkileri

olusturabilir®?.



Radyasyona tamamiyle direngli higbir hicre yoktur. Radyasyonun
hicre duzeyindeki en Dbelirgin etkilerinden biri hicre boélinmesini
baskilamasidir. Hicre bélinmesi (mitoz) sirasinda radyasyona maruz kalan
hicrelerde  biyime  kesintiye  ugrar. Bir hicre  boélinmesinin
tamamlanmasindan bir sonraki bdlinmeye kadar gecen olaylar, hicre
dongusiund olusturur. Hicre dongusunin baglangic evresi interfaz evresidir.
interfaz G1, S ve G, evrelerinden olusur. G1'in ge¢ bir noktasinda biitiin
hicreler ya dongiiden g¢ikarak bolinmenin olmadigi Go evresine girer, ya da
yeni bir dongu icin DNA sentezini baslatarak S fazina girer. Go'a giren
hicreler canli ve metabolik olarak aktif kalirlar fakat cogalmazlar. G;, S ve
G, evreleri tamamlandiktan sonra mitoz baslatilir. Hicreler G, evresi ve
mitoz sirasinda hicre o6lumine en duyarlidir. Mitoz sirasinda radyoduyarlilik
yaklagik dort kat daha fazladir. Hiicre dongusunin interfaz evresine ait S ve
Gy fazindaki hiicrelerde radyasyona kargi daha yuksek bir rezistans goralur.
S fazindaki rezistansin DNA kiriklarini hizli onarabilme yetenegine sahip olan
sentez enzimlerinin  varhgindan kaynaklanabilecegi dustnilmektedir.
Radyasyonun, hicre zarindaki madde taginiminin degismesine de sebep
oldugu bilinmektedir. Radyasyon sonucu hiicre zarinin ¢ift tabakal lipid
yapisinda ve zar protein molekullerindeki iyonizasyon, molekilleri inaktive
ederek transport mekanizmalari bozar. Huicre dongusunin interfaz
safhasinda hucrelerin 6lmesinden, Ozellikle de lenfositlerin radyasyona agiri
duyarhligindan bu mekanizmanin sorumlu oldugu dusunualur. Degigik hicre
tiplerinin radyasyona karsi duyarlilik dereceleri farklilik gosterir. Ornegin
lenfositler, olgunlagsmamis hemopoetik hiicreler, intestinal epitel hicreleri,

spermatogonia, ovaryum folikul htuicreleri radyasyona en duyarh hicrelerken,



mesane epitel hiucreleri, 6sefagus epiteli, mide mukozasi, epidermal epitel ve
optik lens epitel hicreleri radyasyona ¢ok duyarl olan htcreleridir. Endotel,
blayuayen kemik ve kartilaj, fibroblast, glial huicreler, meme glandiler epiteli,
akciger epiteli, bobrek epiteli, karaciger epiteli, pankreas epiteli, tiroid epiteli
ve bobrek Usti bezi epitel hicreleri radyasyona orta derecede duyarh
hicrelerken, olgun eritrositler, kas hicresi, olgun bag dokusu, olgun kemik ve
kartilaj ile gangliyon hicrelerinin ise radyasyona en az duyarllik gosteren

hiicreler oldugu bilinmektedir® .

1.1. lyonize radyasyonun kan hiicrelerine morfolojik etkisi

Kemik iligi, dalak, lenf bezleri gibi kan yapan organlar radyasyona
karsi duyarhdir. Kan hucreleri icerisinde Iokositler, dzellikle de lenfositler
radyasyona en ¢ok duyarli olan hucrelerdir. Bunu sirasiyla eritrosit ve
trombositler izler. Ozellikle eritrositlerde, iyonize radyasyona maruz kalinmasi
durumunda, asirt derecede serbest radikal olusumundan kaynaklanan
hicresel hasarlar gorulebilir. Eritrositlerin oksijen tasima rolleri, serbest
oksijen radikallerinin olusumunu daha da arttirir. Eritrosit hucreleri kemik
iligindeki uretim safhalarinin ilk donemlerinde yani olgunlasmamis dénemde
radyasyona kargl oldukga duyarli olmalarina ragmen, olgunlagsmalarini
tamamlamalari ile bu duyarliliklarini yitrmeye baglarlar. Benzer sekilde
trombositler de kok hucrelerinden olusum safhalarinda radyasyona karsi
oldukga duyarlidir. Bu hucrelerin de olgunlastikca radyasyona kargi
duyarhliklari giderek azalir. Trombosit kok hicreleri olgunlagsma safhasinda

radyasyona maruz kalirsa kandaki miktarlari azalabilir?).



Mikronukleus (MN) analizi, lenfositlerde radyasyonun neden oldugu
hasarlarin  belirlenmesinde  kullanilan  oldukga ©6nemli  sitogenetik
yontemlerden biridir. Mikroniikleus hicre sitoplazmasi igerisinde ana
cekirdegin disinda fakat cekirdek ile sekil, yapi ve boyanma o6zellikleri
bakimindan ayni olan kugik kuresel yapilardir. Radyasyona maruz kalmis
lenfositlerde mikronikleus olugsumu, hasar goren kromozomlar ve onlarin
asentrik pargalari veya mitotik igdeki hatalar sonucu kromozomun tamaminin
kutuplara gekilememesi sonucu gergeklesir. Hiicredeki mikroniikleus sayisi
maruz kalinan radyasyon dozuna, yasa, cinsiyete, alkol ve sigara kullanimina
bagl olarak degisebilir. Mikrontikleusun kadinlarda erkeklere gore, yagllarda
genclere gore, sigara kullananlarda kullanmayanlara gore daha fazla oldugu
tespit edilmistir. Ayrica X ve Y kromozomlarinin viicut kromozomlarina gére
daha fazla mikrontkleus olusumuna neden oldugu gorulmekle birlikte insan
lenfositlerindeki kromozom 1, 9 ve 16’nin da sik¢a mikronikleus olusumuna

katildigr bildiriimektedir™*?),

1.2. lyonize radyasyonun kromozomlar iizerine etkisi

iyonize radyasyonun kromozomlar {izerinde olusturdugu hasar 20. yy
baglarindan beri bilinir. X-1ginlari ve gama isinlarinin kromozomlar tzerine
etkisi ile ilgili olarak in vivo ve in vitro calismalar yapilmistir. ilk olarak
Hermann J. Miller X-isinlarinin Drosophila’da kromozom hasarina neden
oldugunu 1927 yilinda rapor etmigtir. 1928 yilinda Lewis J. Stadler X-
Isinlarinin arpa Uzerinde ayni etkiyi yaptigini belirtmigtir. Radyasyonun
kromozomlar Uzerine etkisini belirleyebilmek amaciyla cekirge ve rat

testisleri, amfibi larva hicreleri, Ascaris yumurtalar ile Tradescantia



mikrosporlari  ve Vicia bitkilerinin  kokleri Gzerinde de calismalar

yaptimistir®1?,

Radyasyonun sebep oldugu kromozom hasarlarinin belirlenmesinde,
son yillarda lenfositler kullaniimaktadir. Bunun nedeni radyasyona karsi son
derece duyarl olmalari, dolagimda boélinmemeleri, in vitro sartlarda ayni
anda boélinmeye baglamalari ile disentrik olusumu ve kromozom kirigi gibi
kromozom anomalilerinin kolay bir gsekilde tespit edilmesine olanak

saglamalaridir™®.

