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http://en.wikipedia.org/wiki/Cyclin-dependent_kinase

GIRIS VE AMAC

Kanser cagimizin en yaygin hastaligidir. Giiniimiizde degisen yasam kosullari,
beraberinde gelen hastaliklar ve stres nedeniyle kanser olgulari her gecen giin artmaktadir.
Kanser, hiicre dongiisiinii diizenleyen mekanizmalardaki bozukluklar sonucu ortaya ¢ikan
hiicrenin kontrolsiiz bir sekilde cogalmasidir. Kanser olgularimin artisi nedeniyle bilim
insanlar1 kanser ¢aligmalari iizerine yogunlasmustir.

Gilinlimiizde radyasyondan farkli amaglarla yararlanilmaktadir. Bir¢ok yan etkisi olan
radyasyon ayni zamanda insan saglhigi yararina da kullanilmaktadir. Radyasyon iyonlastirici
ve iyonlastirict olmayan radyasyon olmak iizere ikiye ayrilir. Yiiksek enerjili elektromanyetik
radyasyonlardan X-iginlari, gama i1sinlar1 ve kozmik 1sinlar ile elektron, proton, a partikiilii
gibi hizlandirilmis atomalti pargaciklar iyonize radyasyonu olustururlar. X-isinlart ve
radyoaktivitenin kesfedilmesiyle birlikte radyasyonun tip, endiistri ve tarim gibi alanlarda
kullanimi1 ortaya ¢ikmistir. Kanserin tedavisinde cesitli yontemler kullanilmaktadir. Olgularin
yaklasik yarisina tedavinin herhangi bir doneminde tek basina veya kemoterapi/cerrahi gibi
diger yontemlerle birlikte radyoterapi uygulanmaktadir. Radyoterapide kanserli hiicrelerin
ortadan kaldirilmasinda bu olas1 degilse tlimoriin kiigiiltiilmesinde iyonlastirict radyasyonlar
kullanilir. Radyoterapide temel hedef tiimor cevresindeki normal dokulari yapisal ve
fonksiyonel olarak tahribata ugratmadan tiimoriin tamamen yok edilmesidir.

Radyoterapide kullanilan dozlardaki radyasyonun hiicre ¢ogalmasisini durdurucu
etkisi DNA {izerinde goriiliir. Tedavi uygulanirken saglikli hiicrelerin de hasara ugramasi
radyoterapinin dezavantajlarindan biridir. Radyasyon uygulamasi sirasinda hiicre disi ve

icindeki s1vi ortaminda bulunan bazi1 kimyasal maddelerin varligi radyasyonun DNA {izerinde



direkt veya dolayl1 yoldan yarattig1 etkiyi degistirebilir. Bu degisim, etkinin artmas1 seklinde
olabilecegi gibi etkinin planlanandan daha az olusmasina da neden olabilir.

Kanserli olgularda tedavinin yan etkilerini azaltmak i¢in bazi flavonoidlerin
kullanildig1 bilinmektedir. Antioksidan 6zellige sahip bir bitki pigmenti olan Quercetin (QN)
de bu flavonoidlerden biridir. Quercetin (3,3°,4’,5,7- pentahidroksiflavon) sik tiiketilen elma,
sogan, cay, kiraz ve ¢ilek gibi yumusak kabuklu meyveler, lahana, brokoli gibi yesil yaprakli
sebzelerde bulunmaktadir. Ayrica Quercetin’in radyoprotektif etkisinin oldugu da
bilinmektedir. Bu 6zelliginden dolay1 Quercetin’in radyoterapi sirasinda olusan iyonizasyonu
etkilemesi ve bunun sonucunda da tedaviye cevabi degistirmeSinin miimkiin olabilecegi
disiiniilmektedir.

Bu nedenle bu calismada, Polikromatik Eritrosit (PCE) hiicrelerinde Quercetin’in
radyoprotektif etkisi, deoksiriboniikleik asit (DNA) hasarinin  biyomonitorii olan
mikronukleus (MN) testi ile arastirilmustir.

Mikronukleus testi, kromozom ya da DNA seviyesindeki hasarlar1 ortaya ¢ikarmak
icin oldukca sik kullanilan bir metottur. Bu metot ile bdliinen hiicrelerde kromozom
pargalarinin ya da tiim kromozomlarin olusturdugu MN’lerin siklig1 6l¢iilebilir. Radyasyonun
biyolojik etkisini degerlendirmekte uzun yillardir kullanilan MN’ler hem fiziksel hem de
kimyasal ajanlarin genotoksik etkilerini birlikte degerlendirmeye olanak saglarlar. Bu
calismada Quercetin’in olas1 radyoprotektif etkisinin yani sira varsa kromozomal aberasyon

olusturma etkisinin birlikte degerlendirilmesi de amaglandi.



GENEL BIiLGILER

KANSER

Sanayilesme, hizli niifus artis1 ve kirsal alanlardan kentlere plansiz gé¢ sebebiyle tarim
alanlar1 yok olmakta, niifus orantisiz olarak belli bolgelerde yogunlasmakta ve antropojenik
etkiler ile dogaya verdigimiz hasar her gecen giin artmaktadir. Bunlarin sonucu olarak artan
insan popiilasyonunun ihtiyaglarinin karsilanmasi amaciyla, kisith tarim arazilerinden daha
fazla iirtin alinmasi ihtiyaci dogmakta, bunun sonucu olarak pestisit ve suni giibre kullanimi
artmaktadir. Ayrica modern molekiiler tekniklerin gelisimi ile insanlarin beslenme taleplerini
karsilamak icin doganin dengesine dogrudan miidahale edilmekte ve bitkisel {irtinlerin
genlerinde olusturulan degisimler ile daha fazla {irlin alinabilecek gesitler gelistirilmektedir.
Genetigi degistirilmis organizmalar (GDO) olarak bilinen bu tiirler her gecen giin artmakta, su
an icin tekstil sanayinden, bebek mamalarina, gida sektoriinden, biyoyakitlara kadar her
alanda karsimiza ¢ikmaktadir (1).

Plansiz kentlesme sadece niifus hareketi degildir. Beraberinde ekonomik, sosyal
birgok degisimi de beraberinde getirir. Kentlerde yasayan insanlarin ihtiyaglarinin
karsilanmasi ayrica ekonomik olanaklarimin saglanmasi hizli bir sanayilesmeye yol agar.
Artan niifus baskisi nedeniyle olusan plansiz sanayilesme sonucu bu bdlgelerde ekolojik
denge, ugucu organik bilesikler, diger organik maddeler, endiistriyel atiklar, petrol ve
tiirevleri, pestisitler, deterjanlar, yapay tarimsal giibreler, radyoaktivite, agir metaller gibi
kirletici maddeler nedeniyle bozulmaktadir (2). Sanayi faaliyetleri sonucu ortaya konulan
iriinler baca gazlari, endiistriyel atiklar ile bu maddeler siirekli olarak dogaya salinmakta,

tiretilen {riinler ile dogrudan son tiiketici olan insanlara ulagsmaktadir. Gerek solunum,



gerekse dokular ile temas sonucu alinan bu maddeler canli organizmada birikerek yasami
tehdit edici bir hal almaktadir (2).

Endiistrilesme besin {iretiminin ve islenmesinin artisini beraberinde getirmistir.
Calisan niifus artmis ve beslenme aliskanliklarin1 degistirmistir. Hazir gidalarla beslenme
artist gidalarda katki maddelerinin kullaniminin artmasina neden olmustur (3). Dogal
tirtinlerin daha az tiiketilmesi nedeniyle organizmanin metabolik gereksinimleri i¢in gerekli
maddelerin alim1 azalmistir. Bununla birlikte bir¢ok hastalik gelismeye baslamistir.

Var olan ¢evresel kirleticilerin etkileri, alkol ve tiitlin iirinlerinin kullanimi, ila¢ dolgu
maddeleri, ekolojik dengenin bozulmasi sonucu mutajenik mikroorganizmalarin olusturdugu
enfeksiyonlar, hazir gidalar ile beslenme aligkanliklari ve giiniimiiziin en biiyiik sorunlarindan

biri olan stres sebebiyle kanser olgulari hizla artmigtir (Sekil 1).

Sanayi Atiklan
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Sekil 1. DNA hasarina yol acan ekolojik kirlilik kaynaklar



Insan viicudundaki hiicreler cesitli mekanizmalarin kontrolii altinda ihtiyaca gore
boliiniir ve farklilagirlar (4). Kontrol disinda ¢ogalma veya farklilasmaya yonelen hiicreler
programli hiicre 6liimii yani apoptoz ile yok edilerek dengelenirler (5). Hiicre dongiisiini
diizenleyen bu mekanizmalardaki bozukluklar sonucu hiicre kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmaya
baslar (4). Normal biiylime orani dlen hiicre oranini astiginda ve kontrolsiiz bir sekilde
¢ogalmaya basladiginda denge bozulur ve kanser olusumu gozlenir (6). Hiicre biiylimesi,
farklilasmasi ve g¢ogalmasinda rolii olan proto-onkogenlerde meydana gelen mutasyonlar
timor gelisimine, tiimor baskilayici genlerde meydana gelen mutasyonlar ise hiicre
siklusunun inhibisyonunu engelleyerek, hiicre biiylimesine neden olur. Homeostasis; hiicre
¢ogalmasi, biiylimenin durdurulmasi ve apoptoz ile siirdiiriilmektedir (6,7). Hiicrelerin asir1
cogalmasi, apoptozisin baskilanmasi ya da her ikisinin de gézlemlenmesiyle atipik hiicrelerde
asir1 bir artis meydana gelir ve kanser dokusu ¢evre dokularla etkilesmeye baslayip normal
fizyolojik akis1 bozar (5).

Kanser gelisimi (karsinogenez) biyolojik, kimyasal ve fiziksel ajanlarin neden oldugu
DNA hasarlar1 sonucunda ortaya ¢ikan genetik degisimlerden kaynaklanan mutasyonlari
icerir. Cok asamali bir siire¢ sonunda ¢ogalma, canli kalma, invazyon ve metastaz yetenekleri
artan hiicrelerin secilmesi ortaya ¢ikar (5-7).

Karsinogenezde DNA iizerindeki hasar kadar hiicrenin molekiiler bilesenlerinin de bu
hasara verdikleri cevap da onemlidir. DNA hasara ugradigi zaman verilecek ilk yanit tamir
mekanizmasini aktif hale getirmektir. Endojen ve eksojen sayisiz farkli etkenler nedeniyle
genomik DNA’da hasar meydana gelebilmektedir. Eksojen kaynaklar; fiziksel ve kimyasal
olabilmektedir. Fiziksel ajanlar (ultraviyole radyasyon, iyonlastirici radyasyonlar v.b) ve
kimyasal ajanlar (alkilleyici ajanlar, kemoterapi ilaglar1 v.b) farkli DNA hasarlarina neden
olmaktadir. Tek ve ¢ift zincir kiriklari, delesyonlar ve insersiyon ve DNA-protein ¢apraz bag
olusturmast DNA hasarlarina 6rnek olarak verilebilir (8). Endojen kaynaklardan; DNA’da
meydana gelen spontan degisimler, hiicresel metabolizmanin yan iriinii olan serbest
radikallerin neden oldugu oksidatif hasar, kimyasal degisiklikler ve baz kayiplar1 nedeniyle de

DNA hasar1 meydana gelmektedir (8,9) (Sekil 2).



Hucre Siklusu Traskripsiyonal
Kontrol Aktivasyonu ~ Program Aktivasyonu

A NN

Tamiri Apoptoz

Sekil 2. Canh dokularinda DNA hasarina yol acabilen etmenler ve hiicrenin DNA

hasarina verdigi yamitlar

Hiicreler genetik materyallerinin bu hasarlardan korumak amaciyla DNA onarim
mekanizmasi gelistirmislerdir. Meydana gelen farkli DNA hasarlar1 farkli onarim yollari ile
tamir edilmektedir.

Hiicrede DNA hasar1 olustugunda dort dnemli yanit olusur;

1. DNA hasar1 kontrol noktalarinin aktivasyonu ile hiicre dongiisiiniin ilerlemesinin
engellenmesi, bu sekilde hasarli genetik materyalin onarimina imkan saglanmasi ve
hasarli kromozomlarin genetik gecgisinin dnlenmesi,

2. Hiicredeki gen transkripsiyon diizeylerinin hiicrenin yararina olacak sekilde degismesi
(transkripsiyonel cevap)

3. Hasarli DNA’nin ¢ikarilarak DNA ¢ift zincirinin dogru bir sekilde yeniden
yapilandirilmasi (DNA onarimi)

4. Ciddi olarak hasar gérmiis hiicrelerin elenmesi (programli hiicre 6liimii, apoptoz)
6



Hiicre dongiisti (siklusu) hiicrenin genetik materyalinin iki katina ¢ikmasi ve ikiye
boliinerek ¢ogalmasiyla sonuglanan bir siirectir (10,11). Okaryot canlilarda somatik hiicreler
(sinir hiicreleri ve eritrositler hari¢) mitoz boliinme ile ¢ogalirlar. Hiicre dongiisii 4 evrede
gerceklesir. Bu evreler G1, S, G2 ve M fazidir. G1, S, G2 fazlar interfaz evresini, M fazi ise
mitoz béliinmeyi ifade eder. Interfaz evresi mitoz béliinmeye ge¢cmeden &nceki hazirhik
evresidir.

DNA’nin dolden dole hasarsiz devam edebilmesi i¢in hiicreler DNA’da meydana
gelebilecek hatalara karst yanit vermek i¢in ek mekanizmalar olusturmustur. Bu
mekanizmalar DNA kendini onarana kadar hiicre dongiistiniin ilerlemesini geciktirir (7,12).

Bu dongiiniin saglikli isleyisi, dongiide bulunan kontrol noktalari ile gerceklesir.
Hiicre dongiisiinde DNA hasar1 kontrol noktalar1 kanser gelisiminin engellenmesi i¢in bariyer
gorevi yapmaktadir. Bu kontrol noktalar1 hiicre dongiisiinde 3 ayr1 noktada bulunmaktadir.
Bunlar; G1 Kontrol Noktasi, G2 Kontrol Noktasi ve M Kontrol Noktasidir. Hiicre
dongiistinde bulunan kontrol noktalar1 Sekil 3 de verilmistir (7).

G1/S kontrol noktas:

Hicre, boyutu ve DNA
butinlGgind izler

Hicre dongusine G1 l ;
yeniden girig karari

Hicre donglsiinden ¢

cikis karar G2 G2/M kontrol noktasi

Hicre, DNA sentezini

ve hasarin izler
M kontrol noktas:

Huicre, ig iplik
olusumunu ve kinetokorlara
tutunmasini izler

Sekil 3. Hiicre dongiisii kontrol noktalar: (10)

Hiicre dongiisiindeki kontrol noktalarindaki inhibisyon ya da inaktivasyon; hiicrenin

biliylimesinin durmast, hiicresel yaslanma veya apoptoz ile sonuglanabilir (12).



Hiicre dongiisiinde yer alan protoonkogenler, onkogenler ve tiimor baskilayict genler
bu siirecleri kontrol eden genlerdir. Tiimor baskilayic1 genler kanser gelisimini baskilar.
Normal hiicrelerde DNA hasara ugradiginda p53 geni hiicre dongiisiinii G1’de inhibe eder ve
hiicreye tamir edilmesi i¢in zaman kazandirir. Hiicre hasar1 tamir edilemezse hiicre apoptoza
gider (5-7).

Kanserlerde farkli genlerde delesyonlar ve nokta mutasyonlar1 vardir. Insan
kanserlerinde en sik goriilen mutant gen p53’tiir. Timor baskilayici genlerden olan p53 geni
islevini kaybettigi zaman hiicre biiylimesi kontrol edilemez ve DNA tamir edilmeden hiicre
dongiisii kontrolsiiz devam eder. Iyonlastiric radyasyon gibi etkenlere maruz Kalan hiicrelerde
hiicre dongiisiinde hatalar olmaktadir. Mesela gama radyasyonuna maruz kalan hiicrelerde
p53 geni yetersiz kalir. Bu hiicreler G1’de durmaz ve S (sentez) fazinda hasarli DNA’y1
duplike ederek gen mutasyonuna, hatali kromozom dizilimine neden olur (7). Bu mutasyonlar
sonucunda timor baskilayici 6zelliklerinde kayip olurken diger taraftan onkojenik 6zellikleri
ortaya ¢ikabilir.

