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SIMGE VE KISALTMALAR

BaP : Benzo(a)pyrene

BN : Binukleat

BNMN : Binukleattaki mikronukleus

CaCo2 : Epitelyal kolorektal adenokarsinoma hiicre serisi
CAT : Katalaz

CHO : Cin hamster ovaryum hiicreleri

Co® : Cobalt-60

Cs 7 : Cesium-137

Cyt-B : Sitokalazin B

DMSO : Dimetil stilfoksit

DNA : Deoksiribo Niikleik Asit

FCS : Fetal Calf Serum

Fe-NTA : Demir-nitriloasetat

GP, : Glutatyon Peroksidaz

Gy : Gray

H,O0, : Hidrojen Peroksit

HaCaT :Malign olmayan 6liimsiiz insan karatinosit hiicre serisi
HeLa : Insan servikal kanser hiicre serisi
HepG2 : Hepatoselliiler karsinoma hiicre serisi
KCL : Potasyum Kloriir

LET : Lineer Enerji Transferi

MN : Mikronukleus



NDBA
NPIP
NPYR
PHA
RBE
rpm
SOD
SSD

: N-nitrozodibiitilamin

: N-nitrozopiperidin

: N-nitrozopyrolidine

: Fitohemaglutinin

: Relatif Biyolojik Etkinlik

: Revolutions per minute (dakika/devir sayisi)
: Stiperoksit Dismutaz

: Kaynak deri ylizey mesafesi



GIRIS VE AMAC

Radyasyon, tipta bircok hastaligin tanm1 ve/veya tedavisinde kullanilmaktadir.
Radyasyonun, hiicre lizerinde DNA (Deoksiribo niikleik asit) ve kromozom bazinda doza
bagli degisen oranlarda etkisi oldugu uzun yillardan beri bilinmektedir. Radyasyonun bu
ozelligi, kanser hiicrelerinin genetik stabilitesini bozarak hiicreleri 6ldiirmek veya apoptoza
gotiirmek i¢in kullanilmaktadir.

Radyasyonla tedavide tiimor dokular1 yok edilirken normal dokulari korumak
onemlidir. Tlimorlii dokularin yok edilmesi amaciyla external tedavide yaygin olarak Cobalt-
60 (Co®) radyoaktif gama (y) kaynagindan yararlanilmaktadr.

Radyasyon uygulamasi sirasinda ortamda bulunan bazi maddelerin varligi
radyasyonun yarattif1 etkiyi degistirebilir. Bu degisim, etkiyi arttirabilecegi gibi olusan
etkinin planlanandan daha az uygulanmasina da neden olabilir. Radyoterapide, uygulanmasi
gereken radyasyon dozu Onemlidir. Ortamda bulunan radyoprotektér maddenin radyasyon
dozunu etkilemesi ve planlanandan daha az doz uygulanmasi halinde tedavi basariya
ulasamadig gibi ikincil kanserler de gelisebilir.

Radyasyonun yarattig1 genotoksik etkilerden korunmak i¢in kullanilan radyoprotektor
maddeler arasinda bitkisel kaynakli molekiiller 6ne ¢ikmaktadir. Bunlara 6rnek olarak
quercetin, myricetin, ficetin, sillymarin gibi flavonoidler sayilabilir.

Mpyricetin, meyva ve sebzelerde bol miktarda bulunan bir bioflavonoidtir. Yapisindaki
3 —OH (hidroksil) grubu sayesinde en iyi antioksidan madde oldugunu bildiren ¢alismalar

mevcuttur (1-3).



Hiicre ve organizma diizeyinde fiziksel ve/veya kimyasal ajanlarin genotoksik
etkilerinin belirlenmesinde birgok biyolojik bazli metod kullanilabilir. Kimyasal ve fiziksel
ajanlarin bir arada kullanildig1r durumlarda, hem arastirilan radyoprotektif ajanin kendisinin
olusturabilecegi olast hasarlar1i hem de radyasyonun etkisini birlikte ve dogru
degerlendirmeye en fazla olanak saglayan yontem mikronukleuslarin (MN) analizi yontemidir
(4).

Mikronukleuslar, sitoplazma iginde ana nukleusun disinda fakat nukleus yap1 ve
boyanma 06zelliklerini yansitan kiigiik kiiresel yapilardir (4). Herhangi bir mutajene maruz
kalan lenfosit hiicrelerinde meydana gelen disentrik kromozomlar, asentrik parcalar1 veya
mitotik igdeki hatalar nedeniyle kutuplara c¢ekilemeyen kromozomlarin sitoplazmada
yogunlagmast sonucu olusurlar (5,6). Cok uzun zamandan beri absorblanan dozu belirlemek
amactyla yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bu c¢aligmadaki amacimiz, bir bioflavonoid olan myricetin’in  farkli
konsantrasyonlarinin, uygulanan farkli gama radyasyon dozunu etkileyip etkilemedigini
mikronukleuslarin  analizi yOntemini kullanarak incelemektir. Literatiir c¢alismalari,
Myricetin’in olast radyoprotektif etkisinin, antioksidan ozelliginin yam1 sira DNA tamir
mekanizmasi lizerine etkilerinden de kaynaklanabilecegini gostermektedir (1). Bu nedenle
radyasyon oOncesi ve sonrasinda myricetin uygulamasi ile etki mekanizmasinin ortaya

cikartilmasi amaglanmistir.



GENEL BIiLGILER

RADYASYON

Radyasyon, diger bir ifadeyle 1s1nim, enerjinin elektromanyetik dalgalar (foton) veya
pargaciklar bi¢ciminde yayimmi1 ya da aktarimidir. Tim canlilar, yasamlar1 boyunca
yerkabugunda bulunan, solunum ya da sindirim yoluyla i¢imize aldigimiz radyoniiklidlerden
ve kozmik 1sinlardan kaynaklanan milyarlarca partikiil ve/veya foton nedeniyle dogal
radyasyonun etkisi altinda bulunurlar. Ilk olarak 1895 yilinda Rontgen’in X-1smin1 kesfi ile
hayatimiza giren yapay radyasyonlar giinlimiizde pek ¢ok alanda kullanilmaktadir (Tablo 1).

Radyasyon, maddesel ortamlarda yayilirken oniine ¢ikan atomlarla veya molekiillerle
carpisir. Bu arada da enerjisine bagli olarak ortamin molekiilleriyle iyonlasma ve uyarilma
olaylarina yol acar. Eger madde ile etkilesen foton yeterli enerjiye sahipse carptigi atomdan
en az bir elektron (e-) kopartir. Bunu gerceklestirebilecek enerjiye sahip radyasyon,
iyonlastirict radyasyon olarak adlandirilir (7). a, B gibi parcacik 6zellikli radyasyonlar, X ve
v 1sinlart gibi elektromagnetik dalga karakterli radyasyonlar iyonlastirici radyasyonlardir.
Enerjisi iyonlagsma i¢in yeterli olmayan radyasyonlar iyonlastict olmayan radyasyon olarak
adlandirilir. Bu gruptaki radyasyonlar elektromagnetik dalga 0Ozelliklidir. Ancak bu
elektromanyetik dalgalarin foton enerjileri, atomlar1 ve molekiilleri iyonlagtiracak diizeyde
degildir. Bu gruba, kizilotesi 151k, mor o&tesi 151k, goriiniir 151k, radyo dalgalarnn ve

mikrodalgalar girer (7).



Tablo 1. Radyasyonun kullanim alanlar1 ve kullanim amaglari (8,9)

Kullanim Alam

Kullanim Amaci

Bir¢ok hastaligin tani ve teshisi i¢in goriintiileme sistemlerinde,

Tip
tiimor hiicrelerinin yok edilmesi i¢in radyoterapide,
Tipta ve endiistride kullanilacak olan radyoniikleoidlerin
Niikleer ] o )
yapiminda, temel niikleer fizik deneylerinin yapiminda ve elektrik
reaktorler o
iiretiminde,
Petrol ve dogalgaz boru hatlarinda, buhar kazanlari ile makine
Endiistri parcalart gibi endiistriyel Triinlerin hata igerip igermediklerinin
kontroliinde, tibbi malzemelerin sterilizasyonunda,
Jeoloji Yer kabugunun jeolojik yapisinin tespitinde,
Tarimda zararli boceklerin ortamdan uzaklastirmast ya da
Tarim boceklerin  kisirlastirmada, radyasyon uygulamasi ile tohumlarda
mutasyona sebep olarak verimliligin ve dayanikliligin arttirilmasinda,
Giimriik ve o )
Paket ya da kargo iceriklerinin goriintiilenmesinde,
ulasim

Gida iiretimi

Hazir et, tavuk, siit, sebze iretiminde  olusacak

mikroorganizmalarin yok edilmesinde,

Evsel ya da tibbi atiklarin hastalik etmeni olusturmamasi icin

Atk kontrolii ) 3
dogaya salinmadan 6nce biyolojik olarak yok edilmesinde,
Kimya Baz1 endiistriyel materyalin (polietilen, lastik yapistiricisi)
endiistrisi kimyasal olarak yapilarinin degistirilmesinde.

Elekromagnetik spektrumda iyonlastici olan ve olmayan radyasyonun dalga

frekanslar1 Sekil 1°de gosterilmistir.
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Iyonlastiria Olmayan Radyasyon Iyonlastir1 Radyasyon

Sekil 1. iyonlastiric radyasyon ve iyonlastiric olmayan radyasyonun dalga
frekanslar (10)

Iyonlastiric1 Radyasyonun Biyolojik Etkileri

Canli organizmalar; temeli hiicre olan doku, organ ve organ sistemlerinden
meydana gelmistir. Radyasyonun biyolojik etki olusturabilmesi i¢in Oncelikle enerjisini
dokuyu olusturan hiicrelere transfer etmesi ve dokunun, fizyolojik veya morfolojik olarak
zarar gdrmesi igin yeterli sayida hiicrenin etkilenmesi gerekmektedir. Iyonlastirict
radyasyonda, radyasyon enerjisinin absorblanmas1 ve biyolojik etkilerin ortaya ¢ikmasi 3

kademede meydana gelmektedir (11).

1. Fiziksel Kademe
2. Kimyasal Kademe
3. Biyolojik Kademe

1. Fiziksel kademe: Biyolojik etki olarak sonlanabilecek olaylar zinciri,
iyonlastirict radyasyonun enerjisinin maddeye transfer edilmesiyle baslar. Fiziksel kademe
olarak da adlandirilan bu asamada absorblanan enerji iyonlagma ve uyarilma olaylarina yol
acar. Bu noktada iyonizan radyasyonla etkilesmeye giren molekiiliin yapis1 meydana
gelecek biyolojik sonug agisindan oldukca 6nemlidir.

Radyasyon enerjisi eger DNA ile veya hiicrede anahtar rol oynayan diger bir makro

molekiille etkilesime girmis ve sonucunda fiziksel bir olaya neden olmussa, bu etkiye



radyasyonun direkt (dogrudan) etkisi denir. Eger gelen radyasyon enerjisini
biyomolekiillerden birine degilde, o biyolojik yapinin civarindaki basta su molekiilii olmak
tizere diger molekiillerden birine aktarmigsa biyomolekiil, ortam molekiillerinin
absorbladig1 enerji nedeniyle meydana gelen elektronlardan etkileneceginden bu durum
radyasyonun indirekt (dolayli) etkisi olarak adlandirilir (7,11). Radyasyon sonucu olusan

direkt ve indirekt etki Sekil 2 de gdsterilmistir.
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Sekil 2. DNA‘da direkt ve indirekt etki (12)

Direkt etki radyasyon enerjisinin dogrudan DNA molekiiliiniin yapisin1 olusturan
piirin ya da pirimidin bazlarimin arasinda bulunan hidrojen baglarini kirarak kimyasal
baglar1 etkilemesi sonucu yapisal degisikliklere sebep olur (11,13).

Indirekt etkide ise ortamdaki su molekiilleri serbest radikallerin olusmasia sebep
olmaktadir. Karasiz yapiya sahip olan serbest radikaller DNA molekiiliindeki kimyasal
baglar1 kirarak kararli yapiya gegmeye ¢aligirlar. Bundan dolay: serbest radikaller ile DNA
molekiiliinde hasar olugsmaktadir (11,14).

Fiziksel kademede radyasyon enerjisinin ortam tarafindan absorblanmasi
sonucunda meydana gelen serbest elektronlar diger komsu atom ve molekiillerle

etkileserek zincirleme iyonlagsma olaylarina neden olur. Bu birincil reaksiyonlar: ikincil

reaksiyonlar izler (11,14).



2. Kimyasal kademe: Fiziksel kademe sonunda olusan, kararsiz yeni iiriinlerin
meydana getirdigi reaksiyonlar1 kapsar. Iyonize radyasyon sonucu hasar gérmiis atom ya
da molekiiller diger hiicresel yapilar ile reaksiyona girerek serbest radikallerin olugsmasina
neden olur (11,15).

Serbest radikaller, yoriingesinde e  boslugu bulunan elektriksel olarak notral
atomlar olmalar1 nedeniyle elektrofilik ve son derece reaktiftir. Biyolojik sistemlerdeki
temel molekiil olan su molekiilii, enerjiyi absorblayinca degerlik kabugunda paylasilmamis
elektron olan iki serbest radikale (H®° ve OH®) ayrisir. Ayrica ortamda oksijenin miktari ile

dogru orantili olarak H,O, (hidrojen peroksit) gibi aktif yapilarin varligi da goriiliir.

Hidrojen ve hidroksil radikallerinin yasam siireleri 10™'° saniye gibi ¢ok kisadir. Bu
nedenle ¢ok reaktif olmalarina ragmen genel olarak hiicre niikleusuna ulagamazlar. Buna
karsin hidrojen peroksit serbest radikalinde oldugu gibi oksijen ile olusan serbest radikaller
daha kararli oldugundan, hiicre niikleusuna ulasabilecek kadar yeterli bir siire ortamda
kalirlar. Bir biyolojik molekiile serbest radikalin transferi, bag kirigina veya temel bir
fonksiyonun aktivitesini yitirmesine neden olabilecek diizeyde hasar verebilir. Buna
ilaveten, organik peroksit serbest radikali, bir molekiilden digerine taginabilir ve gittigi
molekiillerin her birinde hasara neden olabilir. Boylece toplamda goriilen etki biiytiyebilir

(16-18).

3. Biyolojik kademe: Canli organizmada radyasyon etkisinin ortaya ¢iktig1
kademe biyolojik kademedir. Bu kademe cesitli hasarlara yol agan enzim reaksiyonlari ile
baslar. Bu arada DNA molekiiliinde hiicrenin yapisal fonksiyonlarmi bozarak hiicrenin

hayatta kalmasini veya ¢cogalmasini 6nleyebilecek hasarlar olugturabilir (Sekil 3).



Radikal olugumn ile tek
zincir kiriklan

Bazhasan

Cift iplik knnkdan

Iplikeikler arast capraz baglnlar

Ipligik ici caprar baglannlar

Sekil 3. Radyasyon ile uyarilma sonucu olusan DNA lezyonlar1 (19)

Bu durum radyasyonun canlida olusturdugu etkilerin son kademesidir. Olusan
serbest radikaller sonucu hiicre 6liimii, organizma o6liimii, DNA’da tek veya ¢ift zincir
kiriklari, DNA tamir genlerinde ya da enzimlerinde hasar olusmasi, mutasyon ve kanser

olusumlar1 meydana gelebilir (Sekil 4).
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Sekil 4. DNA’da olusan yapisal hasarlar (20)



Hiicreler, radyasyon tarafindan ister direkt ister indirekt olarak etkilenmis olsun
radyasyon enerjisinin absorblanmast ve biyolojik etkilerin ortaya ¢ikmasi arasinda gegen
tiim basamaklar benzerdir (Sekil 5). Direkt ve indirekt etki ile DNA’da olusan hasar

sonucu ortaya ¢ikan etkiler Sekil 6’da gdsterilmistir.
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Sekil 5.Radyasyonun canhdaki etki kademeleri (11)
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Sekil 6. Direkt ve indirekt etki ile DNA’da ki hasar sonucu ortaya cikan etkiler



Radyasyonun DNA Uzerine Etkileri

X-1smlarmin 1895°te ve dogal radyoaktivitenin 1896°da kesfedilmesinden ¢ok kisa
bir siire sonra iyonlastirici radyasyonun faydalarinin yani sira insan saglifi iizerine
olumsuz etkilerinin de olabilecegini isaret eden klinik etkiler goriilmeye baglanmistir. Daha
sonralart meme kanseri tedavisinde radyasyonu ilk kullanan doktor olarak da bilinen Emile
Grubbe’nin 1896’da 6grenciyken ¢alisir haldeki bir Crooke tiipilinii kaldirmasi nedeniyle
ellerinde meydana gelen yaniklar tarihte ilk radyasyon yaralanmasi olarak bilinmektedir
(21).