Hucreyi olusturan yapilardan cekirdek ve o6zellikle de bdolinme
halindeki kromozomlar, hiicre sitoplazmasina gore radyasyona c¢ok daha
duyarhdir. Kromozom yapisinda genetik sifreyi tasiyan DNA'ya baglanan,
histon adi verilen proteinler bulunur. DNA ve histondan meydana gelen bu
yap! kromatini olusturur. Kromatin iplik ise kisalip kalinlagarak kromozomu
meydana getirir. Radyasyonun etkisi makro dizeyde kromozom mutasyonlari
seklinde gozlenir. Bu hasarlar karsinojenik olabilecegi gibi huicrenin dlimune
de neden olabilir. Kromozomlarda radyasyonun etkisiyle olusan degismelerin
bir cogu, DNA zincirindeki ani kirilmalardan kaynaklanabilir. DNA zincirindeki
kiriklar, molekil fonksiyonunu c¢esitli sekilde bozarak genetik kodu
degistirebilir. Genetik kodun degismesi ise mutasyon frekansinda bir artisa
neden olur. DNA'nin olusumu esnasinda, bir bazin iyonlagmasi sonucu,
guanin-timin veya adenin-sitozin gibi yanhs baz eslesmeleri olusabilir. Bu da

genetik sifrede kalitsal degismelere neden olur®.

iyonize radyasyonla isinlama sonucu olusan DNA ve kromozom

hasarlari tamir edilebilir, tamir edilmeden kalabilir veya yanhg tamir edilebilir.



Yanlg tamir sonucunda disentrik, trisentrik ve halka (ring) kromozomlar gibi
kararsiz kromozom degismeleri ve translokasyonlar gibi kararli kromozom
degismeleri ortaya c¢ikar. Fakat translokasyonlar kimyasallarin etkisi ile de
olusmaktadir ve radyasyon ile kimyasallar tarafindan olusturulan
translokasyonlari birbirlerinden ayirt etmek mimkin olmadigi igin disentrik ve
ring kromozomlar radyasyonun kromozomlara olan etkilerini belirlemede

kullanilan en 6nemli biyolojik belirleyicilerdir®**®.

Disentrik kromozom hasarlari radyasyona 6zgudur ve yalnizca bir kag
O0zel radiomimetrik kimyasal (bleomisin, endoksan vs.) tarafindan
olusturulabilir. Disentrik kromozomlarin dogal goérilme sikhgr dusuktir
(1/2000) ve kolay belirlenirler. Bazi aragtinicilar doz tahminlerinde
disentriklerle birlikte ring kromozom hasarlarini da kullanmaktadir. Serbest
asentrikler, disentrik ve ring kromozom hasarlarindan bagimsiz olarak
bulunur. Bu hasarlar radyasyondan farkl etkenlerle de olusabildikleri igin tek
baslarina radyasyonun kromozomlara olan etkisini belirlemede yeterli

degildirler™.

Canllarin genetik 6zellikleri kromozomlarda tagindigdi igin radyasyonun
kromozomlarda olusturdugu hasarlar toplum saghgi acisindan oldukga
onemlidir. Bu konuda elde edilen her veri diger g¢alismalarin sonuglari ile
birlegtirilerek, radyasyonun neden oldugu muhtemel saglik sorunlarinin

giderilmesi amaglanmaldir.

1.3. Serum ALP dizeyi

Alkalen fosfataz (ALP), bakterilerden memelilere kadar butin

canhlarda bulunan ve alkali bir ortamda cesitli monofosfat esterlerinin
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hidrolizini katalizleyen bir enzimdir. insan viicudundaki her hiicre yasami
boyunca en az bir defa da olsa bu enzimi sentezler. ALP miktari hicre
blytme siresince degisiklik gosterir. ALP, hicrelerin dis yuzeyinde lokalize
olur. Hicre membranina glikozilfosfatidilinositol (GPI) ile baglanan ALP,
serum, vicut sivisi ve bazi kanser hastalarinin timorlii dokularinda da

bulunur ve bu tir hastaliklarda hasarlarin takip ediimesinde kullanihir®®.

ALP, kemigin gelisme sturesinde, kemiklesme asamalarinda oldukga
onemli gorevler Ustlenen bir seri hidrolitik ve katalitik enzimler arasinda yer
almaktadir. Baglica ALP kaynaklari; karacigerde safra kanalikillerini Orten
hicreler, kemik dokusunda osteoblastlar ve gebe kadinlarda plasentadir.
Hizli kemik geligsiminin oldugu donemde ve gebelidin son trimesteri serum
ALP duzeyinin arttigi fizyolojik durumlardir. Paget hastaligi, kemik timora,
osteomalazi, rasitizm, kemik kiriklari ve hiperparatiroidide; tikanma sariligi,
viral hepatitler, karaciger maliniteleri, alkole bagl sirozda ALP dlzeyi artar.
Karaciger hiuicre harabiyetinin oldugu hepatitlerde ALP diizeyi orta derecede
yukselir, ancak karaciger ici ve digi safra yollan tikanikliklarinda ¢ok daha
yuksek duzeylere ulasir. Agin D vitamini kullaniminda ve dogumsal

hipofosfatazya gibi durumlarda ALP diizeyi azalir®>©,

Alkalen fosfatazlar bugiine kadar pek ¢ok arastirici tarafindan farkli
canh turlerinin degisik organ ve dokularinda saflagtirilmis ve fizikokimyasal
Ozellikleri incelenmigstir. Enzim Uzerinde yapilan caligmalar, birbirinden farkli
izoenzimlerin varligini ortaya koymustur. Farkli hastalarda farkli izoenzimlerin
tespit edilmesi, hastaligin tani ve tedavisine yardimci oldugu igin bu enzimin

yapi ve dzellikleri izerindeki calismalar devam etmektedir®?,
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Gunumizde radyasyon tip, endustri, tarim ve hayvancilik, nukleer
santraller ve askeri techizat gibi pek ¢cok alanda yaygin bir sekilde kullanilir.
Gerek bireysel gerekse de toplumsal olarak (Cernobil vb.) radyasyona
maruz kalma, insan ve hicreleri tzerinde pek ¢ok olumsuz durumu ortaya
cikarabilir. Bu nedenle hucreler tarafindan absorbe edilen radyasyon
dozunun etki mekanizmasinin bilinmesi ve takip edilmesi halk saghgi

acisindan buyuk énem arz eder.

Bu calismanin amaci, in vitro ortamda 1000 cGy gama radyasyona
maruz birakilan insan kan hicrelerinde radyasyonun meydana getirdigi
sitolojik, sitogenetik ve biyokimyasal etkileri arastirmaktir. Bu amagla kan
hicrelerindeki morfolojik ve kromozomal hasarlar ile mikronikleus (MN)
olusumu ve alkalen fosfataz enzim dizeyindeki degisim belirlenerek

radyasyonun etkileri arastirildi.
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2. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma farkli cinsiyete sahip, sigara kullanan ve kullanmayan, 20-
25 yag arasindaki 20 saglikli bireyden temin edilen kan Ornekleri ile
gerceklestirildi. Kan ¢rnekleri alinmadan 6nce tum bireylerden yazili onay
alindi. Her bireyden 2’ser ml heparinli ve heparinsiz tiplere toplam 8 ml kan
ornegi alindi. Alinan kan 6rneklerinden 4 ml'si (2 ml heparinli tipten ve 2 ml
heparinsiz tupten) Ankara Universitesi Tip Fakultesi Radyasyon Onkolojisi
Anabilim Dalr’nda 17 dakika sureyle 1000 cGy dozda gama radyasyona
maruz birakildi. Radyasyon kaynagi olarak ise Kobalt 60-gama i1sini (1.3
MeV) kullanildi. Geri kalan 4 ml kan drnegi ise kontrol grubu olarak kullanildi.
Kan 0ornekleri incelenen 20-25 yas arasindaki bireylerin o6zellikleri ve

uygulanan deneysel asamalar Cizelge 2.1'de verildi.

