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ONSOZ

Iyonize radyasyon, carptig1 maddede yiiklii pargaciklar (iyonlar) olusturabilen
radyasyondur. Maruz kalindiginda DNA hasarina yol agabilir ve mutasyon
frekansinda artmaya sebep olabilir. Birgok hastaligin sebebi ise DNA'da meydana
gelen bu hasarlardir. DNA hasarmin olusmasi engellenerek bir¢ok hastaligin 6niine
gegcilebilir. Genetik bilginin nesilden nesile saglikli olarak aktarilabilmesi ve bireyin
yagamini saglikli olarak siirdiirebilmesi igin DNA yapisimin korunmasi son derece

Onemlidir.

Insanlar giinliik yasamda diisik dozlarda iyonize radyasyona maruz
kalmaktadir. Ancak hastanelerin Radyoloji, Niikleer Tip gibi radyolojik tani ve
tedavide birimlerinde ¢alisanlar iyonize radyasyona c¢ok daha fazla maruz
kalmaktadir. Bu maruziyetin DNA iizerindeki etkileri tespit edilerek Onlem

almmalidir.

"Tek Hiicre Jel Elektroforezi" veya "Comet Metodu" iyonize radyasyonun
meydana getirdigi DNA hasarin1 diisiik dozlar i¢cin bile hassas bir sekilde ortaya
koyabilecek, hizli, giivenilir ve benzer diger metotlara gére ekonomik bir metotdur.
Arastirmamiz kapsammda comet metodu, Siileyman Demirel Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi radyasyon c¢alisanlarinin DNA hasar miktarinin tespit
edilebilmesi amaci ile kullanilmistir. Calismamizin literatiire ve ilgilenenlere katki
saglamasini umuyor, gelecekte yapilabilecek daha kapsami caligmalara 1s1k tutmasmi

diliyorum.
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1. GIRIS

Genetik bilginin nesilden nesile saglikli olarak aktarilabilmesi ve bireyin
yasamini saglikli olarak siirdiirebilmesi icin DNA yapisinin korunmast son derece
onemlidir. Cift sarmal DNA, bazlar tizerindeki polar gruplar ve bu gruplar arasinda
olusan hidrojen baglarindan olusur. DNA'min bu yapisinda meydana gelen
degisiklikler replikasyon sirasinda yanlis eslesmeye ve sonugta mutasyona neden
olur (1). DNA'nin fosfat iskeletinde meydana gelen kopmalar ise replikasyonu bloke
eder ve hiicre dliimiine yol agabilir. Her bir insan hiicresinin DNA’sinda giinde
binlerce kodlanmayan veya yanlis kodlamaya neden olan hasar meydana
gelebilmektedir. DNA iizerinde olusan bu hasarlari onaran spesifik onarim sistemleri
vardir. DNA onarim kapasitesini asan diizeyde hasar olustugunda, bu DNA hasari
kisa donemde, deoksiriboniikleotid trifosfat havuzunun miktar ve bilesiminde
degisikliklere, replikasyonun durmasina, transkripsiyon ve protein sentezinin
inhibisyonuna, proteolitik aktivitenin indiiksiyonuna; uzun vadede ise mutasyona ve
kromozom anomalilerine sebep olur (1). DNA hasar1 diisiik seviyede ise DNA
onarim mekanizmalar1 tarafindan verimli bir sekilde onarilir. Agir hasarlar apoptotik

mekanizmalar1 uyararak hiicre 6liimiine sebep olur.

DNA'da hasara yol agabilen bir¢cok i¢ ve dis faktdor bulunmaktadir. DNA
hasarma yol agan ¢evresel faktorler, fiziksel ve kimyasal ajanlardir. Fiziksel ajanlarin
basinda ise iyonize radyasyon gelir. iyonize radyasyon, carptigi maddede yiiklii
parcaciklar (iyonlar) olusturabilen radyasyon demektir. lyon meydana gelmesi
yani iyonizasyon olay1 herhangi bir maddede meydana gelebilecegi gibi insanlar
dahil tiim canlilarda da olusabilir (2). Iyonize radyasyon, maruz kalindiginda basta
DNA tek zincir kiriklar1 olmak {izere tek ve ¢ift zincir kiriklar1 olusturabilirken;
radyasyonla agiga ¢ikan enerjiyle uyarilan molekiillerin (hidroksil radikalleri) DNA
ile etkilesimi hem DNA zincir kiriklarina hem de oksidatif baz modifikasyonlarmna
neden olmaktadir. DNA iizerinde olusan bu kiriklar hiicre 6liimiine kadar varan
etkilere neden olur. DNA hasarinin yaglanma, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar,
immiin sistem hastaliklari, dejeneratif hastaliklar gibi doku fonksiyonlarmin

bozulmas: ile ortaya ¢ikan hastaliklarin olusmasinda 6nemli rol oynadigi ileri



stiriilmektedir. Bu sebeplerle DNA hasar1 ve bu hasarin etkenleri insan yagaminda
oldukca Onemlidir. Bircok hastalik, DNA hasarmin olusmasi engellenerek Oniine

gecilebilir.

"Tek Hiicre Jel Elektroforezi" veya "Comet Metodu" iyonize radyasyonun
meydana getirdigi DNA hasarmi diisiik dozlar icin bile hassas bir sekilde ortaya
koyabilecek, hizli, glivenilir ve benzer diger metotlara gére ekonomik bir metotdur.
Radyoaktif isaretleme gerektirmemesi nedeniyle 6zellikle insanlarda yapilan in vivo
caligmalarda DNA hasar Ol¢timiinde siklikla tercih edilen bir yontemdir. Alkali
ortamda DNA siiperkoil yapisinin agilmasi ve kiriklarin ortaya ¢ikmasmin ardindan
uygulanan elektroforezde kirilmis DNA zincirlerinin anoda dogru gocerek bir
kuyruklu y1ldiz goriintiisii olusturmasi prensibine dayanmaktadir. Olusan kuyruk ne

kadar fazla ise hasar derecesi de o kadar yiiksek olarak kabul edilir.

Is yasamu ile saglik arasinda dogrudan bir iliski vardir. Calisma ortamlari
cesitli saglik ve giivenlik tehlikelerini barindirmaktadir. Bu tehlikeler bireyin
saghigimi dogrudan etkileyebilecek meslek hastaliklar1 ve is kazalarini igermektedir.
Bu nedenle calisma ortaminin saglik kosullarma uygun hale getirilmesi, bir takim
tehlike olasiliklarinin ortadan kaldirilmasi, kullanilan arag¢ ve gerecin ise ve kullanan
kisiye uyumunun saglanmasi temel amag¢ olmalidir (3). Insanlar normal giinliik
yasantilar1 igerisinde bir miktar radyasyona maruz kalmaktadirlar. Insan viicudu bu
radyasyonun olumsuz etkilerini efektif bir bigimde tolere edebilmektedir. Fakat
hastanelerin Radyoloji, Niikleer Tip gibi radyolojik tani ve tedavide birimlerinde
calisanlar iyonize radyasyona ¢ok daha fazla maruz kalmaktadir. Gelisen teknoloji ile
birlikte alinan dnlemler artmis, radyolojik tani cihazlarinin yaydigi radyasyon miktari
da azalmistir. Yine de bu birimlerde ¢alisan bireyler radyasyona maruziyet yoniinden
diizenli olarak kontrol edilmeli ve ekstra onlemler alinmalidir. Tiirkiye Atom Enerjisi
Kurumu'nun Radyasyon Giivenligi Yonetmeligi'ne gore "Radyasyon gorevlileri igin
etkin doz, ardigik bes yilin ortalamast 20 mSv’i (miliSievert), herhangi bir yilda ise
50 mSv’i gegemez" ve "galigt1g1 siire boyunca yilda en az bir kez tibbi muayeneleri
yaptirilir" (4). Bu yonetmelik kapsaminda Termolumiinisans dozimetreler (TLD) ile
maruz kalman radyasyon miktar1 Olgiilmekte ve belli bir degeri gecmesi
engellenmektedir. Yilda bir defa ise Aile Hekimligi'nde yiizeysel tibbi muayeneden
gecmektedirler. Ancak radyasyon c¢alisanlarinmn aldiklar1 bu dozlarin DNA'da ki



etkilerine yonelik kisa veya uzun vadeli ek bir muayene veya c¢aligma
yapilmamaktadir. Her hastanede, hatta her birimde kullanilan cihaz, ¢caligma saatleri,
caliganalarin ve amirlerin bilinglilik diizeyine gore degisebilecek etkiler meydana
gelmesi muhtemeldir. Bu nedenle bu tez kapsaminda Siileyman Demirel Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi biinyesinde galismakta olan 48 radyasyon personelinin risk
seviyesinin Comet metodu ile ortaya konmasi ve karsilagilabilecek problemlere

yonelik ¢oziim Onerileri sunulmasi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Radyasyon

Radyasyon ya da Isinim, elektromanyetik dalgalar veya pargaciklar
bi¢imindeki enerji yaymmi ya da aktarimidir (5). Radyasyon kaynaklarini, "dogada
dogal olarak bulunan radyasyon" ve "insan eli ile olusturulan radyasyon" olarak ikiye
ayirmak miimkiiniir. Diinyamizda dogal olarak bulunan radyasyonun kaynagi
uzaydan gelen kozmik isinlar ve dogada bulunan radyoaktif elementlerdir (6).
Televizyon, bilgisayar gibi elektronik aletler, niikleer silahlar ve santraller ile tibbi

cihazlar insan eli ile olusan radyasyon kaynaklarma 6rnek olarak verilebilir (6).

15%

@ Dogal
| Yapay

85%

Sekil 1. Diinya Genelinde Dogal ve Yapay Radyasyon Kaynaklarindan Alinan Dozlarin
Oranlar1 (http://www.taek.gov.tr/bilgi-kosesi/184-radyasyonla-birlikte-yasiyoruz/500-
radyasyon-ve-yasam.html)

Yukaridaki sekilden de anlasilabilecegi gibi giliniimiizde insanlarin maruz
kaldig1 radyasyon miktarinin %15 kadar bir kism1 yine yapay olarak yani insan eli ile

olusturulmaktadir.

Marie Curienin Polonyum ve Radyum'u kesfi ile baslayan siiregte
radyoizotoplar, endiistri, tarim ve tip gibi alanlarda olduk¢a sik kullanilmistir.
Ozellikle tibbi arastirma, teshis ve tedavilerde genis bir uygulama alami bulan

radyasyon, giinliik yasantimizda da faydali kullanim alanlar1 ile olduk¢a dnemlidir.
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Sekil 2. Diinya Genelinde Yapay Radyasyon Kaynaklarindan Maruz Kalman Radyasyon
Dozlar1 ve Oransal Degerleri

(http:/lwww.taek.gov.tr/bilgi-kosesi/184-radyasyonla-birlikte-yasiyoruz/502-yapay-radyasyon-
kaynaklari.html)

Sekil 2'de de goriildiigii gibi yapay kaynaklardan maruz kalinan radyasyonun
¢ok ¢ok biiyiik bir kismini tibbi uygulamalar olusturmaktadir. Ancak radyasyon daha
once de belirtildigi gibi son derece tehlikeli sonuglarin dogmasma da sebep
olabilmektedir. Maruz kalinan radyasyon doza bagli olarak higbir biyolojik etki

gostermeyebilecegi gibi 6liime kadar varabilen etkilere de neden olabilir.

Elektromanyetik spektrum incelenecek olursa radyasyonlar1 iki smifta
degerlendirmek miimkiindiir. Buna gore radyasyon, iyonize ve iyonize olmayan
radyasyonlar olarak ikiye ayrilabilir. Her iki tiir radyasyon tipine de asir1 maruziyet,
canlilarda geri dondiiriilemez hasarlara yol agabilmektedir. Ancak bu iki radyasyon

tipi karsilastirildiginda, iyonize radyasyonun ¢ok daha tehlikeli oldugu agiktir (7).