Radyasyonun biyolojik etkilerinin temelinde hiicrenin aldig1 hasarin etkin oldugu
anlasildiktan sonra hiicrede hedef molekiilii belirlemek i¢in bazi memeli hiicrelerinde ve
tek hiicreli organizmalarda calismalar gerceklestirilmistir (22). Bugiin radyasyona maruz
kalmada kritik hedefin DNA oldugunu ve radyasyonun DNA molekiiliinde fonksiyonlarin
etkilenmesi, yapisal molekiillerin ya da sentezlenen {iirliniin etkilenmesi seklinde hasar
verebildigini biliyoruz.

Radyasyona maruz kalma sonucunda DNA’da olusacak hasarlar1 3 ana sinifta

toplayabiliriz:

1. Zincir kirilmalari: Radyasyon sonucu olusan hasarin biiyiikk bir kismini
olusturmaktadir. DNA’da tek zincir ya da ¢ift zincir kiriklar1 olusabilir.

Tek zincir kiriklari, DNA zincirinin bir tanesinde seker-fosfat baginda radyasyon
sonucu kopmalarin olugsmasiyla meydana gelir. Bu kirilmalar genellikle diisiik iyonizasyon
yogunluklu radyasyonlar sonucu olusur.

Cift zincir kirilmalarn ise iki zincirde de kirilmalarin karsilikli ya da birbirine ¢ok

yakin olugsmas1 sonucu meydana gelir. Tek bir enerji transferi sonucu olusur (11).

2. Baz hasarlan ve baz kayiplari: Radyasyon sonucu olusan serbest radikallerin
plirin ya da pirimidin bazlarina yaptigi -OH radikali atag: ile olusur. Piirin-OH ya da
pirimidin-OH radikallerinin meydana gelmesi ve bu radikallerin oksijen ile reaksiyonu
sonucunda piirin-hidroksi-hidroperoksit ve pirimidin-hidroksi-hidroperoksit olusturarak
baz kayiplar1 meydana gelir. DNA’da —OH radikalinin atak yaptig1 noktalar Sekil 7°de

gosterilmistir.
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3. Denatiirasyon bolgelerinin veya baglarin kopmasi sonucu c¢apraz

baglanmalarin olusmasi

0 :J i |uﬂ ) ' “0OH

Saloar-foefat
oMuULEa

*0H

Sekil 7.DNA’da OH radikalinin atak yaptig1 noktalar (23)

Hidroksil radikalinin etkisiyle DNA’da piirin ve pirimidin bazlarina ¢ift baglarin
eklenmesi ile timin bazinin metil grubundan H' radikali ve 2’-deoksiriboz sekerinden baska
bir C-H bag1 koparilarak ayrilir. Oksitlenme ile uyarilmis DNA’da piirin hasari, pirimidin
hasari, seker baglarmin hasarlanmasi, 8,5 siklopiirin-2 niikleosit hasari, ardisik lezyon
hasari, kiimelenmis DNA hasari, DNA-protein ¢apraz baglantilar1 olusmaktadir (23).

Ayrica bu reaksiyonla guanin bazinin 4., 5. ve 8. karbon atomlari ile adenin bazinin
5. ve 8. karbon atomlarina —OH radikalinin eklenmesiyle piirin hasar1 olusmaktadir (23).

DNA’da meydana gelen hasarlar sonucunda memeli hiicrelerinde farkli sonuglar
olusur. Bunun nedeni DNA’da meydana gelen hasarin tipleridir. Radyasyonun hiicrelerde
olusturdugu hasar 3 tiptir:

1. Letal hasar, adindan da anlasildig1 gibi hiicreleri 6liime gotiiren hasarlardir.
Boliinmeyen hiicrelerin fonksiyon kaybina ve boliinen hiicrelerin boliinme yeteneklerinin

kaybina sebep olur.
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2. Subletal hasar, radyasyon sonrasinda olusan hasarin hiicreler tarafindan tamir
edilebildigi ancak hiicrenin daha duyarl haline gelmesine sebep olan hasarlardir.

3. Potansiyel subletal hasar ise, biiylime halindeki hiicrenin bulundugu ortama gore
aldig1 iyonize edici radyasyona karsi hiicrenin Olmesi yerine bu hasarin tamir
edilebilmesidir (11).

Olusan hasarlarin bazilar1 tamir edilemeyip mutasyonlari olustururken, bazi
hasarlarda DNA tamir mekanizmalari ile ortadan kaldirilmaktadir.

Eger hasar DNA’nin tek zincirde olugmussa, diger zincir hasara ugramadigindan
dogru niikleotidler yerlestirilerek hasar giderilebilinir. Olusan hasar tek zincir kiriklarina
sebep olursa kolay tamir edilebilir ancak ¢ift zincir kiriklarina sebep olursa tamiri zordur

(24,25).

Radyasyonun Kromozomlar Uzerine EtKkisi

DNA, diizensiz fakat tesadiifi olmayan bir dizi halinde, milyonlarca niikleotidden
olusan cok wuzun, dallanmayan lineer bir polimerdir (26). Bdliinmeyen hiicrelerde
cekirdekte yayilmis halde bulunan kromatin materyalinin i¢inde yer alir. Hiicreler
boliinmeye hazirlanirken kromatin yogunlasir, spirallesip kalinlagir ve tiire 6zgli sayida

tyice belirginleserek kromozomlara dontistir (Sekil 8).

Kromozom

Cekirdek Kromatid kromatid
e lomer

¢ sentromer

telomer

g
-

Baz Gifti Histonlar __-—-:15%
L
e =

Sekil 8. Kromozomlarin olusmasi (27)
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Nukleustaki her bir DNA molekiilii, kromozomlarda yer alir. Her bir kromozom

ciftinde bulunan ylizde DNA miktar1 agagidaki Tablo 2’ de verilmistir (16).

Tablo 2. Kadin genomunda, kromozom c¢iflerinde bulunan yiizde DNA icerigi (19)

Kromozom p Kolu q Kolu Her iki Kromozom p Kolu q Kolu Her iki
numarasi kol numarasi kol
1 3.97 4.18 8.15 13 0.49 3.04 3.53
2 3.07 4.83 7.90 14 0.50 2.88 3.38
3 3.07 3.56 6.63 15 0.53 2.76 3.29
4 1.74 4.55 6.29 16 1.21 1.83 3.04
5 1.61 4.40 6.01 17 0.87 1.98 2.85
6 2.02 3.66 5.68 18 0.62 2.01 2.63
7 2.01 3.29 5.30 19 0.93 1.15 2.08
8 1.55 3.25 4.80 20 0.96 1.27 2.23
9 1.58 2.91 4.49 21 0.34 1.21 1.55
10 1.36 3.10 4.46 22 0.40 1.34 1.74
11 1.80 2.66 4.46 X 1.92 3.16 5.08
12 1.21 3.22 4.43 Total 100

X-1gimnlarmin drosophila kromozomlarinda aberasyonlara neden oldugu ilk kez 1927
yilinda Miiller tarafindan rapor edilmistir (28). 1929°da ise Painter ve Miiller tarafindan
sitolojik olarak da onaylanmistir (29).

Bugiin biliyoruz ki basta radyasyon olmak tizere pek ¢ok fiziksel ve kimyasal ajan
DNA’da hasara neden olmaktadir. Bu hasarlar DNA tamir mekanizmalar1 tarafindan
diizeltilebilir. Tamir edilemeyen veya yanlis tamir edilen hasarlar nokta mutasyonlara
ve/veya kromozomal aberasyonlara neden olur. Radyasyona maruz kalan hiicrenin

bulundugu evreye gore kromozom veya kromatid tip aberasyonlar meydana gelebilir (19).

1. Kromozom tipi aberasyonlar: Bu tip aberasyonlar, interfazin erken evresinde
DNA replikasyonundan 6nce kromozomlarda hasar olusturan radyasyon ya da kimyasal
ajanlara maruz kalinmasi sonucu niikleotidlerin yapisinda degisikliklerin olusmasi ile
meydana gelmektedir (11). Kromozom tipi aberasyonlar olusum sekillerine gore farklilik

gostermektedir (Sekil 9).
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Karsihkh degisim Eollar arasi Kol ici degisim Kk ve kopmalar
degisim

/]

—

Disentrik Sentrik halka Ara delesyon
Asentrik

Eesiprokal Perisentrik Parasentrik
translokasyon MVersiyon Mversivon

Asentrik

Sekil 9. Kromozom tipi aberasyonlar (30)

2. Kromatid tipi aberasyonlar: DNA sentezinden sonraki interfaz evresinde
ayni ya da farkli kromozomlar arasindaki fosfodiester baglarinin kirilmasi ile kromatidde
par¢a degisimlerinin olusmasi ile meydana gelir (11). Kromozom tipi aberasyonlar gibi

kromatid tipi aberasyonlar da olusan hasara gore farklilik gostermektedir (Sekil 10).

Earsihkh I¢ kollar arasa Eollar aras: degisim EKmk
degisim degisim kopukluk

IC (== @S || N

Disentrik Sentrik Drisentrik o
[zokromozom

S
=

halka Asentrik
hﬁa delesyvon W

Eirilma ve
I¢ kollar aras:
degisim

Resiprokal Perisentrik | Duplikasyon/ | Parasentrik | Duplikasyon/
translokasyon | . . .
mMVersiyon delesyon IVersiyon delesyon

Sekil 10. Kromatid tipi aberasyonlar (30)

Kromozomal aberasyonlar, kisilerin absorbladiklar1 dozlar1 belirlemede kullanilir.
Tamir edilmemis veya yanlis tamir edilmis lezyonlar1 gésteren kromozomal aberasyonlar
tiplerine gore metafazda, anafazda ya da interfazda sayisal olarak belirlenebilirler.

Iyonizan radyasyon hiicre déngiisiiniin G; evresinde uygulanirsa kromozom tip

aberasyonlar, G, evresinde uygulanirsa kromatid tip aberasyonlar gozlemlenir. G,
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evresinde hiicreler mutajene maruz kalirsa, onu takip eden mitoz bdliinmede aberasyon
gozlemlenmez. Aberasyonun sabitlenmesi i¢in hiicrelerin bir sentez fazi (S) gecirmeleri
gerekir. Bu durumda bir sonraki mitoz boliinmede olusan aberasyonlar ortaya ¢ikmaktadir.

Kiriklar metafazdaki kromatid veya kromozom kiriklar1 gibi tek veya ¢ift olabilir.
Anafaz gruplan arasinda tek veya cift kopriiler olabildigi gibi ¢ok kutuplu igler (2 den
fazla) ve kromozomlarin olmamasi da gozlemlenebilir. Disentrikler ¢ift kdpriiye neden

olurken asimetrik intra veya inter kromatid degisimleri tek koprii olusturur (31).

Radyasyonun Biyolojik Etkisini Degistiren Faktorler

Iyonizan radyasyonun canli organizma tarafindan absorblanan kismi radyasyona
maruz kalma sonucunda olugabilecek potansiyel biyolojik etkinin belirlenmesinde en
onemli fiziksel biiytikliiktiir. Radyasyon dozu rontgenle ifade edilir. 1 Rontgen, 0°C’de ve
760 mm Hg basmcinda 1 cm® havada (0.001293 gr) 1 elektrostatik yiik birimlik elektrik
yiikii tagiyan pozitif ya da negatif yiiklii iyonlar1 olusturan X ve y radyasyon miktar1 olarak
tanimlanir (11). Bu dozun canlida meydana getirecegi etkiyi belirleyen iyonizan radyasyon
tarafindan maddeye aktarilan dozun birimi ise Gray (Gy) dir. 1 Gray, 1sinlanan maddenin 1
kg’ina 1 joule’liik enerji veren radyasyon miktaridir (32).

Farkli radyasyon dozlarinda yapilan hiicre sagkalim ¢alismalar1 absorplanan dozun

canlidaki sonuglarini etkileyen bazi faktorler oldugunu ortaya koymustur (11,15,33).

Bunlar;

a) Radyasyonun kalitesi

b) Doz hiz1 ve dozun araliklarla verilmesi

¢) Ortamin sicakligt

d) Hiicre siklusunun hangi fazinda oldugu

e) Hiicrenin tipi

f) Ortamda  radyoprotektorler/radyoduyarlilastiricilarin© bulunmas1  seklinde

siralanabilir.

a) Radyasyonun Kkalitesi: Canli dokuda hiicresel seviyede enerji tutulumu
iyonizan radyasyonun tipine gore degisiklikler gosterir. Bu durum farkli radyasyon
tiplerinin birim maddeye transfer ettikleri enerji miktarlarinin farkli olmasiyla iligkilidir.

Radyasyonun biyolojik etkilerinin degerlendirilmesinde giicliige neden olan bu sorun
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1940°da Zirkle tarafindan onerilen 1991°de de ICRP (International Comission on Radiation

Protection) tarafindan doz degerlendirmelerinde kullanilmaya baslanan Lineer Enerji

Transferi (LET) kavramu ile ¢oziilmiistiir (33,34).

LET, radyasyonun yolu boyunca birim mesafede maddeye transfer ettigi enerji

miktar1 olarak ifade edilir. Tablo-3’te radyasyon tiplerinin LET degerleri verilmistir (11).

Tablo 3. Radyasyon tiplerinin LET degerleri (11)

Radyasyon Tipi LET (keV/pm)
% Co yisinlar 0.3
250 keV’lik X-1g1nlar 2.0
H B pargaciklari 5.0
14 MeV nétronlar 12.0
Agir yiiklii pargaciklar 100-20000

LET degeri arttikca ayni dozda sag kalan hiicre sayis1 azalir (Sekil 11). Bunun
nedeni kisa mesafede yogun enerji transferiyle hiicrede geri doniisiimsiiz hasarin artmasidir
(35). Buna gore X ve vy 1sinlart gibi diisiik LET 1i radyasyonlar, yiiksek LET’li a, B ve

notronlara gore daha az hasar vericidir.

4
_ Disak LET
ﬂ 01
b4
€
I —
%} 0.01 Yiksek LET
]
w

0.001

G 1% & @ B O O b
Doz (Gy)

Sekil 11. Radyasyonun LET’le degisimi (11)

Farkli tipteki iyonlastirict radyasyonlarin ayni dozlari ayni biyolojik etkileri
olusturmayabilir (Sekil 12). Organizmada ayni1 biyolojik etkiyi olusturmak i¢in gerekli olan
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250 keV’lik X 151n1 dozunun, herhangi bir iyonlastirici radyasyonun ayni etkiyi olusturmak
icin gerekli olan dozuna orani relatif biyolojik etkinlik (RBE) olarak tanimlanir (11).

Digerdrik Filcre

Doz (%)

Sekil 12. Farkh LET degerlerine sahip radyasyonlarin doz cevap egrileri (19)

LET’in yaklagik 10 keV/mm degerine kadar artisi ile paralel olarak RBE’de yavas
bir sekilde artar. 10 ile 100 keV/mm arasinda artis hizlanir. 100 keV//mm’de maksimuma
ulagir. Ardindan overkill etkisi baslar (15) (Sekil 13).

Optimal  Yiksek LET
LET (Overkill)

|

RBE

LET

Sekil 13. LET ile RBE arasindaki iliski ve overkill etkisi (15)

b) Doz hiz1 ve dozun araliklarla verilmesi: Diisiik doz hizlar1 ve dozun
araliklarla verilmesi yiiksek doz hizlarindan ve ayni dozun bir seferde verilmesinden daha
az hasar meydana getirir (36,37).

Doz hiz1 etkisi ilk olarak Berry ve Cohen (1962) tarafindan gosterilmistir. Bunu
Hall ve Bedford’un (1964) HeLa (insan servikal kanser) hiicreleriyle, Fox ve Nias
(1970)’im CHO (Cin Hamster ovaryum) hiicreleriyle yaptigi in vivo caligmalar takip
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etmistir (38). Hall 0.60 Gy/saatlik ve 60 Gy/saatlik doz hizlaryla yaptigi ¢alisma doz
egrileri arasinda %37’lik bir fark oldugunu gostermistir (36). Absorblanan doz ve zamanin

degisimi Sekil 14’te gdsterilmistir.

on

- s

'; - 10 G igin 6 dakeiks

<)

H

P

!

§ ) Gy igin 20 dakika

= 20 10 Gy igin 1 saat

= %) ] U | | LI
I 4 LR n 1
Zamanh)

Sekil 14. Absorblanan dozun hiz ve zamanla degisimi (39)

Diisiik doz hizlarinda hasarin az olmasinin nedeni meydana gelen hasarin
cogunlukla subletal katakterli olmasi nedeniyle tamir mekanizmasinin etkin olabilmesidir.
Dozun araliklarla verilmesinde de yine tamir mekanizmasi nedeniyle ayni dozun bir seferde
verilmesinden daha az hasar meydana gelir (39). Bu durum yiiksek LET’li radyasyonlarda
olusan hasarm ¢ogunun letal hasar olmas1 nedeniyle sadece diisiik LET’li radyasyonlar i¢in

gecerlidir (35).