2.1. Kan hucrelerindeki morfolojik hasarin belirlenmesi

Morfolojik hasarlarin ve mikronikleus sikliginin belirlenmesi amaciyla
bireylerden alinan, 2 ml radyasyon uygulanan ve 2 ml radyasyon
uygulanmayan 4 ml kan drneg@i “BD Vacuteiner K3E” marka heparinli steril
tuplere alinarak 4°C’de laboratuvar ortamina getirildi. Kan drneklerinden 0.01
ml mikropipet yardimi ile lam Gzerine alindi ve diger bir lam yardimiyla
yayllarak kurumaya birakildi. Kurutma igleminin ardindan kan htcrelerini lam
tzerine sabitlemek amaciyla lamlar %70’lik alkolde 5 dakika tespit edildi. Bu
siire sonrasinda %50’lik Giemsa solusyonuyla 30 dakika sire ile boyanarak
saf suyla yikandi ve kurumaya birakildi. Kuruyan lamlar daimi preparatlar

haline getirildikten sonra mikroskop analizleri “Nikon Elipse E600” marka 11k
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mikroskobu kullanilarak gerceklestirildi. Mikronukleus ve hicre hasarlari
tespit edilerek fotograflari c¢ekildi ve mikronikleuslarin belirlenmesinde

asagidaki kriterler temel alindi.

a) Sitokalasinin yoklugunda mikronikleus analizleri mononuklear
hicreler sayilarak gergeklestirilir.

b) Mikrontkleusun uzunlugu hicrenin temel c¢ekirdeginin 1/3'U kadar
veya daha kisa olmalidir.

c) Mikronukleus ile hiicrenin temel ¢ekirdeginin kenarlari birbirine temas
edebilecegi gibi etmeyebilirde. Fakat temas ettigi durumlarda bu
aradaki sinirin belirgin bir sekilde ayirt edilmesi gerekmektedir.

d) Mikronukleus boyandiginda temel cekirdegin aldigi renge yakin bir

renk almalidir®’29,

2.2. Kromozom eldesi ve kromozom hasarlarinin belirlenmesi
2.2.1. Hucre kaltirinin hazirlanmasi

Besiyeri, 80 ml RPMI 1640, 15 ml fétal dana serumu, 3-4 ml

fitohemaglutinin, 0.3 ml penicilin-streptomisin kullanilarak hazirlandi.

2.2.2. Hucre inkibasyonu

Hazirlanan besiyerinden 5 ml alinarak steril tiplere konuldu. Her bir tipin
Uzerine 24 saat igcerisinde alinan ve +4°C’de heparinli tiiplerde muhafaza
edilen kan orneklerinden 1 ml eklendi. Elde edilen karisim etivde 37°C’ de

72 saat siireyle inkilbasyona birakildi. inkiibasyonun 70. saatinde
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mitoz bolinmeyi metafaz safhasinda durdurmak amaciyla tiplere 0.25 ml

kolgisin soliisyonu eklendi ve kalan 2 saatlik inkiibasyon suresi tamamlandi.

2.2.3. Hipotonik iglem

inkiibasyonun tamamlanmasiyla tiipler 5000 rpm'de 10 dk santrifj
edilerek sUpernatant kisim pastor pipeti ile uzaklastirildi. Tupte kalan kisim
tizerine 0.075 molar 2 ml KCl ilave edildi. Bu iglem sonrasinda her bir tipe 4-

5 ml hipotonik solisyon eklendi ve oda sicakliginda 20 dakika bekletildi.

2.2.4. Yikama iglemi

Fiksatif solisyonu, 1:3 oraninda glasiyel asetik asit-metanol
kullanilarak hazirlandi. Oda sicakliginda bekletilen ttipler tekrar 5000 rpm’'de
10 dk santriftj edilerek stpernatant uzaklastirildi ve tGizerine 5 ml olana kadar
soguk fiksatif solisyonu eklendi. Bu islem sonrasinda tipler -20 °C’'de 30
dakika bekletilerek 5000 rpm’de santrifiij edildi ve stpernatant uzaklastirildi.
Tekrar hazirlanip sogutulan fiksatif soltiisyonu ile yapilan bu yikama iglemi

tupteki sivi berraklasincaya kadar 3 defa tekrarlandi.

2.2.5. Yaymaiglemi

Fiksasyon igleminden sonra her bir tlipte olugan stpernatant alinarak
Uzerine yeniden hazirlanip sogutulan fiksatif solisyonundan 0.5 ml ilave
edildi. Karigim, 6nceden sogutulmus lamlar Uzerine 45 derecelik agi ile
yaklagik 45-50 cm yukseklikten damlatildi. Lam Uzerine Uflenerek yayma

islemi gergeklestirildi ve lamlar oda sicakliginda kurumaya birakildi.
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2.2.6. Boyama iglemi

Kuruyan lamlar %5’lik Giemsa soliisyonuyla 20 dakika boyandi. Boyama

isleminden sonra saf su ile ykanarak 25°C’'lik etuvde bir gece tekrar

kurumaya birakildi. Daha sonra hazirlanan kromozom preparatlarinin

analizleri “Nikon Elipse E600” marka 1sik mikroskobu kullanilarak yapildi ve

belirlenen goruntilerin fotograflari c¢ekildi. Radyasyon etkisi ile meydana

gelen kromozom hasarlarinin degerlendiriimesinde asagidaki kriterler esas

alindi.

a)

b)

d)

Kromozomun bir yada her iki kolunda meydana gelen, kromozom
kolunun kalinhgindan fazla olan veya kromozom aksini degistiren
kayiplar kirik olarak,

Kromozom aksini degistirmeyen ve kromozom kolunun kalinhgni
asmayan kayiplar bogluk (gap) olarak,

Sentromer ihtiva eden yada etmeyen, hasar dolayisiyla kromozom
uclarinin  yapiskanlik kazanmasina bagh olarak birlesmeleri
sonucunda yuzuk seklini almalari halka (ring) olarak,

Kendiliginden olugsan ya da bir takim faktorler tarafindan olugturulan
iki adet sentromere sahip olan kromozomlar ise disentrik olarak kabul

edildi®+?,

2.3. Istatistiksel Analiz

Mikronukleus ve  kromozom  hasarlart ile ilgili  verilerin

degerlendiriimesinde SPSS programina dayali “eslestirilmis Ornekler T-testi
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(paired samples T-test)” kullanildi ve %95 guven duzeyinde veriler

istatistiksel olarak analiz edildi.