Bu yanitlardan herhangi birinin islev gérmemesi hiicre diizeyinde genomik
kararsizlikla, organizma diizeyinde ise genetik hastaliklar, kanser veya yaslanma ile
sonuglanir (5-8).  Apoptoz, normal hiicre 6limiiniin yani sira mutant hiicre ¢ogalmasini
onleyen onemli bir yoldur. Cevresel faktorlerle meydana gelen DNA hasari hiicre dongiisii
kontrol mekanizmalarinin bozulmasina neden olur. Pek ¢ok kanser tipinde hiicre dongiisii
kontrol noktalarinda mustasyonlar belirlenmistir. Biiyiimenin durdurulmasi, DNA onarimi ve

apoptozisin engellenmesi kanser gelisiminde énemli yolaklardir (7).

KANSER GELISIMINE NEDEN OLAN AJANLAR

Kanser gelisimine biyolojik (viriisler, GDO’lu besinler), kimyasal (sigara, pestisitler,
agir metaller, alkilleyici ajanlar) ve fiziksel (iyonlastirict radyasyon ve ultraviyole isinlar)
faktorler neden olabilmektedir. Genel olarak onkogenler olarak bilinen faktorlerin, kanser

olusumuna sebep olduklar yolaklar Sekil 4’de verilmistir.

Biyolojik Faktorler

Viriisler dogrudan genetik materyal lizerinde yaptiklar1 etkiler ile bilinirler. RNA
virtislerinden insan T hiicresi 16semi virtisii (Tip I, Tip 1) ve HIV viriisii, DNA viriislerinden;
Papilloma virlis ve Hepatit B viriisiiniin insan kanserlerine neden olan faktdrlerden oldugu

bilinmektedir (12).
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Sekil 4. Kanserojen ajanlar ve kanser yolaklari

Kimyasal Faktorler

Insanlar yasamlar1 siiresince ¢ok sayida kimyasal karsinojen ve mutajene maruz
kalmaktadir. Bu ajanlar nedeniyle DNA’da bazi hasarlar meydana gelebilmektedir. Maruziyet
sonucunda yanlis baz eslesmeleri, baz artis1 ve eksilmesi yada baz-seker baglarinin ve bazlar
arasinda yer alan hidrojen baglarimin kopmasiyla mutasyonlar meydana gelmektedir. Bu
ajanlar icerisinde sigara dumani ve alkilleyici ajanlar basta gelmektedir. Alkilleyici ajanlar
timor hiicrelerde ve normal boliinen hiicrelerde niikleik asitlere kovalent baglarla baglanarak
antimitotik etkilerini gosterirler. Alkillenme, DNA bazlarina degisik pozisyonlarda metil veya
etil gruplarinin baglanmasidir. (12) Alkil grubu DNA’nin yapisina girerek sitotoksik,
mutajenik ve karsinojenik etkilere yol acar. Bu ajanlar DNA’nin zincirleri ile reaksiyona

girerek zincir kiriklarina yol agabilir ve DNA’da ¢apraz baglanmaya sebep olabilir (13,14).



Fiziksel Faktorler

Iyonlastiric1 radyasyon DNA’da direkt ya da dolayli olarak 2 farkli sekilde hasar
olusturabilir. Direkt etkide yiiksek enerjili elektronlar DNA’nin fosfodiester baglarinm
koparirlar, DNA molekiiliiniin yapisini olusturan piirin ya da primidin bazlarinin arasinda
bulunan hidrojen baglarini kirarlar ve yapisal degisiklige neden olurlar. Dolayli etki de ise
iyonlastirict radyasyon basta su molekiilii (H20) olmak {izere hiicre i¢i molekiillerle etkilesir
ve oksijen radikalleri (O, ve ‘OH) meydana getirir (10). Kararsiz yapiya sahip olan serbest
radikaller DNA molekiiliindeki kimyasal baglar1 kirarak kararli yapiya gegmeye calisirlar. Her
iki yoldan etkilesme DNA’da tek ve ¢ift zincir kiriklarina, tamir genlerinde ya da
enzimlerinde hasar olusmasina, onkogen ve tiimor baskilayici genlerde mutasyonlara ve sonug
olarak kanser olusumlarina yol agabildigi gibi DNA hasarmin daha yiiksek oldugu
durumlarda hiicre ve organizmanin 6liimiine yol agabilir (14). Iyonlastirict radyasyonun

hiicrede etkisi Sekil 5’de verilmistir.

| iYONiZAN RADYASYON |

l

| KRIiTIK HEDEFLER |

| HUCRE MEMBRANI |

Onarnimamiy
DNA gift zincir

King: Aktif enzimatik
onarim

MITOTIK HUCRE INTERFAZ
OLUM TRANSFORMASYONU oLumMu
MALIGN GENETIK
TRANSFORMASYON HASAR
Hematolojik Solid HEREDITER
maligniteler tumdrier ETKILER

Sekil 5. Iyonizan radyasyonun hiicrede etkisi (11)

Kanserojen ajanlarin tetikledikleri yolaklardaki tamir ve kontrol mekanizmalarinin
aktivitesinin azalmasi, ya da dogrudan olusan bir islev kaybi sonucu bir kanser hiicresi
meydana gelebilir. Boliinerek hizla ¢ogalan kanser hiicreleri viicudun herhangi bir bolgesinde

bir kitle (timor) olusturur. Tiimordeki bu kanser hiicreleri bulunduklar1 bolgeden ayrilip
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viicudun diger bolgelerine kan ya da lenf dolasimi araciligi ile dagilabilir ve bu dagilan
hiicreler bulunduklari yerlerde yeni koloniler olusturabilirler. Buna metastaz denir. Kanserler
olusmaya basladiklar1 organ ve hiicresel goriiniislerine gore siniflandirilirlar. Kanserler tiiriine
gore farkli hizlarda biiyiirler ve birbirlerinden farkli yayilma big¢imleri gosterirler. Buna bagh
olarak tedaviye verdikleri cevaplarda farklidir. Bu nedenle kanser hastalarinin tedavisinde, var
olan kanser tiiriine gore farkli tedaviler uygulanir.

Kanser tedavisinde cesitli yontemler kullanilmaktadir. Yaygin olarak kullanilan
yontemler cerrahi, kemoterapi ve radyoterapidir. Daha az siklikla hormon tedavileri, biyolojik
tedavi yontemleri ve hedefe yonelik tedaviler kullanilmaktadir. Tedavi yontemleri hastaligin

tiiriine, yerlesimine ve evresine gore tek basina veya birlikte uygulanabilir (15).

RADYOTERAPI

Radyasyon tedavisi (radyoterapi) 1895 yilinda Wilhelm Conrad Rontgen’in X 1sinint
kesfetmesi ve 1898 yilinda Curie’lerin radyoaktiviteyi kesfetmesi sonrasinda uygulanmaya
baslanmistir (16). Radyoterapide yiiksek enerjili elektromanyetik radyasyonlarin (x ve gama
1s1n1) veya elektron gibi hizlandirilmis pargaciklarin hiicrede DNA {izerinde yarattigi
iyonlastirict etki kullanilarak tedavi uygulanir. Kanserli hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda
ve/veya tlimoriin kiigiiltiilmesinde iyonizan radyasyon tedavi amagli kullanilmaktadir (17-19).
Kanser hiicreleri g¢evresindeki bir¢ok normal hiicreye gore daha hizli boliintir ve bu nedenle
daha yavas boliinen saglam doku hiicrelerine goére radyasyondan daha fazla etkilenirler.
Bunun nedeni hiicre siklusunda radyasyona en duyarli fazin mitoz fazi1 olmasi1 ve boliinen
hiicrenin devamli yeni DNA iiretmesi gerektiginden daha fazla mutasyona maruz kalmasidir
(20). Radyoterapide temel hedef tiimor gevresindeki normal dokulari tahribata ugratmadan
tiimoriin yok edilmesidir. Bu nedenle planlama yapilirken etkilenebilecek dokularin minimum
diizeyde olmasi 6nemlidir (16). Kanser tedavisinde en yaygin sekilde kullanilan radyoterapi
yontemlerden biri Sekil 6’da verilen Co-60 teleterapi (harici/eksternal radyoterapi)
makinalartyla yapilmakta olanlardir (17-19,21). Radyoaktif kobalt 60 izotopundan yayinlanan
gama 1sinlariin kullanildigi bu tedavi derinde yerlesmis ve genis alan 1sinlamasinin gerektigi
tim kanser tiirlerinde uygulanabilir. Ancak tedavi sirasinda kanserli hiicrelere verilen
zarardan fazlasi iist seviyede bulunan saglam hiicrelere verilebilir. Bunun nedeni dokularda
derinlere dogru indik¢e bu bolgelere ulasan foton sayist giderek azalmasidir. Bu tahribat1 en
aza indirmek amaciyla tedavi birkag seansta ve farkli yonlerden uygulanarak yapilir (21).

Dozun araliklarla bircok seansta verilmesi saglam dokularda tamir mekanizmasi nedeniyle
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ayni dozun bir seferde verilmesinden daha az hasar meydana getirir (22). Verilmesi planlanan
toplam doz, fraksiyonlara boliinerek verilir ve bdylece tiimor g¢evresinde bulunan ve 1smn
alanma dahil olan normal dokularda meydana gelebilecek yan etkiler azaltilmis olur. Tedavi
genellikle haftanin bes giinii glinde bir seans seklinde uygulanir ve haftasonu 2 giin hastanin
dinlenmesi ongoriiliir. Bu dinlenme siiresince normal hiicrelerin hasarinin tamirine de firsat

taninmis olur (17,19).

Sekil 6.Co0-60 Teleterapi cihaz

MIKRONUKLEUS

Iyonlastiric1 radyasyonun karsinojen bir etkiye sahip oldugu, bunun nedeninin de
kromozomlarda meydana getirdigi mutasyonlar oldugu bilinmektedir. Iyonlastiric1 radyasyon
direkt veya dolayli etki ile DNA’da hasara neden olmaktadir. Iyonlastiric1 radyasyon gibi
fiziksel bir mutajene maruz kalan canlt hiicrelerinde meydana gelen MN olusumu buna bir
ornektir.

Iyonlastirict  radyasyonun dokularda yol agtigi  yikim  bircok  ydntemle
belirlenebilmektedir. MN testi bu yontemlerden biridir. Rutin amagh olarak ilk kullanimi
Ukrayna'nin Kiev iline bagli Cernobil kentindeki Niikleer Gii¢ Reaktoriiniin 26 Nisan 1986
giinii meydana gelen niikleer kaza sonrasinda atmosfere biiyiik miktarda fisyon iiriinleri

salindig1 ve Cernobil Reaktdr kazasi olarak bilinen vaka ile gerceklesmistir. Kiev yakinindaki
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Cernobil niikleer santral kazasinin sonucu olarak bagta Ukrayna olmak iizere komsu tilkeler
Rusya ve Beyaz Rusya’daki insan popiilasyonunun bir kismi anlamli derecede yiliksek dozda
radyoaktif serpintiye maruz kalmistir.

Kaza sonrasi bu insanlarda meydana gelen genetik hasarin ne derece oldugunun
saptanmast ve devaminda meydana gelebilecek hiicresel degisikliklerin neler olabileceginin
arastirilmasi, radyasyon maruziyet seviyesi ve yiiksek derecede risk altinda olan kisilerin
belirlenmesi, radyasyon orani ile baglanti kurarak radyasyonun meydana getirdigi biyolojik
etkilerin saptanmasi, zaman ic¢inde genetik sonuglar1 takip etmek ve kurtarma
operasyonlarinin bagarisin1  belirmek i¢in hizli ve efektif sonug¢ verebilen yontemler
arastirilmistir (23). Bu yontemler icinde gozlemsel, hizli sonug verebilmesi ve yliksek
dogrulugu olmasi nedeniyle MN testi kullanilmistir (23,24). MN testi, klastojenik etkili
bilesikler tarafindan olusturulan kromozomal hasarlarin degerlendirilmesinde yaygin olarak
kullanilan standart genotoksisite test sistemi icerisinde yer alir ve in vivo ve in vitro olarak
uygulanabilir (25).

Mikronukleuslar hiicrenin mitoz boliinmesinin telofaz evresinde ortaya ¢ikan, esas
¢ekirdege dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarindan koken
alan kiiciik ¢ekirdekler olarak tanimlanmaktadir (26). Bu olusumla genellikle hiicre siklusunu
kontrol eden genlerdeki eksikliklerden, mitotik igdeki hatalardan, kinetokordan veya mitotik
aygitin diger pargalarindan ve kromozomal hasarlardan kaynaklanmaktadirlar. MN’ler hiicre
dongiisii boyunca meydana gelen hasar nerede olursa olsun hiicre bdliinmesi siiresince olusur

(25) (Sekil 7).
A
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Sekil 7. Mikronukleus olusumu (12)
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Mikronukleus sayisinda meydana gelen artig, ¢esitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu
sayisal ve yapisal kromozom  diizensizliklerinin  indirekt  gOstergesi  olarak
degerlendirilmektedir. Klastojenler kromozom kiriklar1 olusturarak MN olusumuna katkida
bulunmaktadirlar. Bu nedenle hiicrelerde MN sayisinda artis saptanmasi somatik hiicrelerdeki
genomik kararsizligin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (27-29).

Kullanim alanlarindan biri olan kanser genetiginde de hastaligin tanisinin konulmast
ve takibinin yapilmasinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu teknik hiicrelerin morfolojik
bozuklugunu, kromozom kiriklarini, premalign degisiklikleri ve kanseri gosterebildiginden bir
biyoisaretleyici olarak degerlendirilebilmekte ve karsinojenlere maruz kalmis bireylerde
artmis kanser riskini gdstermek amaciyla kullanilabilmektedir. Tedavinin yani sira hastaligin
ilerlemesi ile ortaya ¢ikan ikincil kromozomal degisikliklerin tespiti i¢in olduk¢a kullaniglh bir
yontemdir.

In vivo MN testi, memeli eritrositlerindeki MN sikliginin belirlendigi testtir. Bu test
genellikle kemik iliginde ve/veya periferal kan hiicrelerindeki eritrositlerin analizi yapilarak,
test edilen bilesigin kromozomal hasar olusturup olusturmadiginin saptanmasinda kullanilir
(26,29).

Genellikle in vivo MN ¢alismalarinda periferal kan daha az degiskenlik gdsterdiginden
daha iyi ¢alisilmaktadir. Fakat kemiricilerde dalak, MN tasiyan polikromatik eritrositleri
secici olarak uzaklastirdigi icin MN calismalarinda rodentler kullanildigi zaman dolasim kani
yerine kemik iligi tercih edilmelidir (29,30).

Kemik iligi ve dalak yetigkin kemiricilerde temel hematopoietik organlardir. Cesitli
kimyasal maddelerin uygulanmas1 hematopoietik hiicrelerin boliinmeleri sirasinda, kromozom
hasarina veya mitoz boliinmenin engellenmesine yol a¢gmaktadir (29). Eritropoezis
asamasinda son mitozdan sonra kemik iligindeki eritroblastlar PCE’lere doniisiirken
cekirdeklerini kaybetmekte ve bu sirada meydana gelen kromozomal hasar sitoplazmada MN
olusumuna neden olmaktadir. MN iceren tam olgunlagsmamis eritrosit sayisindaki artig
kromozomal hasarin veya anafaz gecikmesi sonucu meydana gelen sitogenetik hasarin bir
gostergesidir (26,29,30).

MN testinin kemik iliginde uygulanmasi ile ilgili yontem ilk kez Schmid tarafindan
gelistirilmistir. Bu yonteme gore;

e Test maddesinin hayvanlara uygulanmasindan belirli siire sonra hayvan anestezi

altinda servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye edilir.
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Femurlar ¢ikarilir ve femura ait kemik iligi fetal serum igceren enjektor ile santrifiij

tiiptine aktarilir.

Kemik iligi numunesi santrifiij edilir ve siipernatant atilir.

Geride kalan kisma bir miktar fetal serum konularak siispanse edilir ve temiz lamlara

yayilir.

Lamlar May-Griinwald boyasi ile boyanarak incelemeye hazir hale getirilir (Sekil 8).