¢) Ortamin sicakhgi: Biyomolekiillerin radyasyona duyarliliklarinin sicakligin
artmast ile arttig1 gézlemlenmistir. Yiiksek 1sida hiicrelerin ¢cogu radyasyona daha duyarh
iken kromozom aberasyonu sayisi diisiik 1sida daha fazladir. Bu durum diisiik 1silarda

DNA onariminin baskilanmasindan kaynaklanmaktadir (40).

d) Hiicre siklusunun fazlari: Insan viicudunda bulunan c¢ok farklilasmis bazi
hiicreler hari¢ (sinir hiicreleri ve eritrositler) biitlin somatik hiicreler mitoz boliinme ile
cogalirlar (41). Hiicre siklusunun mitoz disinda kalan evreleri (Gy, S, G;) interfaz olarak
adlandirilir (Sekil 15). Interfaz evresi mitozun bir pargasi degil, hiicrenin mitoz béliinmeye

gecmeden onceki hazirlik evresidir (26).
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Sekil 15. Hiicre siklusu

Hiicre siklusunun fazlarmin radyasyona duyarhiliklar1 farkliliklar gosterir (Sekil 16).
Sagkalim ¢aligmalar: hiicrelerin radyasyona en duyarli oldugu evrelerin M fazindan hemen
once olan ge¢ metefazda (G;) ve mitoz sirasinda oldugunu ortaya koymustur. Mitoz
fazinda radyoduyarlilik yaklasik dort kat daha fazladir. S fazindaki, ge¢ G, fazindaki ve Gy
fazindaki hiicrelerde daha yiiksek bir direng¢ goriiliir. S fazindaki direng, DNA kiriklarim
hizli onarma kabiliyetinde olan sentez enzimlerinin varligi nedeniyle olabilir. Bununla
beraber S fazindan hemen Onceki hiicrelerde mutasyon sikligi artar (11,15). Hiicre

Oliimiine kars1 en duyarli olan ge¢ G, fazindaki ve mitoz evresindeki hiicrelerdir.

Absorblanan Doz

2 4 6 8 10 12

-m~1_

104>

Erken S
103

Yasayan Hiicreler

Sekil 16. Hiicre siklusunun degisik fazlarindaki hiicrelerin relatif sagkalim
egrileri (42)
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S faz1 boyunca DNA miktar iki katina ¢ikar. G, ye gelindiginde DNA miktar1 4n
dir. Radyasyona karst primer hedef DNA oldugu diisiiniildiigiinde DNA miktarinin arttigi
evrelerin radyasyona daha duyarli olmasi beklenir. Oysaki radyasyona en direncgli faz DNA
miktarinin 4n’e ¢iktif1 ge¢ S fazidir. Yapilan ¢aligmalar hiicrede dogal olarak bulunan ve
canliy1 radyasyona karsi koruyucu etkisi olan siilfidril (SH) gruplarinin degisik hiicre
fazlarinda farkli miktarlarda bulundugunu ortaya koymaktadir (15,43).

e) Hiicre tipi: Iyonizan radyasyonlarin etkilerinin siddetini belirleyen faktérlerden biri

dokularin radyasyona kars1 gosterdikleri duyarliliktir (Sekil 17).

RADYASYONA DUYARLILIK

EN YUKSEK

Lenfositler

Eritroblastlar

Ince bagirsak epiteli

Mide epiteli

Kalm bagirsak epiteli

Sag Folikiilii

Derinin epidermis tabakast
Merkezi sinir sistemi

Kas

Kemik

Sekil 17. Bazi1 insan hiicre ve dokularmmin sagkalimlar1 esas alinarak
radyasyona karsi1 duyarhhklar:

Dokularin radyasyona kars1 duyarliliklari onlari meydana getiren hiicrelerin boliinme
kapasiteleriyle dogru, farklilasma dereceleriyle ters orantilidir. Yani dokuyu olusturan hiicreler
mitotik acidan aktifse, pes pese bircok kez boliiniiyorsa morfolojik ve fonksiyonel agidan
farklilasmamigsa radyasyona duyarlidir (15).

Diferansiyon azliginin neden radyoduyarliligi arttirdign acik degildir. Az
diferansiye hiicreler veya diferansiasyon siirecindeki hiicrelerin radyasyon ile kolayca
oldiigli gosterilmistir. Uzun siire boliinen hiicrelerin radyasyona duyarliligi daha fazladir.
Bu konuda bir istisna dolasan kan lenfosit hiicreleridir. Dolasan kanda lenfositler hig
boliinmedikleri halde radyasyona en duyarli hiicre grubunu olustururlar. Bu nedenle

biyolojik doz degerlendirmelerinde lenfositler kullanilir.
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f) Radyoduyarhlastiricilar/Radyoprotektorler: Radyasyon isinlanmasi sirasinda
ortamda bulunan bazi maddelerin varlifi radyasyonun etkisini arttirict veya azaltici
olabilir.

Hiicre icinde ve ¢evresindeki oksijen konsantrasyonu, radyasyona duyarlilig
etkileyen en Onemli faktordiir. Oksijenli ortamlardaki hiicre kiiltlirlerinin anoksik
ortamlardakilere oranla diisik LET’li radyasyonlara daha fazla duyarli olduklar
gozlemlenmistir (39).

Birgok dogal veya yapay kimyasal ajan eger 1simnlamadan once doku veya
hiicrelerde bulunuyor ise radyasyona duyarliligini etkileyebilir. Dokulardaki ¢oziinmiis
oksijen, serbest radikallerin stabilitesini ve toksisitesini artirir (11). Oksijenasyonun bir
sonucu olarak etkideki artma derecesi oksijenin etkiyi yiikseltme orani (oxygen
enhancement ratio) (OER) olarak bilinir (15) ve bu oran;

Oksijensiz ortamda etkiyi olusturmak i¢in gerekli doz

OER =

Oksijenli ortamda ayni etkiyi olusturmak i¢in gerekli doz

olarak belirlenir. OER’in maksimum degeri 3’tiir (15). Oksijenizasyon serbest radikaller
tizerinden olan indirekt etkiyi diizenleyebilir. Yiiksek LET in radyasyonun direkt etkisinde
rolii yoktur (11,15).

Katyonlar, metromidasol ve mizonidasol gibi elektron afinitesi yiiksek bilesikler
radyasyonun hasar verici etkisini arttirabilir. Alkol, morfin ve trankilizanlar solunumu
azaltarak oksijenasyonu diisiiriir ve radyorezistansi artirir.

Buna karsin thioller ve fazla miktarda -SH radikalleri iceren diger bilesiklerin,
vitamin A, C, E gibi antioksidanlarin radyasyon hasarini azaltici etkileri vardir. Bu
bilesiklerin serbest radikalleri uzaklastirarak, hipoksi olusturarak ve proteinlerde distilfid
baglar1 olusturak onlar1 giiclendirip hiicreleri koruduklar diisiintilmektedir (11).

Thioller aym1 zamanda DNA sentezini gecici olarak inhibe ederek, onarim
enzimlerinin subletal hasari tamamen onarmalari i¢in zaman tanir. Epinefrin doku

hipoksisine neden olur ve bu nedenle bazi koruyucu 6zellikleri vardir (39).
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SERBEST RADIKAL-ANTIOKSIDAN ILiSKiSi

Serbest Radikaller

Serbest radikaller, son yoriingelerinde en az bir tane eslesmemis elektron
bulunduran ve bu elektronu ciftlemek icin diger molekiiller ile tepkimeye girmeye yatkin
olan kisa omiirlii, kararsiz, molekiil agirlig1 kiiciik olan bir molekiildiir (44-46). Kararl
hale ge¢mek i¢in elektron alici (oksitleyici) ya da elektron verici (rediikleyici) olarak
davranirlar (11). Radyasyon sonucu baz giftleri ya da seker-fosfat baglar1 arasindaki
hidrojen baglarinin kirilmas: ile olusan elektronlarla su molekiilii etkilesir ve serbest
radikaller olustururlar.

Canlilarin 9%70-90’1inda su molekiiliiniin bulundugunu diisiiniirsek biyolojik
dokularda oksijen ile reaksiyona girerek olusan serbest radikaller ¢ok Onemlidir. Su
molekiilii iyonlastirici radyasyon etkisiyle iyonlarina, uyarilmis atom veya molekiillerine
ayrilarak kimyasal olarak parcalanir. Bu parcalanma sonucunda hidrojen peroksit
molekiilleri (H,0,), radikal hidrojen (H"), molekiiler hidrojen (H;), hidroksil radikali (-
OH), hidroperoksit radikali (HO,) ve siiperoksit (O,) olustururlar (14,23,45). Hiicre
hasarina neden olan siiperoksit, siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi yardimiyla hidrojen
peroksit (H,O,) ve oksijene cevrilir (46). H>O; ise dokularda bulunan katalaz, peroksidaz
enzimleri ile su ve oksijene ayrisarak daha etkisiz hale doniistiiriiliir (46).

[k olarak su molekiilii, radyasyon etkisi ile iyonlasarak serbest elektron ve pozitif
yiikli iyon olusturur. Pozitif yiikli iyon hidrojen iyonu ve hidroksil radikali olusturur.
Serbest elektron ile hidrojen iyonunun birlesmesi ile hidrojen radikali meydana gelebilir.
OH  ve H' radikalleri sadece suyun iyonlagsmasi ile olusmaz su molekiiliiniin uyarilmasi ile
de meydana gelebilir. H™ radikalleri ¢ok reaktiftir ve radikal-radikal reaksiyonlari ile
hidrojen peroksit molekiillerini olusturabilir. Reaksiyonlar sonucu olusan iirlinler kendi
aralarinda reaksiyona girerek hidroperoksit radikali gibi farkli radikaller ortaya ¢ikararak

oksidatif strese neden olabilir (Sekil 18) (11,14).
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L HO —— H0"+e

II. H0* ———» H'+ OH"
III. H+e— H-
Iv. H,0 —» H,0— H + OH-

H+H — I,
V. OH- + OH- — H,0,

H +O0H — Hy0
VL H,0 + H —— H,+ OH-

VII. H>O, + OH- —» H,0 + HO:’

Sekil 18. Su molekiiliiniin iyonlagsmasi ve serbest radikallerin olusumu

Radyasyon uygulamasi sirasinda ortamdaki oksijen miktar1 da Onemlidir.
Radyasyonun olusturdugu hasar ortamdaki oksijen miktarina bagl olarak artabilir (11).
Radyasyonun absorblanmasindan sonra su molekiiliiniin parcalanmasi ile olusan serbest
elektron (¢”) ya da hidrojen iyonu (H') ile ortamdaki oksijen reaksiyona girerek hidrojen
peroksit ve HO, olusturur (11). Serbest radikallerden kaynakli olusan hasarlar1 niikleik
asitlerde hidrojen baglarinin kirilmas1 ile olusan kimyasal degisiklikler, seker-baz
baglariin kirilmasi ve seker oksidasyonunun olusumu olarak siralayabiliriz (14).

Serbest radikaller antioksidanlar tarafindan etkisiz hale getirilebilir.

Antioksidanlar

Canli hiicrelerde protein, lipit, karbonhidrat ve DNA gibi okside olabilen yapilarda
serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonu onleyen ya da geciktiren maddelere
“antioksidan maddeler” denir (45-48). Antioksidanlar, dogal olarak sifali bitkilerde,
tahillarda ve sebzelerde bulunabilir. Bu gruptaki antioksidan maddeler, tokoferoller,

flavonoidler, fenolik bilesikler, klorofil ve karotenler olarak siralanabilinir (49).

Antioksidan maddeler;
1. Toplayici ve giderici etki ile serbest radikalleri kendine baglayarak ya da daha
kararli hale getirerek,

2. Zincir kirici etki ile serbest radikal olusumunu engelleyerek,
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3. Baskilayici etki ile reaksiyon hizini azaltarak,

4. Onarici etki ile protein ve DNA gibi molekiilerde olusan hasari tamir ederek,

5. Hiicresel kinaz kayiplarin1 6nleyip oksidasyonlar1 durdurarak,

6. Antioksidan enzimler ile enzimatik olmayan antioksidanlarin sentezini artirarak

etki etmektedir (50,51).

Antioksidan maddeler etki etme yollarina gore ikiye ayrilir.

1. Hiicre icinde bulunan antioksidanlar: Mevcut diger radikaller ile reaksiyona
girerek onlarin daha zararli formlara doniismesini Onleyen bilesiklerdir. Hiicre icinde
bulunan bu antioksidanlar, siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve
katalaz (CAT) enzimleridir. Bu enzimler olusan serbest radikalleri yok etmektedirler
(45,46,49,52,53).

2. Hiicre disinda bulunan antioksidanlar: Oksijen radikallerini yakalar ve daha
sonra olusacak radikal zincir reaksiyonlarini kirarak yeni olusumlar: dnleyen bilesiklerdir.
Bu antioksidanlar da E vitamini, C vitamini (53), transferin, haptoglobin, seruloplazmin,

albumin, bilirubin, P-karoten, polifenoller ve flavonoidler’dir (46,49,52,54).

FLAVONOIDLER

Renkleri nedeniyle latince “sar1” anlamina gelen “Flavus” sozciigiinden tiiretilen bir
grup kimyasal bilesiktir.

15 C atomlu 2-fenil benzopiron (difenil propan) yapisinda oldugundan polifenolik
bilesikler olarak kabul edilirler (55). Yapilarindaki 2- fenil benzopiron yapist 3 halkadan
olusmaktadir. Bu halkalara hidroksil (-OH) gruplar1 baglanmaktadir. A halkas1 glikoz
metabolizmast sonucu olusan koenzim A’dan olusan malonil Koenzim A (CoA)
molekiilinden, B ve C halkalar1 da glukoz metabolizmasi1 sonucu olusan sikimik asit
tizerinden sinnamik asit bilesiklerinden olusmustur (55).

Karbon (C) atomlarinin degisik pozisyonlarma hidroksil (-OH) gruplarmin

baglanmasiyla olusan farkli flavonoid gruplar Sekil 19’da gosterilmistir.
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Sekil 19. Flavonoidlerin kimyasal yapis1 (56)

C atomunun bulundugu yere gore alt gruplara ayrilmaktadir (Tablo 4).

Tablo 4. Flavonoidlerin alt siniflar1 ve besinsel kaynaklari (56)

Formononetin

Flavonoid Alt Flavonoidler Temel Besin Kaynaklar
Gruplan
Sogan, Kiraz, Elma, Brokoli,
Flavonoller Kaemherol, Myricetin, Quercetin, Rutin | Lahana, Domates, Bogiirtlen, Cay,
Kirmizi Sarap, Karabugday
Flavonlar Apigenin, Chrysin, Luteolin Maydonoz, Kekik
Isoflavonlar Daidzein, Genistein, Glycitein, Soya Fasiilyesi, Kekik

Flavanoller

Catechin, Gallocatechin

Elma, Cay

Flavanonlar

Eriodiktol, Hesperidin, Naringenin

Portakal, Greyfurt

Flavanonoller

Taxifolin, Amentoflavon

Limon, Narenciye

Flavonoidlerin biyolojik aktiviteleriyle ilgili ilk ¢alisma 1936 yilinda Rusznyak ve

Szent-Gyorgi tarafindan yapilmistir (57). Daha sonra in vivo veya in vitro olarak

gerceklestirilen pek ¢ok calismada basta antioksidan 6zelligi olmak {izere, antitiimor,

antienflamatuvar, antiviral, antiallerjenik, antitrombotik, aterosklerosis ve koroner kalp

hastaliklarindan koruma, vasodilatasyon etkisi ve hiicresel immiinitenin stimiilasyon
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ozellikleri bulundugu ortaya konmustur (55,58-61). Bu flavonoidlerin antioksidan
ozellikleri, Ozellikle ksantine oksidaz’i yok etme yetenekleri, hidroksil radikalleri ve
siiperoksit anyonlar1 baglama ve lipit peroksidasyonunu yok etme oOzelliklerinden
kaynaklanmaktadir (58).

Flavonoidler bulunduklari ortama gore serbest radikallerin varliginda antioksidan
ozelligi gosterirken, gecis metali varliginda da prooksidan aktivitesi gostermektedir
(49,60). Serbest radikal yakalama ve antioksidan oOzellikleri yapilarinda bulunan B
halkasindaki o-dihidroksi grubundan, C halkasindaki 4-okzo grubu ile 2 ya da 3 cift
bagdan, 3 ve 5 hidroksil gruplarindan kaynaklanmaktadir (62). B halkasindaki

hidroksilasyon, antioksidan aktivitesine katki saglar (49).