2.4. Serum ALP 6l¢guim

Bireylerden alinan, 2 ml radyasyon uygulanan ve 2 ml radyasyon
uygulanmayan 4 ml kan drneg@i “BD Vacuteiner CAT” marka heparinsiz steril
tiplere konularak laboratuvar ortamina getirildi. Kan ornekleri 4000 rpm’'de
10 dk sureyle santrifujlenerek serumlari elde edildi. Serum ALP 6lgumleri
Kirikkale Universitesi Tip Fakilltesi Silleyman DEMIREL Arastirma ve
Uygulama Hastanesi'nde bulunan “MODULER P800” marka 6lcim cihazi ile

gerceklestirildi.
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Cizelge 2.1. Kan ornekleri incelenen 20-25 yas arasindaki bireylerin

Ozellikleri ve uygulanan deneysel agamalar

Birey Sayisi (20)

— T

Bayan sayisi (10) Bay sayisi (10)

Sigara Kullanan  Sigara Kullanmayan Sigara Kullanan  Sigara Kullanmayan

(5 birey) (5 birey) (5 birey) (5 birey)
Deneysel Analizler incelenen kan érneklerinin sayisi
Morfolojik hasarin tespiti 40 (20 R.O + 20 R.S)
Kromozom hasarinin tespiti 40 (20R.O + 20 R.S)

Serum ALP duzeyi 40 (20 R.O + 20 R.S)

R.O : Radyasyon uygulamasi dncesi

R.S : Radyasyon uygulamasi sonrasi
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Kan htcrelerindeki morfolojik hasarlar

Saglkh, 20-25 yas arasindaki 5'i sigara kullanan, 5'i sigara
kullanmayan 10 bay ve 10 bayan olmak tizere toplam 20 bireyden alinan kan
ornekleri 1000 cGy gama radyasyon uygulamasi éncesinde ve sonrasinda
hiicre morfolojileri agisindan incelendi ve radyasyon uygulanmayan kan
orneklerine ait nétrofil, bazofil, eozinofil, lenfosit ve monosit gibi akyuvar ve
alyuvar hucrelerinde herhangi bir morfolojik hasara rastlanmazken (Sekil 3.1-
6), radyasyon uygulamanin hicrelerde hasarlar meydana getirdigi tespit
edildi (Sekil 3.7-11). Radyasyon uygulanan kan Ornekleri incelendiginde,
akyuvar hicrelerinde meydana gelen hasarlar, hiicrede sekil bozukluklart,
zar batinluginde bozulmalar ve yer yer pargalanmalar, vakuolizasyon, tim
hicre tahribati ve mikrontkleus olusumu gseklinde go6zlenirken, alyuvar
hicrelerinde meydana gelen hasarlar, hicre zarindan kaynaklanan sekil

bozukluklari olarak kendini gosterdi (Sekil 3.7-11).
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Sekil 3.1. Normal bir nétrofil hiicresinin gérinumii

Sekil 3.2.a. Normal bazofil hiicrelerinin gérinuma
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Sekil 3.2. (devam) b. Normal bazofil hiicrelerinin gérinimi

Sekil 3.3. Normal bir eozinofil hiicresinin gérinimu
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Sekil 3.4. Normal bir lenfosit hiicresinin gérinuma

Sekil 3.5. Normal bir monosit hiicresinin gérinimu
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Sekil 3.6. Normal alyuvar hiicrelerinin gérinumd

Sekil 3.7.a. Radyasyon etkisiyle akyuvar hicrelerinde meydana gelen

sekil bozuklugunun goérunimu
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Sekil 3.7. (devam) b,c. Radyasyon etkisiyle akyuvar hicrelerinde

meydana gelen sekil bozuklugunun goérinimu
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Sekil 3.7. (devam) d. Radyasyon etkisiyle akyuvar hiicrelerinde

meydana gelen sekil bozuklugunun gorinimi

Sekil 3.8. Radyasyon etkisiyle akyuvar hiicresinde meydana gelen

vakuolizasyon gorinimu
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Sekil 3.9.a,b. Radyasyon etkisiyle tamamen tahrip olmus akyuvar

hiicrelerinin gorinimu
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Sekil 3.10. Radyasyon etkisiyle akyuvar hiicresinde olusan

mikronukleus gorinimu

Sekil 3.11. Radyasyon etkisiyle alyuvar hiicrelerinde olugan sekil

bozuklugunun gérinima
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Bireylerin kan Orneklerine radyasyon uygulanmasiyla akyuvar
sayllarinda dusus gozlendi (Cizelge 3.1, Sekil 3.12). Bunun yani sira kan
orneklerine radyasyon uygulanmasinin lenfosit hicrelerinde mikronukleus
olusumunu arttirdigi tespit edildi (Cizelge 3.1, Sekil 3.13). Radyasyon
uygulanmayan kan 6rnekleri incelendiginde, sigara kullanmayan bireylerin (1,
2, 3, 4, 7, 9, 11, 14, 15 ve 20 no’lu bireyler) lenfosit hicrelerinde
mikronukleus olusumu (3 no’lu birey harig) gbzlenmezken sigara kullanan
bireylerin (5, 6, 8, 10, 12, 13, 16, 17, 18 ve 19 no’lu bireyler) lenfosit
hicrelerinde mikroniikleus olusumuna rastlandi. Radyasyon uygulanan kan
orneklerinde ise sigara kullanan bireylerin mikronikleus degerlerinde,
kullanmayan bireylere oranla bir artig tespit edildi (Cizelge 3.1, Sekil 3.13).
Ayrica bayanlarin radyasyon uygulanan ve uygulanmayan kan 6rneklerine ait
toplam mikronikleus degerlerinin baylara oranla daha fazla oldugu gozlendi

(Cizelge 3.1, Sekil 3.13).

Radyasyon uygulanan ve uygulanmayan kan d&rneklerine ait
mikronukleus degerleri SPSS programinda “eslestiriimis ornekler T-Testi”
(Paired Samples T-Test) yardimiyla istatistiksel olarak analiz edildi ve
radyasyon uygulanan kan orneklerinde meydana gelen mikronukleus
degerlerindeki artigin %95 guven dizeyinde 6nemli oldugu belirlendi
(p<0.05). Ayrica bayanlarin mikronuikleus degerlerinde baylara oranla dnemli
bir artis goOzlenirken, sigara kullanan bireylerin mikronukleus degerlerinde
kullanmayan bireylere oranla meydana gelen artis istatistiksel olarak 6nemsiz

bulundu (p<0.05).
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Cizelge 3.1. Bireylerin radyasyon uygulanan ve uygulanmayan kan drneklerine ait mikronuikleus ve akyuvar sayilari

Birey

No 1 2 3* 4 5 6* 7 8* 9* 10* 11 12* 13 14* 15* 16 17 18 | 19* 20

R.O o/ o/ 1/ o/ 2/ 5/ o/ 4/ o/ 2/ o/ 3/ 2/ o/ 3/ 2/ 3/ 1 2/ o/
MN/AS | 5319 | 4465 | 4713 | 5267 | 5628 | 4156 | 5124 | 5233 | 5286 | 4258 | 5687 | 4639 | 6745 | 4264 | 5492 | 6524 | 5571 | 5921 | 3916 | 5697

5/ 14/ 10/ 8/ 7/ 14/ 15/ 17/ 14/ 11/ 8/ 18/ 10/ 16/ 13/ 9/ 12/ 13/ 14/ 10/
R.S 4941 | 4138 | 4377 | 4839 | 5318 | 3742 | 4986 | 4143 | 5047 | 3928 | 5603 | 4089 | 6422 | 4036 | 5115 | 6287 | 5246 | 5698 | 3673 | 5413
MN/AS

*: Bayan birey

R.O : Radyasyon uygulamasi 6ncesi

R.S : Radyasyon uygulamasi sonrasi

M.S : Mikronukleus sayisi

A.S : Akyuvar sayisi

Sigara kullanan bireyler : 5, 6, 8, 10, 12, 13, 16, 17, 18, 19 no’lu bireyler
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Sekil 3.12. Bireylerin radyasyon uygulanan ve uygulanmayan kan drneklerine ait akyuvar sayilari

Bayan bireyler: 2, 3, 6, 8, 9, 10, 12, 14, 15ve 19 no’lu bireyler

R.O : Radyasyon uygulamasi dncesi

R.S : Radyasyon uygulamasi sonrasi

Sigara kullanan bireyler : 5, 6, 8, 10, 12, 13, 16, 17, 18 ve 19 no’lu bireyler
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Mikronikleus sayisi