Test maddes:

/
Mf\
‘#% Femur

ﬁtal serum /
Steril santifiyj 6 @ Miktoskohik
tiipi _— > p Miko:
Santrifiy inceleme

Yayma Boyama

Sekil 8. In vivo MN test protokolii (25)

MN sikhiginin belirlenmesi

Isik mikroskobunda her preparat iizerinde rastgele 1000 adet PCE sayilir ve bunlarin
icerisindeki MN tastyanlarin sayilari tespit edilerek yiizdeleri ¢ikarilir. PCE’ler gelisimlerinin
ara asamasinda olan, olgun olmayan eritrositlerdir. Yapilarinda hala ribozom bulundururlar ve
ribozomlari boyanma 6zelliklerinden dolayi, gelisimlerini tamamlamis olgun normokromatik
eritrositlerden (NCE) ayirt edilebilirler (26,29,30). NCE’ler 1sik mikroskobunda sarimsi
turuncu renkte goriiliirken, daha biiyiik olan PCE’ler mavi-yesil arasi bir renkte
goriilmektedirler. PCE’lerin igerisinde olusan MN’ler ise, ana ¢ekirdegin iigte bir ya da daha
az capinda, boyanma 6zelligi ana ¢ekirdegin boyanma 6zelligi ile ayni, yuvarlak sekilli, koyu

mavi renkli olmasi nedenti ile kolaylikla ayirt edilebilmektedirler (29) (Sekil 9).

F @y ." » e j
PCE
s

R - — B
P o ‘s\ w«©
. MNPCE NCE

Sekil 9. Kemik iligindeki normal polikromatik (PCE) ve normokromatik (NCE)
eritrositler ve MN tasiyan polikromatik eritrosit (MNPCE)
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FLAVONOIDLER

Flavonoidler hububatlarda, sebzelerde, meyvelerde ve ¢ay, kirmizi sarap gibi
iceceklerde bol miktarda bulunan ve dogal olarak meydana gelen bilesiklerdir. Bu bakimdan
insan diyetinin bir pargasini olustururlar. Flavonoidler bulunduklar yiyeceklere renk ve tat
verirler. Flavonoidlerin alerji, kanser, viral enfeksiyonlar, basagrisi, mide ve duodenal iilser
ve inflamasyonlara karsi yararli etkileri de tanimlanmistir (31,32).

Flavonoidlerin enzimler, hormon tasiyicilar1 ve DNA gibi biyolojik polimerlere
baglanabildigi, metal iyonlar ile selat gegisi yapabildigi ve serbest radikalleri siiplirebildigi
bilinmektedir. Fe?* ve Cu®* ile selat olusturma ve serbest radikalleri siipiirme yeteneklerinden
dolay1 flavonoidler kuvvetli antioksidan oOzellige sahiptirler ve bu ozellikleri ile bir¢ok
farmakolojik etkilerinin oldugu bildirilmistir (31). Flavonoidlerin koruyucu etkileri,
antioksidan aktiviteye sahip olmalari ve serbest radikal yakalama kapasitelerinden
kaynaklanmaktadir.

Ortak bir fenilbenzopiron (Cs-C3-Cs) yapisina sahip olan flavonoidler, merkezi piron
halkasinin ag¢ilmasina ve doymusluk diizeyine goére smiflandirihirlar (31-33). Flavonoid
aglikonlar bitkilerde bir¢ok yap1 formlarinda bulunur. Flavonoidlerin temel yapisinda Cg-Cs-
Ce konfigurasyonunda dizilmis 15 karbon atomu vardir. Bu konfiglirasyonda iki aromatik
halka, ti¢lincii bir halka olusacak yada olusmayacak tarzda birbirine ii¢lii bir karbon birimiyle
baglanmislardir. Bu halkalar A, B ve C olarak adlandirilir (Sekil 10) (34). Bu ii¢ halkaya
hidroksil (-OH) gruplar1 baglanmaktadir. A halkas1 glikoz metabolizmasi sonucu olusan
koenzim A’dan olusan malonil koenzim A molekiilinden, B ve C halkalar1 da glukoz
metabolizmasi sonucu olusan sikimik asit lizerinden sinnamik asit bilesiklerinden olugsmustur
(35). Tim flavonoid yapilaria bakildiginda flavan ¢ekirdegi veya bunun bir varyasyonu
gortliir (32,34).

Yapisal farkliliklarindan dolayr flavonoidler farkli gruplara ayrilmistir. Farkl
siniflarda bulunan flavonoid yapilarinin arasinda ¢ok kiiciik farklar vardir. Bu farklilik
flavonoid gruplarina karbon (C) atomlarinin degisik pozisyonlarina hidroksil (-OH)

gruplariin baglanmasiyla olusur (Sekil 10).
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Flavanone Isoflavone

Sekil 10. Flavon gruplar ve temel kimyasal yapilar1 (31)

Bu giin itibariyle 4000’den fazla farkli flavonoid tanimlanmistir. Bu tanimlananlar
icerisinden major flavonoidler siniflandirilmistir. Bunlar; flavonoller, flavonlar, flavanonlar,
katesinler, antosiyanidler, izoflavonlar, dihidroflavonoller ve kalkonlardir (31-33).
Flavonoidler giiclii antioksidanlar, metal selatorleridir ve lipid peroksidazyonunu engellerler
(31). Flavonoidler birincil olarak antioksidanlar gibi davranirlar. Bunun nedeni kendilerinin
polifenolik dogasi, flavonoid yapisinda bulunan biiyiik sayida hidroksil gruplarinin varligi ve
yiiksek antioksidan kapasiteye sahip olmalaridir.

Canl1 hiicreler normal yasam kosullarinda herhangi bir stres faktoriine (karsinojenlere
ya da iyonlastirici radyasyona) maruz kaldiklarinda metabolizmanin verdigi ilk cevap reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) olusumudur. Reaktif oksijen tiirleri dis orbitalde ¢ift olusturmamis

elektronlar1 bulunan enerjisi yiiksek oksijenli bilesiklerdir. Bu oksijen tiirleri hiicrede ilk
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etapda membran hasar1 olusturmakta, protein ve lipid dengesini bozarak enzim ve hormon
mekanizmasini etkilemekte ayrica, DNA, niikleotid ve koenzimler gibi birgok biyolojik
materyale zarar vermektedir (36-39).

Canli organizmalar serbest radikallerin yikici etkilerine karsi korunmak i¢in ¢esitli
mekanizmalar gelistirmislerdir. Serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlar1 6nleyen
veya geciktiren, serbest radikalleri tutma ve sabitleme &zelligi olan maddelere “antioksidan
maddeler” denir (40-43). Antioksidanlar, hem direkt hem de dolayli olarak Kkarsinojenlerin,
ilaglarin ve toksik radikal reaksiyonlarin istenmeyen etkilerine karsi hiicreleri koruyan
maddelerdir (44).

Antioksidan enzimler olarak adlandirilan bir grup enzim ROS’lar i¢in birincil savunma
mekanizmalarini igerirler. Siiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), Glutatyon (GSH) ve
Glutatyon Peroksidaz (GSHPx) en bilinen enzimatik antioksidanlardir (32,39,40,45,46).
Normal kosullarda hiicrede bulunan serbest radikaller antioksidan sistem tarafindan etkili bir
sekilde siipiiriiliir. Ancak stres kosullarinda meydana gelen reaktif oksijen tiirleri antioksidan
savunma sistemi tarafindan uzaklastirilamaz ise hiicre veya organizma oksidatif strese girer
(47,48). Kanserojen ajanlarin sebep oldugu ikincil bir stres de oksidatif strestir. Oksidatif stres
basit olarak, antioksidan savunmasi ile hiicrelerdeki lipid peroksidasyonuna da sebep olan
serbest radikal iiretimi arasindaki bir dengesizlik olarak tanimlanabilir. Biyolojik
sistemlerdeki en dnemli serbest radikaller oksijenden olusanlardir. Ornegin, son derece aktif
ve bir¢ok hiicrede hasara yol acan siiperoksit radikali, SOD ile hidrojen peroksite (H,O;)
cevrilir. Stiperoksitten ¢ok daha az etkili olan H,O, dokularda bulunan katalaz ve peroksidaz
gibi enzimler araciligiyla su ve oksijene donistiiriilerek zararsiz hale getirilir (49-51).

Iyonlastirict radyasyondan en ¢ok hasar goren hiicresel hedef DNA’dir. Hasar goren
DNA tamir edilemezse genomik kararsizliga neden olabilir. Bunlarda mutasyonlara, kansere
veya daha yiiksek dozlarda dogrudan hiicre 6limlerine yol agar. Flavonoidler, oksidatif stresi
ve DNA’da hasar oldugunda genomik stabiliteyi arttirici etkileri olan dogal {iriinler
ailesindendir. Bunun yani sira flavonoidlerin; normal hiicreleri iyonlastiric1 radyasyona karsi
koruyucu etkisi ve kanser hiicrelerine uygulanan radyasyonun genotoksik etkisini arttirict
etkisi yeni antikanser ilaglarinin tasariminda 6ne ¢ikmalarini saglamaktadir (32).

Bazi flavonoidlerin normal insan hiicrelerine toksik etkisi bulunmamaktadir. Bunun
yani sira in-vitro sartlarda bazi kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini durdurdugunu gosteren
calismalar da mevcuttur (52-56). Bu etkinin molekiiler mekanizmasinin tiimor olusmasina

neden olan prooksidan olusum siirecinin baskilanmasi ile ilgili oldugu belirtilmistir. Cesitli
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karsinojenler tarafindan aktive edilmekte olan prooksidan enzimler flavonoidler tarafindan
inhibe edilmektedir (33). Flavonoidlerin, karsinojenlerin yapisini ve metabolizmasini
diizenledigi ve bu sayede kanseri dnlemeye katkida bulundugu gosterilmistir (57,58).Yapilan
arastirmalarda karsinojenlerin hiicresel hasara tesvik edilmesine neden olduklari, buna karsin
flavonoidlerin ise hiicrede olusan bu hasara karsi koruyucu bir role sahip olduklar
belirtilmistir (59).

Flavonoidlerin karsinogenezi inhibe ettikleri in vivo ve in vitro ¢alismalarda
gosterilmistir (60,61). Flavonoidlerin hiicre dongilisiiniin ilerlemesini durdurdugu belirtilmistir
(59). Hiicre dongiisiiniin ilerlemesini anahtar regiilatorler olan siklin bagimli kinazlarin (Cdk)
aktivitesini ve diizenlemesini degistirerek yaptiklarim1 rapor eden calismalar mevcuttur
(62,63). Flavonoidlerin bazi kanser hiicre topluluklarinda apoptoza neden oldugu; DNA
topoizomeraz /11 aktivitesinin inhibisyonunu (64-67) reaktif oksijen tiirlerini azalttigi
(32,43,68) 1s1ya duyarli proteinlerin gen seviyesinde anlatimini diizenledigi belirtilmistir (69).

Favonoidlerin antioksidan 6zelliginden baska, antitiimor, antiinflamatuar, antiviral,
antimutajenik, antibakteriyel, antitrombotik, antiallerjik, aterosklerosis ve koroner kalp
hastaliklarindan koruma, vasodilatasyon etkisi, hiicresel immunitenin stimiilasyonu etkisi ve
kolestrol diistiriici gibi bir¢ok farmakolojik 0Ozellikleri bulundugu ortaya konmustur
(32,35,70-72).

Flavonoidler 6nemli dogal antioksidanlardir ve sayisiz biyolojik aktiviteleri nedeniyle
yaygin bir sekilde calisilmaktadir. Bugiin birgok bitkisel ilag icerisinde kullanilan flavonoidler
ticari agidan énemli bir yer tutmaktadir. Ornegin Quercetin biyolojik olarak aktif ve popiiler

olan diyetsel flavonoiddir ve diyetsel tamamlayici olarak kullanilmaktadir (31).

QUERCETIN

Quercetin (3,3°,4°,5,7- pentahidroksiflavon) en bol bulunan dogal flavonoidlerden
biridir. Flavonoidlerin flavon grubundandir.  Quercetin dogal polifenolik flavonoid
maddelerinin genis bir grubunu olusturmaktadir ve saglhiga olan yaygin faydalarindan dolay1
arastirilmaktadir (31,73-75). Bu faydalar beklenen olasi antioksidan ve antiinflamatuar
aktivitesidir. Fakat son zamanlarda yapilan in vitro g¢aligmalar gelismis mitokondriyal

biyogenezde dnemli bir rol oynayabilecegini akla getirmektedir (73).
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Tiim flavonoidler, hidroksil (-OH) gruplarinin baglandig:1 3 halkali molekiil yapisina
sahiptir. Yapisinda 3,3°,4” ve 5,7 pozisyonlarinda —OH grubu baghdir (Sekil 11).

Sekil 11. Quercetin’in kimyasal yapis1 — 3,3°,4°,5,7- pentahidroksiflavon

Flavonoidler besinlerde glikozit formunda bulunurlar. Yani, merkez halkaya
baglanmig bir seker (ramnoz, glukoz, galaktoz) molekiiliine sahiptirler. Quercetin; rutin,
quercetrin, isoquercetrin ve hyperoside gibi bir aglikondur, yani glikozit formdadir. Quercetin
hari¢ bu molekiillerin hepsi ayn1 yapiya sahiptir. Quercetin’in C halkasindaki hidroksil grubu
bu molekiillerde 6zel bir seker molekiilii ile yer degistirmis olarak bulunur (75,76).

Quercetin’in biyolojik aktivitesi metal iyonlarinin varligi ile etkilenmektedir.
Quercetin yapisinda bulunan hidroksi- ve 0Xo- gruplarinin varligi ¢esitli metal iyonlar ile
kompleksler olusturma kabiliyeti saglar (31). Quercetin, sik tiiketilen yiyeceklerin ¢ogunda;
elma, sogan, ¢ay, kiraz ve ¢ilek gibi yumusak kabuklu meyveler, lahana, brokoli gibi yesil
yapraklt sebzelerde, c¢ogu tohumda, yemislerde, ¢icekler, kabuklar ve yapraklarda
bulunmaktadir (31,77,78). Quercetin insan diyetinde bol olarak bulunmaktadir. Amerika’da
giinliik besinle alinan Quercetin’in 25 mg oldugu tahmin edilmektedir (79).

Quercetin, biyokimya, gida kimyas1 ve boya kimyas1 alanlarinda ve dogal sar1 boya
ekstrat1 olarakda kullanilmaktadir (61). Genellikle bir¢ok bitkide farkli flavonoidlerle birlikte
bulunur (80-82). Quercetin flavonoidlerin flavonol alt grubunda yer alir. Flavonol bilesiklerin
antioksidan potansiyellere sahip olduklari bilinir ve genis bir kullanim alanlar1 vardir (83-85).

Antioksidan 0Ozellikleri fenolik bilesiklerin reaktivitesinden kaynaklanmaktadir. Bu
yolla serbest radikal tiirlerini daha az reaktif olan fenoksi radikallere doniistiirmektedir (86).
Yapilan arastirmalarda flavonoidlerin antioksidan aktivitesinin flavonoid yapisinda bulunan
OH gruplarmin sayisina ve pozisyonuna bagli oldugu belirtilmistir. Cu-Quercetin

kompleksinin, saf Quercetin ile karsilastirildiginda daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip

20



oldugu gosterilmistir. Buda Cu®" gibi metal iyonlarmm Quecetin’in kimyasal 6zelliklerini
anlamli derecede degistirdigini gostermektedir (31).

Quercetin’in en Onemli gorevi; metabolizmaylr hizlandirmaktir. Bu sayede
viicudumuzdaki yaglar1 yakar ve toksinlerden arinmamizi saglar (73). Elma, sogan, ahududu,
yaban mersini, kirmizi yaban mersini, kiraz, brokoli ve lifleri olan yesillikler iyi birer
Quercetin kaynagidir. Quercetin, antioksidan &zellikleri olan bir bitki pigmentidir. Bu
pigment, kotii kolestroliin okside olmasini Onleyebilir ve hiicrelerin kansere doniismesini
engelleyebilir. Cok giliclii bir antioksidan olan Quercetin kolestrolii diisiirmekte, kalp
hastaliklar1 ve akciger kanseri riskini azaltmaktadir. Ayrica akcigerleri ve solunum yollarin
sigara ve kirli havanin etkilerinden korumaya yardimci oldugu saptanmistir (87). Quercetin
alerji ve astim tedavisi i¢inde genellikle tavsiye edilmektedir. Ayni zamanda viicuttaki
hiicreleri serbest radikallerin zararlarindan da korumaktadir.

Quercetin, hiicre dongiislinli uygulanan hiicrenin tipine bagli olarak kontrol
noktalarinda durarak (88,89) ve apotozu indiikleyerek malignant tiimor hiicrelerinin
biiylimesini inhibe edebilmektedir. Losemi hiicreleri (90), meme Kkanseri, kolon
adenokarsinomast (91), prostat kanseri (92) ve endometriyal kanser (93) gibi insan
kanserlerinin biiylimesini inhibe ettigi gosterilmistir.