2.1.1. Iyonize Radyasyon

Iyonize 1gmmalar, canlilarda molekiiler ve hiicresel diizeylerde fiziksel,
kimyasal ve biyolojik cesitli degisikliklere yol acar. Bu degisiklikler maruz kalinan

iyonize radyasyonun cinsine, miktarina ve siiresine gore gegici veya kalic1 olabilir.
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Sekil 3. Farkli Radyasyon Tiplerinin Etki Diizeyleri
(http://gtcceis.anl.gov/images/photos/PenetratingRad. gifadresinden degistirilerek)

Radyasyona tamamiyla direngli hicbir hiicre yoktur ve kromozomlar
radyasyona hiicre sitoplazmasina gore ¢ok daha duyarlidir. Ayrica iyonize radyasyon
mutasyon frekansinda da artmaya neden olur (7). Radyasyon dozunun meydana
getirecegi etki, radyasyonun ¢esidine, doz hizina ve bu doza maruz kalis siiresine
baghdir. Iyonlastirici radyasyonlarla yapilan ¢aligmalarda sonuca ulasabilmek ve
zararl biyolojik etkileri belirleyebilmek i¢in radyasyon dozunun bilinmesi gerekir.
Bu amagla ¢esitli 6lgiim yontemleri gelistirilmistir. Radyasyonun algilanmasi ve
Olglilmesi radyasyona hassas cihazlar vasitasiyla yapilir. Genelde radyasyonu
algilamak ve Olgmek icin 2 tip cihaz kullanilir. Portatif “surveymeter” bulundugu
yerdeki radyasyon doz hizin1 (mSv/saat) dlgerken, dozimetre ise toplam radyasyon

dozunu 6lgmektedir (8).

Thermoluminesans dozimetreler (TLD), o6zel filtreler ve uygun tasiyici
kombinasyonu ile X, gamma, § ve ndtron gibi iyonlastirici radyasyonlarin dozlarini

Olcebilmektedir. Dozimetreler yaklasik insan dokusu esdegerine sahiptir (8).



Sekil 4. Cesitli Termoluminesans Dozimetreler

(www.cygm.gov.tr/CYGM/Files/.../Radyasyon_olcum_sunum.pdf)
Uluslararas1 Radyolojik Korunma Komisyonu (ICRP) 1990 yilinda
yayinladigr bir bilgirge ile radyasyonun etkilerini ikiye aymrmistir. Buna gore
radyasyonun bir canlidaki etkilerini stokastik (doz bagimsiz) ve deterministik (doz

bagimli) etkiler olarak siniflandirmak miimkiindiir (6).

Tablo 1. Radyasyonun Etkilerine Ornekler

Deterministik Etkiler Stokastik Etkiler

oliim, cilt yaniklari kanser, genetik etkiler

katarakt, kisirlik

Iyonize radyasyon dogrudan DNA ve proteinler ile etkilesime girer. Serbest
radikaller olusturarak oksidatif hasar olusmasina ve hiicrelerin ciddi zararlar
gormesine sebep olabilir. DNA'da olusan hasar kiriklara, caprazlamalara, kopmalara
dolayisiyla mutasyonlara yol acar ve kanser riskini arttirir. Bu etkiler sonucunda sag
dokiilmesi, solunum sistemi hastaliklari, mide ve bagirsak sistemi kanamalari, kemik
iligi supresyonuna bagl kanamalar ve kansizlik goriilebilir. Bu etkiler radyasyonun

dozuna ve doz alim hizana bagl olarak kisa veya uzun vadede ortaya ¢ikabilir.



Radyasyon, onlem alinmadigi takdirde yasam kalitesini ve yasam siiresini ciddi

olarak diisiirebilir (6-10).

Biitiin bu sebeplerle iyonize radyasyon kaynakli DNA hasar1 ve varsa hasar

derecesinin belirlenmesi genotoksik etkilerin ortaya konmast agisindan 6nemlidir.

2.2. Comet Metodu

“Comet Metodu” veya “Tek Hiicre Jel Elektroforezi” DNA sarmal
kiriklarinin  tespiti i¢in hassas, hizli ve benzer diger metotlara gore ucuz bir
yontemdir (1, 11-18). 1984 yilinda Ostling ve Johanson tarafindan hiicredeki DNA
hasarinin direkt gosterilmesinde kullanilmistir (18). Mikroskobik incelemede hasarli
DNA’larin “kuyruklu yildiz” seklinde goriinmesi sebebi ile “Comet Metodu” olarak
isimlendirilmistir  (11). Metot giliniimiize kadar gelistirilerek ve g¢esitli
modifikasyonlar1 {iretilerek gelmis ve literatiirde DNA hasarinin tespitinde ¢ok
kullanilan, giivenilir metotlardan biri olmustur. Comet metodu, hizli, duyarli olmasi,
farkli hiicre tipleri ve DNA hasar cesitleri i¢in uygulanabilirligi ve radyoaktif
isaretleme gerektirmemesi nedeniyle DNA hasar 6l¢timiinde siklikla tercih edilen bir

yontemdir (1).

Mikroskop lami iizerindeki agaroz jel i¢ine gomiilen hiicreler, zarlarin
parcalanip ¢ekirdekte bulunan siiperkoil DNA’nin serbestlesmesi igin lizis islemine
tabi tutulur. Alkali ortamda siiperkoil yapinin gevseyerek agilmasi ve kiriklarin
ortaya ¢ikmasi saglandiktan sonra uygulanan elektroforezde, kirilmis DNA zincirleri
anoda dogru gogerek bir kuyruklu yildiz goriintiisii olusturur (1). Gerekli floresan
veya giimiis boyama islemi yapildiktan sonra boyamaya uygun mikroskop altinda
gerceklestirilen inceleme ile ortaya konan veriler, uygun istatistik yontemler

kullanilarak degerlendirilmektedir.



——- =
i
9. é e
(Hitere, Doku, Doku kiiltiini) (Hiterelerin LMA igerisinde sispanse edilmeasi)
1. Hiicrelerin izolasyonu 2. Slaytlarmm Hazirlanmas

=N .

o

00 mA
20 ok
0K

3. Lizis
4. DNA Sarmalmin Céziilmesi
5. Elekiroforez

/'_""--

Hagarh DMA Hasarsiz DNA

6.Ndtralizsvon

- 8.Degerlendirme
7.Boyama

Sekil 5. Comet Metodunun Genel Basamaklar1 (Fidan AF., 2008)

Uygulama alam1 giderek genisleyen ve metot olarak Onemli derecede
gelistirilen Tek Hiicre Jel Elektroforezi iyonize radyasyonun meydana getirdigi
hasar1 hassas bir sekilde ortaya koyabilmektedir. Bu konuda son yillarda comet
metodunun, biomarker olarak tani ve tedavide kullanilabilirligi diistiniilmekte ve

buna yonelik bir ¢ok ¢aligma ortaya konulmaktadir (19-23).

Iyonize Radyasyon, genotoksin olarak kolayca tamimlanabilir. Dolayis: ile
iyonize radyasyon kaynakli DNA hasar1 ve hasar derecesinin belirlenmesi genotoksik
etkilerin ortaya konmasi a¢isindan 6nemlidir. 1 Gray (Gy) iyonize radyasyona maruz
kalan diploid bir memeli hiicresinde, hiicre tipi ne olursa olsun, 1000 adet tek zincir
kirigr ve 30 adet ¢ift zincir kirigr meydana geldigi tespit edilmistir (24). Comet
metodu diisiik dozlarda dahi olsa bu hasar1 efektif bicimde tespit edebilen bir testtir.



Diger metotlar radyasyon zararini1 tek hiicre bazinda degil, hiicre topluluklar1 bazinda

belirleyebilir. Comet metodunun bu farkliligi olduk¢a dnemlidir (24).

Radyasyonun hiicrelere verdigi hasara bakildiginda, kimi hiicreler asir1 hasarl
iken, kimi hiicreler hasarsizdir. Bu durumda tek bir hiicrenin hasarini dlgemeyen
metotlar, zarar meydana gelme dinamiklerini ve hiicre tiplerindeki farkliliklar1 ortaya

koyamamaktadir.
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Sekil 6. Radyasyon Miktar1 ve Comet Hasar1 Arasindaki Genel Iliski (He ve ark., 2000)

Saglik calisanlari, ©zellikle de radyoloji, niikleer tip ve biyokimya gibi
alanlarda gorev yapan saglik ¢alisanlari, devamli olarak iyonize radyasyon kaynagi
olan cihazlarla ayni ortamda bulunmalarindan dolay1r en biiylik risk gruplarindan

birini olugturmaktadir.
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Sekil 7. Radyasyon doz miktarma bagli olarak gesitli hiicre tiplerinde meydana gelen Kuyruk
Momenti degisikliklerinin alkali ve notral comet metodlari ile gosterimi (Olive P., 2009'dan
degistirilerek)

2.2.1. Comet Metodunun Tarihsel Gelisimi

Agaroz i¢ine gdmiilmiis hiicrelerde DNA hasar1 ilk kez 1978°de Rydberg ve
Johanson tarafindan belirlenmistir (1, 12, 18). Hiicreler mikroskop lami iizerindeki
agaroz tabakasmin i¢ine gomiilmiis ve DNA sarmalinin agilimini saglayabilmek i¢in
hafif alkali kosullar altinda hiicre membranlar1 parcalanmistir. Rydberg ve Johanson
mikroskop lami lizerindeki hiicreleri analiz i¢in akridin turuncusu ile boyamistir. Bu
boyama sonucunda c¢ift sarmal DNA yesil fliioresan, tek sarmal DNA kirmizi
flioresan 151k yaymustir. Yesil fliioresanin kirmizi fliioresana orani ¢ift sarmal
DNA’nin tek sarmal DNA’ya oranini belirlemekte kullanilmistir (1, 12). Daha sonra
elektroforez sirasinda negatif yiiklii kirik uglar anoda dogru serbestce hareket ederek
kuyruklu yildiza benzeyen sekiller olusmustur. Bu sekillerin olusumunda DNA
pargalarinin boyutu ve kirik uclarin sayist DNA’nin elektrik alanda hareket
kabiliyetine etki etmektedir (1). Fakat bu teknik ¢ok yaygin kullanilmamistir (12).
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Comet yontemi, Rydberg ve Johanson'un calismalarini baz alarak ilk kez
1984 yilinda Ostling ve Johanson tarafindan tek bir hiicredeki DNA hasarmin
dogrudan goriintiilenmesi i¢in bir mikro jel elektroforez teknigi olarak tanitilmstir
(18). Ostling ve Johanson agaroz ortamda desteklenen radyasyona maruz birakarak
hasar verdikleri hiicreleri lam {izerine yaymis, yiksek tuz ve deterjanla lize
olmalarim1 saglamiglardir. Ardindan elektroforeze tabi tuttuktan sonra akridin
turuncusu gibi DNA baglayict floresan boyasiyla boyamislardir. Eger DNA kirik
iceriyorsa, gevsemis ve kirilmig DNA fragmentleri nedeni ile elektrik yiikk kazanmis
olan DNA, cekirdekten anoda dogru go¢ ederek kuyruklu yildiz goriinlimiinii vermis
ve DNA hasarmi saptamak icin kuyruk uzunlugu lgiilmiistiir (12). Olgiilen kuyruk

uzunluklar1 verilen radyasyon ile dogru orantili ¢ikmaistir.

DNA c¢ift sarmal kiriklarinin tespitine izin veren notral sartlar, tek sarmal
kiriklarmin belirlenmesine izin vermemektedir. Ancak DNA’da hasar olusturan ¢ogu
fiziksel veya kimyasal ajan DNA'da ¢ift zincir kiriklarindan daha ¢ok tek zincir
kiriklart meydana getirmektedir. Bunun yani sira noétral sartlarda proteinler tam
olarak uzaklastirilamamaktadir. 1988°de Singh ve arkadaslari, Ostling ve
Johanson’mn kullandigi yontemi modifiye ederek lizis asamasmi pH>13’de
gerceklestrmistir. Boylece sadece alkali teknikle ortaya ¢ikarilabilen DNA tek zincir
kiriklarini tanimlama imkani dogmustur. Alkali Comet yontemi olarak tanimlanan bu
yontem comet metodunun en sik kullanilan g¢esididir. Kullanilan daha giiglii lizis
kosullar1 proteinlerin % 95 inden fazlasin1 yok edebilmekte, boylelikle SCGE
tekniginin yeni dizayn1 bireylerde hiicrelerinin hemen hepsinde DNA hasar

biiylikligiiniin direkt olarak tespitini saglamaktadir (1, 11, 12, 14, 16, 18).