B R R RPN
©® ON MO 0O O
L L L L L L |

9 10 11 12 13 14 15 16

Birey Numarasi

OR.O Mikroniikleus
B R.S Mikrontkleus

17 18 19 20

Sekil 3.13. Bireylerin radyasyon uygulanan ve uygulanmayan kan drneklerinin akyuvar hiicrelerinde olugsan mikrontkleus

sayllari

Bayan bireyler: 2, 3, 6, 8, 9, 10, 12, 14, 15 ve 19 no’lu bireyler

R.O : Radyasyon uygulamasi 6ncesi

R.S : Radyasyon uygulamasi sonrasi
Sigara kullanan bireyler : 5, 6, 8, 10, 12, 13, 16, 17, 18 ve 19 no’lu bireyler
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3.2. Kromozom Hasarlari

in vitro ortamda 1000 cGy gama radyasyon uygulanan ve
uygulanmayan kan drnekleri kromozom eldesi i¢in standart yonteme gore
kultare alindi. Her bireyin radyasyon oncesi ve sonrasi kilttir dérneklerinden
75 metafaz donemindeki hiicre kromozomlari incelendi ve radyasyon
uygulanmayan kan oOrneklerine ait lenfosit hicrelerinde herhangi bir
kromozom hasarina rastlanmazken radyasyon uygulanan lenfosit
hicrelerinde meydana gelen kirik, disentrik, halka (ring) ve bosluk (gap)
seklinde kromozom hasarlari tespit edildi (Sekil 3.14-17). Ayrica kan
orneklerine radyasyon ugulanmasiyla lenfosit hiicrelerinde erken sentromer

ayrilmasi ve fragment (kirilmis parga) hasarlari da gozlendi (Sekil 3.18-19).

Sekil 3.14.a. Radyasyon etkisiyle farkli akyuvar hiicrelerine ait

kromozom kirigi iceren metafaz goruntuleri
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Sekil 3.14. (devam) b,c. Radyasyon etkisiyle farkl akyuvar hucrelerine
ait kromozom kirigi iceren metafaz gorintileri
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Sekil 3.14. (devam) d. Radyasyon etkisiyle farkli akyuvar hiicrelerine
ait kromozom kingi iceren metafaz gorintileri

Sekil 3.15.a. Radyasyon etkisiyle farkli akyuvar hiicrelerine ait

disentrik kromozom igeren metafaz goruntileri



Sekil 3.15. (devam) b. Radyasyon etkisiyle farkli akyuvar hiicrelerine
ait disentrik kromozom iceren metafaz
goruntileri

Sekil 3.16.a. Radyasyonun etkisiyle farkli akyuvar hiicrelerine ait
halka (ring) kromozom i¢ceren metafaz goruntdleri
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Sekil 3.16. (devam) b. Radyasyon etkisiyle farkli akyuvar hicrelerine
ait halka (ring) kromozomu iceren metafaz
goruntuleri

Sekil 3.17.a. Radyasyon etkisiyle farkl akyuvar hiicrelerine ait bogluk
(gap) kromozom hasari iceren metafaz goruntileri
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Sekil 3.17. (devam) b. Radyasyon etkisiyle farkli akyuvar hicrelerine
ait bosluk (gap) kromozom hasari iceren
metafaz goruntileri

Sekil 3.18. Radyasyon etkisiyle akyuvar hiicresine ait erken sentromer
ayrilmasi iceren metafaz gorintisu
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Sekil 3.19. Radyasyon etkisiyle akyuvar hiicresine ait fragment
(kinlmis parca) iceren metafaz goruntusu

Bireylerin radyasyon uygulanan kan oOrneklerine ait lenfosit
hicrelerinde meydana gelen kromozom hasarlarinda, kirik ve disentrik
sayisinin, ring ve gap sayisindan fazla oldugu gérulda (Cizelge 3.2, Sekil 20-
23). Ayrica bayanlarin radyasyon uygulanan kan orneklerine ait lenfosit
hicrelerinde baylara oranla daha fazla kromozom hasarina rastlandi (Cizelge

3.2, Sekil 20-23).

Sigara kullanan bireylerin kan orneklerine radyasyon uygulanmasiyla
lenfosit hicrelerinde, kullanmayan bireylere oranla daha fazla kromozom

hasari olustu (Cizelge 3.2, Sekil 20-23).

Bireylerin radyasyon uygulanan ve uygulanmayan kan 6rneklerine ait
lenfosit hiicre metafaz sayilari ve yizde de@erleri de belirlendi. Radyasyon

uygulanmayan lenfosit hiicre metafazlarinda anormal kromozom sayisina
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(anoploidi) rastlanmazken, radyasyon uygulanan kan orneklerinin lenfosit
hicrelerinde anormal kromozom sayisina sahip metafaz degerleri tespit
edildi (Cizelge 3.3, Sekil 3.24). Kan ¢rneklerine radyasyon uygulanmasiyla
lenfosit hicrelerinde meydana gelen anormal kromozom sayisina sahip
metafaz degerinin sigara kullanan bireylerde kullanmayan bireylere oranla

daha fazla oldugu belirlendi (Cizelge 3.3, Sekil 3.24).

Radyasyon uygulamasi sonrasinda olugan hasarlarin istatistiki agidan
Onemi aragtirildi ve her hasar tipine ait verilere SPSS programinda
“eslestiriimis drnekler T-testi (Paired Samples T-Test)” uygulandi. Radyasyon
uygulanan kan 6rneklerinde meydana gelen kirik, disentrik, halka ve bosluk
tipi kromozom hasarlarinin ve hicre metafazlarinda meydana gelen anormal
kromozom sayilarinin %95 guven dizeyinde Onemli oldugu belirlendi
(p<0.05). Ayrica radyasyon uygulanmasiyla, bayan bireylerin kan 6rneklerine
ait lenfosit hicrelerinde olusan kromozom hasarlarinda, baylara oranla
meydana gelen artisin da istatistiki olarak 6nemli oldugu belirlendi. Sigara
kullanan bireylerin kan oOrneklerine ait lenfosit hucrelerinde, kullanmayan
bireylere oranla meydana gelen kromozom hasarindaki artigin ise istatistiki

olarak dnemli olmadigi tespit edildi.
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Cizelge 3.2. Bireylerin radyasyon uygulanan kan érneklerine ait lenfosit hiicrelerindeki kromozom hasari degerleri

Bire
y 1 2* 3* 4 5 6* 7 8* 9* 10* 11 12* 13 14* | 15* 16 17 18 19* 20
No
;.Sk 13 18 19 14 15 17 10 20 15 18 8 12 11 16 19 14 12 14 23 10
I
. R.S . 6 8 9 7 6 8 6 9 11 8 5 9 8 10 8 8 7 10 12 7
Disentrik
R'S 4 6 5 4 3 4 3 4 6 5 3 5 4 4 5 4 5 3 4 3
Ring
R.S 1 2 3 1 2 3 0 2 1 2 1 2 1 2 1 2 0 2 1 0
Gap
* : Bayan birey

R.S : Radyasyon uygulamasi sonrasi

Sigara kullanan bireyler : 5, 6, 8, 10, 12, 13, 16, 17, 18, 19 no’lu bireyler
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Cizelge 3.3. Bireylerin radyasyon uygulanan kan drneklerinin lenfosit hiicrelerinde anormal kromozom sayisina sahip metafaz

(anoploidi) degeri ve yuzdesi

Bire
N y 1 2% 3* 4 5 6* 7 8* 9* 10* 11 12* 13 14* 15* 16 17 18 19* 20

0]

Sayilan
75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75

Metafaz

R.S
11 10 8 13 14 12 9 11 10 12 8 13 12 10 8 10 11 14 9 10

A.K.SM

R.S
AKSM | 146 | 13,3 | 10,6 | 17,3 | 18,6 | 16 12 146 | 13,3 | 16 106 | 17,3 | 16 | 13,3 | 10,6 | 13,3 | 146 | 186 | 12 13,3