MYRICETIN

Myricetin’in Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri
Myricetin, 3,3°,4°,5,5°,7 pozisyonlarinda hidroksil degismeler ile olusan bitkisel
kaynakl1 dogal bir flavonoiddir (Sekil 20) (63).

OH
OH
HO 9]
c OH
OH
OH O

Sekil 20. Myricetin’in kimyasal yapis1 (C15H1008)

Cay, cilek, sogan, sarimsak, lahana, elma, kiraz, {iziim gibi meyve, bazi sebzelerde

ve tibbi bitkilerde (1-3,58,64,65) yiiksek miktarda bulunmaktadir.
Myricetin, 5’ pozisyonunda bulunan 3. hidroksil grubu sayesinde en iyi antioksidan
aktivitesine sahip olan flavonoiddir (49,66). Myricetin’in hiicreleri serbest radikallerle

olusan hiicre hasarindan korudugu ¢esitli arastirmalarda bildirilmistir (1-3).
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Bitkilerde ¢ogunlukla glikozid yapisinda bulunmakta olup aglikon formu daha
nadirdir (65). Diger flavonoidlere oranla serbest radikalleri yakalamada yapisindaki 3.
(liglincii) —OH grubu sayesinde daha etkilidir (3,66).

Cao ve ark, sarimsagin igerisinde yiiksek oranda myricetin bulundugundan dolay1
peroksil radikallere kars1 antioksidan oldugunu rapor etmistir (60). Suana kadar myricetin
metabolizmasi ile ilgili olarak insanlarda in vivo ¢alisma yapilmamistir. Sadece Griffiths
ve ark. tarafindan ratlarla yapilmis bir ¢alismada myricetin oral olarak verilmis, idrar ve
feceste myricetin metabolitleri incelenmistir. Myricetin’in ana metabolitinin idrarla atilan
3-5-hidroksifenil asetik asit oldugu rapor edilmistir (67).

Myricetin, radyasyon sonrasi olusan serbest radikalleri, yapisinda bulunan —OH
radikalleri sayesinde kendine baglar ve DNA'da olusacak oksidatif hasarlar1 engeller. Bu,
bilinen en 6nemli biyolojik etkisi olup antioksidan 6zelliginden kaynaklanmaktadir (1-3).

Myricetin’in sadece iyi bir antioksidan madde olmasinin yani sira antikanserojen
(68), antimutajen (69,70), antienflamatuar (71), antiviral, antidiyabetik (72), antitrombotik,
antiaterosklerotik oldugu ayrica antioksidatif ve sitoprotektif 6zellikleri bulundugu(65)
bilinmektedir. Baz1 ¢alismalarda myricetin’in 6zafagus (73), 16semi (74), akciger (75), ve
prostat (76) kanser hiicrelerinde antiproliferatif etkisinin oldugu rapor edilmistir.

Myricetin, hiperoksit ile ayni1 temel yapiya sahip oldugundan oksidatif strese karsi
koruyucu 6zelligi oldugu diisiintilmektedir (2).

Myricetin ile ilgili yapilan bazi ¢aligmalar ve sonuclar1 Tablo 5’te verilmistir.
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Tablo 5. Farkl hiicre gruplarinda farklh hasarlayici yontemler kullanilarak
olusturulan DNA hasarina kars1 myricetin’in etkileri

Yapilan Callsllan Hasarlama Caligilan
Hiicre N . N Sonuglar
Calismalar Yontemi Yontem
Grubu
) e Hidrojen peroksit ile muamele sonucu DNA iplik
) Izple S kiriklar1 ve pirimidin bazlarinin oksitlenmesinin arttigi
Duthie ve edilen Hidrojen Comet S . .
. . N . | e Hidrojen peroksit ile uyarilmadan yarim saat 6nce
ark. (1) lenfosit Peroksit yontemi .
hiicreleri uygulanan 100 pM konsantrasyonda Myricetin’in
o6nemli 6l¢iide DNA zincir kiriklarimi azalttig:
e Myricetin’in  hiicre  iginde serbest oksijen
radikallerini  1,1-difenil-2-pisirilhidrazil-(DPPH) ve
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radikallerini
temizlemedigi,
Cin e Hidrojen peroksit uygulamasi sonrasi SOD, CAT
han}suter o ve GPx gibi hiicresel antioksidan enzimlerinin protein
Wang ve akeiger H1dr0]§n Qomet, ekspresyonu ve aktivitesini tamir ettigi,
ark. (2) fibroblast peroksit yontemi L : .
hiicreleri e Hidrojen peroksit sonucu olusan hiicre hasarini
(V79-4) serbest oksijen radikallerin olusumunu engelleyerek
korudugu,
e DNA kuyruk bdlgesinde olusan hasar1 6nledigi,
e Azalmis SOD proteininin ekspresyonunu ve
aktivitesini iyilestirdigi
e UVB ile uyarilmis keratinosit Oliimlerini
engelledigi
e Apoptotik DNA oligoniikleotid zincir kiriklarini
Flow azalttigt
Huang ve HaCaT Ultraviyole- |sitometri, | ® Fotohasara kars1 hiicre i¢i hidrojen peroksit
ark. (3) B (UV-B) Western | {iretimi, lipit peroksidasyonu ve c-jun-NH2 terminal
blott kinaz (JNK) aktivasyonunun inhibe ettigi
e Lipit peroksidasyonunun inhibisyonu ve oksijen
radikallerinin yok edilmesi ile ciltte olusan hasarlar
onledigi
e HepG?2 hiicrelerinde ve lenfositlerde doza bagimli
olarak DNA zincir kiriklar1 olusumunu azalttigi,
Duthie ve | CaCo-2 0-2500 uM e Sadece yiiksek konsantrasyonlarda genotoksisite
’ | konsantrasyo Comet .. oo
ark HepG2, N .| gosterdigi
nda farkli yontemi 7 .
(58) HeLa flavonoidler e Myricetine olan cevabin  serbest oksijen
radikallerini temizleme yeteneginden ¢ok farklt DNA
tamir mekanizmalarini etkileyebildigi,
e 0,1 uM myricetin DNA zincir kiriklarini azalttigi,
e 0,1 pM myricetin NDBA ile uyarilmis hiicrelerde
oksitlenmis piirinleri %17, pirimidinleri %15 azalttig1,
Dzliifo HepG2 NDBA ve Comet e 0,luM-5uM  konsantrasyonundaki myricetin’in
v . - . . .
77) P NPIP yontemi | NDBA ile uyarilmis hiicreleri DNA hasarina karsi

korudugu,
e NPIP ile uyarilmis pirimidin bazlarma kars
myricetin’in koruyucu olmadigi

HaCaT: Malign olmayan Oliimsiiz .
adenokarsinoma hiicre serileri, HepG2: Hepatoselliiler karsinoma hiicre serisi, HeLa: Insan servikal kanser
hiicre serileri, NDBA: N-nitrozodibiitilamin, NPIP: N-nitrozopiperidin

insan Kkaratinosit hiicre serileri,

CaCo2: Epitelyal kolorektal
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MIKRONUKLEUS (MN) ANALIiZI YONTEMI

Mikronukleuslar (MN), tim kromozomda veya kromozom parcalarinda boliinme
esnasinda mitozun metafaz-anafaz gegisi sirasinda olusan, hiicre sitoplazmasi i¢inde ana
niikleusun diginda bulunan kiigiik, kiiresel niikleus dis1 yapilardir (4-6). Radyasyon ya da
karsinojenler ile hasarlanan tiim kromozom veya kromozom pargalarinin ig ipliklerine
tutunamamasi sonucu kutuplara cekilemeyen kromozomlarin yogunlagmasiyla olusur
(Sekil 21) (4,6,78). Ana niikleus ile sekil, yap1 ve boyanma o6zellikleri bakimindan ayni
olup, daha kii¢lik yapilardir (5,6).

Mikronukleuslar:

1. DNA kariklar1 sonucu olusan asentrik kromozom/kromatid fragmanlari,

2. Tim kromozomun/kromatidin kinetokorlar1 iizerindeki tubulin fiberlerinin
tutunmasindaki hatalar sonucu nukleus disinda kalmasi,

3. Sentromerik DNA’da olusan hatalar sonucu kromozom/kromatidlerin nukleus
disinda kalmasi,

4. Kinetokor proteinlerinde hatalarin olugsmasi sonucu kromozom/kromatidlerin
nukleus disinda kalmasi,

5. Niikleoplazmik koprii olusumlari ve kirilmasi,

6. Histon modifikasyonlar1 ve ge¢ replikasyon,

7. BFB  (bridge-fusion-break)  (kirik-flizyon-kirtk)  sonucu  olusan  gen

amplifikasyonu nedeniyle niiklear tomurcuklanma sonucunda olusabilir (79).

@) |
@ o= o '-.»"

(b)

® ;']{'»2. :
| L2

Sekil 21. MN olusumu (5)

Ll L YA L) LU Y

0000

a) Mikronukleus kokeni, anafazdaki tiim kromozom ve asentrik kromozom pargalarindan olusmakta,

b) Niikleoplazmik koprii, disentrik kromozomdan kdken alarak olugsmakta
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Mikronukleus yontemi, hem fiziksel hem de kimyasal genotoksik ajanlarin
etkilerinin belirlenmesinde uzun yillardan beri kullanilmaktadir. Diger kromozom
aberasyon tekniklerine gore daha basit ve radyasyon hasari incelemelerinde duyarli bir
yontem olmasindan dolay1 tercih edilmektedir. Sadece radyasyon hasarinin incelenmesinde
degil biyomarker olarak bir¢ok ¢alismada tercih edilmistir.

Mikronukleus teknigi,

. Farmasétik ajanlarin sitogenetik etkilerinin incelenmesinde,
. Karsinojenlerin sitogenetik etkilerinin incelenmesinde,

1

2

3. In vivo/in vitro genotoksik hasarlarin incelenmesinde,

4. Radyolojik kazalarda genetik materyalin hasarinin belirlenmesinde,
5

. Kanser riskinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (6).

Mikronukleus yontemi uzun yillardan beri kromozom aberasyon tekniklerine gore
hem daha kolay hem de kisa zamanda degerlendirilebildigi i¢in bir¢ok radyasyon
calismasinda olusan DNA hasarini incelemek i¢in kullanilmastir.

1986 yilinda meydana gelen Cernobil Niikleer Reaktor kazasinda radyoaktif alana
100-200 km uzaklikta bulunan 80 bireyin absorbladiklar1 dozlarin belirlenmesinde (19),
1987 yilinda hastane bahgesine birakilan teleterapi cihazinin Sezyum-137 (Cs-137)
kaynagina temas eden kisilerin belirlenmesi i¢in 1000°e yakin kisin hizl1 analizine ihtiyag
duyulan Goiana kazasinda (80) ve iilkemizde 1998 yilinda meydana gelen eski bir Co 60
radyoterapi kafasinin bir grup hurdaci tarafindan oksijen kaynag ile kesilmesi sonucunda
20 kisinin radyasyona maruz kalmasiyla sonuglanan Istanbul kazasinda (81,82) basariyla
kullanilmistir. Bu olaylarin her birinde fiziksel olarak hesaplanan ve diger biyolojik
dozimetri yontemleriyle tespit edilen dozlar mikronukleuslarin analizi yontemiyle tespit

edilenlerle uyum gostermistir (19,81,82).
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GEREC VE YONTEMLER

ORNEKLEM GRUBUNUN OLUSTURULMASI

Calismada kullanilan kan 6rnekleri saglikli 3 erkek goniilliden alinmistir. Goniilliiler

icin bazi kriterler olusturulmustur. Bu kriterler;

1

. Tanisal, tedavi ya da mesleki olarak radyasyona ve/veya toksik maddeye maruz

kalmamis olmak,

2.

25-35 yaslar1 arasinda bulunmak,

. Sigara ve alkol kullanmamak,

3
4,
5
6

Adilesel kanser riski tasimamak,

. Metabolik hastalik tasimamak ve diizenli bir ila¢ kullanmamak,

. Kan 0rnegi alinacagi donemden 1 ay oncesine kadar antibiyotik vb. ila¢ kullanmamis

olmak.

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

Calismamizdaki olgulara arastirmanin igerigini kisaca anlatan, arastirma esnasinda

kendilerine uygulanacak islemler hakkinda bilgi veren, arastirmayla ilgili sahip olduklari

haklar ve yiiklendikleri sorumluklar1 bildiren “Bilgilendirilmis Olur Formlar1” kullanild1 (Ek

1). Bu formlar ¢aligmaya katilan olgulara okutulduktan ve/veya okunduktan sonra yazili

onaylar1 alinarak saklandi.
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Etik Kurul Onay1

Calismanmiz Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul tarafindan, arastirmanin
amaci, gerekgesi, gere¢ ve yontemler ile goniilli bilgi metni incelendikten sonra 29 Haziran
2011 tarih ve 17 sayili toplantisinda Tez Onerisi ve Tez danismani atamasi kabul edilip
onaylanan ve Bilimsel Arastirma Degerlendirme Komisyonu tarafindan 08.06.2011 tarihinde

12/10 karar numarasi ve sayili belge (TUBADK 2011-124) ile onaylanmustir (Ek 2).

GERECLER

Cihazlar
Laminar air flow kabini (Heraeus)
Sogutmali santrifiij (Heraeus)
Vorteks (Yellow Line)

Etiiv (Heraeus)

AN N NN

Hassas dijital terazi (Scaltec)

Kimyasal sarf ve diger sarf malzemeler ekler boliimiinde verilmistir (Ek 3).

YONTEMLER

Ornek Alinmasi

Arastirmada kullanilan periferik kan Ornekleri steril sartlarda, vakumlu ve lityum-
heparinli tiiplere alindi. Alinan kanlar 1 saat oda 1s1sinda bekletildi ve 10-15 dakika ara ile alt-

ust edildi.

Myricetin’in Coziilmesi: Myricetin’in molekiiler agirhig 318,24 gr’dir. 11 mg
Myricetin tartildi ve steril 1.5 ml’lik bir tiip icerisine konuldu. 100 mM Myricetin elde etmek
icin 345,5 pl DMSO eklendi ve stok Myricetin elde edildi. 1 ml kan i¢in 100 pM
konsantrasyon istendiginde 1 pL, 200 pM konsantrasyon istendiginde 2 pL Myricetin
eklendi.

Orneklerin Gruplara Ayrilmasi

Aragtirmada kullanilacak olan kan 6rnekleri 14 farkli gruba ayrildi.
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Gruplar:

[a—y

Grup: Kor (bazal MN seviyesi i¢in)

Grup: DMSO (% 0,2)

Grup: 100 uM Myricetin

Grup: 200 uM Myricetin

Grup: 2 Gray (Gy)

Grup: 4 Gy

Grup: 100 pM Myricetin + 2 Gy

Grup: 200 uM Myricetin + 2 Gy

Grup: 100 uM Myricetin + 4 Gy
. Grup: 200 uM Myricetin + 4 Gy
. Grup: 2 Gy + 100 uM Myricetin
. Grup: 2 Gy + 200 uM Myricetin
. Grup: 4 Gy + 100 uM Myricetin
. Grup: 4 Gy + 200 uM Myricetin

A e AR B e

e e e e
A W N = O

Bu gruplarin her biri i¢in steril kabin icerisinde 2 ml’lik steril eppendorf tiiplerine 1.5
ml kan 6rnegi konuldu. 1 numaral tiipe hicbir uygulama yapilmadi, 2 numaral tiipe ise %
0,2’lik DMSO eklendi diger tiiplerle es zamanli ekim yapilmasi i¢in 30 dakika daha
dinlendirildi.

3, 7, 9 numaral tiiplere 100 uM ( 1,5uL) Myricetin; 4, 8, 10 numarali tiiplere 200 uM
(3 uL) Myricetin eklendi ve tiipler alt-iist edildi. Daha sonra yarim saat bekletildi.

3. ve 4. tiiplerin 30 dakika sonra kiiltlir ekimleri yapildi. 7. ve 8. tiiplere 30 dakika
sonra 2 Gy 1s1n uyguland1. 9 ve 10. Tiiplere 30 dakika sonra 4 Gy 151 uygulandi. Isinlamadan
sonra kan drnekleri 1 saat bekletildi ve kiiltiir ekimleri yapildi.