DNA Cif’t\lincir Kiridi DNA Te}\Zincir Kiridi
Sekil 8. DNA tek ve ¢ift zincir kiriklar1 (Yavuz 1., 2013)

Hemen hemen tiim genotoksik ajanlar ¢ift zincir kiriklarindan daha ¢ok tek

zincir kiriklar1 ve alkali labil bogeler olusturur. Bu nedenle bu yontem genotoksik
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ajanlar1 belirlemede ¢ok daha hassastir. Alkali comet yontemi, hiicrelerde ¢apraz
DNA baglarini, alkali labil bolgeleri ve DNA tek ve ¢ift zincir kiriklarmi yiiksek
hassasiyet ile her hiicre igin ayr1 ayr1 belirleyebilmektedir (1, 11, 12, 14, 16, 18). Bu
yontemde bir hiicre siispansiyonu mikroskop lami {iizerinde ince bir agaroz
tabakasina gomiiliir ve yiiksek tuz konsantrasyonunda deterjanla hiicre membranlar1
parcalanir, ¢oziinen hiicre igerikleri ve histonlar uzaklastirilir. Bu iglemin ardindan
DNA siiperkoil yapida ve niikleer matrikse bagli olarak serbest kalir. Ayni alkali
kosullarda DNA kiriklarinin oldugu bolgelerde DNA sarmali agilir ve elektroforez
sirasinda genotoksik ajanlarin neden oldugu negatif yiiklii zincir kiriklart iceren
gevsek haldeki DNA anoda dogru goc¢ eder. Biitiin ve siiperkoil yapidaki DNA bas
kisimda kalir. Daha sonra lamlar notralize edici soliisyonlarla yikanir ve DNA’ya

baglanan fliioresan boyalar ile boyanur.

Alkali Comet metodunun kesfinden sonra Comet metodu giderek artan bir
siklikta DNA hasarinin gdsterilmesi i¢in kullanilmaya baglanmis ve ana metot ayni

kalmakla birlikte farkli amaglara yonelik bir ok modifikasyonu da kullanilmistir.

Comet metodunun hassasligi, benzer diger metodlar ile karsilastirildiginda
daha iyi anlasilabilmektedir. Microniikleus, p-FADU gibi metotlar ile
karsilastirildiginda DNA hasarini ¢ok hassas olarak ortaya koyabildigi belirlenmis ve
hiicre bazinda DNA hasarmi tespit edebiliyor olmasi arastirmacilar tarafindan arti

olarak gosterilmistir (25-30).

2.2.2. Comet Metodunun Kullanim Alanlan

Glinlimiizde Comet metodu insanlarda, hayvanlarda, bitkilerde, hiicre
kiiltiiriinde, deney hayvanlarinda ve hatta funguslar ve bakteriler gibi ¢esitli biyolojik
materyallerde efektif olarak farkli amagclar ile uygulanmaktadir. Bu caligmalarin
basinda insanlarda g¢esitli amaglar ile uygulan biyo-izleme (biomonitoring)

calismalar1 gelmektedir.

Comet metodu, ¢evresel ve mesleki maruziyetlerin (Kimyasal ya da radyoaktif
maruziyet gibi) izlenmesinde, kan veya idrar gibi biyolojik materyallerden

faydalanilarak kullanilabilir. Comet, yliksek risk altindaki bireylerin belirlenmesinde,
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hastaliklara neden olan ajanlara maruziyet seviyesinin izlenmesinde veya besinlerin

koruyuculuklarmi belirlemede kullanilabilir ya da bu faktdrlere cevapta bireysel
farkliliklar hakkinda bilgi verebilir (18).

Comet metodu tek bir hiicrede DNA hasarinin direk tayininin yani sira, bir
popiilasyondaki tiim hiicrelerin ayni oranda hasara ugrayip ugramadiginin tespitine,
dolayisiyla da bir tedavi sirasinda hiicrelerin cevabinin 6zellikle radyoterapi ve
kemoterapi rejimlerinde tiimor cevabinin saptanmasma yardimci olabilmekte,
direngli hiicre popiilasyonunun tanimlanmasmi saglamaktadir. Ayrica metod, pek
cok deneysel sartlarda DNA hasar ve onarimimni incelediginden, son yillarda
genotoksisite ve DNA onarim mekanizmalarinin incelemesinde kullanimi artan bir
yontemdir. Yontem tek hiicre siispansiyonu seklinde elde edilebilen hemen hemen

her 6karyot hiicrede DNA hasar ve onarimini tespit etmektedir (31).

Ozellikle trafik, fabrika artiklarmin gevreye verdigi zarar, kimyasal atiklar,
zehirli gazlar, pestisitler, giiriiltii ve giinlik yasamin stresi gibi bir ¢ok durumda
DNA hasarmin olustugu kanitlanmistir. Biitiin bu durumlarin DNA iizerindeki
etkileri ile bu etkilerin onlenebilmesi veya tedavi edilebilmesinde herhangi bir

canlida comet metodu sayisiz alternatifle uygulanabilir.

Kisaca comet, bakteriler, funguslar, algler, teorik olarak tiim yiiksek bitkiler,
deniz canlilari, insanlar, bocekler ve omurgalilar {izerinde ¢ok rahat uygulanabilen,
onlar1 hem ¢evre sagligi agisindan monitor etmede hem de hedef organizmalarin
savunma potansiyelleri ve gelecekteki saglik durumlar1 hakkinda bilgi vermede

kullanilan 6nemli bir metotdur (11).

2.2.3. Comet Metodunun Avantajlar ve Dezavantajlar

Comet Metodu, diger benzer amaglh metodlara gore bircok avantaja sahiptir.
Diger metodlara gbére daha uygun maliyetler ile uygulanabilmesi en Onemli
avantajlarindandir. Kolay uygulanabilir. Olduk¢a kiiciik hacimde Orneklerle
caligilabilmekte, sonuglar bir giin i¢inde elde edilebilmektedir. Cok c¢esitli
materyaller ile hemen hemen her amagla kullanilabilmektedir. Tek hiicre seviyesinde

bilgi verebildigi gibi biitiin bir organizmanm hatta popiilasyonun arastirilasinda da
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rahatlikla kullanilabilir. Olive (2006), yaymladigi derlemesinde comet metodu
bulunana kadar radyasyonun tek bir hiicre lizerindeki etkilerinin belirlenmesinde
kisith metotlarla ¢alisildigini ve comet metodunun bu agigi kapattigina deginmistir
(32). Yine He ve arkadaslar1 (2000), comet ve Microniicleus metotlarini iyonize
radyasyonun hiicrede meydana getirdigi hasarin  belirlenmesi  agisindan
kargilastirmiglardir. Calismada her iki metodun da hasari ortaya koyabilmesine
ragmen comet metodunun Microniikleus metodundan ¢ok daha hassas ve kullanigh

bir metot oldugu ortaya konmustur (25).

Yontem alkali eliisyon (kromatografi islemi ile bir maddeyi, durgun ve
hareketli siv1 fazlar arasindaki dagilma farkina dayanarak adim adim ytiriiterek bagka
maddelerden ayirma islemi) gibi diger uzun DNA analizleri kadar duyarlidir (31).
Ayrica radyoaktif maddelerle isaretleme gibi zararh iglemleri igermemesi sebebi ile

insanlarda da kolaylikla ¢alisma imkani tanimaktadir (31).

Metodun avantajlarmm yani sira tabiki ¢esitli dezavantajlar1 da
bulunmaktadir. Caligma ve degerlendirmeler miimkiinse karanlikta veya los 1sikta ve

soguk ortamda yapilmalidir.

Comet tekniginin farkli sekillerde uygulanmasi sonuclar1 etkilemektedir.
Ornegin, elektroforez sartlar1 (siire, uygulanan voltaj), lizis soliisyonu sartlar1 (tuz
konsantrasyonu, siire ve pH) ve agaroz konsantrasyonu metodun hassasiyetini
etkileyebilmektedir. Sirota ve ark. (2014), laboratuarlar arasinda ¢esitli farkliliklar
olabilecegini ve bu farkliliklarin ¢ok biiylik bir kisminin elektroforez basamagindan
kaynaklandigini tespit etmislerdir (33). Bu nedenle, deneylerde sartlar standart
tutulmahidir (31, 34). Dolayisi ile ¢alismalarda deneyimli bir personele ihtiyag vardr.
Miimkiinse soliisyonlarm ve lamlarin hazirlanmasi, elektroforez sartlarinin
ayarlanmasi (ve eger degerlendirme asamalarinda cometlerin sayimi gozle
yapilacaksa) ve cometlerin sayilmasi islemleri tek bir kisi tarafindan yapilmasi, diger
asamalarda ise goreceli olarak yardimci personel desteginin alimmasi onemlidir.
Miimkiinse degerlendirme asamalarinda bilgisayar programlarmin kullanilmasi da
yorgunluk, dikkatsizlik, 6znellik vb. sebepler ile arastirmacidan kaynaklanabilecek
diger sorunlarm da oniine gegecektir. Bu durumlara dikkat edilmesi testin ve de elde

edilecek sonuglarin giivenilirligini ciddi sekilde arttiracaktir.
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Bunlara ek olarak arastirmacilar; calismalarda daha saglikli sonuglar elde
edilebilmesi amaci ile ¢alisma dizayninin Onceden yapilmasini, miimkiinse
profesyonel bir istatistikci yardimi alinmasini, ¢aligmalarin kérleme yontemi ile
yapilmasmi,  prosediir  esnasinda  karigiklarin = Onlenmesi  amaci  ile
numaralandirmalarim ¢ok dikkatli yapilmasini, 6rnek basma en az iki lamla
calisgiimasini, her lamdan en az 50 comet sayilmasmi ve degerlendirmelerin

miimkiinse bilgisayar programlari aracilig1 ile yapilmasini dnermektedirler (35-38).

Sonug olarak, olumsuz yanlarinin azligi ve bir¢ok olumlu yoniiyle Comet

metodu hizli ve giivenilir bir test olarak kabul gérmektedir.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu c¢aligma; Siileyman Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali Laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir. Siileyman Demirel Universitesi
Rektorligii Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Baskanligi’ndan
03.09.2014 tarih ve 135 sayil1 karart ile etik kurul izni alinmistir.