(%)

* 1 Bayan birey

R.S : Radyasyon uygulamasi sonrasi

A.K.S.M : Anormal kromozom sayisina sahip metafaz degeri

A.K.S.M (%) : Anormal kromozom sayisina sahip metafaz ytzdesi
Sigara kullanan bireyler : 5, 6, 8, 10, 12, 13, 16, 17, 18, 19 no’lu bireyler
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Sekil 3.20. Bireylerin radyasyon uygulanan kan 6rneklerinin akyuvar hiicrelerinde gorulen kirik seklindeki kromozom

mutasyonu sayisl

Bayan bireyler: 2, 3, 6, 8, 9, 10, 12, 14, 15 ve 19 no’lu bireyler

Sigara kullanan bireyler : 5, 6, 8, 10, 12, 13, 16, 17, 18 ve 10 no’lu bireyler
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Sekil 3.21. Bireylerin radyasyon uygulanan kan orneklerinin akyuvar hiicrelerinde gorulen disentrik seklindeki kromozom

mutasyonu sayisli

Bayan bireyler: 2, 3, 6, 8, 9, 10, 12, 14, 15 ve 19 no’lu bireyler

Sigara kullanan bireyler : 5, 6, 8, 10, 12, 13, 16, 17, 18 ve 10 no’lu bireyler
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Halka Tipi Kromozom
Mutasyon Sayisi
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Birey Numarasi

Sekil 3.22. Bireylerin radyasyon uygulanan kan orneklerinin akyuvar hiicrelerinde goérilen halka (ring) seklindeki

kromozom mutasyonu sayisi

Bayan bireyler: 2, 3, 6, 8, 9, 10, 12, 14, 15 ve 19 no’lu bireyler

Sigara kullanan bireyler : 5, 6, 8, 10, 12, 13, 16, 17, 18 ve 10 no’lu bireyler



Mutasyon Sayisi

Bosluk Tipi Kromozom
-

O J T I T I T I T I T I T I T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Birey Numarasi

Sekil 3.23. Bireylerin radyasyon uygulanan kan 6érneklerinin akyuvar hiicrelerinde gorulen bosluk (gap) seklindeki kromozom

mutasyonu sayisli

Bayan bireyler: 2, 3, 6, 8, 9, 10, 12, 14, 15 ve 19 no’lu bireyler

Sigara kullanan bireyler : 5, 6, 8, 10, 12, 13, 16, 17, 18 ve 10 no’lu bireyler
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Anormal Kromozom
Sayisina Sahip Metafaz Degeri
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Sekil 3.24. Bireylerin radyasyon uygulanan kan drneklerinin akyuvar hiicrelerindeki anormal kromozom sayisina sahip metafaz

8 9

Birey Numarasi

7

(anoploidi) degerleri

Bayan bireyler: 2, 3, 6, 8, 9, 10, 12, 14, 15 ve 19 no’lu bireyler

Sigara kullanan bireyler : 5, 6, 8, 10, 12, 13, 16, 17, 18 ve 10 no’lu bireyler
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3.3. Serum ALP duzeyleri

Sigara kullanan ve kullanmayan, 20-25 yas arasinda, farkli cinsiyete
sahip 20 saglikli bireyden elde edilen, radyasyon uygulanan ve
uygulanmayan kan orneklerine ait serum ALP degerleri belirlendi (Cizelge
3.4, Sekil 3.25). Bireylerin radyasyon uygulanmayan kan 6rneklerinin serum
ALP degerleri bir birey (17 no’lu birey) hari¢ referans deger araliginda
bulundu. Radyasyon uygulanan kan ¢érneklerine ait serum ALP dizeylerinde
de referans deger araligini agsmayan artig ve dugusler go6zlendi. Bir bireyde
(1 no’lu birey) ise herhangi bir degisiklik gbtzlenmedi. Kan 06rneklerine
radyasyon uygulanmasiyla artan serum ALP degerlerinin daha ¢ok bayanlara
ait oldugu tespit edildi (Cizelge 3.4, Sekil 3.25). Ayrica sigara kullanimiyla

serum ALP duizeyleri arasinda herhangi bir iligki bulunmadi.

47



Cizelge 3.4. Bireylerin radyasyon uygulanan ve uygulanmayan kan drneklerine ait serum ALP degerleri

Bire
N y 1 2% 3* 4 5 6* 7 8* 9% | 10* | 11 | 12* | 13 | 14* | 15* | 16 17 18 | 19* | 20
o]
R.O
188 | 136 | 151 | 196 | 99 | 176 | 227 | 150 | 93 | 131 | 240 | 85 | 143 | 123 | 142 | 206 | 293 | 227 | 133 | 178
ALP (U/L)
R.S
ALP (UIL) 188 | 139 | 124 | 218 | 149 | 179 | 224 | 158 | 138 | 365 | 228 | 87 | 137 | 172 | 139 | 199 | 284 | 128 | 134 | 173

*: Bayan birey

R.O ALP (U/L): Radyasyon 6ncesi ALP degeri
R.S ALP (U/L) : Radyasyon sonrasi ALP degeri

ALP icin referans deger aralhigi : 5-270 U/L
Sigara kullanan bireyler : 5, 6, 8, 10, 12, 13, 16, 17, 18, 19 no’lu bireyler
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Sekil 3.25. Bireylerin radyasyon uygulanan ve uygulanmayan kan érneklerine ait serum ALP degerleri

Bayan bireyler: 2, 3, 6, 8, 9, 10, 12, 14, 15 ve 19 no’lu bireyler

Sigara kullanan bireyler : 5, 6, 8, 10, 12, 13, 16, 17, 18 ve 10 no’lu bireyler
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4. TARTISMA VE SONUC

4.1. Kan hucrelerindeki morfolojik hasarlar

Bireylerin in vitro ortamda 1000 cGy dozda gama radyasyon
uygulanan ve uygulanmayan kan orneklerinden elde edilen preparatlarinin
incelenmesi sonucu radyasyon uygulanmayan kan hticrelerinde herhangi bir
morfolojik hasara rastlanmazken, radyasyon uygulanan kan hicrelerinde
sekil bozukluklari, zar butinluginde bozulmalar ve yer yer parcalanmalar,
vakuolizasyon, tim hicre tahribati seklindeki hasarlar ile mikronikleus
olusumlari tespit edildi (Sekil 3.1-11). Radyoloji tedavisi goren yirmi akciger
kanseri hastanin lenfosit hiicrelerine gama radyasyonun sitolojik, sitogenetik
ve biyokimyasal etkisini arastiran calismada da benzer sonuglar alindigi
bildirilmistir'*®. Bu arastirmada akyuvar hiicrelerinde gézlenen morfolojik
hasarlara ek olarak alyuvar hucrelerinde de hicre zar butinliginde
bozulmalar tespit edildi (Sekil 3.11). Akyuvar hicrelerinin yani sira alyuvar
hicrelerinde de morfolojik hasarlarin gézlenmesi, in vivo ortamdan farkl
olarak in vitro ortamda hucrelerin radyasyonla dogrudan temas etmesinden
kaynaklandigi digtntlebilir. Radyasyon hticre ile dogrudan etkilesime girerek
ya da serbest radikal olusumlari aracihidiyla hiucrede hasarlar olusturur.
Radyasyon etkisi ile olusan bu serbest radikaller DNA bilegenleri ile
etkileserek DNA zincirinde kirilmalara (baz hasari, tek ve ift zincir
kiriimalarr) veya diger tipteki hiicresel hasarlara neden olabilir. Bu ¢caligmada
bireylerin radyasyon uygulanan kan Orneklerine ait akyuvar sayilarinin,

radyasyon uygulanmayan kan drneklerine gore azaldigi tespit edildi (Cizelge
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3.1, Sekil 3.12). Ayrica radyasyon uygulanmayan kan o&rnekleri
incelendiginde sigara kullanmayan bireylerde mikroniikleus olugsumuna
rastlanmazken (3no’lu birey harig), sigara kullanan bireylerin kan
orneklerinde bu olusuma rastlandi. Radyasyon uygulanan kan ornekleri
incelendiginde ise gerek sigara kullanan, gerekse sigara kullanmayan
gruplarin her ikisinde de mikrontkleus olusumunun arttigi gozlendi (Cizelge