5,6, 11, 12, 13, 14. tiiplere liniversitemize ait radyasyon onkolojisinde bulunan Co-60
cithazinda radyasyon uygulamas1 gergeklestirildi. 5. ve 6. tiipler 1s1nlama uygulandiktan sonra
1 saat dinlendirildi ve paralel olarak kiiltiir ekimleri yapildi. 11. ve 12. tiipe 2 Gy 1s1n
uygulandiktan hemen sonra sirasiyla 100 pM ve 200 uM Myricetin uygulandi, 13. ve 14. tiipe
ise 4 Gy 1s1n uygulandiktan hemen sonra sirasiyla 100 uM ve 200 uM Myricetin uygulandi ve

tiipler alt-iist edildi. Kan 6rnekleri 1 saat dinlendirildi ve kiiltiir ekimleri yapildi.
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Radyasyon Uygulanmasi

Kan oOrneklerine in vitro sartlarda radyasyon uygulanmasi Trakya Universitesi
Radyasyon Onkolojisinde yapildi. Alinan ornekler uygulanacak c¢alismaya gore gruplara
ayrildi. Her bir 6rnek uygulanacak doza gore Co-60 terapi cihazinda 2 Gy ve 4 Gy dozlarinda
bollus icerisinde 15x15 cm’lik alanda 80 cm SSD’de (Source to skin distance)(Kaynak deri

ylizey mesafesi) 1sinlandi.

Hiicrelerin Kiiltiire Alinmasi

Kan o6rnekleri Moorhead ve ark. (6)’nin gelistirdigi mikro kiiltlir yontemi kullanilarak
kiiltiire alindi. Kiiltiir islemleri UV 1sikla (210-300 nm dalga boyunda) steril edilen bir doku
kiiltiir laboratuvarinda, laminar air flow kabini i¢inde gerceklestirildi. Kiiltiir medyumu olarak
L-Glutaminli PRMI-1640 kullanildi. 100 ml L-Glutaminli RPMI igerisine kiiltlir ortamini
zenginlestirmek amaciyla %10 Fetal Calf Serum (FCS) ve bakteri kontaminasyonunu
onlemek amaciyla %1 Penisillin/Streptomisin ilave edildi ve tiim flasklara 9 ml olarak
dagitildi. Kiiltiir medyumuna 0,5 ml uygun olan kan 6rnegi konuldu ve lenfositleri boliinmeye
tesvik etmek amaciyla uygun konsantrasyonda (Stok 1,2 mg/ml) 0,5 ml fitohemaglutinin
(PHA) eklendi. Hazirlanan kiiltiir 6rnekleri 37°C’de %5 CO;’li etiivde kiiltiire alindi. Kiiltiire
44. saatte aktin filamentlerini olusumunu inhibe ederek hiicre bdliinmesini engelleyen
Sitokalasin-B (Cyt-B)’ den uygun konsantrasyonda (stok 6ug/ml) 360 ul (0,36 ml) eklendi ve
kiiltiir 68. saatte durduruldu.

Hiicre Fiksasyonu

Kiiltiir materyali 68. saat sonunda 15 ml’lik falkon tiiplerine aktarildi. 800 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi. Stipernatant atildiktan sonra buz sogugunda 0.075 M KCI ¢ozeltisi
toplam hacmi 10 ml’ye tamamlanacak sekilde vorteks lizerinde damla damla ilave edilerek
hipotonik sok uygulandi. Ornekler 800 rpm’de 8 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant
atildi. Altta kalan pelletin {izerine vorteks iizerinde damla damla Carnoy Fiksatifi (3:1 (v/v)
metanol:asetik asit) eklendi. Tiipler 5 dakika 1000 rpm’de santrifiij edildi. Tekrar siipernatant
atild1 ve pellet lizerine vorteks esliginde damla damla fiksatif eklenerek 5 dakika 1000 rpm’de
santrifiij edildi. Ustte kalan siipernatant atildiktan sonra pellet iizerine sitoplazmayi
koruyabilmek amaciyla %1°lik formaldehit vorteks iizerinde eklendi ve 1000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi. Stipernatant atildiktan sonra altta kalan pellet {izerine fiksatif eklendi ve 5

dakika 1000 rpm’de santrifiij edildikten sonra hiicreler -20 °C’ye kaldirildi.
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Preparatlarin Hazirlanmasi

Hiicre kiiltlirii yapilarak hazirlanmis hiicreler, 6nceden temizlenmis ve dondurulmus
slaytlarin tizerine 45°C’lik a¢1 ile 30 cm yiikseklikten 7-8 damla damlatilarak pastor pipeti
yardimiyla yayildi. Hazirlanan slaytlar oda 1sisinda kurutuldu. Hiicrelerin yeterli olup
olmadiklar1 faz kontrast mikroskobunda incelendi ve degerlendirildi. Hiicre yogunluklari

yeterli goriilen slaytlar, boyama islemi i¢in oda 1sisinda 1 gece bekletildi.

Preparatlarin Boyanmasi

Fosfat tampon ¢ozeltisi ile %10’luk Giemsa soliisyonu hazirlandi. Hazirlanan boya
filtre kagidiyla siiziildii. Kurutulan slaytlar 30 dakika giemsa soliisyonu ile boyandi. Boyama
isleminden sonra slaytlar 2 kez saf suda calkalanarak yikandi ve kurutulmaya birakildi.
Hazirlanan preparatlar olympus marka 151k mikroskobu ile kontrolleri yapildiktan sonra

entellan ile kapatild1 ve sayildi. Giemsa ile boyanan slaytlarin goriintiileri asagida Sekil 22°de

verilmigtir.
. -
.. ®® -
&
3 . N

Sekil 22. Giemsa boyama yapilarak sayim yapilan BN hiicreler ve MN
goriintiileri (6,83)

a) BN hiicre, b) 1 MN iceren BN hiicre, ¢) 5 MN iceren BN hiicre

Binukleat (BN) hiicrelerde mikroniikleuslarin degerlendirilmesinde Fenech (82)’in

kriterleri géz oniinde bulunduruldu (Sekil 23).

Fenech’in (5) sayim Kkriterleri,
1. Hiicreler BN olmalidir.

2. BN’lar her bir nukleus membranla temas halinde olmali1 ve aymi sitoplazmik sinir

icinde yer almalidir.
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3. BN i¢indeki iki nukleus da yaklagik ayni boyutta, ayn1 yapida olmalidir, ayni
sekilde boya almis olmalidir.

4. BN ic¢indeki iki nukleus nukleoplazmik koprii ile baglanabilir. Bu nukleoplazmik
kopri nukleus ¢apinin 1/4’inden biiylik olmamalidir.

5. BN’1n iki nukleusu birbirine temas edebilir ancak iist iiste binmemelidir. Ust iiste
binmis binukleatlarda ancak iki nukleusun simirlart da birbirinden ayri1 segilebiliyorsa
sayilmalidir.

6. BN hiicrenin sitoplazma sinir1 ve zar yapist bozulmamis olmali ve komsu
hiicrelerin sitoplazma sinirindan agik¢a ayirt edilmelidir.

7. MN’lar ana ¢ekirdek ile temas edebilir ancak tist iiste binmis olmamalidir ve
mikroniikleer sinir ¢ekirdek sinirindan ayirt edilebilir olmalidir.

8. MN’larin ¢api, genellikle ana nukleusun ortalama ¢apinin 1/16 ve 1/3’i aralifinda
degismektedir.

9. MN’lar genellikle ana c¢ekirdek ile ayni yogunlukta boyanmalidir, bazen ana
cekirdek daha yogun boyanabilir (5,6).

TS e
. __6
(a) (b) {ﬂ}

Sekil 23. Degerlendirme kriterlerine uygun BN hiicreler ve MN (6)

a) 2 MN iceren BN hiicre, b) 3 MN i¢eren BN hiicre, c) 1 nukleoplazmik koprii ve 2 MN
iceren BN hiicre, d) 5 MN iceren BN hiicre

Mikronukleus Sayim
Her bir lamda 2500 binukleat hiicre sayildi. Mikronukleus sayilar1 kaydedildi. MN ve

BN sayildiktan sonra MN sayisi, toplam BN sayisina boliinerek mikronukleuslarin binde

oranlar1 bulundu.

Sayimlari esnasinda, MN iceren BN hiicre sayilar1 sayim kagidina kaydedildi (Ek 4).
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ISTATIKSEL DEGERLENDIRILMESI
Calismada verilerin istatiksel analizi XL STAT-2013 (serbest yazilim) programi

yardimiyla yapildi. Her bir grupta goniilliiler arasindaki fark ki-kare testi ile degerlendirildi.

Radyasyon 0ncesi ve sonrasi gruplarin karsilagtirilmasi ise Studen’t T testi ile hesaplandi.

Her bir olgunun Mann Whitney U testi, Varyans/Mean sonuglari, Standart hatalari
Ctampois programu ile hesaplanirken; %95 Giiven araliklar1 ise Instant Programi yardimi ile

hesaplandi. Tiim istatistikler i¢in anlamlilik sinir1 P<0.05 olarak seg¢ildi.
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BULGULAR

Bu calismada, geng, saglikli 3 erkek goniilliiden alinan kan 6rneklerinde kontrol, 2 Gy
ve 4 Gy’lik radyasyon uygulanmasi dncesi ve sonrasina ait 14 ayri kriter incelenerek sonuglari

karsilastirildi (Tablo 6).

Tablo 6. Kontrol ve radyasyon karsilastirma gruplan

Co-60 gama radyasyon uygulamasi
KONTROL
2 Gy 4 Gy
0 Gy 100uM Myricetin + 2 Gy 100uM Myricetin + 4 Gy
DMSO 200uM Myricetin + 2 Gy 200uM Myricetin + 4 Gy
100pM Myricetin 2 Gy+100uM Myricetin 4 Gy+100uM Myricetin
200uM Myricetin 2 Gy+200uM Myricetin 4 Gy+200uM Myricetin

Her bir goniilliiye ait toplu sonuglar Tablo 7, Tablo 8 ve Tablo 9’da, 3 goniilliiniin
sonuclarinin karsilastirilmast Tablo 10°da, 3 goniilliiniin BN ve MN dagilimlarinin toplami

Tablo 11°de verilmistir.
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Tablo 7. 1. goniillitye ait MN dagilimlar:

. GONULLU
. ORAN"™ TOPLAM MiKRONUKLEUS DAGILIMI + +t o T+
GRUPLAR SH (1000) MN 1 ) 3 41516 U Var/Mean SE %95 CI
1 0 Gy 2500 5.2 13 9 2 0[0]0]|O0 11.1 1.3 0.027 2.8-8.9
2 DMSO 2500 4.8 12 12 0 0l 0]0]|O0 -0.16 0.99 0.027 2.5-8.4
3 IOQMM 2500 6 15 13 1 0l 0]0]|0O0 4.67 1.12 0.027 3499
Myricetin
4 ZOQMM 2500 6.8 17 15 1 0l 0]0]|O0 4.05 1.11 0.027 4.0-10.9
Myricetin
5 2 Gy 2500 203.6 509 3371 65 |10 3 |00 8.52 1.24 0.028 | 188.0-219.9
6 4 Gy 2500 657.6 1644 718 | 287 [ 84 | 21 | 2 | 1 8.12 1.23 0.028 | 638.6-676.2
100pM
7 Myricetin + 2 Gy 2500 173.2 433 306 | 53 5 1 100 5.98 1.16 0.028 | 158.6-188.6
200uM
8 Myricetin + 2 Gy 2500 151.6 379 279 | 45 2 1 10O 5.29 1.15 0.028 | 137.8-166.3
9 .IOQMM 2500 479.2 1198 598 | 216 [ 41 | 10| 1 | O 7.21 1.20 0.028 | 459.5-499.0
Myricetin + 4 Gy
10 .20(.)MM 2500 320.4 801 474 | 132 |17 | 3 |0 | O 6.43 1.18 0.028 | 302.1-339.1
Myricetin + 4 Gy
11 2 Gy+.100.uM 2500 193.6 484 358 | 55 4 1 100 3.83 1.10 0.028 | 178.3-209.6
Mpyricetin
12 2 Gy+.200.uM 2500 134.8 337 253 139 | 210|010 4.69 1.13 0.028 | 121.6-148.8
Mpyricetin
13 | 4GyrloouM 2500 478 1195 | 678 | 197 31| 5 |20 3.23 1.09 0.028 | 458.3-497.8
Myricetin
14 | 4Gyr200uM 2500 379.2 048 619|126 23] 2 |00 2.04 1.05 0.028 | 360.1398.6
Myricetin
* Toplam Sayilan Hiicre Sayisi, "Mann Withney U Testi

**1000 BN hiicrede MN Say1s1 , Varyans/Ortalama Degeri

"11:9495°lik Giiven Arahig
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Tablo 8. 2. goniillitye ait MN dagilimlar:

2. GONULLU
. ORAN™ | TOPLAM | MIiKRONUKLEUS DAGILIMI ¥ it . .
GRUPLAR SH (1000) MN 1 5 3 4 56 U Var/Mean SE %95 C1
1 0 Gy 2500 4.8 12 12 o |lolo]o]|o -0.16 0.99 0.027 2.5-8.4
2 DMSO 2500 4.8 12 12 0 |o]o0o]o]oO -0.16 0.99 0.027 2.5-8.4
3 100uM 2500 6 15 15 0 |o]o0o]o]oO -0.20 0.99 0.027 3.4-9.9
Myricetin
4 200uM 2500 6.8 17 15 1 0lo0]o0]oO 4.05 1.11 0.027 4.0-10.9
Mpyricetin
5 2 Gy 2500 184 460 306 | 57 |12 1 |00 8.73 1.24 0.028 | 169.0-199.8
6 4 Gy 2500 552.4 1381 634 | 223 |78 |14 |1 | 1 9.47 1.26 0.028 | 532.7-572.0
100pM
7 Myricetin + 2 Gy 2500 146.4 366 2621 46 | 1 |1 |10 7.40 1.20 0.028 | 132.8-160.9
200uM
8 Myricetin + 2 Gy 2500 132.4 331 246 | 38 | 310|010 5.38 1.15 0.028 | 119.3-146.3
9 100uM 2500 430.4 1076 586 | 181 |40 | 2 |0 |0 5.37 1.15 0.028 | 410.9-450.1
Myricetin + 4 Gy
10 200uM 2500 309.2 773 478 [ 126 | 9 | 4 |0 |0 5.27 1.14 0.028 | 291.1-327.7
Myricetin + 4 Gy
1 2 Gy+100uM 2500 161.6 404 283148 | 711100 7.43 121 0.028 | 147.4-176.6
Myricetin
12 2 Gy+200uM 2500 137.6 344 263 1 34 | 3| 11010 5.23 1.14 0.028 | 124.3-151.7
Myricetin
13| 4Gy*t100uM 2500 4172 1043 601 | 157 |35 |3 | 1|1 5.94 1.16 0.028 | 397.8-436.8
Myricetin
14 4 Gy+200uM 2500 329.6 824 528 111|221 21010 4.58 1.13 0.028 | 311.2-348.4
Myricetin
* Toplam Sayilan Hiicre Sayisi, "Mann Withney U Testi

*%1000 BN hiicrede MN Sayist

i, Varyans/Ortalama Degeri
"11:9495°lik Giiven Arahigi
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Tablo 9. 3. goniillitye ait MN dagilimlar:

3. GONULLU
. ORAN" | TOPLAM MiIKRONUKLEUS DAGILIMI + ﬁ- o .
GRUPLAR SH 1000) o . > 314 slelol U | VarMean SE %95 CI
1 0 Gy 2500 48 12 21 0 [olololo]|ol-016 0.99 0.027 2584
2 DMSO 2500 3.6 9 7 1 lolololololsa 121 0.027 1.6-6.8
3 100uM 2500 4.8 12 20 0 |ololololo]|-016 0.99 0.027 2584
Mpyricetin
4 200uM 2500 5.2 13 30 0o |ololololo]|-017 0.99 0.027 2.8-8.9
Myricetin
5 2 Gy 2500 174.4 436 327 53 [ 1]o0olololo] 293 1.08 0.028 | 159.7-189.9
6 4 Gy 2500 474.4 1186 550 | 218 |48 | 14|00 |0 983 127 0.028 | 454.7-4942
100pM
7 | Myricetin - 2 Gy 2500 138 345 288 27 | 1|0 |olo|ol 128 1.03 0.028 | 124.7-152.1
8 200uM 2500 117.6 204 244 25 oo |ololol 187 1.05 0.028 | 105.2-130.9
Mpyricetin + 2 Gy
9 100uM 2500 3732 933 590 | 142 [17] 2000235 1.06 0.028 | 3542-392.5
Mpyricetin + 4 Gy
10 200uM 2500 290.8 727 465 | 109 | 9 | 3100 568 1.16 0.028 | 273.1-309.0
Mpyricetin + 4 Gy
1 2 Gy+100uM 2500 155.6 389 3170 33 2o lololo] 160 1.04 0.028 | 141.6-170.4
Myricetin
12 | 2Gy+200uM 2500 131.6 329 263 27 |4 olololol 375 1.10 0.028 | 118.6-145.5
Myricetin
13 | 4Gyt100uM 2500 351.2 878 500 | 141 |28 3 |olo]ol717 1.20 0.028 | 332.5-370.3
Myricetin
14 | 4Gy+200uM 2500 260.4 651 4sa | 88 | 710 ]o0lo|o0] 265 1.07 0.028 | 243.3-278.1
Myricetin
* Toplam Sayilan Hiicre Sayisi, TMann Withney U Testi