3.1. Comet Metodunda Kullamlan Kimyasal Maddeler ve Arac -

Gerecler

Histopak (16kosit ayirma ¢ozeltisi)
Na,EDTA

Fosfat tampon tabletleri (PBS)
Sodyum lauril sarkosinat

Triton X-100

Sodyum kloriir (NaCl)

Asetik asit

Diisiik erime noktali agaroz (LMA)
Normal erime noktali agaroz (NMA)
Trizma Base

Sodyum hidroksit (NaOH)
Dimetilsiilfoksit (DMSO)

Etidyum bromiir

Saf etanol

Ultra saf deiyonize su

Fliioresan Mikroskop
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Elektroforez Tank1

Giic Kaynagi

Otoklav

Sogutmali Santrifiij

Dijital Hassas Terazi

Vorteks Karistirict

Pipet Uclar1 (100 ml, 1000 ml, 5 ml, 10 ml )
Otomatik Mikro Pipetler

Manyetik Karistirict

pH metre

Cam Malzemeler

3.2. Tez Cahsmasinin Dizaym

Calismaya Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
biinyesinde bir yildan uzun siiredir gorev yapan 48 radyasyon galisani ve son alt1 ay
icerisinde herhangi bir radyolojik muayene ge¢irmemis 51 kisilik kontrol grubu dahil
edilmistir. Toplam 99 goniilliiniin tamamindan heparinli tiipe kanlar sistematik bir
planlama ile alindiktan sonra 2 saat igerisinde calisilmis ve gerekli boyama
islemlerinin ardindan mikroskop altinda gorsel degerlendirmeye tabi tutulmustur.
Her 6rnek icin iki adet lam hazirlanmis ve her lamdan ortalama 50 hiicrenin fotografi
mikroskop altinda ¢ekilmistir. Fotograflar1 ¢ekilen 6rnekler Open Comet acik kaynak
kodlu gorsel degerlendirme programinda degerlendirilmis ve gerekli istatistik testler

SPSS paket programi araciligi ile uygulanmustir (39, 40).
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3.3. Comet Metodunun Uygulanisi

Comet metodu, sistemli bir sekilde ¢aligilmasi halinde DNA hasarinin
tespitinde hizli sonug¢ veren bir metotdur. Ancak metodun prosediirii laboratuar
kosullarina, amaca ve kullanilan materyale gore farklilik gosterebilmektedir.
Dusinska (2000), calismasinda bakteriyel DNA tamir enzimleri ile okside olmus
bazlar1 tespit etmek icin modifiye bir comet metodu ortaya koymustur (41). Yine
balik (42, 43), bitki (42), bocek (31), hiicre kiiltiirii (44) ve Drosophila gibi model
organizmalarda (45) farkli prosediirleri takip eden arastirmacilar mevcuttur. Sperm
gibi farkli hiicreler icin de kiiciik degisiklikler ile gelistirilmis farkli prosediirler
bulunmaktadir (46). Fish (Floresan In Situ Hibridizasyon) gibi metotlar ile
birlestirilerek  kullanilabilmektedir (44, 47). Genel olarak memeli 16kosit
hiicrelerinde uygulanan prosediir benzerdir (17, 48, 49) ve lokositlerin bir araci ile
kandan izole edilmesinin ardindan lamlara yayilmasi ve alkali asamalarin
uygulanmasini icermektedir. Yine de arastrmacilar Chuang ve Hu yayinladiklari
makalelerinde, 6zellikle maddi kaynaklarin kisitli olmasi gibi durumlarda klasik
prosediire alternatif olmasi1 amaci ile l0kosit seperasyonu olmadan kanin direk
kullanilmasi ile comet metodunun, hiicrelerin hasar derecesinde herhangi bir farklilik

olmadan uygulanabildigini 6ne siirmektedirler (50).

Bu ¢aligmada, son halini 1988 yilinda Singh ve arkadaslarinin (51) verdigi ve
daha sonra bir¢ok arastrrmacinm kullandig: (1, 12, 20, 22, 29, 30, 48, 49, 52) alkali

comet metodu takip edilmis ve uygulama asamalar1 asagida belirtilmistir.

3.3.1. Comet Metodunda Kullanilan Cozeltiler ve Mikroskop Lamlarinin

Hazirlamislan

Fosfat Tamponu (PBS)

Fosfat tamponu, hazir olarak satilan tablet veya toz karigimlarmn ilgili
markanin yonergesine uygun olarak distile su icerisinde ¢dziilmesi ile veya gerekli
kimyasallarin laboratuar ortaminda karisimi ile elde edilebilir. Calisma siiresince

fosfat tamponu Tablo 2'de belirtilen kimyasallarin belirtilen oranlarda 1 litre distile
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su i¢erisinde karistirilmasi ile stok olarak +4 °C 'de saklanmis ve galisma soliisyonu
prosediir dncesinde distile su ile on kat diliie edilerek taze olarak hazirlanmistir.

Hazirlanirken 1sitilmamalidir.

Tablo 2. Stok Fosfat Tamponunun Hazirlanis

NaCl 80 gr

KCI 29r

KH,PO, 29r

Na,HPO, veya Na,HPO,-7H,0 | 11, 5 gr veya 29 gr
TrisHCI 32 9gr

Lizis Cozeltisi

Lizis ¢ozeltisi Tablo 3'de belirtilen kimyasallarin belirtilen oranlarda 500 ml
distile su icerisinde karistirilmasi ile stok olarak hazirlanmis, +4 °C 'de saklanmustir.
Caligma soliisyonu prosediir 6ncesinde %1 Triton X- 100'den 1 ml, % 10 DMSQO'dan
10 ml ve stok lizis soliisyonundan 89 ml alinmasi ile 100 ml tamamlansi ile taze
olarak hazirlanmistir. Hazirlanirken 1sitilmamalidir. Stok lizis ¢6zeltisi hazirlanirken
once EDTA'nin daha sora diger kimyasallarin ¢6ziilmesine dikkat edilmesi,

¢Ozeltinin daha hizli hazirlanmasi agisindan 6nemlidir. pH = 10 olmalidir.

Tablo 3. Stok Lizis Cozeltisinin Hazirlanisi

2.5 M NaCl 73.5¢gr
100 MM Na,EDTA | 18.6gr
10 mM Trizma Base | 0.6 gr

Alkali Elektroforez Tamponu

Alkali elektroforez tamponu Tablo 4'de belirtilen kimyasallarin belirtilen
oranlarda 500 ml distile su i¢erisinde karistirilmasi ile ¢calisma 6ncesinde taze olarak
hazirlanmis ve +4 °C'de saklanmistir. Hazirlanirken isitilmamalidir. pH > 13
olmasina ve uygulama esnasindan donmamis fakat buz soguklugunda olmasina dkkat

edilmelidir.

Tablo 4. Alkali Elektroforez Tamponunun Hazirlanisi

300 mM NaOH 6 gr NaOH
1 mM EDTA 0.18 gr Na,EDTA
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Notralizasyon Cozeltisi

Notralizasyon ¢ozeltisi, 97 gram Tris'in distile suyla 1 L'ye tamamlanmas ile
hazirlanir. Cozelti pH's1 7.5'a getirildikten sonra +4 °C 'de saklanarak prosediir

oncesinde 1:1 oraninda distile su ile seyreltilerek kullanilmistir (0.4 M Tris).
Boyama Soliisyonu

Boyama soliisyonu, 5 mg etidyum bromiir'iin 50 ml distile su igerisinde
¢Oziilmesi ile stok olarak hazirlanmis ve calisma soliisyonu prosediir dncesinde
distile su ile 1/5 - 1/10 oraninda seyreltilerek kullanilmistir. 1 lam igin ortalama 30
pL kullanilmasi yeterlidir. Etidyum bromiiriin seyreltilme miktari da laboratuardan
laboratuara degisebilir. Fakat az veya ¢ok seyreltilesi goriintii kalitesini dogrudan

etkilemektedir.

Etidyum bromiir son derece kanserojen bir maddedir. Boyama soliisyonu
olarak baska floresan boyalar veya giimiis boya olarak tercih edilebilir. Gimiis
boyama yapilan preperatlar daimi hale getirilebilir ve floresan mikroskoba ihtiyag
kalmadan degerlendirilebilir. Fakat daha yiiksek maliyetli ve ¢ok daha zahmetlidir.
McNamee ve ark. 2000, SYBR Gold boyasinin kullanildig1 preparatlarin daha uzun
Oomiirli oldugunu bildirmistir (53). Fakat yine giimiis boyama gibi daha yiiksek
maliyet gerekmektedir. Diisiik biit¢eler i¢in etidyum bromiir uygundur ancak dikkatli

caligilmalidir.
Diisiik Erime Noktalh Agaroz (LMA)

LMA, lam basina 80 - 110 pL diisecek sekilde % 0.75 - 1 oraninda PBS

soliisyonu igerisinde 1s1 yardimu ile ¢6ziilerek hazirlanmistir.
Normal Erime Noktah Agaroz (NMA)

NMA, lam basmna 100 - 120 pL diisecek sekilde % 1 - 1,5 oraninda PBS
soliisyonu igerisinde 1s1 yardimi ile c¢oziilerek hazirlanmistir. Cok yogun
konsantrasyonlarda  hazirlanmasi  elektroforez ~ esnasmmda DNA  gogiinii

engellemektedir (14).
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Lamlarin Hazirlanmasi

Comet metodunda lam hazirlanirken amag, degerlendirme asamasina kadar
bozulmadan kalabilen homojen bir jel elde etmektir. Lamlarin stabilitesinin
saglanmasiin zor olmasi sebebi ile ticari olarak bu amagla iretilmis lamlar
kullanilabilir. Ancak c¢alismanin biit¢esine ciddi yiik getirmektedir. Lamlarin

laboratuarda hazirlanmasi ¢ok daha ekonomik bir yontemdir.

Temiz ve net bir comet goriintiisii elde etmek i¢in arka planda miimkiin
oldugu kadar az kirlilik olmalidir. Calisama boyunca lamlar, prosediiriin
uygulanmasidan en az bir giin 6nce iizerine bir bagka lam veya pipet ucu yardimi ile
NMA yayilarak hazirlanmis ve oda sicakliginda veya buzdolabinda kurumaya
brrakilmistir. Bu islemin ardindan lamlarin en az bir gece sogukta bekletilmesi
calismanmm minumum lam kaybi ile tamamlanabilmesi agisindan 6nemlidir. Caligma
boyunca lamlara nazik davraniimali ve slaytlarin kaymasma sebep olabilecek
hareketlerden kaginilmalidir. Rodajli  lamlar slaytlar1 daha iyi tuttugundan

Onerilmektedir.

3.3.2. Cahsma Basamaklar

3.3.2.1. Hiicresel Materyalin Hazirlanmasi

Comet metodunda kullanilacak materyalin canlilifi 6nem arz etmektedir.
Kanlar alindiktan sonra en ge¢ 4 saat igerisinde ¢alisilmaya baslanmalidir. Ancak
hiicrelerin dondurulmasi ve saklanmasi igin gesitli yontemler gelistirilmistir (16).
Duthie ve arkadaslar1 dondurarak saklamanin taze olarak izole edilmis insan
lenfositlerindeki DNA hasar1 seviyesini artrmadigint belirtmistir. Hininger ve
arkadaglar1 2004’de donmus tam kandaki DNA hasarmni degerlendirmek igin bir
yontem gelistirmistir. Tam kan 6rnegi %20 DMSO igeren esit hacimde medyum ile
karistirilmis ve -80 °C’de saklanmistir. Taze ve donmus kanda DNA zincir kiriklar:
arasinda fark goriilmemistir (18). Ancak bu prosediirler caligma siiresi ve maliyetini

arttirmaktadir.
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Calisma boyunca heparinli tiipe alman kanlar hemen laboratuara getirilerek
isleme alimmustir. Goniilliilere ait kanlar ayr1 bir ependorfta 1:1 oraninda Histopak ile
karigtirilarak 20 dk 2000 RPM'de santrifiij edilmistir. Bu asamada histopak
ependorfa once eklenmeli, kan histopakin {lizerine sizma olarak yavasca eklenerek

iistte kalmasi saglanmalidir.

Santrifiij isleminin ardindan 16kositler epondorfta ara kisimda bulutumsu bir
goriintli olusturmaktadir. Bu kisim alinip ayr1 bir ependorfa aktarilmis, 1:1 oraninda
PBS eklenerek 2500 RPM'de 10 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant kisim
uzaklastirilmis ve dipte kalan hiicre yogunluguna bagli olmak tizere 25 - 50 uL. PBS
ile sulandmrilarak Ornek basma degerlendirilmek istenilen lam kadar ayri
ependorflarda yaklagik 20 mikrolitre hiicre ve 100 mikrolitre LMA Kkaristirilmistir.
Bu asamada LMA'nin hiicrelere zarar vermemesi i¢in viicut sicakliginda olmasina

dikkat edilmistir.

3.3.2.2. Yayma

[zole edilerek LMA ile karistirilan hiicreler, NMA ile 6n kaplama yapilmis ve
numaralandirilmistir. Hiicreler lamlarin {izerine otomatik pipet yardimi ile 4 - 5
noktadan damlatilmis ve lamlar uzun lameller ile kapatilarak donmasi igin
buzdolabina veya buz kasedine konmustur. 5 dk sonra lameller ¢ikarilarak lizis

asamasina geg¢ilmistir.