3.1, Sekil 3.13).

istatistiksel analizler radyasyon uygulanan kan érneklerinde meydana
gelen mikronukleus degerlerindeki artisin dnemli oldugunu gosterdi
(p<0.05). Ayrica, bayanlarin kan orneklerine ait lenfosit hucrelerindeki
mikronukleus olusumlarinda, baylara oranla tespit edilen artigin da istatistiki
olarak 6nemli oldugu belirlendi. Radyasyon uygulanan kan 0Orneklerinde,
sigara kullanan bireylerin lenfosit hiicrelerindeki mikrontikleus olugsumlarinda,
kullanmayan bireylere oranla meydana gelen artisin ise istatistiki olarak
onemli olmadig: tespit edildi. Radyasyonun kan hucrelerinde meydana
getirdigi hasarlar ile ilgili bu ¢calismada elde edilen bulgular, diger bazi
literatir sonuclari ile benzerlik gostermektedir. Ornegin Hadjidekova ve
arkadaslari®, niikleer termik santral isgilerinin periferal kan lenfositlerinde
iyonize radyasyona bagh mikroniikleus sikhgini arastirmiglardir. iyonize
radyasyondan kaynaklanan genetik hasarin boyutunun belirlenmesi igin, 133
nikleer termik santral iscisi ve 39 saglikli kontrol grubunun mikronukleus
degerleri, CBMA (Cytokinesis Blocked Micronucleus Analysis) yontemi
kullanilarak karsilastirimig ve bu in vitro calismada oldugu gibi, iyonize
radyasyona maruz kalan iscilerinin periferal kan lenfositlerinde, kontrol

grubuna gore mikronukleus sikliginda 6nemli oranda bir artis tespit edilmigtir.
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Benzer bicimde yapilan bir diger calismada ise radyoterapi sonrasi
hastalarin normal ve hasarli dokularinda radyasyon sebepli mikronukleus
olusumu incelenmis ve genel olarak radyasyon dozunun artmasiyla
mikroniikleus sikiginin arttigi gozlenmistir(®®),

@7 tarafindan yapilan bir baska calismada ise

Thierens ve arkadaglari
X-ray cihazlarina el ile dokunan nikleer gug santrali isgileri ve tibbi alanda
calisan iscilerden olusan 269 bireyin periferal kan lenfositlerine mikrontkleus
deneyi uygulanarak yas, sigara kullanimi ve radyasyonun mikronukleus
olusumu Uzerine etkisi arastiriimistir. S6z konusu c¢alismada mikronikleus
sikhdinin yas ile sistematik olarak arttigi tespit edilirken sigara kullanimi ile
mikrontkleus olusumu arasinda herhangi bir iligki kurulamamigtir. Bu

calismada ise sigara kullanimi ile mikrontkleus sikliginda istatistiksel agidan

onemli olmayan kismi bir artis tespit edildi.

4.2. Kromozom Hasarlari

Bu calisma radyasyon uygulamasinin akyuvar hucrelerinde kirik,
disentrik, halka ve bosluk tipi hasarlara neden oldugunu gosterdi (Sekil 3.14-
17). Ayrica erken sentromer ayrilmasi ve fragment hasarlari da gozlendi
(Sekil 3.18-19). Her bireye ait metafaz kromozomlari incelendiginde kirik ve
disentrik hasarlarinin ring ve gap hasarlarina goére daha fazla oldugu goraldu

(Cizelge 3.2).

Radyasyonun olusturdugu kromozom hasarlari ile ilgili pek ¢ok literattr
ornegi vardir. Bunlardan biri Balakrishnan ve arkadaslarinin® mesleki olarak
dustk doz radyasyona maruz kalan iscilerin periferal kan lenfositlerinde

kromozom hasarlarini arastirdiklari ¢alismadir. Bu bireylerde, disentrik ve
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asentrik kromozom sikliginin kontrol grubuna gére daha yiksek oldugu
belirlenmigtir. Bu arastiricilar caligmalarinda kontrol grubunu olusturan 17
saglikli bireyde 3700 metafaz i¢erisinde 2 disentrik gozlemlerken meslekleri
nedeniyle uzun sureli dugtuk doz radyasyona maruz kalan bireylerde ise 8400
metafaz analizinde 27 disentrik ve 1 gap kromozom olugsumuna

@9 in vitro ortamda

rastlamislardir. Bir diger calismada Lloyd ve arkadaglari
¢ok dusik dozlardaki X-iginlarinin insan lenfositlerinde olusturdugu
kromozomal hasarlari incelemigtir. S6z konusu calismada 24 saglkl
bireyden alinan kan drneklerine 0-300 mGy arasinda farkli dozlarda (0.3, 0.6,
5, 6, 10, 20, 30, 50 ve 100 mGy) X-iginlari uygulanmis ve sonuglar kontrol
grubu ile karsilastinidiginda 20 mGy Uzerinde uygulanan X-iginlari dozunun
kromozomlar Uzerinde olusturdugu hasarlarin istatistiksel olarak dnemli

1% tarafindan yapilan bir baska

oldugu belirlenmigtir. Purrott ve arkadaslar
calismada ise, gama radyasyonun farkli dozlarina maruz birakilan insan
lenfositlerindeki kromozom hasarlarinin incelenmesi amaciyla hucre
dongusinin Go evresindeki insan periferal kan lenfositlerinin in vitro ortamda
100, 250 ve 500 rad sezyum-137 gama radyasyona maruz birakilmasi
sonucu olusan kromozom hasarlari belirlenmigtir. Bu calismada bireylerin
kan Orneklerine uygulanan 1000 cGy (1000 cGy=1000 rad) dozda
radyasyonun etkisiyle meydana gelen disentrik kromozom olusumunda
oldugu gibi 100 rad (100 rad=100 cGy), 250 rad (250 rad=250 cGy) ve 500
rad (500 rad=500 cGy) radyasyon uygulamasinin da insan lenfosit
kromozomlarinda disentrik olusumuna yol agtigi gosterilmigtir. Oliveirae ve

|31

arkadaslar ise insan lenfosit kromozomlarina *Sr B-Radyasyonun

etkilerini arastirmiglardir. Saglikli 5 bireyden alinan kan drnekleri in vitro
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ortamda 0.2-5.0 Gy dozlari arasinda “°Sr radyasyona maruz
birakildiktan sonra kromozom analizleri gergeklestirilmigtir. Sitogenetik
analizler sonucunda en fazla asentrik, fragment ve disentrik hasarlarina
rastlanilmistir.  Yukaridaki literatirlere benzer sekilde bu calismada da
uygulanan radyasyonun saglikli kan hicrelerinde istatistiki olarak anlamli
(p<0.05) kromozom hasarlari (kirik, disentrik, halka ve bosluk gibi)

olusturdugu belirlendi.