*%1000 BN hiicrede MN Sayisi

i, Varyans/Ortalama Degeri
'11:9495°lik Giiven Arahig
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Tablo 10. 3 goniilliiniin MN sikhiklarimin karsilastirilmasi

1. GONULLU 2. GONULLU 3. GONULLU
SH MN BNMN+SE SH MN BNMN4+SE SH MN BNMN+SE
1 O Gy 2500 13 52+14 2500 12 48+1.4 2500 12 48+1.4
2 DMSO 2500 12 48+1.4 2500 12 48+1.4 2500 9 3.6£1.2
3 IOQMM 2500 15 6+1.5 2500 15 6+1.5 2500 12 48+1.4
Myricetin
4 ZOQMM 2500 17 6.8+£1.6 2500 17 6.8+1.6 2500 13 52+14
Myricetin
5 2GY 2500 509 203.6+9 2500 460 184 +8.5 2500 436 1744 £8.3
6 4 GY 2500 1644 657.6 +16.2 2500 1381 552.4+14.9 2500 1186 4744+ 13.8
7 100uM 2500 433 173.2+£8.3 2500 366 146.4+£7.6 2500 345 138+7.4
Myricetin + 2 GY ) ' ' ) '
8 200uM 2500 379 151.6+£7.8 2500 331 1324+£7.3 2500 294 117.6 £6.8
Myricetin + 2 GY ) ' ' ) ' )
100uM
9 Myricetin + 4 GY 2500 1198 4792 +£13.8 2500 1076 430.4+£13.1 2500 933 373.2+£12.2
200uM
10 Myricetin + 4 GY 2500 801 3204+11.3 2500 773 309.2+11.1 2500 727 290.8+£10.8
2GY +
11 100uM Myricetin 2500 484 193.6 + 8.8 2500 404 161.6 +8 2500 389 155.6£7.9
2GY +
12 2001M Myricetin 2500 337 134.8+7.3 2500 344 137.6+ 7.4 2500 329 131.6+£7.2
13 4 GY T 2500 1195 478 +13.8 2500 1043 417.2+12.9 2500 878 351.2+11.8
100pM Myricetin
14 4 GY T 2500 948 379.2+12.3 2500 824 329.6+11.5 2500 651 260.4 £10.2
200puM Myricetin

SH: Toplam sayilan hiicre sayisi

BNMN: 1000 Binukleat (BN) hiicrede MN say1s1
SE: Standart Hata
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Tablo 11. 3 goniilliiye ait bulgulardan elde edilen toplam MN dagilimi

Toplam MN Dagilimlar:
. ORAN" | TOPLAM MIKRONUKLEUS DAGILIMI ¥ - . .
GRUPLAR SH (1000) MN 1 2 3 21516 U Var/Mean SE %95 CI
1 0 Gy 7500 4.9 37 33 2 0 010710 6.41 1.10 0.016 3.5-6.8
2 DMSO 7500 4.4 33 31 1 0 01010 3.50 1.05 0.016 3.0-6.2
3 IOQ”M 7500 5.6 42 40 1 0 01010 2.61 1.04 0.016 4.0-7.6
Myricetin
4 ZOQ”M 7500 6.3 47 43 2 0 01010 4.88 1.07 0.016 4.6-8.3
Myricetin
5 2 Gy 7500 187.3 1405 970 | 175 | 23 | 4|10 | O 11.9 1.19 0.016 178.6-196.4
6 4 Gy 7500 561.5 4211 1902 | 728 | 209 |49 | 3 1 15.9 1.26 0.016 | 550.1-572.7
7 100uM 7500 152.5 1144 | 856 [ 127 7 | 2|10 8.87 114 0.016 | 144.5-160.9
Myricetin + 2 Gy
8 200uM 7500 133.9 1004 | 769 [ 108 | 5 [ 1|00 755 112 0.016 | 126.2-141.8
Myricetin + 2 Gy
9 .IOQ”M 7500 427.6 3207 1774 | 539 | 98 |14 |1 | O 9.22 1.15 0.016 | 416.4-438.9
Myricetin + 4 Gy
10 .20(.)”M 7500 306.8 2301 1417 | 367 | 35 10| 1 | O 10.0 1.16 0.016 | 296.4-317.4
Myricetin + 4 Gy
11 2 Gy+.100.uM 7500 170.3 1277 958 | 136 | 13 | 2 |0 | O 7.52 1.12 0.016 161.8-179.0
Myricetin
12 2 Gy+.200.pM 7500 134.6 1010 779 | 100 9 11010 7.89 1.12 0.016 127.0-142.6
Myricetin
13 4 Gy+.100.uM 7500 415.5 3116 1779 | 495 | 94 |11 | 3 | 1 9.47 1.15 0.016 | 404.3-426.7
Mpyricetin
14 4 Gy+.200.”M 7500 323.1 2423 1601 [ 325 | 52 |4 |0 | O 5.75 1.09 0.016 | 312.5-333.8
Myricetin
* Toplam Sayilan Hiicre Sayisi, "Mann Withney U Testi

**1000 BN hiicrede MN Sayis1

i, Varyans/Ortalama Degeri

"7:9495°lik Giiven Aralig:
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KONTROL DEGERLERI
Dogal mikronukleus sikliklari, myricetini ¢6zmede kullanilan DMSO ve 100 uM ve

200 uM Myricetin’in dogal sikliga katkis1 3 ayr1 kan 6rneginde arastirildi. Sonuglar Tablo 12
ve Sekil 24°de verildi.

3 goniilliidede dogal mikronukleus (p=0.075, x*=0.223), DMSO (p=0.074, x*=0.223),
100 uM (p=0.075, x*=0.225) ve 200 uM (p=0.075, x*=0.223) Myricetin sonuglar1 arasindaki

istatistiksel olarak fark goriilmemistir.

Tablo 12. 3 ayr1 kan ornegine ait dogal MN sikhiklarinin DMSO ve myricetin ile

Kkarsilastirilmasi
100pM 200pM
GRUP KONTROL DMSO Myricetin Myricetin
BNMN'+SD | BNMN %SD BNMN +SD BNMN +SD
1. Goniillii 5,2+1,4 4,8+1,4 6,0+1,5 6,8+1,7
2. Goniillii 4,8+1,4 4,8+1,4 6,0+1,5 6,8+1,7
3. Goniillii 4,8+1,4 3,6+1,2 4,8+1,4 5,2+1.4
SD: Standart sapma
*1000 BN hiicrede MN tasiyan BN sayisint gostermektedir.
10
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3 34— L — L -
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= 24— — — — —
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& 05— — — —— -
|:| I I I 1
KONTROL DMS0 100pM Myricetin 200pM Myricetin

Sekil 24. 3 goniilliiye ait kontrol grubu sonug¢larinin karsilastirilmasi
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RADYASYON ONCESi MYRICETIN UYGULAMASI
Kan ornekleri 100 uM ve 200 uM Myricetin varliginda 2 Gy ve 4 Gy’lik Co-60 gama

1sinlarina maruz birakildi. Sonuglar Tablo 13, Sekil 25 ve Sekil 26°ta verildi.

Tablo 13. 3 goniilliide radyasyon dncesi myricetin uygulamasina ait MN sikhiginin

karsilastirilmasi
1. goniillii 2. goniillii 3. goniillii

2 Gy 203,6+9,0 184+8.5 174,4+8 3
100pM Myricetin+2 Gy | 173,2+8,3 146,4+7.6 138+7.4
200uM Myricetin+ 2 Gy | 151,6+7,8 132,4+7 3 117,6+6,8

4 Gy 657,6+16,2 | 552,4+14,9 474,4+13.8
100uM Myricetin+4 Gy | 479,2+13,8 | 430,4+13,1 373,2+12.2
200uM Myrcetin+t4 Gy | 3204+11,3 | 309.2+11,1 290,8+10,3

250
z
= 200 -+
= I
£ I
=l 950 - S
= I B 1.gonilli
w 1 N
= 1 O 2. ganilli
ﬁ 100 - 0O 3. giniillii
=
g
_-E- 50 -
=
0
Gy 100 pM 200 pM

Sekil 25. 2 Gy’lik radyasyon uygulamasi oncesinde Myricetin uygulamasi sonucu

MN sikhigr karsilastirilmasi

45




750

700

620 -

600 -

550 -
500 -

450
400
350 -
300 -
250 -
200 -
150 -
100 -

50

Mikronukleus Sikh@ (MN/BN)

4 Gy

100 pM

200 puM

Wl .gonulli
@ 2. gondlli

O3 gonulli

Sekil 26. 4 Gy’lik radyasyon uygulamasi oncesinde Myricetin uygulamasi sonucu MN

sikhig1 karsilastirilmasi

Isinlanma 6ncesi 100 uM Myricetin uygulanmasi mikronukleus sikliginda 2 Gy’lik
dozda %15-21, 4 Gy’lik dozda ise %21-27 arasinda azalmaya neden oldu. 200 pM Myricetin
varliginda gerceklestirilen 2 Gy’lik uygulamada ise mikronukleus sikligi %26 ile %32

arasinda degisirken 4 Gy’de bu deger %39-51 oldu (Tablo 14, Sekil 27, Sekil 28).

Tablo 14. Myricetin uygulamasi sonras1t MN sikhiginda azalma yiizdeleri

1. Goniillii | 2. Goniilli 3. Goniillii
(%) (%) (o)
100uM Myricetin +2 Gy 15 20 21
200uM Myricetin + 2 Gy 26 28 32
100uM Myricetin + 4 Gy 27 22 21
200uM Myricetin + 4 Gy 51 44 39
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Sekil 27. 2 Gy’de MN sikhiginin azalma yiizdesi
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Sekil 28. 4 Gy’de MN sikligimin azalma yiizdesi
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RADYASYON SONRASI MYRICETIN UYGULAMASI

2 Gy ve 4 Gy’lik Co-60 gama 1sinlarina maruz birakilan kan 6rneklerine 1s1nlamay1
takiben 100 uM ve 200 puM Myricetin uygulandi. 3 bireye ait sonuglar ve myricetin
uygulamasi sonrasit mikronukleus sikligindaki azalma Tablo 15, Sekil 29 ve Sekil 30’ da

verildi.

Tablo 15. 3 goniilliide radyasyon sonrasi myricetin uygulamasi ile olusan MN
sikhiklarimin karsilastirilmasi

2 Gy

100 uM

200 uM

1. Goniillii | 2. Goniillii 3. Goniillii
2 Gy 203,6+9,0 184+8.5 174,4+8 3
2 Gy +100pM Myricetin | 193 648 8 161,648 155,6+7,9
2 Gy +200pM Myricetin | 134.8+73 137,6+7,4 131,6+7,2
4 Gy 657,6+£16,2 | 552,4+14.9 474,4+13,8
4 Gy +100pM Myricetin | 478+13 8 417,2+12,9 351,2+11,8
4 Gy +200pM Myricetin | 37921123 | 329,6+11,5 260,4+10,2
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Sekil 29. 2 Gy’lik radyasyon uygulamasi sonrasinda Myricetin uygulamasi ile olusan

MN sikhginin karsilastirilmasi
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Sekil 30. 4 Gy’lik radyasyon uygulamasi sonrasinda Myricetin uygulamasi ile olusan
MN sikhiginin karsilastirilmasi

Isinlanma sonrast 100 pM Myricetin uygulanmasi mikronukleus sikliginda 2 Gy’lik
dozda %5-12, 4 Gy’lik dozda ise %25-27 arasinda azalmaya neden oldu. 200 uM Myricetin

uygulanmasi ise mikronukleus sikligini 2 Gy i¢in %24 ile %34 arasinda diisiirlirken 4 Gy’de

bu deger %40-45 oldu (Tablo 16, Sekil 31 ve Sekil 32).

Tablo 16. Myricetin uygulamasi sonras1t MN sikhiginda azalma yiizdeleri

1. Gonmiillii | 2. Goniilli | 3. Goniilli
(%) (%) (%)
2 Gy +100uM Myricetin 5 12 10
2 Gy +200uM Myricetin 34 25 24
4 Gy +100nM Myricetin 27 25 26
4 Gy +200uM Myricetin 42 40 45
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Sekil 31. 2 Gy’de MN sikhiginin azalma yiizdesi
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Sekil 32. 4 Gy’de MN sikhiginin azalma yiizdesi
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Her iki doz i¢in 2 farkli konsantrasyonda uygulanan myricetin’in radyasyon Oncesi ve
sonrast uygulanmasinin mikronukleus sikligina etkisi karsilagtirildu.

2 Gy ve 4 Gy’lik doz oncesi ve sonrasinda uygulanan 100 uM ve200uM myricetin
konsantrasyonlarin her ikisinde de goniilliiler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

goriilmemistir (p>0.05) (Tablo 17, Sekil 33, Tablo 18, Sekil 34).

Tablo 17. Her 3 kan 6rneginde 2 Gy Icin Myricetin’in MN sikhgim Azaltma Katsayilar

100pM Myricetin 200uM Myricetin
Radyasyon | Radyasyon | Fark | Radyasyon | Radyasyon | Fark
Oncesi Sonrasi (%) Oncesi Sonrasi (%)
1. Goniillii | 173,2+8.3 193,6£8,8 +11 151,6+£7,8 | 134,8+7,3 -12
2. Goniillii | 146,4+7,6 161,6£8 +10 132,4+7,3 | 137,6£7,4 +4
3. Goniillii 138+7,4 155,6+7,9 +12 117,6£6,8 | 131,6£7,2 +10
250
z,
]
E 200 7
2 150 ¥ _l—l @2Gy éncest 100 uM
= Kl - : '
v O2Gy sonrast 100 pM
3 100 | W2Gydncesi 200 uM
::l O2Gy sonras: 200 pM
g
£ 50 -
0
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Sekil 33. 2 Gy radyasyon oncesi ve sonras1 Myricetin varhginda MN sikhigi
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Tablo 18. Her 3 kan drneginde 4 Gy Icin Myricetin’in MN sikh@in azaltma katsayilari

Sekil 34. 4 GY radyasyon oncesi ve sonrasi Myricetin varhgindaMN sikhgi

100pM Myricetin 200pM Myricetin
Radyasyon | Radyasyon Fark | Radyasyon | Radyasyon | Fark
Oncesi Sonrasi (%) Oncesi Sonrasi (%)
1. Goniillii | 479,2+13,8 | 478+13,8 +1 320,4+11,3 | 379,2+12,3 -15
2. Goniillii | 430,4+13,1 | 417,2+12.9 +3 309,2+11,1 | 329,6+11.5 -7
3. Gonmiillii | 373,2£12,2 | 351,2+11,8 +6 290,8+10,8 | 260,4+10,2 11
600
=
B soo —
S T
= 400 + B
2 Kl B4 Gy éncesi 100 pM
=
@300 04 Gy sonras: 100 pM
s B4 Gy oncesi 200 uM
x:, 200 1 [ 04 Gy sonras: 200 phd
:
22 100 -+ .
=
0
1. ganllt 2. gantlli 3. ganlli

3 bireyin mikronukleus sikliklari istatistiksel olarak fark gostermedigi icin birlestirildi

(Tablo19). Co-60 gamma 1sinlariyla elde edilmis,
Y=0.013 + 0.0009 +0.074+ 0.003D +0.028+ 0.0008 D* (4)

mikronukleus doz cevap egrisi kullanilarak absorblanan doz degerlendirmesi yapildi.
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Tablo 19. 3 goniilliiniin radyasyon oncesi ve radyasyon sonrasina ait MN sikhiklarinin

istatitiksel karsilastirilmasi

3 Goniilliiniin

3 Goniilliiniin

GRUPLAR . . *
radyasyon oncesi radyasyon sonrasi
2 Gy p =0.090 p =0.090
100pM Myricetin+2 Gy p =0.088 p =0.090
200pM Myricetin+ 2 Gy p =0.086 p =0.084
4 Gy p =0.150 p =0.150
100pM Myricetin+4 Gy p=0.123 p=0.123
200nuM Myricetin+4 Gy p =0.102 p=0.111

*p degerleri Studen’t T testi ile hesaplandi.

KONTROL

Calismada kullanilan kan Orneklerinin dogal ve DMSO uygulamasi sonrast

mikronukleus siklig1 ortalamasi 1000 hiicrede 4,9+0,9 ve 4,4+0,8 olarak tespit edildi. 100uM
(p=0.205, x*=0.157) ve 200uM (p=0.205, x*=0.140) Myricetin uygulamasi da mikronukleus

veriminde anlamli bir artisa neden olmadi (Tablo 20, Sekil 35).