Quercetin ayni zamanda giiclii bir mutajendir. DNA’ya baglandiginda tek zincir
kiriklarina (94), DNA’da yeniden diizenlemelere (95) ve kromozomal hasara da neden
olabilmektedir (96).

Quercetin’in; anti-kanser, anti-viral, anti-trombotik, anti-iskemik, anti-inflamatuar,
anti-alerjik oldugu, aterosklerozisi ve koroner kalp hastaliklarini 6nleyici bir etkisinin oldugu,

hiicresel bagisikligi uyardigi gesitli calismalarda gosterilmistir (97-100).
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GEREC VE YONTEMLER

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Onay:

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul tarafindan, arastirmanm amaci,
gerekeesi, gere¢ ve yontemler incelendikten sonra 31 Mayis 2011 tarih ve 05 oturum sayili
toplantisinda Tez Onerisi ve Tez danigman atamasi yapilmig, Bilimsel Arastirma
Degerlendirme Komisyonu tarafindan 31.05.2011 tarihinde 2011.02.03 karar numarasi
(TUHDYEK 2011-31 protokol nolu) ile onaylanmistir (Ek-1).

Calisma Popiilasyonu- Hayvan Tanimi

Calisma Trakya Universitesi Deney Hayvanlari Birimi’nde yiiriitiilmiistiir. Sprague
Dawley ratlar iireme performanslarinin iyi olmasi, erkek ratlarin 8-10 haftada erginlige
ulagmasi ve ortalama 250-300 gr agirliginda olmalari nedeni ile toksikoloji, davranig, yaglanma,
onkoloji, nutrisyon (beslenme) ve farmakolojik arastirmalarda siklikla kullanilan model
organizmalardir (Sekil 12). Bizim g¢alismamizda ise Sprague Dawley ratlarin daha Onceki
kemik iligi ve MN ¢aligmalarinda kullanilmis ve olumlu sonuglar alinmis olmasi nedeni ile

tercih edildi (101-103).
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Sekil 12.Sprague Dawley irki albino erkek rat(104)

Sprague Dawley irkina ait albino 6zellikte 12-14 haftalik yas grubundaki 43 adet
hayvan 12:12 aydnlik-karanlik fotoperiyotta, oda sicakliginda barindirildi. Hayvanlara
radyasyon uygulamasi Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisi Anabilim
Dali’nda kurulu Co-60 cihazinda, mikronukleus testi ise Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi

Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Aragtirma Laboratuari’nda yapildi.

GERECLER

Arastirma Araclari ve Kimyasallari

Kullanilan Cihazlar

Etiiv (Heraeus-UB6)

Laminar air flow kabini (Heraeus-HERA Safe-HS15)
Vorteks (Yellow Line TTS2)

Sogutmali santrifiij (Heraeus)

Hassas dijital terazi (Scaltec)

-20 °C derin Dondurucu (BOSCH GSD30N12NE)
4°C Buzdolab1 (Argelik)

Isik Mikroskobu (Olympus CK?2)

Faz-Kontrast Mikroskobu (Olympus Bx50)

D N N N N N N W RN

Kimyasal sarf ve diger malzemeler ekler boliimiinde verilmistir (Ek-2).
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YONTEMLER

Hayvanlarin Isinlanmasi (Hayvanlara radyasyon uygulanmasi)

Kan orneklerine in vivo sartlarda radyasyon uygulanmasi Trakya Universitesi
Radyasyon Onkolojisi boliimiinde yapildi. Bu c¢alismada radyasyon cihazi olarak Cobalt-60
kullanildi. Isinlanacak hayvanlar calismaya gore gruplara ayrildi. Her bir grup Co-60
teleterapi cihazinda 2 Gy dozunda 20x25 cm’lik alanda 92,28-94,38 cm (SDD)’de 1sinland.

Quercetin’in Hazirlanmasi

Quercetin’in molekiiler agirlig1 338.28 gr’dir. 0.018 gr Quercetin tartildi ve 15ml’lik
flask igerisine konuldu. 1.792 ml Dimetil siilfoksit (DMSO) Quercetin {lizerine eklendi ve stok
¢ozelti elde edildi. 25 uM Quercetin elde etmek i¢in stok ¢ozelti igerisinden 717 pul alinarak
bagka bir 15 ml’lik flaska aktarildi. Oda sicakligina getirilen ve filtre edilmis fosfat tamponlu

tuz ¢ozeltisi (PBS) ile 10 ml’e tamamlandi.

Hayvanlarin Gruplara Ayrilmasi
Arastirmada kullanilacak olan hayvanlar 3 kontrol ve 6 deney grubu olmak iizere 9
farkli gruba ayrildi. Her grupta 5’er adet hayvan kullanilds;
1. Kontrol: Kér (0)
. Kontrol: 2 Gy
. Kontrol: DMSO (Coziicii)
Grup: 25 uM QN-30 dk
Grup: 25 uM QN-30 dk+2 Gy
Grup: 25 uM QN-2 saat
. Grup: 25 uM QN-2 saat+2 Gy
. Grup: 25 pM QN-24 saat
. Grup: 25 uM QN-24 saat+2 Gy
QN: Quercetin

o O A W NP oWN

Uygulama gruplart ve gruplara yapilan uygulamalar Tablo 1’de ayrintili olarak

verilmistir.
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Tablo 1. Kontrol ve uygulama gruplarinda yapilan uygulamalar ve is akis1

Kontrol Gruplari

2. Kontrol (2 Gy)

3. Kontrol (DMSO)

Kemik iligi 6rnekleri alindi.
Kemik iligi protokolii
uygulandi.

Hayvanlar 2 Gy 1sinlandi
Isinlamadan 24 saat sonra
kemik iligi 6rnekleri alindu.
Kemik iligi protokolii
uygulandi.

Hayvanlara DMSO uygulandi
Uygulamadan 24 saat sonra
kemik iligi 6rnekleri alindi.
Kemik iligi protokolii
uygulandi

Tedavi Gruplar

2. Grup (Tq)
(Quercetin-30 dk + 2 Gy)

Hayvanlara 25uM QN verildi.

Hayvanlara 25uM QN verildi.

Hayvanlara 25uM QNverildi.

30 dk sonra kemik iligi 30 dk sonrahayvanlar 2 Gy 2 saat sonra kemik iligi
ornekleri alindi. 1ginlandi. ornekleri alind1.
Kemik iligi protokolii Isinlamadan 24 saat sonra Kemik iligi protokolii
uygulandi. kemik iligi 6rnekleri alindi uygulandi
Kemik iligi protokolii
uygulandi.
4. Grup (Tas) 5. Grup (T5) 6. Grup (Tge)

(Quercetin 2 saat + 2 Gy)

(Quercetin 24 saat)

(Quercetin-24 saat + 2 Gy)

Hayvanlara 25uM QN verildi.

2 saat sonra hayvanlar 2 Gy
1sinlandi.

Isinlamadan 24 saat sonra
kemik iligi 6rnekleri alindi.
Kemik iligi protokolii
uygulandi.

Hayvanlara 25uM QN verildi.

24 saat sonra kemik iligi
ornekleri alinda.

Kemik iligi protokolii
uygulandi.

Hayvanlara 25uM QN
verildi.

24 saat sonra hayvanlar 2 Gy
1sinlandi.

Isinlamadan 24 saat sonra
kemik iligi 6rnekleri alindi.
Kemik iligi protokolii
uygulandi.

Preparatlarin Hazirlanmasi

Kemik iligi protokoliinden sonra tiim kontrol ve uygulama gruplarinda,
e  Preparatlarin hazirlanmasi
e  Preparatlarin boyanmasi ve saklanmasi islemleri uygulandi.

Kemik iligi Orneklerinin Alinmasi

1. Hayvanlarin femur kemikleri ¢ikarildi.
2. Cikartilan kemikler iyice temizlenerek goriiniir hale getirildi.

3. Kemikler iki ucundan kesilerek pens ile tutuldu ve her femura ait kemik iligi
icerisinde oda sicakligina getirilen 1 ml siir serumu (fetal bovine/calf serum)

iceren enjektor ile santrifiij tiipiine aktarildi.
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4. Buislem yine 1 ml sigir serumu igeren enjektdr ile diger ucundan da verilerek

5.

kemik iliginin tamaminin santrifiij tiipiine aktarilmasi saglandi. Dolayisiyla her

femur i¢in 2 ml s1g1r serumu kullanilda.

Tipe alman kemik iligi hiicrelerinin pipetaj islemiyle birbirleriyle ayrilmasi

saglandi.

Preparat Hazirlanmasi

1.

Icinde kemik iligi bulunan tiipler 2000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

. Altta biriken kemik iligi hiicrelerine zarar vermeden iistte biriken siipernatant

atildu.
Geride kalan kisma bir damla sigir serumu konularak siispanse edildi.

Altta kalan hiicrelere pipetaj yapildiktan sonra, Onceden temizlenen ve
dondurulmus lamin iizerine bir damla soliisyon damlatildi, bir bagka lamla bu

damlanin yayilmas1 saglandi.

Preparatlarin Boyanmasi ve Saklanmasi

1.

Lamlar havada kurutuldu ve metil alkolde 10 dakika fikse edildi.
Lamlar fikse edildikten sonra 1 giin boyunca kurumaya birakildi.

Slaytlara 1:1 oraninda May-Griinwald:Buffer ile 5 dakika yatay sekilde tespit
yapild1 ve slaytlardaki boya dokiildii.

Yikama yapilmadan slaytlar 1:9 oraninda Giemsa:Buffer ile 15 dakika yatay
sekilde boyand.

Slaytlar buffer iceren jar igerisinde 1 kez durulandi.
Slayltlar bol ¢cesme suyu ile durulandi.
Son olarak slaytlar distile su iceren jarda 2-5 dakika aras1 durulandi.

Slaytlar egik pozisyonda kurumaya birakildu.
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9. Boyamadan 1 giin sonra lamlar entellan ile kapatilarak daimi preparat haline

getirildi.

Her hayvandan 2’ser preparat hazirladu.

Mikroskobik Inceleme ve MN sikhiginin Degerlendirilmesi

Hazirlanan preparatlar Olympus Bx50 marka faz-kontrast mikroskobunda immersiyon
objektifi ile 1000’lik biiyiitmede incelendi.

Mikronukleus Tanimlama Kriterleri

Hiicreler Schmid (1975) tanimlama kriterlerine gore degerlendirildi.

Mikronukleus Sayma Kriterleri

Hazirlanan preparatlar {lizerinde rastgele 1000 adet PCE sayildi ve iglerindeki
MNPCE’lerin sayilart tespit edilerek ylizdeleri ¢ikartildi. MN ylizdesi asagidaki sekilde
hesaplandi;

% MN Frekans1 = MNPCE sayis1 / TOPLAM PCE sayist

ISTATIKSEL DEGERLENDIRME

Calismada verilerin istatiksel analizi XL STAT-2013 (serbest yazilim) programi
yardimiyla yapildi. Her bir grupta goniilliller arasindaki fark tek yonlii (ANOVA) varyans
analizi ile degerlendirildi. Her bir olgunun, Varyans/Ortalama sonuglari, Standart hatalar
Ctampois programi (Alan Edwards-NRPB-Ingiltere) ile hesaplanirken; %95 Giiven araliklari
ise Instant Programi yardimi ile hesaplandi. Verilerin tiimii iizerinde yapilan analizlerde
ortalamalar arasindaki hipotez kontrolleri tek yonli-ANOVA ile belirlendi, ortalamalarin
girdigi gruplarin tespitinde Duncan Testi kullanildi. Tiim istatistikler i¢in anlamlilik sinirt

p<0.05 olarak secildi.
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BULGULAR

Bu calismada, Trakya Universitesi Deney Hayvanlar1 Birimi’nde iiretilen aymi yas
grubunda olan (12-14 haftalik), toplam 43 adet saglikli Sprague Dawley irki albino erkek rat
kullanildi. Hayvanlardan alinan kemik iligi Orneklerinde farkli siirelerde uygulanan

Quercetin’in etkisi 9 ayr kriter incelenerek sonuglari karsilastirildi. Her bir grup i¢in 5 paralel

ile ¢alisildi.
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Uygulama yapilmamis kontrol grubundaki MN sikliklar1 ve dagilimi Sekil 13°de verildi.

f“-f\
1000 = [ ] =
900 ] T
[ [ [ ]
800 [ [ [ ]
700 | [ [
[ .
g EEEE
400 [ ] ]
300 <=y
200 e 4 V] MN o
- —
100 - ay MN 1
0 - - - MN 2
1.HAYVAN i Ay
HAYVAN MN 3
HAYVAN
HHAYVAN HAYVAN
5
1.HAYVAN 2.HAYVAN 3.HAYVAN 4.HAYVAN 5.HAYVAN
MN 3 0 0 1 ) 0
MN 2 0 3 1 0 5
MN 1 44 29 24 40 20
MNo 956 968 974 960 975

Sekil 13. K1 Kontrol (0) grubuna ait mikronukleus dagilimlari

Uygulama yapilmamig kontrol grubunda hayvan basina 1000 adet PCE sayildi.
Hiicrelerde belirlenen MN sayilart sirasiyla 44+6.6, 35+5.9, 29+5.3, 40+6.3, 30+5.4 olarak
bulundu. Popiilasyon icerisinde en diisiik Varyans/ortalama 0.9 en yiiksek Varyans/ortalama
1.3 olarak belirlendi, % 95 giliven araliginda en diisiik alt limit 19.5, en yiiksek {ist limit 58.6
olarak bulundu.
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14°de verildi.

2 Gy radyasyon uygulamasi yapilan hayvanlardaki MN sikliklar1 ve dagilimi Sekil

900
800
700
600
500

400

300

200

100

MNoO
MN1

MN 2

1.HAYVAN 2.HAYVAN 3.HAYVAN 4.HAYVAN 5.HAYVAN
MN 3 0 0 4 4 0
MN 2 24 30 32 28 28
MN1 124 130 128 12 16
MN o 852 840 836 856 856

Sekil 14. K2 Kontrol (2 Gy) grubuna ait mikronukleus dagilimlari

2 Gy radyasyon uygulamasi yapilan kontrol grubunda hayvan basma 1000 adet PCE

sayildi. Hiicrelerde belirlenen MN sayilart sirastyla 172+13.1, 190+13.7, 204+14.2,

180+13.4, 172+13.1 olarak bulundu. Popiilasyon igerisinde en diisiik Varyans/ortalama 1.01

en yiiksek Varyans/ortalama 1.2 olarak belirlendi, % 95 giiven araliginda en diisiik alt limit
149.1, en yiiksek tist limit 230.3 olarak bulundu.
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Cozicli (DMSO) uygulamasi yapilan hayvanlardaki MN sikliklart ve dagilimi Sekil
15°de verildi.

_f-'\
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100 - A —y MN 1
Ay v
? r 4 - v MN2
1.HAYVAN S HAYVAN Ay MN 3
' HAYVAN HAYVAN
* 5.HAYVAN
1.HAYVAN 2.HAYVAN 3.HAYVAN 4.HAYVAN 5.HAYVAN
MN 3 4 0 o 0
MN 2 o 0 4 4
MN 1 24 35 37 36 24
MNoO 972 965 963 960 972

Sekil 15. K3 Kontrol (DMSO) grubuna ait mikronukleus dagilimlari

Cozicti (DMSO) uygulamasi yapilan kontrol grubunda hayvan bagma 1000 adet PCE
sayildi. Hiicrelerde belirlenen MN sayilar sirasiyla 3616, 35+£5.9, 37+6.08, 44+6.6, 32+5.6
olarak bulundu. Popiilasyon igerisinde en diisik Varyans/ortalama 0.9 en yiiksek
Varyans/ortalama 1.6 olarak belirlendi, % 95 giiven aralifinda en diisiik alt limit 22, en

yiiksek tist limit 58.6 olarak bulundu.
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Quercetin uygulamasi yapildiktan 30 dakika sonra hayvanlardaki MN sikliklar1 ve
dagilim1 Sekil 16°da verildi.

1000

900
800
700
600
500
400
300
200
100

1.HAYVAN 2.HAYVAN 3.HAYVAN 4.HAYVAN
MN 3 0 0 0 o
MN 2 0 o 0 0
MN1 32 40 36 36
MNo 968 960 964 964

Sekil 16. T1 Tedavi grubuna (25uM QN-30 dk) ait mikronukleus dagilimlar:

Quercetin uygulamasi yapildiktan 30 dakika sonra 6rnek alinan grupta hayvan basina
1000 adet PCE sayildi. Hiicrelerde belirlenen MN sayilar1 sirasiyla 32+5.6, 40+6.3, 366,
36+660larak bulundu. Popiilasyon igerisinde en diisiik ve en yiiksek Varyans/ortalama 0.9

olarak belirlendi, % 95 giiven araliginda en diigiik limit 22, en yiiksek iist limit 54.1 olarak
bulundu.
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Quercetin uygulamasi yapildiktan 30 dakika sonra 2 Gy radyasyona maruz birakilan

hayvanlardaki MN sikliklart ve dagilimi Sekil 17°de verildi.