3.3.2.3. Lizis

Agaroz jel donduktan sonra lamlar, lizis soliisyonunda hiicre ve gekirdek

zarlarinin pargalanmasi amaci ile karanlikta ve sogukta 90 dk bekletilmistir.
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3.3.2.4. Elektroforez

Lizis asamasindan sonra lamlar elektroforez tankina alinarak elektroforez
tamponu eklenmis, karanlik ve soguk ortamda 30 dakika bekletilmistir. Siire sonunda

25 V ve 300 mA’de 25 dakika elektroforezde yiirtitiilmiistiir.

3.3.2.5. Notralizasyon

Elektroforez isleminin ardindan lamlar Notralizasyon tamponu ile 5'er
dakikalik siirelerle 2 kez yikanmistir. Yikama sayisinin arttirilmasinda bir sakinca

yoktur fakat lam {izerinden slaytlarin kaymamasina dikkat edilmelidir.

3.3.2.6. Fiksasyon

Notralizasyondan sonra jelde DNA’nin difiizyonunu engellemek i¢in sonuglar
kisa siire icerisinde degerlendirilmelidir. Ancak lamlar absolut alkolde kisa siire
bekletilerek sonuglarin uzun siire sonra incelenmesi amaci ile fiksasyon
uygulanabilir. Woods ve ark. (1999), fiksasyon ile bekletilmis lamlar ile taze
hazirlanmig lamlarin sonuglar1 arasinda 6nem arz edecek bir fark bulunmadigini ileri

stirmiislerdir (54).

Caligsma siiresince biitiin 6rnekler en ge¢ 24 saat icerisinde degerlendirilmis

ve fiksasyona tabi tutulmamaistir.

3.3.27. DNA'min Boyanmasi, Cometlerin Goriintiilenmesi ve

Fotograflarinin Cekilmesi

Comet metodunda sonuglar gozle veya bilgisayar programlari araciligi ile
degerlendirilebilir. Arastirmaci tarafindan gozle gorsel degerlendirmeye tabi
tutulacak cometler DNA go¢ uzunluguna gore 5 kategoride tanimlanir (0-4). O en

diisiik hasar derecesini ifade ederken 4 en yiiksek hasar derecesini ifade etmektedir.
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Kuyruksuz parlak noktalar 0, ¢cok kiiciik bas kismina sahip ve kuyruklari ile kuyruklu
yildiz goriiniimii verenler ise 4. kategoriye girer. 0-4 kategorileri arasinda yer alan
cometler kolaylikla ayirt edilebilecek sekilde 1, 2 ve 3 kategorilerinde yer alir. Her
lamdan minumum 50 comet kategorize edilerek spesifik formiiller ile DNA hasar1

belirlenir.

0. Kategori 1. Kategori

2. Kategori 3. Kategori

4. Kategori
Sekil 9. Comet Hasar dereceleri (Dinger ve Kankaya, 2010)

Bu yontemin yani sira 6zel fotograf analiz programlar1 araciligi ile de
cometlerin degerlendirilmeleri yapilabilir. Programlar comet basini kuyruktan ayirt
edebilecek ve kuyruk uzunlugu, bas ve kuyruktaki fliioresans yiizdesi, kuyruk

momenti gibi ¢esitli parametreleri belirleyebilecek 6zelliktedir.

Tez ¢alismasi siiresince prosediiriin tamamlanmasinin ardindan ornekler
etidyum bromiir ile boyanmis ve Zeiss imager Al marka floresan mikroskop altinda

Zeiss Axiocam Icc 1 kamera ile degerlendirilmek iizere forograflari ¢cekilmistir.
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Sekil 10. Kontrol Grubuna ait Comet Goriintiileri

3.3.2.8. Bilgisayar Programu ile Degerlendirme

Fotograflar1 c¢ekilen oOrnekler Open Comet agik kaynak kodlu gorsel
degerlendirme programinda degerlendirilmistir. Sekil 11'de goriildiigii gibi programa
yiikklenen fotograflar otomatik olarak degerlendirilmis, sonucglar1 Sekil 12'de
goriildiigli gibi parametreler halinde istenilen kelime islemci program araciligi ile

verilmistir.
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Sekil 11. Open Comet Programi ile Degerlendirilmis Cometler

A 8 C D E F G H J K L M N 0 P Q R S
Head

File Comet Comet Comet Comet Head Head Head  Head DNA Tall Tail TaillDNA  Tall Olive
1 Name  Num Flag Area Intensity Llength  DNA Area Intensity Llength  DNA  Percent TailArea Intensity Length TailDNA Percent Moment Moment
2 263.bmp 1 normal 6603 56.07739 129 370279 448 69.69866 4 31225 543283 6155 55.08595 105 339054 9156717 96.14553 54.9403
3 263.bmp 2 normal 5158 9495405 93 489713 538 106.6803 26 57394 1171849 4620 93.58853 67 432379 88.28151 59.14861 33.54657
4 263.bmp 3 normal 6450 119.9746 114 77383% 912 140.8706 34 128474 16.60223 5538 116.5334 80 645362 83.39777 66.71822 35.86104
5 1263.bmp 4 normal 4918 3291501 111 161876 661 3851891 30 25461 15.728M1 4257 32.04487 81 136415 8427125 68.25975 45.5065
6 1263.bmp 5 normal 7063 68.15447 130 481375 613 78.30832 28 48003 9.972059 6450 67.16946 102 433372 90.027%4 918285 52.21621
7 263.bmp 6 normal 7431 60.80716 142 451858 797 51.51468 32 41376 9.156859 6634 61.87549 110 410432 90.84314 99.92746 56.32275
8 263.bmp 7 normal 6486 37.21986 128 241408 439 471344 2% 20692 8.571381 6047 36.50008 104 220716 91.42862 9508576 55.77146
9 263.bmp 8 normal 6539 56.44839 118 369116 383 651201 22 24341 6.756954 6156 55.50887 96 344175 93.24305 89.51332 52.21611
10 1263.bmp 9 outlier 14265 41,77638 126 595340 12694 42.87916 127 544308 91.33604 1571 32.86569 0 51632 8.663959 0 0173279
11 263.bmp 10 normal 6287 120.7857 109 759380 912 129.4%01 34 118095 15.5515 5375 119.3088 75 641285 84.4485 63.33637 37.15734
12 263.bmp 11 outlier 11603 44.07705 160 511426 1563 3921241 46 61289 1198394 10040 44.83436 114 450137 83.01606 100.3383 60.73108
13 263.bmp 12 outlier 6768 39.34161 137 266264 602 42.59468 28 25642 9.630292 6166  39.024 109 240622 90.36971 98.50298 59.64401
14 263.bmp 13 normal 9715 85.75303 153 833149 340 84.54444 26 45654 5.479692 9175 85.83052 127 7874%5 94.52031 120.0408 65.21901
15 |263.omp 14 normal 5891 43.4826 114 256156 316 5698418 20 18007 7.029701 5575 421731 94 238149 929703 8739208 50.20396

Sekil 12. Open Comet Programinin Vermis Oldugu Parametreler ve Programin Ornek
Gaorseli (Gyori ve ark., 2014)

3.4. istatistiksel Analiz

Kumaravel ve Jha (2006), yaptiklar1 ¢aligmalari ile insan kan hiicrelerini
farkli iyonize radyasyon dozlarina maruz birakarak comet parametrelerinin

kullanmigliligm1 ortaya koymuslardir. Calisma sonucunda comet kuyruk ve bas

27



uzunlugu, kuyruk momenti gibi parametrelerin iyonize radyasyon kaynakli hasarin

belirlenmesinde ¢ok kullanisli olduklar1 bulunmustur (55).

Elde edilen sonuglardan Kuyruk Uzunlugu, Kuyruk Momenti ve Kuyruk
DNA Yiizdesi parametreleri DNA hasar miktarini yansitmasi agisindan segilmistir.
Kuyruk Uzunlugu ve Kuyruk momenti parametreleri bir¢ok arastirmaci tarafindan
DNA hasar miktarin1 yansitmasi i¢in kullanilmaktadir ve ana parametreler olarak
kabul edilebilir. Olive Moment veya Kuyruk DNA Yiizdesi parametreleri benzer
parametreler olmakla birlikte Ueno ve arkadasar1 (2007), fare ve ratlarda biitiin
viicuda radyasyon verildikten sonra Kuyruk DNA Yiizdesi parametresinin DNA

hasarini Olive Moment'den daha fazla yansittigini gostermistir (9).

Sonuglar i¢in "Mann Whitney U™ ve "Kruskal Wallis H" istatistik testleri
SPSS V20 paket programi araciligi ile uygulanmistir. p<0.05 istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir.

Sekil 13. Radyasyon Calisanlar1 Grubuna Ait 1. (a) ve 2. (b) Derece Hasarli Cometler
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Sekil 14. Radyasyon Calisanlar1 Grubuna Ait 3. Derece Hasarli Bir Comet

Sekil 15. Radyasyon Calisanlar1 Grubuna Ait 4. Derece Hasarli Bir Comet



4. BULGULAR

Calismaya 18 - 57 yas araliginda 29'u erkek 19'u kadin 48 radyasyon ¢alisani
ve 23'0 erkek 28'i kadin 51 kontrol grubu olmak tizere 50 erkek 49 kadin toplam 99
kisi dahil edilmistir. Radyasyon ¢alisanlarinin yas ortalamasi 36,16 + 6,63, kontrol
grubunun yas ortalamasi ise yaklasik 32,33 + 7,89'dur. Calisma sirasinda her
goniilliiniin yas1, cinsiyeti, sigara aligkanligi ve radyasyona maruz kalma yillari
kaydedilmis ve bu parametrelerin DNA hasarina etkisi istatistik olarak

degerlendirilmistir.
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Tablo 5. Alkali Comet metodunun radyasyon ¢alisanlar1 ve kontrol grubundaki bireysel sonuglar1 ve bireylere ait bilgiler