Tablo 20. Birlestirmis kontrol grubu MN sikliklar:

Sayilan Hiicre MN BNMN*
KONTROL 7500 37 4,9+0,9
DMSO 7500 33 4,4+0,8
100pM Myricetin 7500 42 5,6+0,9
200uM Myricetin 7500 47 6,340,7
*1000 BN hiicrede MN tasiyan BN sayisint gostermektedir.
10
)
B
| E KONTROL
O DMSO

Mikronukleus Sikhign (MN/BN)

BEMMM Oranlar

W 100pM Myricetin

O 200k Myricetin

Sekil 35. Birlestirilmis kontol grubu MN sikhiklari
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RADYASYON ONCESIi MYRICETIN UYGULAMASI

Myricetin uygulamasi sonras1 mikronukleus sikliginda azalma goriilmiistiir. Azalma
yiizdesi hem dozla hem de konsantrasyonla degisiklik gosterdi. Sonuglar Tablo 21, Sekil 36,
Sekil 37°de verilmistir.

Tablo 21. Radyasyon dncesi myricetin uygulamasinin MN sikhiklarina etkisi

Sayilan Azalma | Absorblanan
H:Iicre MN BNMN* (%) Doz (Gy)

2 Gy 7500 1405 | 187,3+5,0 2
100uM Myricetin 7500 | 1144 | 152,5+4,5 19 1.29+0.13
200uM Myricetin 7500 1004 | 133,9+4,2 29 1.15+0.12

4 Gy 7500 4211 | 561,5+£8,7 4
100uM Myricetin 7500 3207 427+7,6 24 2.74+0.17
200uM Myricetin 7500 2301 | 306,8+6,4 45 2.18+0.14

*1000 BN hiicrede MN tasiyan BN sayisint géstermektedir.
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Sekil 36. Radyasyon oncesi myricetin uygulamasimin MN sikhiklarina etkisi
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Sekil 37. Radyasyon 6ncesi myricetin uygulamasinin MN sikhigina etkisi

RADYASYON SONRASI MYRICETIN UYGULAMASI

Radyasyon uygulamasini takiben myricetin uygulamasi da mikronukleus sikliginda

azalmaya neden oldu. Azalma yiizdesi hem dozla hem de konsantrasyonla degisiklik gosterdi.

Sonuglar Tablo 22, Sekil 38, Sekil 39°da verildi.

Tablo 22. Radyasyon sonrasi myricetin uygulamasinin MN sikliklarina etkisi

Sayilan Azalma | Absorblanan
Hiicre MN BNMN* (%) Doz (Gy)

2 Gy 7500 1405 187,33+5,0 2
100uM Myricetin 7500 1277 170,3+4,8 11 1.39+0.14
200uM Myricetin 7500 1010 134,7+4,2 28 1.15+0.12

4 Gy 7500 4211 561,5+8,7 4
100uM Myricetin 7500 3116 415,5+7,4 26 2.70+0.17
200uM Myricetin 7500 2423 323,14+6,6 43 2.26+0.13

*1000 BN hiicrede MN tasiyan BN sayisin1 gdstermektedir.
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Sekil 38. Radyasyon sonrasi myricetin uygulamasinin MN sikhigina etkisi
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Sekil 39. Radyasyon sonrasi myricetin uygulamasinin MN sikhigina etkileri
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RADYASYON ONCESIi VE SONRASI

Radyasyona maruz kalma Oncesi ve sonrasi myricetin uygulanmasimin etkileri
karsilastirildiginda 2 Gy dozda 100 uM (p=0.224) ve 200 uM (p=0.223) ile 4 Gy dozda 100
uM (p=0.281) ve 200 uM (p=0.252) anlaml1 bir fark goriilmedi (Tablo 23, Sekil 40).

Tablo 23. Radyasyon dncesi ve sonrasi uygulanan farkh konsantrasyonlardaki
myricetin’in MN sikliklarina etkisi

Radyasyon Oncesi | Radyasyon Sonras1 | Fark(%)
100uM Myricetin 152,544,5 170,3+4,8 +10
2Gy | 200uM Myricetin 133,9+4,2 134,7 +4,2 -1
Fark(%) 12 21
100uM Myricetin 427+7,6 415,5£7,4 3
4 Gy 200puM Myricetin 306,8+6,4 323,1+6,6 -5
Fark(%) 28 22
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Sekil 40. Radyasyon oncesi ve sonrasi myricetin varhiginda MN sikhiklar:
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Sonugta absorblanan doz agisindan karsilastirildiginda Myricetin konsantrasyonunun
artmasmin dozu etkiledigi, ancak Oncesinde veya sonrasinda myricetin uygulanmasinin
anlaml bir fark ortaya koymadigi gorildii. Myricetin varlifinda absorblanan radyasyon

dozlarmin sonuclar1 Tablo 24’te verilmistir.

Tablo 24. Radyasyon oncesi veya sonrasit Myricetin uygulanmasinin absorblanan
doza etkileri

Radyasyon Oncesi | Radyasyon Sonrasi
(Gy) (Gy)
100pM Myricetin 1.294+0.13 1.39+0.14
2 Gy 200puM Myricetin 1.1540.12 1.15+0.12
100uM Myricetin 2.74+0.17 2.70+0.17
4 Gy 200pM Myricetin 2.18+0.13 2.26+0.13
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TARTISMA

Emil Grubbe’in ¢alisir haldeki bir Crooke tiipiinii kucaklamasi sonucunda ellerinde ve
viicudunda meydana gelen lezyonlarin biiytikliigii, radyasyonun kanserli hiicreleri 6ldiirmekte
kullanilabilecegi fikrinin ortaya ¢ikmasina neden oldu. X isinlar kesfedildikten ¢ok kisa bir
siire sonra Ocak 1896’da Meme karsinomu tedavisi géren Ms. Rose Lee ilk radyoterapi
hastas1 olarak tarihe gecti (21,84). Aradan gecen 100 yillik siiregte gelistirilen bilgisayarl
cihazlar sayesinde radyoterapi kanser tedavisinin ana yontemleri arasinda yerini ald1.

Radyoterapinin temeli iyonlastirict radyasyon kullanarak hiicrelerin 6lmesinin
saglanmas1 ve/veya boliinmelerinin (cogalmalarinin) engellenmesidir. Tedavinin basarili
olmasinda en 6nemli nokta, tiimorlii bolgeye dogru radyasyon dozunun uygulanmasidir. Aksi
halde tiimorlii hiicreler ortadan kaldirilamadigr gibi uygulanan radyasyon ikincil kanserlerin
olusmasina da zemin hazirlayabilir (39). Bunun yani sira tiimore planlanan yiiksek doz
verilirken, tiimoriin etrafindaki normal dokularin miimkiin oldugunca diisilk doz almasi
gereklidir.

Kanser hastalar1 bitkilerden elde edilen ¢esitli ilaglar1 tedaviye destek amaciyla
kullanmaktadir. Bu bitkisel iiriinlerin bir kismi psikolojik etki diginda bir fayda saglamazken,
ozellikle flavonoid grubu kimyasallarin antioksidan 6zellikleri nedeniyle tamamlayici tedavi
olarak dnerilebilecegini gosteren ¢alismalar mevcuttur (58,75,77,85).

Bir bioflavonoid olan myricetin, hem kanseri 6nleyici hem de tedaviyi tamamlayici

olarak Onerilen bitki ekstrelerinin basinda gelir. Yapilan ¢aligmalar myricetin’in hem DNA’y1
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oksidatif hasara karst koruyucu hem de DNA tamir mekanizmalarini uyarict etkisi
olabilecegine isaret etmektedir (1-3,58).

Radyasyon nedeniyle DNA’da hasar meydana geldigi bilinmektedir. Olusan bu
hasarlarin bazilar1 tamir edilemeyip mutasyonlar ve/veya kromozomal aberasyonlara neden
olurken, bazi hasarlarda DNA tamir mekanizmalar1 ile ortadan kaldirilmaktadir. Ortamda
radyoprotektorlerin olmasi radyasyon etkisiyle meydana gelebilecek hasari azaltir (11).

Myricetin’in giiclii bir antioksidan olmasi nedeniyle hiicreleri serbest radikallerle
olusan hasarlardan korudugu cesitli arastirmalarda bildirilmistir (1-3). Bu durumda radyasyon
nedeniyle olusabilecek serbest radikalleri azaltip radyoprotektif bir etki gostermesi
beklenebilir.

Bu calismadaki amacimiz, kanser tedavisinde destek olarak kullanilan myricetin’in
absorblanan doza etkisini mikronukleuslarin analizi yontemiyle arastirmaktir. Literatiir
calismalar1 Myricetin’in olasi radyoprotektif etkisinin antioksidan 6zelliginin yani sira DNA
tamir mekanizmasi1 tiizerinde de etkili olabilecegine isaret etmektedir (1). Radyasyon
nedeniyle meydana gelen serbest radikaller ¢ok kisa bir siirede ortamdan kaybolur. Bu
nedenle hem radyasyon i1simnlanmasi Oncesi hem de sonrasinda myricetin uygulamasi
myricetin’in radyoprotektif karakterinin ortaya ¢ikartilmasina yardimer olabilir.

Bu etkiyi arastirabilmek i¢in, radyoterapide fraksiyone uygulamada en ¢ok kullanilan 2
Gy ve cok sayida hiicreyi etkileyen ve bir hiicrede ¢ok sayida aberasyon olugsmasina neden
olan 4 Gy radyasyon dozu se¢ilmistir.

Literatiirde Myricetin’in antioksidan etkisini arastirmak iizere farkli konsantrasyonlarda
caligmalar yapilmistir (1,86,87). Duthie ve ark. Myricetin’in 50 uM iizerindeki
konsantrasyonlarinin 200 puM hidrojen peroksitin insan lenfosit hiicrelerinde neden oldugu
DNA kol kiriklarini azalttigini, 50 ve 100 uM arasinda etki agisindan ise anlamli bir fark
olmadigin1 gostermiglerdir (1). Noroozi ve ark. 64 uM Myricetin’in 100 uM Hidrojen
peroksidin neden oldugu DNA hasarinin  %50’sini  azalttigmi, 279 pM Myricetin
konsantrasyonunun ise %90 etkili oldugunu ileri siirmiislerdir (86). O’brien ve ark.’lar
CaCo2 ve HepG2 hiicreleriyle yaptiklari ¢alismada 200 uM Myricetin’in DNA hasarini
azaltigim1 buna karsin hiicre canliligmmi etkilemedigini rapor etmistir. Aym1 caligmada
Myricetin’in 200 pM konsantrasyonun DNA hasar1 olusturmadigi ileri siiriilmiistiir (87).
Literatiirde iyonlastirict radyasyonlarla yapilmis bir calismaya rastlanilmamistir. Bu nedenle

calismamizi planlarken myricetin konsantrasyonlar1 olarak DNA kol kiriklarini azalttig1 daha
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onceki caligmalarda gosterilmis 100 pM ve toksik etki gostermedigi bilinen 200 pM
myricetin kullanilmigtir.

Absorblanan dozlar mikronukleus analizi yontemi ile belirlenmistir. Mikronukleuslar,
sitoplazma i¢inde ana nukleusun disinda fakat nukleusun yapi ve boyanma ozelliklerini
yansitan kiigiik kiiresel yapilardir. Artan radyasyon dozuyla lineer quadratik doz cevabi
olusturur (4). Hem radyasyon gibi fiziksel ajanlar, hem de kimyasal ajanlar mikronukleus
olusturabilir. Myricetin’in radyoprotektif etkisinin yani sira olasi genotoksik etkisini
radyasyonla birlikte degerlendirebilmek amaciyla bu yontem tercih edilmistir.

3 paralel olarak planlanan galigmada kontrol, radyasyon Oncesi ve radyasyon sonrasi
myricetin uygulamasi olmak tizere 3 ana kategoride 14 ayri seri olusturulmus (Tablo 6) ve
sonuglar karsilastirilmistir (Tablo 7, Tablo 8, Tablo 9, Tablo 10, Tablo 11).

Kontrol grubunda 3 goniilliiniin dogal mikronukleus sikliklar1 yani1 sira myricetin’in
¢oziilmesinde kullanilan DMSO ve c¢alismada kullanilan 100 uM ve 200 uM’liikk Myricetin
konsantrasyonlarimin da MN sikligina katkis1 arastirildi. Her 3 goniilliiye ait dogal
mikronukleus siklig1 ortalama 4,9+0,9 (4.,8-5,2) bulundu. DMSO’lu kan orneklerinin MN
siklig1 ortalama 4,4+0,8 (3,6-4,8) iken bu deger 100uM Myricetin i¢in 5,6+0,9 (4,8-6,0), 200
uM Myricetin icin ise 6,3+0,7 (5,2-6,8) olarak tespit edildi. 200 uM Myricetin’e ait MN
sikliklari, kontrol grubunun en yiiksek degerlerine ulasmakla birlikte (Tablo 12), gruplar
arasinda ve 3 goniilliiye ait kan oOrnekleri arasindaki istatistiksel olarak fark goriilmedi
(P>0.05). Bu sonu¢ DMSO ve 100 uM Myricetin’in DNA kol kiriklarini arttirmadigin ileri
stiren Duthie ve ark. (1) ve 200 uM’iin toksik etki yapmadigin1 rapor eden O’brein ve ark.
(87) nin sonuglartyla tutarl bulundu.

Antioksidan etkisini arastirmak amaciyla 2 farkli konsantrasyonda myricetin
varliginda 2 Gy ve 4 Gy’lik Co-60 gamma radyasyonu uygulamasi yapildi. Myricetin’in iki
konsantrasyonu da her iki dozda mikronukleus sikliginda azalmaya neden oldu (Tablo 13,
Sekil 25, Sekil 26). Myricetin konsantrasyonunun artmasi, MN sikliginda azalmay1 arttirdi
(p>0.05). 2 Gy’lik dozda 100 uM Myricetin %15-21 arasinda bir azalmaya neden olurken, bu
deger 200 pM Myricetin’in varhiginda %?26-32’ye kadar yiikseldi. 4 Gy’de etki 2 Gy’den
daha siddetli oldu. 100 uM Myricetin konsantrasyonunda MN siklig1 %21-27 arasinda
degisirken, 4 Gy’de %39-51 oraninda azalma goriildii (Tablo 14, Sekil 27, Sekil 28). 3 olgu
arasinda istatistiksel olarak fark olmadigindan (P>0.05) sonuglar birlestirildi. 2 Gy’lik dozda
MN sikligi 100 pM Myricetin varliginda ortalama %19 azalirken, 200 pM Myricetin

konsantrasyonunda bu deger %29 oldu. Co-60 gama 1siniyla hazirlamis doz cevap egrisiyle
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(4) absorblanan dozlar hesaplandiginda 2 Gy radyasyon dozu 100 uM Myricetin’in varliginda
1.29+0.13 Gy, 200 uM Myricetin’in varliginda ise 1.15+0.12 Gy olarak bulundu. 2 Gy’lik
absorblanan doz 100 uM Myricetin ile %36, 200 uM Myricetin’le ise %43 azaldi (p>0.05). 4
Gy’lik dozda mikronukleus siklig1 100 pM Myricetin varliginda ortalama %24 azalirken 200
uM Myricetin konsantrasyonunda bu deger %45’¢e yiikseldi. 4 Gy radyasyon dozu 100 uM
Myricetin’in varliginda 2.74+0.17, 200 uM Myricetin’in varliginda ise 2.18+0.13 Gy olarak
hesaplandi. 4 Gy i¢in dozda azalma 100 uM Myricetin ile %33, 200 uM Myricetin’le ise %
46 oldu (Tablo 21, Sekil 36, Sekil 37).

Radyasyon oncesi myricetin uygulamast MN sikligin1 farkli oranlarda etkilemekle
birlikte farkli konsantrasyonlarda absorblanan dozlardaki diisiis arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark gézlemlenmedi (p>0.05).

Literatiirde Myricetin’in radyoprotektif etkisiyle ilgili iyonlastirici radyasyonlarla
yapilmis c¢alismalara rastlanilmamistir. Myricetin ¢alismalarinda genellikle antioksidan
etkisini agiklamak amaciyla DNA hasar1 olusturacak kaynak olarak hidrojen peroksit (H,O,)
kullanilmistir (Tablo 25). Rueff ve ark. 0,5 mM H,0,’in yaklagik 2 Gy’in meydana getirdigi
DNA kol kirigina esdeger hasar meydana getirdigini gostermislerdir (88).