1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

1.HAYVAN 2.HAYVAN 3.HAYVAN 4.HAYVAN
MN 3 0 0 0 o
MN 2 38 8 4 16
MN 1 88 72 56 56
MNoO 904 920 940 928

Sekil 17. TQ2 Tedavi grubuna (25uM QN-30 dk+ 2 Gy) ait mikronukleus dagilimlar:

Quercetin uygulamasi yapildiktan 30 dakika sonra 2 Gy radyasyon ile 1ginlanan grupta

hayvan basma 1000 adet PCE sayildi. Hiicrelerde belirlenen MN sayilarisirasiyla

104£10.1,8849.3, 64+8, 88+9.3 olarak bulundu. Popiilasyon igerisinde en diislik

Varyans/ortalama 1.05 en yiiksek Varyans/ortalama 1.2 olarak belirlendi, % 95 giiven
araliginda en diisiik alt limit 49.6, en yliksek {ist limit 124.6 olarak bulundu.

33



Quercetin uygulamasi yapildiktan 2 saat sonra hayvanlardaki MN sikliklar1 ve

dagilim1 Sekil 18°de verildi.
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1.HAYVAN 2.HAYVAN 3.HAYVAN 4.HAYVAN 5.HAYVAN
MN 3 0 0 0 o] 0
MN 2 0 0 0 4 4
MN1 28 28 35 24 36
MNo 972 972 965 972 960

Sekil 18. T3 Tedavi grubuna (25uM QN- 2 saat) ait mikronukleus dagilimlari

Quercetin uygulamasi yapildiktan 2 saat sonra 6rnek alinan grupta hayvan basia 1000
adet PCE sayildi. Hiicrelerde belirlenen MN sayilari sirastyla 28+5.3, 28+5.3, 35+5.9, 3245.6,

44+6.6

olarak bulundu. Popiilasyon igerisinde en diigsiik Varyans/ortalama 0.9 en yliksek

Varyans/ortalama 1.2 olarak belirlendi, % 95 giiven araliginda en diisiik alt limit 18.7, en

yiiksek

ust limit 58.6 olarak bulundu.
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Quercetin uygulamasi yapildiktan 2 saat sonra 2 Gy radyasyona maruz birakilan

hayvanlardaki MN sikliklart ve dagilimi Sekil 19°da verildi.
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Sekil 19. TQ4 Tedavi grubuna (25uM QN- 2 saat+ 2 Gy) ait mikronukleus dagilimlar

Quercetin uygulamasi yapildiktan 2 saat sonra 2 Gy radyasyon ile 1gimlanan grupta
hayvan basina 1000 adet PCE sayildi. Hiicrelerde belirlenen MN sayilarisirasiyla 44+6.6,
60+7.7, 68+8.2, 52+7.2, 56+7.4 olarak bulundu. Popiilasyon igerisinde en diisiik
Varyans/ortalama 1.08 en yliksek Varyans/ortalama 1.6 olarak belirlendi, % 95 giiven
araliginda en diisiik alt limit 32.1, en yiiksek tist limit 85.4 olarak bulundu.
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Quercetin uygulamasi yapildiktan 24 saat sonra hayvanlardaki MN sikliklart ve

dagilim1 Sekil 20°de verildi.
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EEEE
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300 P

200 :- <=y - MN o

100 - Y o/

0 Ay -y — y MN 2

Yy 4
LHAWAN o Ay MN 3
> 4.HAYVAN
5.HAYVAN
1.HAYVAN 2.HAYVAN 3.HAYVAN 4.HAYVAN 5.HAYVAN

MN 3 0 0 0 0 0
MN 2 4 0 o 4 0
MN1 20 28 32 24 32
MNo 976 972 968 972 968

Sekil 20. T5 Tedavi grubuna (25pM QN- 24 saat) ait mikronukleus dagilimlar

Quercetin uygulamasi yapildiktan 2 saat sonra 6rnek alinan grupta hayvan basia 1000
adet PCE sayildi. Hiicrelerde belirlenen MN sayilari sirasiyla 28+5.3, 28+5.3, 32+5.6, 3245.6,

3245.6

olarak bulundu. Popiilasyon igerisinde en diisiik Varyans/ortalama 0.9 en yiiksek

Varyans/ortalama 1.2 olarak belirlendi, % 95 giiven araliginda en diisiik alt limit 18.7, en

yiiksek

ust limit 44.9 olarak bulundu.
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Quercetin uygulamasi yapildiktan 24 saat sonra 2 Gy radyasyona maruz birakilan

hayvanlardaki MN sikliklart ve dagilimi Sekil 21°de verildi.

900
800
700
600
500
400
300
200
100

MNoO
MN1

MN 2

1.HAYVAN 2.HAYVAN 3.HAYVAN 4.HAYVAN 5.HAYVAN
MN 3 0 0 o] 0 o]
MN 2 20 24 20 28 16
MN 1 88 88 104 84 84
MNoO 892 888 876 888 900

Sekil 21. TQ6 Tedavi grubuna (25uM QN- 24 saat+ 2 Gy) ait mikronukleus dagilimlar:

Quercetin uygulamasi yapildiktan 24 saat sonra 2 Gy radyasyon ile iginlanan grupta
hayvan basina 1000 adet PCE sayildi. Hiicrelerde belirlenen MN sayilar1 sirasiyla 128+11.3,
136+11.6, 144+12, 140£11.8, 116£10.7 olarak bulundu. Popiilasyon igerisinde en disiik
Varyans/ortalama 1.1 en yiiksek Varyans/ortalama 1.2 olarak belirlendi, % 95 giiven
araliginda en diisiik alt limit 96.8, en yiiksek iist limit 167.3 olarak bulundu.
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Farkl: siirelerde uygulanan Quercetin ve ¢oziicii olarak kullanilan DMSO’nun dogal
MN sikliklari iizerine etkileri Sekil 22°de verildi.

5000

|

4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500

1000
500

W

MN1
o S
MN 2
KONTROL -
DMSO MN 3
25uM QN-30
5HM QN-3 250M QN-2
saat 25pM QN-24
saat

KONTROL DMSO 25UM QN-30dk | 25uM QN-2 saat | 25uM QN-24 saat
MN 3 1 4 0 0 o
MN 2 9 8 0 8 8
MN 1 157 156 144 151 136
MNo 4833 4856 3819 4841 4856

Sekil 22. Kontrol, Quercetin (30 dk- 2 saat- 24 saat) ve DMSO uygulanan gruplarda
mikronukleus sikhiklari

Kontrol, Quercetin (30 dk- 2 saat- 24 saat) ve DMSO uygulanan gruplarda grup basina

5000 adet PCE sayildi. Hiicrelerde belirlenen MN sayilari sirasiyla 35.6+£2.7, 36.8+2.7, 3643,
33.4+2.6, 30.4+2.5 olarak bulundu.
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2 Gy dozunda radyasyon uygulanan gruplarda, farkl siirelerde uygulanan Quercetin’in

MN sikliklar1 tizerindeki etkileri Sekil 23°de verildi. Calismada en etkili zamanin Quercetin
uygulamasindan 2 saat sonra oldugu belirlendi.

5000
4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000
500

QN-30 dk+2
Gy

saat+2 Gy QN-24
saat+2 Gy
2Gy QN-30 dk+2 Gy QN-2 saat+2 Gy QN-24saat+2 Gy
MN 3 8 0 4 0
MN 2 142 36 36 108
MN 1 610 272 196 448
MNo 4240 3692 4764 4444

Sekil 23. 2 Gy 1sina maruz birakilan hiicrelerde, farkhh zaman arahklarinda Quercetin

uygulamanin mikronukleus sikhigina etkisi

2 Gy 1s1a maruz birakilan hiicrelerde, farkli zaman araliklarinda Quercetin uygulanan

gruplarda grup basina 5000 adet PCE sayildi. Hiicrelerde belirlenen MN sayilar1 sirastyla
183.6+6.1, 86+4.6, 56+3.3, 132.8+5.1 olarak bulundu.
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Sekil 24. Farkh zamanlarda Quercetin uygulanmasiin mikronukleus sikliklarina etkisi

(szontol 2Gy, TQZQN-SO dk+2 Gy, TQ4QN-2 saat+2 Gy TQGQN-24 saat+2 Gy)
*QOrtalamalar istatistik olarak farklidir. Tek yonli- ANOVA, Duncan test p<0.05 (Sekil 25)

Farkli siirelerde Quercetin uygulanan TQ2, TQ4 ve TQ6 gruplarinda 2 Gy’lik dozun
MN olusumunu diistirdigi gozlendi. MN sayisinda en fazla diisiis 2 saat dnce Quercetin
uygulanan grupta, en az diisiisiin ise 24 saat 6nce Quercetin uygulanan grupta oldugu gozlendi
(p<0.05).

Kontrol ve tedavi gruplari arasindaki 1000 hiicrede belirlenen toplam MN dagilim

ortalamalar1 karsilastirildi. Sonuglar Tablo 2’de verildi.
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Tablo 2. Kontrol ve tedavi gruplarinda 1000 hiicrede belirlenen toplam mikronukleus
dagihm yiizdesi (OrtalamazStandart hata) ve minimum-maksimum degerleri

Gruplar | N* Ortalama+SH** Minimum Maksimum

K1 5 35.60+2.87 29 44
K2 ) 183.60+6.08 172 204
K3 5 36.80+1.98 32 44
T1 4 36.00+1.63 32 40
TQ2 4 86.00+8.24 64 104
T3 5 33.40+£2.95 28 44
TQ4 5 56.00+4.00 44 68
T5 5 30.40+0.98 28 32
TQ6 5 132.80+4.96 116 144
Total 43 70.48+8.14 28 204

N*: Birey sayisi

SH**: Standart Hata
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Kontrol gruplar1 ve tedavi gruplarinda yapilan sayim sonucu toplam MN sayilari

karsilagtirildi. Sonuglar Sekil 25°te verildi.
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K1‘Kz‘m‘T1‘TQ2‘T3‘TQ4‘T5‘TQ6

Mikronukleus Sikhgi

Kontrol Gruplari ‘ TedaviGruplari ‘

Sekil 25. Kontrol gruplar1 ve tedavi gruplar1 sonuclarinin karsilastirilmasi (K1ygntol o,
K2kontol 26y, K3kontrol bmso, T1on-30 dks TQ20N-30 dk+2 Gy, T 30N-2 saaty T Q40N-2 saat+2 Gy,
T5QN-24 saats TQGQN-24 saat+2 Gy)

. Farkli harf ile gosterilen ortalamalar istatistik olarak farklidir. Tek yonlii- ANOVA,
Duncan test p<0.05

Tablo 3. Toplam mikronukleus sikhig tek yonlii varyans analizi

Kareler Serbestlik Kareler F Onem
Toplamm Derecesi Ortalamasi Seviyesi
Gruplar 116828.344 8 14603.543 | 174.930 .000
Arasi
Gruplar 2838.400 34 83.482
Dis1
Toplam 119666.744 42

K1 Kontrol grubu ile farkli siirelerde Quercetin uygulanan T1, T3, T5 tedavi
gruplariin toplam MN sayilart bakimindan karsilastirildiginda istatistiksel olarak ayni gruba

girdigi, QN uygulandiktan 30 dk, 2 saat ve 24 saat sonrasinda 2 Gy i1sinlama yapilan TQ2,
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TQ4, TQ6 tedavi gruplarmin ise ayri bir grup olusturdugu belirlendi. Bunlar i¢inde 2 Gy
1sinlamadan 2 saat 6nce QN uygulanan TQ4 tedavi grubunun toplam MN sayis1 bakimindan
K3 Kontrol grubu ile ayni grupta yer aldigi ancak diger tiim gruplardan istatistik olarak
onemli derecede ayrildigi belirlendi (Tablo 3) (F:174.93; sd:8,42; p=0.0001, tek yonli
ANOVA).

Dogal MN sikliklari, Quercetin’i ¢ozmede kullanilan DMSO ve 2 Gy 1s1n almis olan
kontrol gruplarinda arastirildi. Toplam MN sayilar1 bakimindan degerlendirildiginde K1
Kontrol grubu ve K3 Kontrol grubunun arasinda istatistiksel olarak bir fark olmadigi, K2
Kontrol grubunun ise istatistik olarak 6nemli seviyede ayr1 bir grup olusturdugu gozlendi
(F:441.982; df:2,14; p=0.001). Toplam MN sayisinin 2 Gy 1sin almig olan K2 Kontrol
grubunda en yiiksek seviyeye ulastigi belirlendi. Sonuglar Tablo 2 ve Sekil 26’da verildi.
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Kontrol Gruplari ‘

Sekil 26. Kontrol gruplarinin toplam mikronukleus sayisimin karsilastirilmasi (K1yontrol o,
K2yontol 2Gy: K3kontrol DMs0)
. Farkli harf ile gosterilen ortalamalar istatistik olarak farklidir. Tek yonlii- ANOVA,
Duncan test p<0.05 (Sekil 26)

Coziicii olarak kullanilan DMSO’nun ve farkl siirelerde uygulanan Quercetin’in dogal
sikliga etkisi arastirildi. Toplam MN sayilar1 bakimindan degerlendirildiginde K1 Kontrol
grubu ve K3 Kontrol grubu ile sirasiyla 30 dk, 2 saat ve 24 saat oncesinde Quercetin
uygulanan T1, T3, T5 tedavi gruplarinin ayni gruba girdigi belirlendi (F:1.325; sd:4,23;
p=0.297). Sonuglar Tablo 2 ve Sekil 27 de verildi.
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Mikroniikleus Sikhig

K1 K3 T1 T3 ‘ T5

Kontrol Gruplari TedaviGruplan

Sekil 27. Kontrol gruplar1 ve Quercetin tedavisi uygulanmis gruplarin sonuc¢larinin

karsilastirtlmas1 (Kiontrol 0, K3kontrol DMso, T1oN-30dks T3QN-2 saats T OQN-24 saat)

Sonug olarak, toplam MN sayis1 bakimindan degerlendirildiginde farkli siirelerde (30
dk, 2 saat, 24 saat) kullanilan Quercetin tedavi gruplari ile herhangi bir uygulama yapilmayan
K1 Kontrol grubu arasinda anlamli bir fark olmadig1 gézlendi (p>0,05).

Hayvanlar Quercetin varliginda farkli siirelerde 2 Gy’lik Co-60 gama 1sinina maruz
birakildi. Toplam MN sayilart bakimindan degerlendirildiginde K2 Kontrol grubu (2 Gy) ve
Quercetin uygulandiktan 30 dk, 2 saat ve 24 saat sonra 2 Gy 1sinlama yapilan TQ2, TQ4, TQ6
tedavi gruplarinin istatistik olarak farkli gruplara girdigi gozlendi (p<0.05). Toplam MN
sayisinin her ii¢ deneme grubunda da azaldigi belirlendi. Ancak en yiiksek etki Quercetin
uygulandiktan 2 saat sonra 2 Gy 1sinlama yapilan TQ4 tedavi grubunda, en az etki ise
Quercetin uygulandiktan 24 saat sonra 2 Gy isinlama yapilan TQ6 deneme grubunda
gozlendi. Sonuglar Tablo 2, Sekil 28’de verildi.
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Sekil 28. 2 Gy’lik radyasyon uygulamasi sonucu MN sikhgi karsilastirllmast (K2yonto01 26y,
TQ20N-30 dk+2 Gys T Q4QN-2 saat+2 Gy, T QBQN-24 saat+2 Gy)

*Ortalamalar istatistik olarak farklidir. Tek yonlii- ANOVA, Duncan test p <0.05 (Sekil 28)

Kontrol ve tedavi gruplart arasindaki MN dagilim ortalamalar1 karsilastirilmistir.