Kuyruk Uzunlugu Kuyruk Momenti Kuyruk DNA Yiizdesi
Ornek No Grubu Yas|Cins.|Sigara|Maruziyet|Mean std. Minimum|Maksimum|Mean std. Minimum|Maksimum|Mean std. Minimum|Maksimum
Hata Hata Hata
1.00 |Radyasyon Calisan1| 40 | K |Haywr | 9 Y1l 1.15| 0.48 0.00 5.98 15.00| 4.40 0.00 44.00 480 | 1.64 0.11 20.26
2.00 |Radyasyon Calisami| 41 | K |Hayir | 1,5Yil |243| 0.25 0.00 8.10 28.38| 1.88 0.00 42.00 745 | 0.62 0.01 19.75
3.00 |Radyasyon Calisami| 33| E |Hayir | 10Yil |1.72| 0.17 0.00 4.22 22.48| 1.64 0.00 45.00 6.24 | 047 0.05 19.35
4.00 |Radyasyon Calisani| 26 | E | Evet 1 Y1l 1.09| 031 0.00 7.12 14.42| 2.73 0.00 61.00 492 | 0.68 0.03 11.68
5.00 |Radyasyon Calisani| 50 | E | Evet | 25Yil |1.94| 0.24 0.00 6.26 23.18] 2.00 0.00 36.00 6.97 | 0.69 0.15 17.38
6.00 |Radyasyon Calisani| 41 | K | Evet | 20Yil | 0.66| 0.26 0.00 2.45 13.40| 2.83 0.00 28.00 3.75| 0.90 0.29 9.41
7.00 |Radyasyon Calisani| 44 | K | Evet | 21Yil |1.70| 0.46 0.00 17.48 |17.33| 1.48 0.00 37.00 9.12 | 231 1.40 83.22
8.00 |Radyasyon Calisani| 29 | E | Evet 4Yl |046| 025 0.12 0.95 8.67 | 1.76 6.00 12.00 456 | 1.77 2.01 7.95
9.00 |Radyasyon Calisan1| 27 | E |Hayir | 1,5Yil | 0.27 | 0.02 0.17 0.34 10.17| 0.87 8.00 14.00 2.76 | 0.29 1.93 3.73
10.00 |Radyasyon Caligan1| 37 | E |Hayir| 12Y1l |0.64| 0.14 0.00 2.97 13.32| 1.20 0.00 25.00 4.15| 0.77 0.15 16.51
11.00 |Radyasyon Caligan1| 35| K |Hayir | 11Yil |0.88| 0.20 0.00 3.12 14.06| 1.71 0.00 28.00 543 | 0.92 0.11 13.03
12.00 |Radyasyon Calisani| 44 | E |Hayir | 20Yid |0.96| 0.63 0.15 3.46 11.00| 2.49 6.00 20.00 6.71| 2.78 1.22 17.31
13.00 |Radyasyon Caligani| 40 | E |Hayir | 19Yil |0.93| 0.53 0.01 3.47 12.00| 3.55 1.00 23.00 548 | 2.22 0.66 15.11
14.00 |Radyasyon Calisani| 38 | K | Evet 3Yd [193| 094 0.00 12.39 |13.40| 3.01 0.00 50.00 9.20 | 3.99 0.41 61.94
15.00 |Radyasyon Caligan1| 33| K |Hayir| 14Yil |0.35| 0.15 0.00 1.81 10.36] 1.51 0.00 19.00 2.68 | 0.72 1.10 9.51
16.00 |Radyasyon Caligan1| 42| E | Evet | 20Yil |0.76 | 0.28 0.41 1.61 12.00| 2.38 9.00 19.00 5.85| 0.89 4.59 8.45
17.00 |Radyasyon Calisgan1| 32 | K |Hayir| 8Yil |1.22| 0.64 0.00 8.02 15.33| 2.98 0.00 37.00 502 | 1.62 0.86 21.68
18.00 |Radyasyon Calisan1| 34| E |Hayir| 15Yil |1.28| 0.52 0.00 7.62 15.83| 3.21 0.00 46.00 470 111 0.77 17.31
19.00 |Radyasyon Caligan1| 38| E | Evet | 20Yil |0.60| 0.30 0.10 2.35 12.86| 2.77 6.00 28.00 3.71| 0.89 1.38 8.41
20.00 |Radyasyon Caligam| 34| K | Evet | 10Yil |[0.96| 0.53 0.43 1.48 12.50| 0.50 12.00 13.00 7.84 | 4.52 3.32 12.36
21.00 |Radyasyon Caligsani| 33| K |Hayir| 9Yi 3.64 | 0.88 0.00 20.60 [21.19| 2.92 0.00 66.00 [11.41| 1.50 0.59 33.23
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22.00 |Radyasyon Calisani| 20| E | Evet 3Yil |156| 0.29 0.07 8.19 15.94| 1.08 5.00 31.00 8.77 | 1.65 131 54.60
23.00 |Radyasyon Caligam| 38| E | Evet | 18Yil |[0.89| 0.19 0.21 1.78 12.90| 1.41 7.00 21.00 6.29 | 0.85 2.35 10.09
24.00 |Radyasyon Calisani| 25| E | Evet 1Yl |198| 1.32 0.03 12.44  ]16.00| 2.59 6.00 31.00 9.38 | 5.36 0.46 51.85
25.00 |Radyasyon Caligami| 44| E | Evet | 20Yil |1.08| 0.29 0.00 3.55 16.94| 3.22 0.00 42.00 431 | 0.78 0.09 9.70
26.00 |Radyasyon Caligani| 34| E | Evet | 10Yil | 0.85| 0.17 0.54 1.34 11.00| 1.08 9.00 14.00 7.56 | 0.80 6.03 9.55
27.00 |Radyasyon Calisani| 35| K | Evet 5Y1l 164 | 111 0.30 6.08 16.40| 5.69 9.00 39.00 7.09| 221 3.39 15.59
28.00 |Radyasyon Caligam| 32| E |Haywr| 7Yil |0.48]| 0.10 0.08 0.75 10.67| 1.28 6.00 15.00 4.27 | 0.77 1.33 6.80
29.00 |Radyasyon Calisani| 44| E |Hayir| 20Yil |4.56| 2.70 0.00 30.37 |19.67| 6.34 0.00 78.00 |11.75| 3.63 0.98 38.93
30.00 |Radyasyon Caligami| 34| E |Haywr| 8Yil |[290| 194 0.00 33.46 |19.88| 4.49 0.00 71.00 6.72 | 2.63 0.76 47.13
31.00 |Radyasyon Calisani| 32| E | Evet 14Y1l | 269 1.64 0.12 19.94 [13.77| 2.73 6.00 43.00 |11.60| 6.19 1.33 83.10
32.00 |Radyasyon Caligani| 40| E |Hayir | 18Yil |3.02| 142 0.00 29.80 |15.70| 1.49 0.00 38.00 |11.85| 3.99 0.18 84.86
33.00 |Radyasyon Caligam| 37| E | Evet | 14Yil |[0.71| 0.57 0.01 1.83 11.00| 5.51 1.00 20.00 4.15| 2.53 0.93 9.15
34.00 |Radyasyon Calisani| 20 | E | Evet 1Yd |110| 0.56 0.05 3.62 13.67| 2.94 6.00 25.00 584 | 2.24 0.88 14.46
35.00 |Radyasyon Caligami| 43| E |Hayir| 14 Yil |0.09| 0.03 0.00 0.22 7.57 | 1.94 0.00 14.00 1.15| 0.19 0.51 2.02
36.00 |Radyasyon Caligani| 42| K |Hayir| 20Yil |139| 0.34 0.00 531 18.53| 3.01 0.00 33.00 524 | 1.04 0.05 16.09
37.00 |Radyasyon Caligami| 33| K |Hayir| 13Yil |1.62| 0.17 0.00 2.88 19.83| 2.04 0.00 31.00 6.77 | 0.66 0.07 10.27
38.00 |Radyasyon Caligam| 39| E | Evet | 16Yil |148| 0.16 0.00 5.47 18.60| 0.97 0.00 27.00 7.03| 0.57 0.06 20.27
39.00 |Radyasyon Caligam| 47 | K |Haywr| 7Yl |172| 0.14 0.00 4.87 23.75| 0.93 1.00 38.00 6.82 | 0.36 0.47 12.81
40.00 |Radyasyon Caligan1| 41| E | Evet 6Yl [092| 0.24 0.00 5.26 13.85| 2.06 0.00 31.00 4.09 | 0.87 0.02 20.24
41.00 |Radyasyon Caligani| 40 | K |Hayir | 2,5Yi | 1.19| 0.22 0.00 4.08 18.73| 1.94 0.00 42.00 497 | 0.61 0.28 10.02
42.00 |Radyasyon Caligan1| 26 | E | Evet 3Yd [119] 0.23 0.00 3.88 18.79| 2.67 0.00 39.00 434 | 0.64 0.02 9.94
43.00 |Radyasyon Calisami| 38| E | Evet | 10VYil |0.99| 0.28 0.00 2.98 13.69| 3.17 0.00 32.00 4.08 | 0.98 0.02 11.03
44.00 |Radyasyon Caligani| 46 | K |Hayir | 16 Y1l | 194 | 0.28 0.03 7.48 27.58| 2.34 3.00 56.00 5.59 | 0.54 0.94 14.97
45.00 |Radyasyon Caligani| 30 | K |Hayir | 2 Yil 1.84| 0.24 0.00 4.28 20.71| 2.43 0.00 38.00 6.59 | 0.76 0.10 11.45
46.00 |Radyasyon Caligani| 37 | K |Hayir | 3 Yil 2.25| 0.47 0.27 5.73 34.87| 4.65 8.00 74.00 5.75| 0.68 1.83 10.16
47.00 |Radyasyon Caligani| 35| K |Hayir | 9Yil 2.83| 0.32 0.00 6.06 26.50| 2.55 0.00 45.00 8.22| 0.74 0.04 14.82
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48.00 |Radyasyon Calisanif 33| E |Hayrr| 7Yil |200| 0.82 0.00 14.16 |20.59| 5.05 0.00 71.00 498 | 1.27 0.06 19.95
49.00 Kontrol 28| K |Hayrr 0.42| 0.17 0.00 2.65 8.62 | 2.35 0.00 33.00 2.05| 0.54 0.02 8.27
50.00 Kontrol 26 | K |Hayrr 0.34| 0.16 0.00 2.96 8.17 | 2.37 0.00 38.00 1.94 ] 0.49 0.12 7.78
51.00 Kontrol 25| E |Hayrr 0.39| 0.08 0.00 1.93 10.88| 1.57 0.00 27.00 252 | 0.35 0.09 7.16
52.00 Kontrol 35| K |Hayr 0.61| 0.14 0.00 2.05 12.32| 2.23 0.00 30.00 3.00 | 0.47 0.09 6.96
53.00 Kontrol 34| K |Hayr 1.58 | 0.30 0.00 5.29 16.10| 2.58 0.00 38.00 573| 0.95 0.10 14.00
54.00 Kontrol 33| E |Hayr 146 | 0.24 0.00 3.65 20.44| 2.76 0.00 36.00 5.16 | 0.69 0.02 10.14
55.00 Kontrol 44| E |Hayrr 150 | 0.40 0.00 2.37 19.57| 5.00 0.00 31.00 574 1.35 0.69 9.30
56.00 Kontrol 27| E |Hayr 0.87 | 0.20 0.00 3.12 12.14| 2.49 0.00 36.00 3.36 | 0.67 0.12 9.25
57.00 Kontrol 38| K |Hayrr 1.26 | 0.23 0.00 3.21 16.90| 2.57 0.00 35.00 467 | 0.71 0.09 10.74
58.00 Kontrol 40| E |Hayrr 155 0.29 0.00 5.00 19.43| 3.09 0.00 36.00 5.36 | 0.89 0.07 13.88
59.00 Kontrol 30| K |Hayrr 1.38| 0.32 0.00 3.79 16.56| 3.01 0.00 42.00 552 | 1.00 0.21 11.26
60.00 Kontrol 31| K |Hayrr 1.01| 0.38 0.00 2.22 14.71| 5.27 0.00 29.00 3.88 | 1.38 0.03 7.66
61.00 Kontrol 40 | K |Hayir 0.96 | 0.30 0.00 3.46 11.50| 3.40 0.00 43.00 3.28 | 0.96 0.03 10.54
62.00 Kontrol 32| K |Hayrr 1.15| 0.25 0.00 3.12 16.86| 3.04 0.00 34.00 419 | 0.76 0.02 9.74
63.00 Kontrol 53| E | Evet 0.64| 0.20 0.00 2.38 8.70 | 2.40 0.00 28.00 2.85| 0.75 0.04 8.84
64.00 Kontrol 33| E | Evet 0.24| 0.21 0.00 2.49 525| 242 0.00 28.00 1.41) 0.73 0.07 8.90
65.00 Kontrol 35| E |Hayrr 1.18| 0.27 0.00 3.26 16.00| 3.24 0.00 33.00 454 | 0.85 0.00 9.87
66.00 Kontrol 47| K |Hayir 0.16 | 0.06 0.00 1.48 464 | 1.22 0.00 27.00 2.16 | 0.26 0.18 5.48
67.00 Kontrol 31| E |Hayrr 1.03| 0.22 0.00 2.79 15.53| 2.80 0.00 31.00 420 | 0.80 0.01 8.99
68.00 Kontrol 35| K | Evet 1.35| 0.30 0.00 3.95 19.09| 3.13 0.00 42.00 475 | 0.82 0.18 11.60
69.00 Kontrol 40| E | Evet 1.25| 0.19 0.00 3.57 18.32| 2.20 0.00 36.00 4.69 | 0.57 0.09 10.18
70.00 Kontrol 20| E | Evet 0.83| 0.33 0.00 2.24 12.80| 4.51 0.00 30.00 3.20 | 1.08 0.07 7.72
71.00 Kontrol 40 | K |Hayir 1.29| 0.27 0.00 3.98 15.64| 2.71 0.00 31.00 505| 0.91 0.04 12.82
72.00 Kontrol 24| K | Evet 1.47| 0.16 0.00 3.30 21.441 194 0.00 32.00 5.66 | 0.53 0.27 10.32
73.00 Kontrol 31| K |Hayrr 0.57| 0.18 0.00 2.16 9.17 | 2.28 0.00 29.00 3.57 | 0.68 0.21 8.64
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74.00 Kontrol 29| E |Hayrr 0.88 | 0.18 0.00 2.20 14.00| 2.46 0.00 28.00 3.98 | 0.69 0.13 8.47
75.00 Kontrol 27| E |Hayr 0.92| 0.33 0.00 4.94 9.57 | 2.75 0.00 32.00 3.63| 1.07 0.06 15.43
76.00 Kontrol 24| K |Hayrr 1.43 | 0.22 0.00 3.89 19.58| 2.69 0.00 38.00 501 | 0.69 0.01 10.24
77.00 Kontrol 24| K |Hayrr 121 0.21 0.00 3.92 14.21| 2.06 0.00 34.00 516 | 0.74 0.00 13.19
78.00 Kontrol 29| K |Hayrr 1.04| 0.34 0.00 3.55 14.42| 3.74 0.00 35.00 404 1.12 0.10 10.16
79.00 Kontrol 30| K |Hayr 1.24| 0.21 0.00 3.26 17.76| 2.39 0.00 34.00 4.87 | 0.68 0.12 10.86
80.00 Kontrol 28| E |Hayr 1.27| 0.19 0.00 291 17.00| 2.25 0.00 31.00 5.10| 0.67 0.12 10.67
81.00 Kontrol 34| K |Hayr 0.35| 0.10 0.00 1.24 8.40 | 1.76 0.00 23.00 2.54| 0.46 0.11 5.97
82.00 Kontrol 34| K |Hayr 0.59 | 0.15 0.00 2.02 10.73| 1.92 0.00 27.00 3.03| 0.57 0.06 8.07
83.00 Kontrol 24| K | Evet 0.25| 0.07 0.00 1.33 6.73 | 142 0.00 23.00 217| 041 0.10 7.39
84.00 Kontrol 18| E |Hayrr 0.97| 0.14 0.00 191 17.86| 2.05 0.00 28.00 4.28 | 0.50 0.01 6.83
85.00 Kontrol 18| K |Hayrr 0.68| 0.17 0.00 241 12.65| 2.47 0.00 37.00 3.28 | 0.65 0.17 8.40
86.00 Kontrol 43| K |Hayrr 0.15| 0.11 0.00 3.04 2.15| 1.15 0.00 27.00 1.10| 0.43 0.03 11.24
87.00 Kontrol 29| K | Evet 0.77| 0.19 0.00 2.84 12.16| 2.64 0.00 32.00 3.04 | 0.65 0.03 9.81
88.00 Kontrol 33| K |Hayrr 0.89| 0.24 0.00 3.71 13.00| 2.85 0.00 32.00 3.44 | 0.81 0.00 11.59
89.00 Kontrol 34| K |Hayrr 1.50| 0.10 1.30 1.62 26.00f 1.15 24.00 28.00 578 | 0.44 5.01 6.54
90.00 Kontrol 28| E |Hayrr 1.26 | 0.26 0.00 2.86 19.40| 3.76 0.00 36.00 4.40 | 0.85 0.09 9.86
91.00 Kontrol 36| K |Hayrr 0.01| 0.01 0.00 0.27 0.86 | 0.60 0.00 13.00 0.41 | 0.09 0.04 2.06
92.00 Kontrol 27| E | Evet 0.20| 0.12 0.00 1.96 441 1.55 0.00 21.00 1.99| 0.52 0.26 9.31
93.00 Kontrol 26| K |Haywr 1.03| 0.19 0.00 2.33 16.85| 2.75 0.00 31.00 4.17 | 0.66 0.14 8.13
94.00 Kontrol 29| K |Hayrr 0.17| 0.05 0.00 0.53 577 | 1.72 0.00 13.00 1.74| 0.37 0.13 4.06
95.00 Kontrol 43| E | Evet 0.85| 0.20 0.00 3.71 10.81| 2.12 0.00 33.00 3.82| 0.71 0.11 11.85
96.00 Kontrol 32| E | Evet 0.88| 0.25 0.00 3.44 11.38| 2.83 0.00 37.00 3.17 | 0.76 0.14 10.06
97.00 Kontrol 57| E | Evet 0.75| 0.18 0.00 3.34 12.17| 1.86 0.00 29.00 3.77 | 0.61 0.10 11.93
98.00 Kontrol 31| E | Evet 0.50| 0.13 0.00 2.68 7.78 | 1.75 0.00 27.00 242 | 051 0.01 10.32
99.00 Kontrol 30| K |Hayrr 1.16 | 0.17 0.00 3.12 17.04| 1.88 0.00 29.00 5.15| 0.61 0.18 12.01
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Iyonize radyasyona maruz Kalan radyasyon ¢alisanlari ile kontrol grubunun
karsilastirmas1  kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve kuyruk DNA yiizdesi
parametreleri i¢in Mann Whitney U Testi ile yapilmis ve olduk¢a anlamli sonuglar
elde edilmistir (p < 0.05). Buna gore radyasyon calisanlar1 kontrol grubuna gore daha
yiiksek DNA hasar seviyesine sahiptir.
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Sekil 16. Kontrol ve Radyasyon Calisanlarinin Kuyruk Uzunlugu (TL)
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Sekil 17. Kontrol ve Radyasyon Calisanlarinin Kuyruk Momenti (TM)
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Tablo 6. Radyasyon Calisani ve Kontrol Gruplarinin DNA hasarlarinin Mann -
Whitney U Testi ile karsilastirilmasi. P < 0.05 olarak bulunmustur. (TL: Kuyruk Uzunlugu,
TM: Kuyruk Momenti, TDNAP: Kuyruk DNA Yiizdesi)