Bu calismada oldugu gibi sigara kullanimi ve cinsiyetin radyasyonun
olumsuz etkilerine katkisini arastiran c¢alismalar yapilmistir.  Ornegin
Wojewodzka ve arkadaslari®® tarafindan yapilan bir calisamada, diisiik doz
iyonize radyasyona maruz kalan 49 iggiden olusan bir grupta sigara
alisgkanhiginin DNA hasarina etkisi arastirilmistir. Sonucta DNA kiriklari ile
toksik etkisi bilinen sigara arasinda bir iliski kurulamamistir. ikinci bir érnek

33 tarafindan yapilan calismada gama radyasyona

olan, Li ve arkadaslari
olan duyarliik Uzerine sigara kullanimi, yas ve cinsiyetin etkileri
arastinlmigtir. Calisma 18-95 yas arasindaki 441 birey ile gerceklestirilmigtir.
In vitro ortamda gama radyasyon uygulanan ve uygulanmayan kan érnekleri
kromozom kiriklar1 agisindan analiz edilmigtir. Calisma bulgulari radyasyon
uygulamasiyla meydana gelen kromozom kiriklarinin yas ile iligkili
olmadigini, fakat erkeklerde kadinlara oranla olugsan kromozom kiriginda
anlaml bir artis oldugunu gostermistir. Ayrica s0z konusu calismada
radyasyon uygulamasiyla sigara kullanan bireylerde kullanmayan bireylere
oranla kromozom kiriginda anlamh bir artis belirlenmigtir. Bu ¢alismada ise

radyasyon uygulamasiyla meydana gelen kromozom hasarlarinda sigara

kullanan bireylerde kullanmayan bireylere oranla istatistiki olarak odnemli
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olmayan kismi bir artis go0zlendi. Ayrica radyasyon uygulanan kan
orneklerindeki kromozom hasarlarinda bayanlarda baylara oranla meydana

gelen artisin istatistiki olarak dnemli oldugu tespit edildi.

4.3. Serum ALP duzeyleri

Radyasyon uygulanan ve uygulanmayan kan drneklerinin serum ALP
degerleri incelendiginde referans deger araligini agsmayan artis ve dugusler
oldugu gozlendi (Cizelge 3.4, Sekil 3.25). Bu bulgulara dayanarak
radyasyonun etki mekanizmasina gore bireylerin serum ALP duzeylerini
arttirdigl ya da dugurdigu soylenebilir. Radyasyonun temas ettigi akyuvar
hiicre membranlarinin zarar gérerek pargcalanmasi sonucu hicre icerisinde
depolanan ALP enzimi seruma c¢ikarak serum ALP dizeyinin artmasina
neden olur. ALP duzeyindeki disis ise radyasyonun hicrede olusturdugu
serbest radikallerin seruma gecen enzimle etkilesime girerek enzimin
yapisini  bozmasi sonucu miktarinin  azalmasindan  kaynaklanir.
Radyasyonun serum ALP (zerine etkisini arastirmak i¢in yapilan ¢caligmalara

Gevorgyan ve arkadaslari®”

tarafindan yapilan calisma o6rnek olarak
verilebilir. Calismada Yeni Zelanda beyaz tavsanlarindan elde edilen hiicre
kalturleri alkalen fosfataz (ALP) aktivitesi, hiicresel ¢odalma, kollajen tip |
ifadesi ve mineralizasyon bakimindan analiz edilmistir. Takiben tavsanlar 15
Gy radyasyona maruz birakildiktan sonra hiicre kilttrleri tekrar elde edilmis,
alkalen fosfataz aktivitesi ve diger analizler tekrar gergeklegtirilerek kontrol

grubu ile karsilastirlmis ve radyasyon alan grupta yiksek alkalen fosfataz

aktivitesi, kollajen tip | ifadesi ve mineralizasyon tespit edilmistir.
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Li ve arkadaslan®®

tarafindan yapilan bir caligmada ise insan
mezenkimal stroma hucreleri Uzerine farkh dozlarda X-iginlarinin etkisi
arastinlmigtir. Calismada osteogenik aktivite Uzerindeki maksimum
baskilayici etkinin, mezenkimal stroma hucrelerine uygulanan yiksek doz
radyasyon (12 Gy) ile meydana geldigi tespit edilmistir. Ayrica bu ¢aligmada
elde edilen bazi serum ALP dizeylerindeki azalmada oldugu gibi, kemik

olusum aktivitesi olarak ifade edilen alkalen fosfataz (ALP) ve kalsiyum

ifadesinin radyasyon dozuna baglh olarak azaldigi gbzlenmigtir.

Bir bagka calismada ise 1000 cGy dozda Kobalt-60 gama radyasyona
maruz birakilaran ratlarda meydana gelen morfolojik hasarlar tespit edilerek
serum degerlerinden alkalen fosfataz (ALP), alanin transaminaz (ALT),
aspartat transaminaz (AST) ve laktoz dehidrogenaz (LDH) enzim dizeyleri
belirlenmig ve radyasyon alan kontrol grubunda serum degerlerini olusturan
ALP, ALT, AST ve LDH aktivitelerinde artis oldugu gozlenmistir®®.

@7 tarafindan yapilan bir diger calismada ise 30-watt

Altintas ve arkadaslari
UVC lambasi (254 nm ve 0.00014 J/cm?s) ile isinlanan farelerde yapay UVC
radyasyonun bazi kan ve urin parametreleri lzerinde olusturdugu etki
cahsilmistir. Bunun igin serum Ure, keratinin, kolesterol, AST, ALP ve GGT
diuzeyleri radyasyon uygulanmasi oncesi (kontrol grubu olarak) ve sonrasi
belirlenerek kontrol grubu ve deney grubu degerleri karsilastiriimistir.
Sonugta bu ¢alismada radyasyon uygulanan kan drneklerine ait serum ALP

degerlerinin bazilarinda gorulen azalmada oldugu gibi, serum ALP ve GGT

seviyelerinde belirgin bir dusus go6zlenmigtir. Serum ALP ve GGT
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dizeylerindeki anlamli azalmanin (p<0.01) radyasyonun enzim aktivitesi

Uzerindeki inhibitor etkisi ile iligkili oldugu digstunulmustir.

Radyasyonun serum ALP duzeyi uzerine etkisi, yapilan ¢alismalarla
acikhk kazanmistir. ALP enzimi radyasyona maruz kaldiginda DNA gibi
makromolekiillerle etkilesime girerek inaktif hale gegebilmekte, bu da serum
ALP seviyesinde radyasyon sebepli degisikliklere neden olmaktadir. Bu
durum ise arastiricilarin  radyasyon hasarinin belirlenmesinde serum

parametrelerinden ALP enzimi ile ¢caligmalarina neden olmaktadir.

Radyasyonun hiicre morfolojisi, kromozom yapisi ve enzim degerleri
Uizerine olumsuz etkisi bu in vitro ¢alisma ile literatirde oldugu gibi bir kez
daha anlasiimistir. Fakat modern yasamda radyasyondan tumuyle kaginmak
imkansiz hale gelmistir. Dogal radyasyon kaynaklari diginda tipta kullanilan
radyoaktif kaynaklar, bilim ve teknoloji alaninda kullanilan radyasyon
kaynaklari gibi yapay kaynaklar da canl saghgini tehdit etmektedir. Hiicrede
meydana gelen hasarlarda tamir mekanizmalarina ragmen zaman iginde bir
birikim s6z konusudur. Bu sebeple giunimuzde kullanim alanlari giderek
yayginlasan radyasyondan korunma yodntemlerinin ¢ok iyi bilinmesi ve bu
konuda halkin bilinglendiriimesi kisacasi radyasyonla beraber ve
radyasyondan minimum dizeyde etkilenerek nasil yasanilacaginin

ogrenilmesi gerekir.
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