Sonuglar Tablo 4’de verilmistir.
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Tablo 4. Kontrol ve tedavi gruplar1 arasindaki 1000 hiicrede belirlenen mikronukleus
dagihim yiizdesi (OrtalamazStandart hata)

Gruplar MN Dagilinm “0” MN Dagilim “1” MN Dagilinm “2” MN Dagilinm “3”
*1 i *i i

1. Kontrol 966.60+3.76 31.40+4.60 1.80+0.96 0.20+0.20
(n=5)

2. Kontrol 848.00+4.19 122.00+3.46 28.40+1.32 1.60+0.97
(n=5)

3. Kontrol 966.40+2.42 31.2042.95 1.60+0.97 0.80+0.80
(n=5)

1. Grup 964.00+1.63 36.00+1.63 00 00
(n=4)

2. Grup 923.00+7.54 68.00+7.65 9.00+2.51 0+0
(n=4)

3. Grup 968.20+2.45 30.20+2.28 1.60+0.97 0+0
(n=5)

4. Grup 952.80+4.63 39.20+4.96 7.20+1.49 0.80+0.80
(n=5)

5. Grup 971.20+1.49 27.20+£2.33 1.60+0.97 0+0
(n=5)

6. Grup 888.80+3.87 89.60+7.70 21.60+2.03 0+0
(n=5)

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.05

%2 34,13 32,10 34,29 7,96

*: Tek Yonlii (ANOVA) Varyans Analizi ile degerlendirildi.
+: Kruskal Wallis test ile degerlendirildi.
i: Gruplar arasi karsilastirmalar Tukey testi ile yapildi.
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K1 ve K3 Kontrol grubu mikronukleus icermeyen (MNO) hiicre sayilar1 bakimindan,
30 dk ve 2 saat Oncesinde Quercetin uygulanan T1, T3 tedavi gruplar ile ayn1 gruba girdigi;
K2 Kontrol grubu, 2 Gy 1sinlamadan 30 dk once Quercetin uygulanan TQ2, 2 Gy 1sinlamadan
24 saat Oonce Quercetin uygulanan TQ6 ve 24 saat 6nce Quercetin uygulanan TS5 tedavi
gruplarinin ayr1 bir grup olusturdugu belirlendi (Tablo 4, Sekil 29) (F:5.349; sd:1,9 p=0.49,
tek yonlii ANOVA, Duncan Testi).
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Sekil 29. Tiim kontrol ve tedavi gruplarimin mikronukleus icermeyen (MNO) hiicre
sayillar1 bakimindan karsilastirilmalart (Kliontol 0, K2kontol 26y, K3kontrol DMSsO,

Tlon-30 dke TQZ20N-30 dk+2 Gys T30N-2 saats 1 QAQN-2 saat+2 Gys | OQN-24 saaty | QOQN-24 saat+2
cy)

= Farkl: harf ile gosterilen ortalamalar istatistik olarak farklidir. Tek yonlii- ANOVA, Duncan test p<0.05

Mikronukleus icermeyen hiicre sayis1 (MNO) bakimindan karsilastirildiginda herhangi
bir uygulama yapilmayan K1 Kontrol grubu ile ¢6ziicii olarak kullandigimiz DMSO
uygulamasi yapilan K3 Kontrol grubu arasinda istatistik bir fark belirlenmedi. (p>0.05).
Baska bir ifade ile ¢oziicii olarak kullandigimiz DMSO’nun MN olusumunu etkilemedigi
belirlendi. Ayrica K1 ve K3 Kontrol grubu ile T1 ve T3 Tedavi grubu arasinda da
mikronukleus i¢cermeyen hiicre sayisi (MNO) sayist bakimindan anlamli bir fark olmadig:
gozlendi (p>0.05). Bu sebeple 25 uM konsantrasyonda kullandigimiz Quercetin’in MN

olusumuna etkide bulunmadig diisliniilmektedir.
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Calisma bulgularimiza gore mikronukleus icermeyen hiicre sayist (MNO) bakimindan;
TQ4 ve TS5 Tedavi grubu arasinda istatistik bir fark saptanmadi. Yani 2 Gy radyasyon
uygulamasindan 2 saat once Quercetin verilen grup ile radyasyon uygulanmayan, 24 saat
oncesinde Quercetin verilen grupta ayni etki olustu ve saglam hiicre sayis1 arasinda istatistik
bir fark olugsmadig belirlendi (p>0.05).

Tek mikronukleus iceren (MN1) hiicrelerin sayis1 bakimindan karsilastirildiginda K1
ve K3 Kontrol grubunun sirasiyla 30 dk, 2 saat ve 24 saat dncesinde Quercetin uygulanan T1,
T3, T5 tedavi gruplar1 ve QN uygulamasindan 2 saat sonra 2 Gy 1sinlama yapilan TQ4 tedavi
grubu ile ayni gruba girdigi belirlendi (p>0.05).

K2 kontrol grubu ile Quercetin uygulanan TQ2 ve TQ6 tedavi gruplar1 arasinda
istatistik olarak bir fark oldugu belirlendi (p<0.05). Bunlar i¢inde en yiiksek MN1 oran1 K2
Kontrol grubunda oldugu gozlendi (Tablo 4-5) .

Tek mikronukleus iceren (MNT1) hiicrelerin sayist bakimindan kontrol gruplarindan K1
ve K3, tedavi gruplarindan 30 dk ve 2 saat dncesinde Quercetin uygulanan T1, T3,Quercetin
uygulamasindan 2 saat sonra 2 Gy 1sinlama yapilan TQ4 tedavi grubu ve 24 saat dncesinde
Quercetin uygulanan TS5 tedavi grubu arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05). Bu
sonuclara gore; 1sinlamadan 2 saat once verilen 25 uM Quercetin’in tekli MN olusumunu
azalttigt ve 151 uygulamasi yapilmayan tedavi gruplart ile ayni grup igerisine girdigi

belirlendi.

Tablo 5. Kontrol ve tedavi gruplarinin tek mikronukleus iceren (MN1) hiicre dagilim
yiizdesi (OrtalamatStandart hata)

Kontrol 1.Kontrol 2.Kontrol 3.Kontrol
Gruplari (n=5) (n=5) (n=5)
MN Dagilimi | 31.40+4.60 122.00+3.46 31.20+2.95
4‘17’
Tedavi 1.Grup 2.Grup 3.Grup 4.Grup 5.Grup 6.Grup
Gruplan
T1(n=5) TQ2(n=5) T3(n=5) TQ4(n=5) T5(n=5) TQ6(n=5)
MN Dagilimi | 36.00+1.63 68.00+7.65 30.20+2.28 39.20+4.96 27.20+2.33 89.60+7.70
661 2
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Cift mikronukleus igeren (MN2) hiicre sayis1 bakimindan karsilastirildiginda K1 ve K3

Kontrol grubu, sirastyla 30 dk, 2 saat ve 24 saat 6ncesinde Quercetin uygulanan T1, T3 tedavi

gruplar1 ile ayn1 gruba girdigi belirlendi K2 Kontrol grubu, 2 Gy 1sinlamadan 30 dk 6nce

Quercetin uygulanan TQ2, 2 Gy isinlamadan 2 saat énce Quercetin uygulanan TQ4, 2 Gy

isinlamadan 24saat once Quercetin uygulanan TQ6 tedavi gruplarinin ayr1 bir grup

olusturdugu belirlendi (F:9.170; sd:1,9 p=0,016, tek yonli ANOVA, Duncan Test p<0.05).

Bunlar i¢inde TQ?2 tedavi grubunun ¢ift mikronukleus igeren hiicre sayis1 bakimindan TQ4

tedavi grubu ile ayn1 grupta yer aldig1 belirlendi (p>0.05) (Tablo 4-6).

Tablo 6. Kontrol ve tedavi gruplarimin ¢ift mikronukleus i¢eren (MN2) hiicre dagilim
yiizdesi (OrtalamatStandart hata)

Kontrol 1.Kontrol | 2.Kontrol | 3.Kontrol
Gruplan (n=5) (n=5) (n=5)
MN Dagilimi “2” | 1.80+£0.96 | 28.40+1.32 | 1.60+0.97
Tedavi 1.Grup 2.Grup 3.Grup 4.Grup 5.Grup 6.Grup
Gruplan T1(n=5) | TQ2(n=5) | T3(n=5) | TQ4(n=5) | T5(n=5) | TQ6(n=5)
MN Dagilimy 2 | 0-00£0.00 | 9.0042.51 | 1.60+0.97 | 7.2041.49 | 1.60+0.97 | 21.60+2.03
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3 mikronukleus i¢ceren (MN3) hiicre sayisi bakimindan karsilastirildiginda K1 Kontrol

grubunun; sirasiyla 30 dk, 2 saat ve 24 saat dncesinde Quercetin uygulanan T1, T3, T5 tedavi

gruplar1 veQuercetin uygulamasindan 30 dk ve 24 saat sonra 2 Gy 1sinlama yapilan TQ2, TQ6

tedavi gruplari ile ayn1 gruba girdigi bulundu (p>0.05)

K2 Kontrol grubu, K3 Kontrol grubu ve Quercetin uygulamasindan 2 saat sonra 2 Gy

isinlama yapilan TQ4 tedavi grubu ayri bir grup olusturdu. Bunlar i¢inde K3 Kontrol

grubunun 3 mikronukleus igeren hiicre sayisi bakimindan Quercetin uygulamasindan 2 saat

sonra 2 Gy 1sinlama yapilan TQ4 tedavi grubu ile ayn1 grupta yer aldig1 belirlendi (Tablo 4-7)
(F:0.529; sd:1,9 p=0.488, tek yonliit ANOVA).

Tablo 7. Kontrol ve tedavi gruplarnmn 3 mikronukleus iceren (MN3) hiicredagilim
yiizdesi(Ortalama+Standart hata)

Kontrol 1.Kontrol | 2.Kontrol | 3.Kontrol

Gruplan (n=5) (n=5) (n=5)

MN Dagilimi “3” | 0.20+£0.20 | 1.60+0.97 | 0.80+0.80
Tedavi 1.Grup 2.Grup 3.Grup 4.Grup 5.Grup 6.Grup
Gruplan T1(n=5) | TQ2(n=5) | T3(n=5) | TQ4(n=5) | T5(n=5) | TQ6(n=5)
0.00+0.00 | 0.00+£0.00 | 0.00+0.00 | .80+0.80 0.00+0.00 | 0.00+0.00

MN Dagilimi “3”
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TARTISMA

Calismamizda kanser tedavi yoOntemlerinden biri olan radyoterapi iizerinde
durulmustur. Giiniimiizde kanser hastalarinda standart tedavi segcenekleri cerrahi, radyoterapi,
kemoterapi ve immunoterapidir. Bu tedavi yontemlerinden radyoterapi kanserin hem erken
evresinde, hem de metastatik evrede sikca kullanilan tedavi seklidir.  Iyonlastirici
radyasyonun tiimorlerdeki biyolojik cevabi DNA hasari, sinyal iletiminin zayiflamasi ve
timor mikro ¢evresinde degisim seklinde olmaktadir (105,106). Yiiksek doz iyonlastirict
radyasyon tiimor hiicrelerinin 6lmesini, lokalize veya metstatik olan tiimorlerin kontroliini
saglar (18,19,107). Radyoterapide kanser hiicrelerinin boliinmesini engellemek i¢in iyonizan
radyasyon kullanilir. Tedavi sirasinda, timorli bolgeye X ve gamma 1sinlar ile belirli bir
oranda enerji verilmektedir. Bunun amaci, timorlii hiicrenin genetik materyalini (DNA)
bozmak, bdliinmelerini engelleyerek mitotik hiicre oliimiinii ya da apoptozis ile hiicre
6limiini saglamaktir (108). Radyoterapide hedef voliim 1sinlamasi sirasinda normal dokunun
da 1s1nlanmasi kaginilmazdir (109). Radyasyon tiimorlii hiicrelerin yani sira saglikli hiicrelerin
de hasar gormesine neden olabilir. Fakat saglikli hiicreler gesitli tamir mekanizmalar1 ile
yeniden fonksiyonel hale gelebilirler (110,111). Iyonlastirici radyasyon hiicre DNA’sinda iki
farkli etki yapabilir. Bunlardan birincisi DNA’y1 olusturan bazlarin arasindaki kimyasal
baglar1 iyonize ederek DNA zincirinin dogrudan kirilmasi digeri de hiicre igerisinde bulunan
su molekiillerini iyonlastirarak ortaya ¢ikan serbest radikaller ile dolayli olarak DNA’nin
yapisinda elektron kopmasi ile kiriklar olusturmasidir (10,108,112). Bu durum Kkanser
hiicresinde oldugu gibi saglam dokularda da goriilmektedir. Bu sebeple radyoterapi

uygulamasinda doz se¢imi onemlidir. Kim ve ark. (1997) yaptiklar1 ¢alismada farkli dozda
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(100, 200, 400 cGy) gamma 1s1n1 uygulanan 4 tiirlin (insan, kegi, tavsan, fare) lenfositlerinde
sitokinezi bloke edilmis MN’leri incelemislerdir. Her dondrde radyasyon sonrasi yapilan
Olctimler MN frekansinin doza bagimli olarak arttigini gostermistir (113). 5 grup fareye
sirastyla 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 Gy gama 1511 uygulanan baska bir ¢alismada, femur kemik
iligindeki polikromatik eritrosit hiicrelerinde mikronukleuslu PCE frekansinin uygulama
gruplarinda, kontrol gruplarina gére anlamli derecede yiiksek ciktigr belirlenmistir. Ayrica
mikronukleuslu PCE frekansinin radyasyon dozu ile orantili olarak arttig1 belirtilmistir (114).
Bu bilgiler 1s181inda ¢alismamizda doku ve hiicre hasarina sebep olan 2 Gy dozu segildi.

Iyonlastiric1 radyasyon gibi fiziksel bir mutajene maruz kalan canli hiicrelerinde MN
olusumu meydana gelmektedir (27). Calismamizda bu DNA hasarlar1 MN yontemi ile
arastirildi. MN sayisindaki artis, cesitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu sayisal ve yapisal
kromozom diizensizliklerinin indirekt gostergesi olarak degerlendirilmektedir. Bu nedenle
hiicrelerde MN sayisinda artis saptanmasi somatik hiicrelerdeki genomik kararsizligin bir
gostergesi olarak kabul edilmektedir (28,29). Mikronukleus gerek gozlemsel, gerek hizli
sonu¢ verebilmesi gerekse yiiksek dogrulugu sebebiyle gereksinimleri karsilayan bir
yontemdir. Mikronukleus ¢aligmalar1 insan periferal kan lenfositlerinde, sigan periferal kani,
dalak ve kemik iligi gibi bir¢ok dokuda caligilmistir (30). In vivo MN ¢alismalarinda periferal
kan daha az degisiklik gosterdiginden daha iyi sonuglar vermektedir. Fakat kemiricilerde
dalak, mikronukleus tasiyan PCE’leri segici olarak uzaklastirdigi igin MN ¢aligmalarinda
kemiriciler kullanildig1 zaman ¢aligmada dolasim kani yerine kemik iligi tercih edilmektedir
(30,115,116). Bu kapsamda yapilan caligmada Sprague Dawley irki siganlar kullanildi.
Onceki ¢alismalarda daha basarili sonuglar alindig i¢in kemik iligi eritrositleri tercih edildi.

Yapilan ¢alismada hayvanlara 2 Gy radyasyon uygulandi. Uygulama sonucunda MN
sikliklart 183.6+6.08 olarak belirlendi. Belirlenen bu sikliklar kontrole goére (35.60+2.87)
anlamli derecede yiiksek bulundu. Shahidi ve ark. (2003) yaptiklar1 ¢alismada ¢alismamiza
benzer sekilde Balb/c erkek farelerde 2 Gy gamma radyasyonu ile 1sinlama yapmislar ve
isinlamadan 24 saat sonra kemik iligi eritrositlerinde MN frekansi belirlenmistir.
Arastirmacilar sonug olarak gamma radyasyonu tek basina uygulandiginda kontrole gére MN
sikliginin artmasina ve hiicre ¢ogalma oraninda azalmaya neden oldugunu rapor etmislerdir
(117). Bulgularimiz1 destekleyen bir diger ¢alismada Bilwade ve ark. (2004) 4 farkli dozda
(0.125, 0.25, 0.50, 1 Gy) radyasyon uyguladig1 7 farkli dogal sustan farelerin kemik iligindeki
MN sikliginin en diisiik doz olan 0.125 Gy de bile kontrole gére anlamli bir artisa neden
oldugunu bildirmislerdir (118).
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Iyonize edici radyasyon yiiksek dozlarda uygulandig1 zaman pek ¢ok sistem, organ ve
doku tizerinde toksik etkilere neden olarak organizmaya zararlar vermektedir. Radyasyon
hiicrelerde serbest radikaller ve ROS olusturur ve bu olusumlar DNA, membran lipidleri ve
proteinler gibi hayati hiicresel hedeflere zarar verir (40,111,119). Buna karsin canli
organizmalar, karsinojenlere maruz kalinmasi nedeniyle dokularda meydana gelen ROS ve
serbest radikallerin yikict etkilerine karsi korunmak i¢in ¢esitli mekanizmalar gelistirmislerdir
(32,40,46). Serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlar1 dnleyen veya geciktiren, serbest
radikalleri tutma ve stabilize etme 6zelligi olan antioksidan maddeler (40-43) karsinojenlerin,
ilaclarin ve toksik radikal reaksiyonlarin istenmeyen etkilerine karsi hiicreleri korurlar (44).
Dogal olarak olusan antioksidanlar, serbest radikalleri siipiirme ya da reaksiyonlarini notralize
etme yeteneklerinden dolay1 etkili radyoprotektorlerdir. Bu dogal radyoprotektif bilesikler
kanser tedavisinde radyoterapi amagl, niikleer kazalarda temizleme operasyonlari ve tani
amacli goriintiileme nedeniyle de biiyiik ilgi uyandirmaktadirlar (18,119).