TL TDNAP ™
Mann-Whitney U 367724.000 | 332256.500 | 348783.500
Asymp. Sig. (2-tailed) (p Degeri) .000 .000 .000

Radyasyon galisanlarmin DNA hasarlarinin yaslari ile olan iliskileri Kruskal

Wallis Testi ile karsilastirilmistir. Radyasyon ¢alisanlar1 18 - 29, 30 - 40 ve > 40

olmak tizere 3 farkl yas grubuna ayrilmistir. Kuyruk uzunlugu ve kuyruk momenti

parmetreleri P < 0.05 yani anlamli olarak bulunmus ancak kuyruk DNA ylizdesi
parametresinde yas ile herhangi bir iliski bulunamamamistir (P > 0.05) Buna gore

yas arttikca Kuyruk uzunlugu ve Kuyruk Momenti, dolayis1 ile DNA hasari

artmaktadir.

Tablo 7. Radyasyon Calisanlarinin Kuyruk Uzunlugu (TL), Kuyruk Momenti (TM)
ve Kuyruk DNA Yiizdesi (TDNAP) Degerlerinin Kruskal Wallis Testi ile Yas Bakimindan

Degerlendirilmesi

TL| TDNAP ™
Chi-Square 17.258 1.221 6.325
Asymp. Sig. .000 543 .042
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Sekil 19. Radyasyon Calisanlarinin Yasa Gore Ortalama Kuyruk Uzunluklar: (TL)

Radyasyon c¢alisanlarmin DNA hasar miktarlarmin radyolojik birimlerde
calisma yillar1 ile iligkileri yine Kruskal Wallis Testi ile karsilastirilmistir.
Radyasyon ¢aliganlar1 1 -5, 6 - 10 ve > 10 olmak {izere 3 farkli maruziyet grubuna
ayrilmistir. Kuyruk uzunlugu ve kuyruk momenti parmetreleri P < 0.05 olarak
bulunmus ancak kuyruk DNA yiizdesi parametresinde ¢alisma yili ile herhangi bir
iliski bulunamamamistir (P > 0.05) Buna goére radyolojik birimlerde calisilan zaman

arttikca Kuyruk uzunlugu ve Kuyruk Momenti, dolayis1 ile DNA hasar1 artmaktadir.

Tablo 8. Kruskal Wallis Testi ile Radyasyon Calisanlarinin Kuyruk Uzunlugu (TL),
Kuyruk Momenti (TM) ve Kuyruk DNA Yiizdesi (TDNAP) Degerlerinin Iyonize
Radyasyona Maruziyet Yilina Gore Degerlendirilmesi

TL TDNAP ™
Chi-Square 9.351 2.673 6.913
Asymp. Sig. .009 263 .032

Radyasyon c¢alisanlarinin DNA hasar miktarlarinin cinsiyetleri ile iligkileri
Mann - Whitney U Testi ile karsilagtirilmistir. Kadin Radyasyon ¢alisanlarinin
Kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve kuyruk DNA yiizdesi parmetreleri erkek
calisanlara gore anlamli derecede farkli bulunmustur. Buna gore kadinlar daha fazla

DNA hasarina sahiptir.
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Tablo 9. Mann Whitney U Testi Radyasyon Caliganlarinin Kuyruk Uzunlugu (TL),
Kuyruk Momenti (TM) ve Kuyruk DNA Yiizdesi (TDNAP) Degerlerinin Cinsiyetleri
Bakimindan ile Degerlendirilmesi

TL TDNAP ™
Mann-Whitney U 76347.500| 84249.500 | 79335.000
Asymp. Sig. (2-tailed) .000 .001 .000
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Sekil 20. Radyasyon Calisanlarinin Kuyruk Uzunluklarinin (TL) Cinsiyetleri ile
Karsilagtirilmasi
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Sekil 21. Radyasyon Calisanlarinin Ortalama Kuyruk Momentlerinin (TL) Cinsiyetleri ile
Karsilastirilmasi
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Sekil 22. Radyasyon Calisanlarimin Ortalama Kuyruk DNA Yiizdelerinin (TDNAP)
Cinsiyetleri ile Karsilastirilmasi
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Radyasyon c¢aliganlarinin DNA hasar miktarlarinin sigara aliskanliklari ile
iligkileri Mann - Whitney U Testi ile karsilastirilmistir. Sigara kullanan Radyasyon
calisanlarinin Kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve kuyruk DNA yiizdesi ile sigara
kullanmayan c¢alisanlarmm Kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve kuyruk DNA

yiizdesi arasinda herhangi bir iliski bulunamamustir.
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5. TARTISMA

Iyonize 1simalar, canlilarda molekiiler ve hiicresel diizeylerde fiziksel,
kimyasal ve biyolojik c¢esitli degisikliklere yol agar ve mutasyon frekansinda da
artmaya neden olur (7). iyonize radyasyon dogrudan DNA ve proteinler ile
etkilesime girer. Oksidatif hasar olugsmasma ve hiicrelerin ciddi zararlar gormesine
sebep olabilir. DNA'da olusan hasar kiriklara, caprazlamalara, kopmalara dolayisiyla
mutasyonlara yol agar ve kanser riskini arttirir. Bu etkiler sonucunda sa¢ dokiilmesi,
solunum sistemi hastaliklari, mide ve bagirsak sistemi kanamalari, kemik iliginin
baskilanmasma bagli kanamalar ve kansizlik goriilebilir. Bu etkiler radyasyonun
dozuna ve doz alim hizina bagl olarak kisa veya uzun vadede ortaya cikabilir.
Radyasyon, onlem alinmadigi takdirde yasam kalitesini ve yasam siiresini ciddi

olarak distirebilir (6-10).

Her gecen giin gelisen teknoloji ile radyasyona maruz kalma oranimiz
artmaktadir. Insan eli ile olusturulan yapay radyasyon miktar1 giinliik yasamda
aldigimiz radyasyonun %]15'ine karsilik gelmekte ve bu miktarin yaklagik % 96 -
99'luk bir kismini tibbi uygulamalar olusturmaktadir (8).