Flavonoidler dogal bilesiklerdir. Potansiyel radyoprotektorler olan flavonoidlerin
kullanim1 antioksidan aktivitesi ve diyetlerdeki bollugu nedeniyle giin gectikge ilgi odagi
olmasin1 saglamaktadir (111,120). Flavonoid grubu kimyasallarin antioksidan o&zellikleri
nedeniyle kanser hastalarinda tamamlayici tedavi olarak onerilebilecegini gosteren ¢alismalar
mevcuttur (71,121). Bu flavonoidlerin basinda gelen Quercetin birgok bitki ve bitkisel besin
kaynaklarinda yaygin olarak bulunur ve popiiler bir diyetsel tamamlayic1t olarak
kullanilmaktadir (31,74,75). Quercetin igerdigi aktif OH™ gruplar sebebiyle reaktif O™ tiirleri
hile ¢ok hizli bir sekilde reaksiyona girebilmekte ve onlarin hiicreye verdigi hasari
azaltabilmektedir, bu 6zelligi nedeniyle giiclii bir antioksidandir. Bu sayede hiicreleri serbest
radikallerle olusan hasarlardan korudugu ¢esitli arastirmalarda bildirilmistir (120,122). Bu
durumda Quercetin’in radyasyon gibi karsinojenler nedeniyle olusabilecek serbest radikalleri
azaltip radyasyondan koruyucu bir etki gdstermesi beklenmektedir. Biitiin bu 6zelliklerinden
dolay1 kanser hastalarinda uygulanan radyoterapi ve/veya kemoterapi gibi tedavilerden 6nce
hastalara Quercetin ile yogun diyet uygulanmasi gerekliligi akla gelmektedir.

Benkovig ve ark. (2008) propolis ve flavonoidlerin radyoprotektif etkisini incelemek
icin fareleri 4 ve 9 Gy dozlarinda 1sinlamiglar ve radyasyon Oncesi verilen propolis ve
flavonoidlerin fareleri tiim viicut 1sinlamasinin letal etkilerinden korudugunu ve birincil DNA
hasarin1 indirgedigini bildirmislerdir (111). Benzer bir calismada 4 Gy radyasyona maruz
birakilan insan lenfosit hiicrelerine Quercetin uygulamasi yapilmis ve MN sayisinda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlendigini belirtmistir. Bu ¢alisma ile Quercetin’in

iyonize radyasyonun neden oldugu DNA hasarina karsi istatistiksel olarak anlamli diizeyde
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bir koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir (120). Literatiir bilgilerinde verilen bu koruyucu
etkisi ve en etkili konsantrasyonun 24 uM olmasi nedeni ile ¢alismamizda 25uM Quercetin
kullanild1 (122).

Daha once yapilan arastirmalarda Quercetin’in radyoprotektif etkisi belirtilmesine
ragmen radyasyon uygulamasindan ne kadar siire 6nce verilmesi gerektigine dair herhangi bir
calismaya rastlanilmadi (120,122). Bu sebeple ¢alismamizda kanser tedavisine destek olarak
kullanilan Quercetin’in uygun dozda (25uM) kullanilarak radyasyon dozuna etkisinin ve
radyasyon uygulamasi oncesinde farkli zaman araliklarinda verildiginde koruyucu etkisinin
degisip degismedigini eger degistiriyorsa en etkili oldugu zaman diliminin belirlenmesi
amacladi.

Kontrol grubunda uygulama yapilmamis hiicrelerdeki MN sikliklar1 yani sira ¢oziicii
(DMSO) ve 2 Gy radyasyon dozunun MN sikligina etkisi belirlendi. Uygulama yapilmayan
her 5 hayvana ait MN siklig1 ortalamasi 35.6+2.8, DMSO uygulanan 6rneklerin MN siklig1
ortalamast 36.8+1.9 bulunurken, bu deger 2 Gy 1s1n alan hayvanlarda ise 183.6+6.1 olarak
tespit edildi. 2 Gy gamma 1g1in1na ait MN sikliklar1 kontrol grubumuzdaki en yiiksek degerlere
ulagmakla birlikte (Tablo 2, Sekil 26) uygulama yapilmayan hayvanlardaki MN sikliklar1 ile
DMSO uygulanan gruplar arasinda istatistiksel olarak fark goriilmedi (p>0,05).

Calismamiza gore 30 dk, 2 saat ve 24 saat 6nce QN verilen gruplardaki toplam MN
ortalamalari siras1 ile 36+1.6, 33.4+2.9, 3.4+1 olarak belirlendi (Tablo 2). Toplam MN
sayilar1 bakimindan degerlendirildiginde farkli zaman araliklarinda kullandigimiz 25 uM
konsantrasyondaki Quercetin’in saglikli hiicrelerde MN sikligina etki etmedigi tespit edildi
(Sekil 27).

Kullandigimiz  flavonoidin antioksidan etkisini arastirmak amaciyla 25 uM
konsantrasyondaki Quercetin varliginda farkli siirelerde (30 dk, 2 saat, 24 saat) hayvanlara 2
Gy dozunda Co-60 gamma radyasyonu uygulamasi yapildi. 25 uM Quercetin konsantrasyonu
2 Gy radyasyon uygulamasi sonunda 3 farkl: siirede de azalmaya neden oldu (Tablo 2, Sekil
29). 2 Gy 151n uygulamasindan 30 dk, 2 saat ve 24 saat 6nce QN verilen gruplardaki toplam
MN ortalamalari sirast ile 8648.2, 56+4, 132.8+5 olarak belirlendi. Toplam MN sayisi her ii¢
tedavi grubunda da azald1 ancak en yiiksek etki 2 saat dnce Quercetin verilen grupta, en az
etki ise 24 saat dnce Quercetin uygulanan grupta gézlendi (Tablo 2, Sekil 28). Bu sonug insan
periferik kan lenfositlerinde gamma radyasyonuna karsi en koruyucu etkinin 24 puM
konsantrasyondaki QN’in oldugunu rapor eden Devipriya ve ark. (122) sonuglarina paralellik

gostermektedir.
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Quercetin’in iyonlastirict radyasyona kars1 protektif etkisiyle ilgili yapilmis ¢caligmalar
mevcuttur (120,122). Ancak yapilan literatiir arastirmasinda farkli siirelerde Quercetin
uygulanmasinin radyoprotektif etkisine katkisi ile ilgili ¢alismaya rastlanilmadi. Bizim
calismamizin sonuglar1 ile degerlendirildiginde Quercetin’in radyasyona maruz kalma
oncesinde ortamda bulunmasinin DNA hasarint azaltti§i diislintildii. Ayn1 zamanda farkli
stirelerde uygulanmasinin da radyoprotektif etkisini degistirdigi belirlendi.

Sonug olarak, g¢alisma bulgularimiza gore Quercetin hiicrelerde belirlenen MN
sikligin1 istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaltmaktadir, bu sebeple iyonlastirici
radyasyonun sebep oldugu DNA hasarlar1 iizerinde koruyucu bir etkiye sahip oldugu
distiniilmektedir.

Bu etki QN’in farkli siirelerde (30 dk, 2 saat, 24 saat) uygulanmasiyla MN sikliginda
azalma sagladigi ve 2 saat Once Quercetin uygulamasi yapilan grupta MN sikligindaki
azalmanin en ist seviyeye ulastigi gozlemlendi. Bu durumun Quercetin’in antioksidan
ozelligi sayesinde serbest radikalleri baglayarak DNA hasarin1 azaltmasi nedeniyle ortaya
ciktigr disiintlildi. Farkli siirelerde Quercetin uygulamasi yapildiginda radyoprotektif
etkisinin siireyle bagimli olarak degismesi sebebiyle Quercetin’in viicutta metabolize olma
stiresi ile koruyucu etkisin arasinda bir iligki oldugu diisiintilmektedir. Utesch ve ark.” nin
(2008) oral yolla Quercetin uygulamasi yapmis oldugu bir ¢aligmada, total Quercetin’in
plazma seviyesi 48 saatlik bir periyotta takip edilmistir ve Quercetin’in 1 saat sonra si¢can
plazmasinda maksimum seviyeye (16.57+1.64 pg/ml) ulastigini, en diisiik flavonol miktarinin
(1.78+£0.21 ug/ml) ise uygulamadan 48 saat sonra Ol¢iildiigiinii belirtmislerdir (123). Bu
calismanin sonuglar1 Quercetin’in viicutta metabolize olma siiresi ile koruyucu etkisi arasinda
baglanti oldugu diisiincemizi destekler niteliktedir. Calismamizdaki 2. saatte Quercetin
viicutta yiiksek seviyede iken maksimum koruma, 24. saatte diisik seviyedeyken ise
minimum koruma olusturmasi da Utesch ve ark.’nin sonuglar ile paralel bulundu.

Radyoterapi esnasinda absorblanan dozun dogru bir sekilde uygulanmasi cok
onemlidir. Radyoterapi esnasinda amag tiimorlii dokularin yok edilmesinin yani sira tiimori
cevreleyen saglikli dokuya en az zarar verilmesini saglamaktir. Bu sayede tedavi sonrasi
ilerleyen zamanlarda ikincil kanserlerle karsilagilmasi engellenmelidir (17-19,22).

Calismamizda radyasyon uygulanan hayvanlara, uygulamadan iki saat 6énce Quercetin
verilmesinin radyoprotektif etkiyi arttirdigi ve bu sonucun istatistik olarak anlamli oldugu
belirlendi. Bu sonu¢ bize QN’in normal dokular1 radyoterapinin zararli etkilerinden
koruyabildigini diisiindiirmektedir. Normal dokularin korunmasi hastalar icin ikincil

kanserlerin olugmasinin engellenmesi acisindan Onemlidir. Fakat bu tedavi yOnteminin
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(1sinlamadan 2 saat 6nce QN verilmesi) kanser hiicre serilerinde absorblanan dozun etkilerini
degistirip degistirmedigi hakkinda sadece calisma bulgularimizdan yola ¢ikilarak net bir
yorum yapilamayacagi diisiiniilmektedir. Yapilan uygulama normal dokularin yani1 sira timor
hiicrelerinde absorblanan dozun etkilerini degistiriyorsa, bu durum radyoterapi alan hastalarin
tedavisini eksik almasina neden olacaktir. Bu durumda hastalarin QN’i kullanmalari,
tedavileri agisindan olumsuz bir etki yaratabilir. Bu nedenle QN’in radyoprotektif etki
mekanizmasinin tam olarak anlasilmasi i¢in tiimor olusturulmus hayvanlar ile yapilacak ileri

caligmalara ihtiyag vardir.
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SONUCLAR

Calisma ile;

1-

Farkli zaman araliklarinda (30 dk, 2 saat, 24 saat) Quercetin verilen hayvanlardaki
mikronukleus sikliklari arastirildi ve farkli zaman araliklarinda uygulanan 25uM
Quercetin’in mikronukleus sikligini degistirmedigi belirlendi.

Iyonlastirici  radyasyon uygulamasi oncesinde farkli zamanlarda verilen
Quercetin’in mikronukleus sikligini nasil etkiledigini belirlemek icin 30 dakika, 2
saat ve 24 saat Once Quercetin verilen ve sonrasinda radyasyon uygulanan
gruplarda mikronukleus sikligmin bu ii¢ fakli zaman araliginda da azaldigi
gozlemlendi.

Mikronokleus sikliginda en yiiksek seviyedeki azalma radyasyon uygulamasindan
2 saat once Quercetin uygulamasi yapilan grupta saptandi

Calismamizda radyasyon oncesi farkli zaman araliklarinda (30 dk, 2 saat, 24 saat)
Quercetin uygulanmasinin, hiicre basina diisen mikronukleus sikliginda azalmaya
neden olmasi, Quercetin’in hiicreleri serbest radikallerin zararli etkilerinden
koruyucu etkisinin olabilecegini diigiindiirdi.

Farkli zaman araliklarinda Quercetin verilen ve sonrasinda radyasyon uygulanan
(2 Gy) gruplarda mikronukleus igeren PCE hiicre dagilimlari arastirildi ve
mikronukleus tasiyan PCE’lerin sayisinin farkli zaman araliklarina gore degisiklik
gosterdigi, her iic uygulamada da Quercetin belli oranda mikronukleus tasiyan

PCE’lerin sayisin1 azalttig1 belirlendi.
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6-

Mikronukleus sayisinda en fazla azalmanin 2 saat once Quercetin uygulanan
grupta, en az disiisiin ise 24 saat Once Quercetin uygulanan grupta oldugu
gbzlendi.

Sonug olarak radyasyon verilmeden once yapilacak Quercetin uygulamasinin
dokularda mikroniikleus olusumu acgisindan radyoprotektif bir etkisi oldugu
belirlendi. Bu sonug, radyoterapi goren hastalarin terapiden 2 saat 6nce Quercetin
almasinin normal dokular1 radyasyonun etkisinden koruyacagim1 destekler
niteliktedir. Ancak mikronukleus tasiyan PCE’lerin sayisinin azalmasindaki temel
nedenin tam olarak anlagilmasi igin tiimdr olusturulmus hayvanlarla yapilacak olan

daha ileri ¢aligmalara gerek oldugu diistliniildii.
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OZET

Radyoterapide karsilagilan en onemli zorluklardan bir tanesi uygulama esnasinda
normal dokularin korunmasidir. Ciinkii radyasyon kanserli hiicreleri yok ederken, ayni
zamanda normal dokularda da genetik hasara, mutasyona, DNA ve kromozom diizeyinde
aberasyonlara neden olabilir. Bu nedenle normal dokular1 koruyan toksik olmayan, segici ve
efektif hiicre koruyucu bilesikler lizerinde ¢alisilmaktadir.

Yapisal aktivitesi aktivitesi nedeniyle Quercetin etkili bir flavanoiddir. Ayni1 zamanda
flavonoidler arasinda yiiksek farmakolojik aktiviteye ve potansiyel terapdtik uygulamaya
sahiptir. Yiiksek antioksidan etkinligi nedeniyle Quercetin gibi flavonoidlerin iyonlastiric
radyasyonun olusturacagi serbest radikallerin olumsuz etkilerinin azaltilmasinda rol
oynayabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu c¢alismada, 2 Gy radyasyon uygulanan, Sprague Dawley 1rki albino erkek
sicanlarin  kemik iligi dokularindaki polikromatik eritrosit hiicrelerinde Quercetin’in
radyoprotektif etkisi, DNA hasarinin biyomonitorii olan mikronukleus testi ile arastirildi.

Radyasyon uygulamasindan 6nce farkli zaman araliklarinda (30 dk, 2 saat, 24 saat) 25
uM Quercetin uygulanan kemik iligi dokularina, 2 Gy radyasyon uygulamasi yapildi.
Uygulama sonrasi ratlarin kemik iligi ornekleri alindi. Hazirlanan preparatlar boyandi ve
mikroskobik inceleme yapildi. Hazirlanan preparatlar {izerinde rastgele 1000 adet
polikromatik eritrosit sayildi ve iglerindeki mikronuleus igeren polikromatik eritrositlerin
sayilart tespit edilerek yiizdeleri ¢ikartildi. Her uygulama grubuna ait sonuglar kendi i¢
kontrolleri ile karsilastirildi.

Sonug olarak, radyasyon uygulamasi 6ncesinde farkli zamanlarda verilen (30 dk, 2

saat, 24 saat) 25 uM konsantrasyondaki Quercetin’in mikronukleus sikligini bu ¢ farkh
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zaman araliginda da azaltti§i bulundu. Ancak radyasyon uygulamasindan 2 saat Once
Quercetin uygulamasi yapilan tedavi grubunda mikronukleus sikligindaki azalmanin en st

seviyede oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Quercetin, in vivo, mikronukleus, radyoprotektif etki, kanser
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INVESTIGATION OF POSSIBLE RADIOPROTECTIVE EFFECTS OF
QUERCETIN TREATMENT AND THE CONTRIBUTION OF
DIFFERENT TREATMENT TIME IN RATS (IN VIVO) BY
MICRONUCLEI ANALYSIS ASSAY

SUMMARY

One of the important challenges in radiotherapy is to protect normal tissues during the
application, because radiation can cause genetic damages, mutations and DNA-chromosome
level aberrations in normal tissues, whereas it kills cancer cells. Hence, studies have been
carried out based on cell protector compounds that are selective, effective and non-toxic.

Quercetin is one of the flavonoids, due to its structural activity. It has higher
pharmacological activity and potential therapeutic applications compare to the other
flavonoids. It was thought that flavonoids such as Quercetin can decrease negative effects of
free radicals formed by ionizing radiation, due to its high antioxidant activity.

In this study, the radioprotective effect of Quercetin was investigated in polychromatic
erythrocyte obtained from bone marrow cells belonging to Sprague Dawley, albino male rat,
that exposed to 2 Gy radiation using micronucleus assay which is biomonitors of DNA
damage.

Before radiation application, the 25 uM Quercetin was treated to rat bone marrow cells
in different time intervals (30 min, 2 hours and 24 hours) and then these cells were irradiated
by 2 Gy dose. Irradiated cells were dissected from bone marrow and prepared for the

microscopic examinations. Randomised choosing 1000 polychromatic erythrocyte cells were
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observed by floresans microscope to determine the percent micronucleated polychromatic
erythrocyte. Each treated group was compared to their respective controls.

In conclusion, the 25 uM Quercetin treatment by different time intervals before the
radiation exposure (30 min, 2 hours and 24 hours) was determined to reduce the micronucleus
frequencies on the each applications time. But the most effective exposure time was found to
be 2 hours before the radiation exposure according to the decrease in micronucleus

frequencies.

Keywords: Quercetin, In vivo, micronucleus, radioprotective effect, cancer
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T.C.
TRAKYA UNIVERSITESi
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU KARARLARI

Oturum Sayisi: 05 Karar Tarihi: 31.05.2011
KARAR NO: 2011.05.03

Yriitticiiliigiini Tip Fakiiltesi dgretim tiyesi Yrd. Dog. Dr. Funda Sibel PALA’min yaptig1 Ayten DOGAN'nin
Yiksek Lisans tezi olarak planlanan TUHDYEK-2011/31 protokol molu “Quercetinin Farki Siirelerde
Uygulanmasinin Olasi Radyoprotektif Etkisine Katkisinin In Vivo (Ratlarda) Sartlarda Mikroniikleus (MN)
Yontemiyle incelenmesi” baglikli ¢alisma gériisme baghkl calisma hakkinda goriisiildii; arastirmanin
amag, yaklasim, gere¢ ve yontemler dikkate alinarak incelenmesi sonucunda: Hayvan Haklar Evrensel
Bildirgesi ve etik kurallara uygun olarak hazirlandigina ve Radyasyon Giivenlik Komitesi olurundan
sonra galismanin yapilabilecegine mevcudun oy birligi ile karar verilmistir.

Unvani/AdvSoyad: Arasgtirma ile Toplant: imza j
1ligki Katihimi .
Dog.Dr. Burhan AKSU O var O evet / g
Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi Oyok O hayir o
Yrd.Dog. Dr. Hayati ARDA Ovar plcvet 4
Fen-Edebiyat Fakilltesi Ogretim Uyesi (Byok O hayir ﬁ

=
Vet.Hek. Ziya CUKUR O var O evet
; y N -
Veteriner Hekim Oyok O haywr

Hiiseyin KOC O var O evet (\
Sivil Toplum Orgiita Uyesi Sivi Uye Oyek O hayir X\\\\M\[\[ Nl

flyas OZMEN Ovar O evet

Sivil Uye Oyok O hayir

Yrd.Dog.Dr. Beytullah OZKAN O var O evet

Fen-Edebiyat Fakilltesi Ogretim Uyesi Oyok “" Ohayir

Dog.Dr. S. Arzu VARDAR 0 var evet e -
Tip Fakilltesi Ogretim Uyesi “dyok O hayir

Dog. Dr, Nilda TURGUT O var O evet

Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi Ayok O hayir m |
Yrd.Dog.Dr. Rusen COSAR-ALAS Ovar /:(;vet /&é,?%
Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi vf%’d‘ O hayir / /
Yrd.Dog.Dr. Y. Atakan SEZER El;ar Oevet o '

Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi Oyok O hayir




Ek-2

e Kemik iligi Orneklerinin Ahnmasi icin Kullanilan Malzemeler Ve Cihazlar
v Laminar air flow kabini (Heraeus-HERA Safe-HS15)
v' Hayvan laboratuar ekipmani ( Ozel hayvan barinma birimleri, diseksiyon birimi)
v" Falkon tiipii (15 ml)
v" Pipet Setleri (Eppendorf Research plus)
v" Steril enjektorler (1cc, 2cc, 10cc’lik)
v’ Pastor pipeti

v 0,22 um steril mini filtre

e Kemik iligi Orneklerinin Ahnmasi I¢in Kullanilan Kimyasal Maddeler
v" Fetal Bovine/Calf Serum
v Anestezikler (Rompun- Ketamin)

v" Etil Alkol (%96’lik Tekel)

e Preparat Hazirlanmas icin Kullanilan Cihazlar
v Sogutmali santrifiij (Heraeus)
v' Etiiv (Heraeus-UB6)

v' Isik Mikroskobu (Olympus CK2)

e Boyama i¢in Kullanilan Kimyasal Maddeler

v" Metil alkol



v" May-Grunwald’s (azur eosin methlene blue-1 It)

v' Giemsa (Sigma- Aldrich-500 ml)

e Boyama icin Kullanilan Soliisyonlar
1. Sorenson Buffer Hazirlama

1. Soliisyon:9,12 grKH,PO, balon joje igerisine konuldu. 500 ml’ye

tamamlanana kadar ultra distile su eklendi ve ¢ozduriildii.

2. Soliisyon:23,90gr Na,HPO4 12H,0 balon joje igerisine konuldu. 500 ml’ye

tamamlanana kadar ultra distile su eklendi ve ¢ozdiiriildii.

1. ve 2. Soliisyon 1:1 oraninda karigtirilarak buffer hazirlandi.

2. Giemsa Boyas1 Hazirlanmasi

Hazirlanan Sorenson buffer ile Giemsa 1:9 oraninda karistirildi. Filtre kagidi

ile stizdiiriilerek karigim tizerindeki yag alindi.



Ek-3

Tablo 8. K1 Kontrol grubuna (0) ait MN dagilimlar:

1. KONTROL (0)

MIKRONUKLEUS

SAYILAN ORAN* DAGILIMI i %95 CI'!

GRUPLAR ) Var/Mean' SE _
HoeRE 0 1123 LiAr:it Llijr?qtit
1.HAYVAN 1000 4446.6 956 | 44 | 0 |0 0.95 0.04 32.1 58.6
2.HAYVAN 1000 35459 968 | 29 | 3 |0 1.13 0.04 245 48.3
3.HAYVAN 1000 29453 974 | 24 | 1 |1 1.24 0.04 195 41.4
4 HAYVAN 1000 4063 960 | 40 | 0 |0 0.96 0.04 28.7 54.1
5.HAYVAN 1000 30+5.4 975 | 20 | 5 |0 1.30 0.04 20.3 42.6
TOPLAM 5000 35.6+2.7 4833 | 157 | 9 |1 1.09 0.01 30.6 41.1

*1000 PCE hiicrede MN Sayisi
f. Varyans/Ortalama Degeri
1:0495°lik Giiven Aralig




Tablo 9. K2 Kontrol grubuna (2 Gy) ait MN dagilimlari

2. KONTROL- 2 Gy

MIKRONUKLEUS

GRUPLAR SATI S PR DAGILIMI Var/Mean" | SE "85 eIt
HUCRE 0 112 3 At Limit | Ust Limit

LHAYVAN 1000 | 172131 | 852 | 124 | 24 |0 1.10 0.04 149.1 196.8
2. HAYVAN 1000 | 190137 | 840 |130 | 30 | 0 | 112 0.04 166.1 215.7
3.HAYVAN 1000 | 204x142 | 836 | 128 | 32 | 4 | 122 0.04 179.4 230.3
4HAYVAN 1000 | 180134 | 856 | 112 | 28 | 4 | 126 0.04 156.7 205.2
5.HAYVAN 1000 | 172131 | 856 | 116 | 28 | 0 | 115 0.04 149.1 196.8

TOPLAM 5000 183.6+6.1 | 4240 | 610 | 142 | 8 117 0.01 173.0 194.6

*1000 PCE hiicrede MN Sayis1
. Varyans/Ortalama Degeri
1:9495°lik Giiven Araligi




Tablo 10. K3 Kontrol grubuna (DMSO) ait MN dagilimlari

3. KONTROL-DMSO

MIKRONUKLEUS

GRUPLAR SATI AN ORAN DAGILIMI Var/Mean' | SE ros et
HUCRE 0 | 1 ]2]3 AltLimit | Ust Limit
LHAYVAN 1000 | 366 972 | 24 | 0 | 4| 163 0.04 253 495
2. HAYVAN 1000 | 35459 95 | 35| 0 |0| 0096 0.04 24.5 483
3.HAYVAN 1000 | 37£6.08 93 | 37 |0 |0| 009 0.04 26.2 50.6
4 HAYVAN 1000 | 446.6 960 | 36 | 4 |0| 113 0.04 2.1 58.6
5.HAYVAN 1000 | 32456 972 | 24 | 4 |0| 121 0.04 22.0 44.9
TOPLAM 5000 | 368227 | 4832 | 156 | 8 | 4| 118 0.01 318 424

*1000 PCE hiicrede MN Sayis1
t. Varyans/Ortalama Degeri
"1:9495°lik Giiven Araligi




Tablo 11. T1 Tedavi Grubuna (25uM QN-30 dk) ait MN dagilimlari

1. GRUP-25uM QN-30 dk

MIKRONUKLEUS
DAGILIMI %05 CI
SAYILAN ORAN* .
GRUPLAR Var/Mean' SE
HUCRE .
0 1 2 Alt Limit Ust Limit

1.HAYVAN 1000 3245.6 968 32 0 0.96 0.04 22.0 449
2.HAYVAN 1000 40+6.3 960 40 0 0.96 0.04 28.7 54.1
3.HAYVAN 1000 36+6 964 36 0 0.96 0.04 25.3 49.5
4 HAYVAN 1000 36+6 964 36 0 0.96 0.04 25.3 495
TOPLAM 4000 36+3 3856 144 0 0.96 0.02 30.4 42.2

*1000 PCE hiicrede MN Sayis1
. Varyans/Ortalama Degeri
1:0495°lik Giiven Aralig




Tablo 12. TQ2 Tedavi Grubuna (25puM QN-30 dk+ 2 Gy) ait MN dagilimlari

2. GRUP- 25uM QN-30 dk+ 2 Gy

MIKRONUKLEUS
SAYILAN | ORAN* DAGILIMI %95 CI'"
GRUPLAR > Var/Mean® SE
HUCRE
0 1
Alt Limit | Ust Limit

1.HAYVAN 1000 104+10.1 904 88 8 1.05 0.04 85.8 124.6
2.HAYVAN 1000 88+9.3 920 72 8 1.09 0.04 71.2 107.3
3.HAYVAN 1000 64+8 940 56 4 1.06 0.04 49.6 81.0
4. HAYVAN 1000 88+9.3 928 56 | 16 1.22 0.04 71.2 107.3

TOPLAM 4000 86+4.6 3692 | 272 | 36 1.12 0.02 775 95.1

*1000 PCE hiicrede MN Sayis1
t. Varyans/Ortalama Degeri
"1:9495°lik Giiven Araligi




Tablo 13. T3 Tedavi Grubuna (25uM QN- 2 saat) ait MN dagilimlar:

3. GRUP-25uM QN-2 saat

MIKRONUKLEUS

GRUPLAR SATI SN ORAN DAGILIMI Var/Mean' | SE ros et
HUCRE 0 1 2 Alt Limit Ust Limit
1.HAYVAN 1000 | 28+53 972 | 28 | 0 0.97 0.04 187 40.2
2. HAYVAN 1000 | 28+53 972 | 28 | 0 0.97 0.04 187 40.2
3.HAYVAN 1000 | 3559 95 | 35 | 0 0.96 0.04 245 483
4 HAYVAN 1000 | 32+5.65 972 | 24 | 4 121 0.04 22.0 44.9
5.HAYVAN 1000 | 446.6 960 | 36 | 4 113 0.04 32.1 58.6
TOPLAM 5000 | 334226 | 4841 | 151 |8 1.06 0.01 28.6 38.8

*1000 PCE hiicrede MN Sayis1
. Varyans/Ortalama Degeri
1:0495°1ik Giiven Aralig




Tablo 14. TQ4 Tedavi Grubuna (25uM QN- 2 saat+ 2 Gy) ait MN dagilimlari

4. GRUP-25uM QN-2 saat+2 Gy

MIKRONUKLEUS

GRUPLAR SATI i oA DAGILIMI Var/Mean' SE %t
HUCRE 0 1 2 | 3 Alt Limit Ust Limit
1.HAYVAN 1000 44+6.6 968 24 4 4 1.68 0.04 32.1 58.6
2.HAYVAN 1000 60+7.74 952 36 12 0 1.34 0.04 46.1 76.6
3.HAYVAN 1000 68+8.24 940 52 8 0 1.16 0.04 53.2 85.4
4 HAYVAN 1000 52+7.21 956 36 8 0 1.25 0.04 39.1 67.6
5.HAYVAN 1000 56+7.48 948 48 4 0 1.08 0.04 42.6 72.1
TOPLAM 5000 56+3.3 4764 196 | 36 4 1.28 0.01 49.8 62.7

*1000 PCE hiicrede MN Sayis1
t. Varyans/Ortalama Degeri
"1:9495°lik Giiven Arahigi




Tablo 15. T5 Tedavi Grubuna (25uM QN- 24 saat) ait MN dagilimlari

5. GRUP-25uM QN-24 saat

SAYILAN ORAN* Mni)ljsoél\ifﬁf ° %95 CI'"

GRUPLAR ) Var/Mean' SE _.
HoeRE 0 ! 2|3 L,;_\nl;[it Llijns"ltit
1.HAYVAN 1000 28+5.3 976 | 20 | 4 |0 1.25 0.04 18.7 | 40.2
2.HAYVAN 1000 28+5.3 972 | 28 0|0 0.97 0.04 18.7 | 40.2
3.HAYVAN 1000 3245.6 %8 | 32 | 0|0 0.96 0.04 220 | 449
4 HAYVAN 1000 3245.6 972 | 24 | 4 | 0 1.21 0.04 220 | 449
5.HAYVAN 1000 32+45.6 968 32 |00 0.96 0.04 22.0 44.9
TOPLAM 5000 30.442.5 4856 | 136 8 | o 1.07 0.01 2580 | 355

*1000 PCE hiicrede MN Sayis1
t. Varyans/Ortalama Degeri
1:0495°1ik Giiven Aralig




Tablo 16. TQ6 Tedavi Grubuna (25uM QN- 24 saat+ 2 Gy) ait MN dagilimlar:

6. GRUP-25uM QN-24 saat+ 2Gy

SAYILAN ORAN* MH;‘Z%}:EEIEUS %95 CI'f
GRUPLAR Var/Mean® SE
HUCRE — ~
0 1 2 Alt Limit Ust Limit

1.HAYVAN 1000 128+11.3 892 88 20 1.18 0.04 107.9 150.3
2.HAYVAN 1000 136+11.6 888 88 24 1.21 0.04 115.4 158.8
3.HAYVAN 1000 144412 876 104 20 1.13 0.04 122.8 167.3
4.HAYVAN 1000 140+11.8 888 84 28 1.26 0.04 119.1 163.1
5.HAYVAN 1000 116+10.7 900 84 16 1.16 0.04 96.8 137.5
TOPLAM 5000 132.845.1 4444 448 108 1.19 0.01 1235 1425

*1000 PCE hiicrede MN Sayis1
t. Varyans/Ortalama Degeri
1:0495°1ik Giiven Aralig




Ek-4

Olgu:

Isinlama Tarihi:
Aldig1 Doz:
Sayan:
Mikroskop:

PCE SAYISI 1 MNPCE

2 MNPCE

3 MNPCE

3’DEN FAZLA
MNPCE