Radyoloji birimlerinde calisanlar igin bu oran ¢ok daha fazladir. Is yasamlar
stiresince ciddi miktarlarda iyonize radyasyona maruz kalmakta ve bu durumun yan
etkileri ile karsilagsmaktadirlar. Calisanlar, ¢esitli Ol¢iimlere tabi tutularak belirli
dozlarn lizerinde radyasyona maruz kalmalar1 engellense de alinan doz miktarlarmin
DNA iizerindeki kiimiilatif etkileri 6nem arz etmektedir. Olive (2009), radyasyon
kaynakli hasarmm comet metodu ile daha efektif tespit edilebilecegini ve ¢oziime

yonelik yeni bakis agilar1 gelistirilebilecegini soylemektedir (24).

Arastirmamiz sonucunda radyasyon calisanlarmm DNA hasar miktarinin
kontrol grubuna goére daha yiiksek ¢ikmasi da bu konunun Onemini ortaya
koymaktadir. Radyolojik birimlerde ¢alisanlarin iyonize radyasyon kaynaklarina ¢ok
daha fazla maruz kalmalar1 sonucunda daha yiiksek miktarlarda DNA hasarma sahip
olabilecegi yorumu rahatlikla yapilabilir. Benzer sekilde Vellingiri ve ark. (2014),
radyasyona maruz kalan hastane calisanlarmm DNA ve Kromozom hasarlarinin

arttigini, (56) Undeger ve ark. (1999), hastanede calisan ve radyasyona maruz kalan
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teknikerlerde DNA hasarmim arttigimi (57), Wojewodzka ve ark. (1998) ise is sebebi
ile radyasyona maruz kalanlarda DNA hasarmim arttigini1 belirtmislerdir (58). Yine
Bedir ve ark. (2004), radyasyon doz miktarindaki artigin DNA hasarini arttirdigini
tespit etmistir (30).

Garaj-Vrhovac ve Kopjar (2003), benzer bir ¢alisma ile iyonize radyasyona
maruz kalan 50 radyasyon personelinin DNA hasarin1 Alkali Comet Metodunu
kullanarak ortaya koymus ve ¢aligma sonucunda maruz kalinan iyonize radyasyonun
kontrol grubuna oranla DNA hasarlarin1 ciddi sekilde arttirdigi bulunmustur.
Calismada sigara igme aligkanligi ve cinsiyetin hasar ile bir baglantisi
gosterilememistir  (52). Calismamiz ve konuyla ilgili literatiir incelendiginde
radyasyon calisanlarinin iyonize radyasyona maruziyet ve yan etkileri bakimindan
daha yiiksek risk tasidigi anlasilmaktadir. Ortaya konan bu risk gerek c¢alisanlar

gerekse de idareciler tarafindan iyi degerlendirilmeli ve gerekli 6nlemler alinmalidir.

Arastirmamizda yas arttikca DNA hasarmin da arttig1 tespit edilmistir. Ancak
artan yasin daha uzun ¢alisma yilina ve dolayisi ile daha uzun siire radyasyona
maruziyete sebep oldugu kabul edilebilir. Iyonize radyasyona maruziyet yili ile
yapilan karsilastrmada bu sonucu desteklemektedir. Radyasyon c¢alisanlarmin

calisma yillar1 arttikga DNA hasarlarmin arttig1 goriilmiistiir.

Ueno ve ark. (2007), fare ve ratlarla yaptiklar1 ¢alismalarinda alinan
radyasyonun farkli organlarda farkli derecelerde hasara sebep oldugunu ve hasar
tamirinin de farkli hizlarda olabilecegini bildirmislerdir (9). Bu durum DNA
hasarmm farkli doku ve organlarda farkli miktarlarda ortaya cikabilecegini
diistindiirmektedir. Bu nedenle Farkli cihazlar ile ¢alisan personellerin ayri ayri

degerlendirilmesi ileride planlanacak ¢alismalarin konusu olabilir.

Yapilmis c¢alismalarda cinsiyetin DNA hasar1 {izerine anlamli bir etkisi
olduguna dair kanit bulunamamis olsa da (56) bu c¢alismada kadin radyasyon
calisanlarmin DNA hasar1 anlamli derecede fazla bulunmustur. Ozellikle iilkemizde
diger gelismis iilkelere kiyasla kadinlarin daha stresli bir yasam ve ¢aligma ortamina
sahip oldugu ve bunun DNA hasarinin artmasma ek bir etken olabilecegi

diistiniilebilir.

42



Hoffmann ve Speit (2004), sigaranin mutajen ve karsinojen etkisi iyi bir
sekilde ortaya konmus olmasima ragmen bu etkilerin comet metodu ile gerek kendi
caligmalarinda gerekse de diger arastirmacilarin ¢aligmalarinda tam olarak
gosterilemedigine deginmisler ve giinde 20 sigaradan fazla tiiketen kisiler ile hig
sigara tilketmemis kisileri bir ka¢ yontem ile detayli olarak karsilagtirmiglardir. Buna
ragmen sigaranin DNA hasar1 tizerine anlamli bir etkisi bulunamamistir (27). Yine
Hoffmann ve arkadaslar1 (2005), 38 arastirmayi baz aldiklar1 meta analizlerinde
sigaranin DNA hasar1 Tlzerine etkisi oldugunu fakat celigkili arastirmalar
bulundugunu ve bu duruma DNA hasarmin tespitinde bilgisayar programlarinin
kullanilmamasmin ve ornek sayisinin etkisi olabilecegi ileri siirmiiglerdir (59).
Literatiirdeki duruma benzer sekilde c¢alismamiz sonucunda ne radyasyon
calisanlarinda ne de kontrol grubunda sigara ile DNA hasar1 arasinda bir baglanti
gosterilememistir. Tabi ki sigaranin olumsuz etkileri iyi bilinmektedir. Bu etkilerin
comet metodu ile gosterilebilmesi i¢in daha kontrollii ¢alismalar yapilmasi etkili

olabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Arastirmamiz sonucunda radyasyon c¢alisanlarinin DNA kontrol grubuna gore
daha fazla oldugu goriilmistiir. Daha 6nce de ifade edildigi gibi DNA hasar1 birgok
hastaligin kaynagidir.

Calisma ortaminin saglikli ve giivenli hale getirilmesi ¢alisanin sagligi ve
giivenligi agisindan oldukga onemlidir. Bir is ortaminda g¢alisanin saglikli olmasi
sadece kendisini degil ayn1 zamanda hizmet verdigi Kisileri de etkilemektedir. Saglik
calisanlarinin ¢aligma yasamindaki risklerin azaltilmasi, hizmet verdikleri hastalara
bakim kalitesinde artis olarak geri donecektir (3). Saglik agisindan yiiksek risk
grubuna girdigi rahatlikla sdylenebilecek olan radyasyon calisanlari i¢in de gerek

bireysel gerekse de kurumsal gerekli 6nlemler alinmalidir.

Radyoaktif maddelerden korunmada; bu maddelerden c¢ikan radyasyonla
temas1 onlemek, DNA hasarmin olusmasini en bastan engelleyecegi i¢in en dnemli
onlemdir. Bu amagla ¢alisma ortaminda ve giysilerde kursun bariyerler kullanmak

Onem arz etmektedir.

Alinan radyasyon miktarmin belirli siirelerle Olgiilerek yonetmeliklerde
belirtilen degerlerin iizerine ¢ikilmamasi DNA'da daimi hasarlarin olusmasini
engellemek i¢cin onemlidir. Bu 6lgiimlerin yani sira ¢alisanlarin yilda en az 2 kere
genel ve detayli tibbi muayeneden gecirilmesi ve herhangi bir olumsuz durumun
ongoriilebilmesi bakimindan onemlidir. Bu muayeneler daha onceki sonuclar ile
karsilagtirilmali ve devamli olarak comet metodu gibi hassas testler ile biyo-izleme

(biomonitoring) yapilmalidir.

Teknoloji her gegen giin gelismektedir. Her ne kadar rayasyon calisanlarinin
maruz kaldig1 iyonize radyasyon zaten teknolojnin bir yan etkisi olsa da daha
gelismis ve modern cihazlar daha az radyasyon yayabilmekte veya daha yiiksek
korumaya sahip olabilmektedir. Gelismis teknolojinin siirekli takip edilerek yeni

nesil cihazlarin tedarik edilmesi mevcut risk seviyesinde azalmaya sebep olacaktir.

44



Radyasyon calisanlarina ek sosyal haklar verilmesi de risk seviyesinin
azaltilmast amaci ile kullanilabilir. Daha diisiik ¢alisma saatleri ve erken emeklilik

haklarinin gelistirilmesi radyasyonun uzun vadeli etkilerini engelleyebilecektir.

Biitiin bunlarin yani sira elbetteki ¢alisanlarin da bireysel sorumluluklar1
bulunmatadir. Radyasyon doz Olgiimlerinin saglikli yapilabilmesi igin bireysel
dozimetreler diizenli olarak kullanilmali, herhangi bir ithmale yer verilmemelidir.
Ayrica DNA hasarmi arttirabilecek sigara gibi diger zararl faktorlerin azaltilmas: da

onemlidir ve birey tarafindan uygulanabilir.
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OZET

Iyonize Radyasyona Maruz Kalan Radyoloji Calisanlarinda Olusan DNA
Hasarlarinin Alkali Comet Metodu ile Belirlenmesi

DNA hasarina yol agan gevresel faktorler, fiziksel ve kimyasal ajanlardir.
Fiziksel ajanlarin basinda iyonize radyasyon gelir. Iyonize radyasyon, maruz
kalimdigimda DNA’da hasara sebep olabilmektedir. DNA iizerinde olusan bu hasarlar
hiicre 6liimiine kadar varan etkilere neden olur. DNA hasarmin yaslanma, kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklar, immiin sistem hastaliklari, dejeneratif hastaliklar gibi
doku fonksiyonlarinin bozulmasi ile ortaya ¢ikan hastaliklarin olusmasinda 6nemli
rol oynadigi ileri stirtilmektedir

Bu calismada Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi biinyesinde
calisan ve iyonize radyasyona maruz kalan radyasyon calisanlarinda DNA hasari ile
radyasyona maruziyet arasindaki baglant1 arasirilmistir. 48 radyasyon calisaninin
DNA hasari comet metodu ile degerlendirilmis ve kontrol grubu ile
karsilagtirilmistir. Elde edilen sonuclar radyolojik birimlerde ¢alisanlarin maruz
kaldig1 diistik doz radyasyonun DNA hasarin1 arttirdigi yoniindedir.

Ayrica radyasyona maruziyet siiresi, cinsiyet, yas ve sigara aligkanligi
bakimindan da karsilastirmalar yapilmis maruziyet siiresi, yas ve cinsiyetin olusan
DNA hasar1 ile baglantili oldugu bulunmustur. Sigara aliskanligi ile DNA hasar
seviyeleri arasinda herhangi bir bag gosterilememistir.

Anahtar Kelimeler: Comet Metodu, Iyonize Radyasyon, Radyoloji Calisanlari,
DNA Hasar1

46



ABSTRACT

Determination of DNA Damage With Alkaline Comet Assay Occur in
Radiological Workers Exposed to lonizing Radiation

Physical and chemical agents are environmental factors that cause DNA
damage. lonizing radiation comes at the beginning of physical agents. Exposed to
ionizing radiation can lead to single and double strand breaks in DNA. These
fractures occur in DNA can even cause cell death. It has been suggested that DNA
damage play a role in the formation of different diseases such as aging, cancer,
cardiovascular diseases and immune system disorders.

The aim of this study was to investigate association between DNA damage
and radiation exposure in radiological workers exposed to ionizing radiation. To
evaluate this association, DNA damage of 48 radiological workers assessed by comet
assay and were compared with the control group. Our results show that exposure to
low dose of ionizing radiation induces DNA damage as measured by comet assays.

In addition, comparisons were made for duration of radiation exposure,
gender, age and smoking habits. Exposure time, age and sex, has been found to be
associated with the DNA damage. There were found any link between Smoking habit
and DNA damage.

Keywords: Comet Assay, lonizing Radiation, Radiological Workers, DNA Damage
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