Kromozomal aberasyonlarin olusmast i¢in ilk hedefin DNA molekiilii oldugu
bilinmektedir. Ancak DNA hasarlarinin tamami, matematiksel bir oranla kromozomal hasara
donlismez. Kromozom aberasyonlarinin olusmasi i¢in DNA’nin hedef molekiil olmasinin yani
sira tamir mekanizmasinin da dnemi vardir. Mutajenler ile olusturulan ilk lezyonlar, ikinci bir
lezyona déniistiiriilebilir, onarilabilir veya orijinal haline geri dénebilir (19). Ornegin 20 mM
H,0,’in neden oldugu kromozomal aberasyon sayis1 1 Gy’lik dozun neden oldugu sikligin
yaklasik yaris1 kadardir (89). Bu nedenle H,0O,’in farkli konsantrasyonlariyla yapilan
caligmalardaki azalma yiizde degerleriyle bizim azalma ylizde degerlerimizi matematiksel
olarak karsilastirmak miimkiin degildir. Ancak arastirmalardan ¢ikan ortak sonug, serbest
radikal olusturan etken ne olursa olsun, Myricetin’in etkene maruz kalma 6ncesinde ortamda
bulunmasinin DNA’nin hasarimi azalttigidir. Bizim ¢alismamizda her iki dozda ve her iki

konsantrasyonda mikronukleus sikliklarindaki azalma da bu sonucu destekler niteliktedir.
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Tablo 25. Farkh konsantrasyonlardaki Myricetin’in DNA hasarim azaltma oranlari

Serbest radikal
Arastirici Hiicre tipi Etkide azalma
kaynag
Duthie ve ark. . ) ) 10, 25, 50, 100 pM e 50 uM Myricetin DNA hasarmi %30, 100 puM
Insan lenfosit hiicreleri
1 H,O, Myricetin ise % 31 oraninda azaltti
Delgado ve ark. o 3 mM NDBA, e 0.1 pM myricetin NDBA ya kars1 %15 piirin
HepG2 hiicre serisi
77 44 mM NPIP hasarini, %17 pirimidin hasarini azaltti
Noroozi ve . ) ) e 64 uM Myricetin‘in DNA hasarint %50, 279 uM
Insan lenfosit hiicreleri 100 uM H,0, o _
ark.(86) Myricetin konsantrasyonunun ise %90 azaltti
e 50 uM Myricetin DNA hasarin1 CaCo2 ve HepG2
O’Brien ve ark. o
CaCo2 ve HepG2 hiicre serileri 50 uM H,0, hiicrelerinde %17, 200 puM Myricetin ise CaCo2

(87)

hiicrelerinde %30, HepG?2 hiicrelerinde %40 azaltti.

Chen w. ve ark.

Sprague dawley kortikal astrosit

100 uM peroksinitrit

e 10uM Mpyricetin hidroksil radikallerini %48.6

90) hiicreleri diistirdii
Delgado ve ark 27 mM NDBA, 5 mM | ® 0.1-5 uM Myricetin NDBA ile olusturulan DNA
o1 ‘ HepG?2 hiicre serisi NPYR, 50 uM BaP iplik kiriklarint %32, 5-10 uM Myricetin’in BaP ile

olusturulan kiriklarini % 5-20 azaltti,

Abalea ve ark.

92)

Sprague dawley hepatosit hiicreleri

100 uM Fe-NTA

e 100 uM Myricetin’in 100 pM Fe-NTA ile

olusturulmus hasar1 % 34 azaltt1

NPYR: N-nitrozopyrolidine, BaP: Benzo(a)pyrene, Fe-NTA: Demir Nitrilotriasetat
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Canli organizmanin %70-90’m1 su molekiilii olusturur. Biyolojik sistemlerdeki temel
molekiil olan su molekiilii enerjiyi absorblayinca degerlik kabugunda paylasilmamis elektron
olan iki serbest radikale (H° ve OH") ayrisir. Ayrica ortamda oksijenin miktar1 ile dogru

orantili olarak H,O, gibi aktif yapilarin varligi da goriiliir. Serbest radikaller ortamdaki diger

molekiiller ile etkileserek hiicrede oksidatif strese neden olur. Antioksidanlar, serbest
radikallerle birleserek onlar1 ortadan kaldirir. Iyonlastiric1 radyasyonun neden oldugu serbest
radikaller ¢ok kisa bir siirede ortamdan uzaklastigindan antioksidanlarin 1sinlanma 6ncesinde
ortamda bulunmasi halinde etkili olmasi miimkiindiir. Radyasyon uygulamasi sirasinda
Myricetin’in varliginda absorblanan dozun ve mikronukleus sikliginin diismesi onun
antioksidan oOzelliginden kaynaklanabilir. Flavonoidlerin antioksidan o6zellikleri, 6zellikle
ksantine oksidaz’1 yok etme yetenekleri, hidroksil radikalleri ve sliperoksit anyonlar1 baglama
ve lipit peroksidasyonunu yok etme Ozelliklerinden kaynaklanmaktadir (1). Diger
flavonoidlere oranla Myricetin, serbest radikalleri yakalamada daha etkilidir (3,66).
Radyasyon sonrasi olusan serbest radikalleri, yapisinda bulunan —OH radikalleri sayesinde
kendine bagladigi ve DNA'da olusacak oksidatif hasarlar1 engelledigi diisiiniilmektedir (1-
3,86,90).

Calismanin 2. asamasinda radyasyon sonrasinda Myricetin uygulanmasinin
kromozomal aberasyon siklig1 tizerine etkileri de arastirildi (Tablo 7, Tablo 8, Tablo 9, Tablo
10, Tablo 11).

2 Gy ve 4 Gy’lik Co-60 gamma radyasyonu ile 1sinlamay1 takiben kan drneklerine 2
farkli konsantrasyonda Myricetin eklendi. Radyasyon sonrasi uygulamada Myricetin’in iki
farkli konsantrasyonunda ve her iki dozda MN sikliginda azalma goriildii (Tablo 15, Sekil 29,
Sekil 30). Myricetin konsantrasyonuna bagli olarak, MN siklig1 da azaldi. 2 Gy’lik dozda 100
uM Myricetin %5-12 arasinda bir azalmaya neden olurken, bu deger 200 uM Myricetin’in
varhiginda %24-34’e kadar yiikseldi. 4 Gy’de ise 100 uM Myricetin konsantrasyonunda MN
sikligr %25-27 arasinda degisirken, 200 uM Myricetin eklenen kan Orneklerinde %40-45
oraninda azalma goriildii (Tablo 16, Sekil 31 ve Sekil 32). 3 goniillii arasinda istatistiksel
olarak fark olmadigindan (Tablo 19) (P>0.05) sonuglar birlestirildi. 2 Gy’lik dozda MN
sikligt 100 uM Myricetin varhi@inda ortalama %11 azalirken, 200 pM Myricetin
konsantrasyonunda bu deger %28 oldu. 4 Gy’lik dozda bu degerler sirasiyla %26 ve %43
oldu. Co-60 gama 1sintyla hazirlamis doz cevap egrisiyle (4) absoblanan dozlar
hesaplandiginda 2 Gy radyasyon dozu 100 uM Myricetin konsantrasyonu i¢in 1.39+0.14 Gy,
200 uM Myricetin i¢in ise 1.15+0.12 Gy olarak bulundu. 2 Gy’lik absorblanan doz 100 uM
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Myricetin ile %31, 200 uM Myricetin’le ise %42 azaldi. 4 Gy 100 uM myricetin’in varliginda
2.70+0.17, 200 uM Myricetin’in varhiginda ise 2.26+0.13 Gy olarak hesaplandi. 4 Gy ig¢in
dozda azalma 100 pM Myricetin ile %32, 200 uM myricetin’le ise % 43 oldu (Tablo 22, Sekil
38, Sekil 39).

Radyasyon sonrasinda da myricetin uygulamast MN sikligim1 farkli oranlarda
etkilemekle birlikte farkli konsantrasyonlarla absorblanan dozlardaki diislis arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlemlenmedi (p>0.05).

Radyasyon uygulamasi oOncesi ve sonrasinda myricetin’in 2 konsantrasyonun
mikronukleus siklig1 {izerine etkisi karsilastirildiginda 2 Gy’lik dozda radyasyon oncesi 100
ve 200 uM myricetin uygulanmasi absorblanan dozu sirasiyla %36 ve %43 distirtirken,
radyasyon sonrasinda bu oranlar %31-%42 oldu. Ayni sekilde 4 Gy’de de radyasyon dncesi
(%33-46) ve radyasyon sonrasi (%33-43) myricetin uygulanmasi arasinda anlamli bir fark
gozlemlenmedi (p>0.05) (Tablo 24).

Myricetin’in radyasyon sonrasinda uygulanmasinda da MN sikligini diisiirmesi, DNA
tamir mekanizmas1 {izerine etkili olabilecegi ve/veya hasarli hiicreleri apoptoza
gotiirebilecegini diisiindiirttii.

Huang, ve ark.lar1 UV-B’nin neden oldugu keratinosit hasarinda myricetin’in UV-B
ile uyarilmis keratinosit 6liimlerini engelledigini, myricetin konsantrasyonuna bagimli olarak,
apoptotik DNA oligoniikleotit zincir kiriklarini azalttigin1 gostermistir (3). HaCaT hiicre
serilerinde gergeklestirilen bu calismada myricetin’in T hiicre diferansiyasyonu ve apoptoz
yolaginda rol alan c-jun-NH,; terminal kinazin (JNK) aktivitesini de azalttig1 rapor edilmistir.
UV-B’nin keratinosit hiicrelerinde hasar meydana getirmesi sonucunda uyarildig:r bilinen
JNK’nin miktarinin azalmasi, Myricetin’in apoptozu durdurmasi olarak yorumlanmustir.

Buna karsilik ayni hiicre serileriyle ¢alisgan Kim ve ark. tamir edilebilecek diizeyde
diisiik dozda UV-B’ye maruz birakilan hiicrelerde, myricetin’in Akt ve Bad molekiillerinin
aktivitesini diigiirerek mitokondriyal apoptotik molekiillerin salinimin arttirdigini ve hiicreyi
p53’ten bagimsiz bir yolaktan apoptoza siiriikledigini ileri siirmiistiir (89).

Myricetin’in kanser hiicre serileriyle yapilan c¢aligmalarda da hiicre ¢ogalmasini
durdurdugu ve/veya apoptozu tetikledigi goriilmektedir. Huang ve ark. bazal hiicreli
karsinoma veya melanom gibi tiimor hiicre serilerinde hiicre cogalmasin1 durdurdugunu rapor
etmislerdir (3). Sun ve ark. Myricetin’in T24 mesane kanseri hiicre serilerinde doz ve zamana
bagli olarak tlimor hiicrelerinin canlilik ve ¢ogalma yeteneklerini azalttigini, siklin bagimh

kinaz cdc2 ve siklin B1’in baskilanmasini, T24 hiicre serilerinde hiicre siklusunun G,/M
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evresinde tutulmasina yol actigmi ileri slrmiislerdir. Myricetin-apoptoz arasindaki
baglantinin, kaspaz-3’iin aktivasyonu ve Bcl-2 ailesi proteinlerinin modiilasyonu ile iliskili
olabilecegi ve Myricetin’in Akt fosforilasyonunu inhibe ederken, p38 MAPK
fosforilasyonunu arttirtig1 diisiiniilmektedir (68).

Morales ve ark.’lar1 ise Myricetin’in Losemi HL-60 serisinde apoptozu doz ve zamana
bagl olarak indiikledigini, ancak HepG2 hiicrelerinde bdyle bir etki gézlenmedigini rapor
etmistir (93). Bunun nedenini, hepatositlerde mutajenik oksidasyon iirlinlerinin yok
edilmesinin, myricetin’in DNA eksizyon-tamir enzimlerinin aktivasyonundan kaynaklanmasi
olabilecegini ileri siirmiislerdir.

MN sikligindaki azalma DNA tamir mekanizmasindan kaynaklaniyorsa, normal
hiicrelerin sayisinin artmasi ve 1 MN tasiyan binukleatlarin sayilarinin azalmasi beklenir.
Eger bu azalma birden fazla mikronukleus tasiyan, tamiri gii¢ hiicrelerin apoptoza
girmesinden kaynaklaniyorsa bu durumda birden fazla MN tasiyan hiicrelerin dagiliminda ve
oraninda diisme goriilmesi dogal sonu¢ olacaktir. Bu nedenle her 2 doza ait BNMN
dagilimlarini incelemek gerekir (Tablo 26). Her iki dozda da ¢ok sayida mikronukleus tagiyan

binukleatlarin sayisi, myricetin uygulamasini takiben azalma gdstermistir.

Tablo 26. 2 Gy ve 4 Gy radyasyon dozlari i¢cin mikronukleuslu BN sayilari

, , , 1den fazla

MN’suz BN MN’lu BN 1 MN’lu BN MN’lu BN
2 Gy 6328 1172 970 202
100+ 2 Gy 6507 993 856 137
2 Gy+100 6391 1109 958 151
200 +2 Gy 6617 883 769 114
2 Gy+200 6611 889 779 110
4 Gy 4608 2892 1902 990
100+ 4 Gy 5074 2426 1774 652
4 Gy+100 5117 2383 1779 604
200 +4 Gy 5670 1830 1417 413
4 Gy+200 5518 1982 1601 381

Bu diistisler MN tasimayan binukleat sayilar1 agisindan karsilastirildiginda uygulama
Oncesi veya sonrasi Myricetin eklenmesi arasinda belirgin bir fark gozlenmemistir.
Konsantrasyon agisindan karsilastirildiginda ise 2 Gy’de 100 uM Myricetin i¢in ortalama %2,
200 uM igin ise %4,5 artig goriiliirken bu degerler 4 Gy’de %11 ve %21 oldu. Buna karsilik
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birden fazla mikronukleslu hiicre sayilart 100 uM Myricetin i¢in 2 Gy de ~%30, 4 Gy de ise
%37 azalma gosterdi. Bu degerler 200 pM Myricetin i¢in ise 2 Gy’de %45, 4 Gy igin ise
%61 oldu (Tablo 27). Birden fazla mikronukleus tasiyan binukletlarin sayisindaki dramatik
diislis, myricetin’in hasarli hiicrelerde apoptozu uyararak, hiicreleri ortadan kaldirmis
olabilecegi olasiligin1 giiclendirdi. Mikronukleussuz hiicre sayisindaki artisin ise relatif

oldugunu diisiindiirdi.

Tablo 27. 2 Gy ve 4 Gy'de mikronukleuslu BN sayilarindaki % azalma miktarlar:

diT.l;)fi’ ;?01/10) MN’suz BN | MN’lu BN | { MN’lu BN ;f;?lza;lg
100+ 2 Gy 11 2.4 -15.3 -11.7 32.2
2 Gy+100 28 +1.0 5.3 -1.2 252
200 + 2 Gy 26 +4.5 25 20.7 -43.6
2 Gy+200 43 +4.5 24 -19,6 -45.5
100+ 4 Gy 24 +10.1 -16.2 6.7 342
4 Gy+100 36 +11.0 -17.6 6.5 -39.0
200 + 4 Gy 45 +23.0 -36.7 255 -58.2
4 Gy+200 53 19.7 315 15.9 61.5

Sonug olarak, Myricetin’in iyonlastirici radyasyonun neden oldugu mikronukleus
sikligini diisiirdiigli agik¢a ortaya konulmustur. Bu etki myricetin’in konsantrasyonuna bagl
olarak artis gostermis, ancak uygulamanin radyasyon 1sinlanmasi 6ncesi veya sonrasi olmasi
istatistiksel olarak anlamli bir fark ortaya koymamistir. Bu durum Myricetin’in antioksidan
0zelligi nedeniyle serbest radikalleri baglayarak DNA hasarini azaltmak yerine, belki de DNA

tamirini uyararak, tamir edilemeyen hiicrelerin apoptoza girisini hizlandirmasi nedeniyle

ortaya c¢ikmig olabilir. Literatiirde iyonlastirici radyasyonlarla yapilmis myricetin
mekanizmasiyla ilgili c¢alismalara rastlanilmamistir. Bu mekanizmanin tam olarak
anlasilabilmesi radyoterapi agisindan c¢ok Onemlidir. Radyasyon tedavisinin temeli

absorblanan dozun dogru bir sekilde uygulanmasi esasina dayanir. Bu gerceklesirken tiimoriin
etrafindaki dokularin en az dozu almasi, hastanin tedavisi sonrasindaki yasaminda ikincil
kanserlerle karsilagsmamasi agisindan da ¢ok onemlidir. Kanserli olgularin, 6zellikle meme
karsinomlu, mesane karsinomlu hastalarin myricetini destek amaciyla kullandiklar
bilinmektedir. Eger myricetin diisiindiigiimiiz gibi apoptozu tetkileyerek, fazla aberasyonlu
hiicreleri ortadan kaldiriyorsa, bu durumda hasta sagligi agisindan kullanilmasi faydali

olacaktir. Literatiir bulgular1 normal dokularda koruyucu etkisi olabilecegine isaret etmektedir
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(1,3). Ote yandan kanserli hiicrelerde apoptozu tetiklemesi de tedavinin amacmna uygun
olacaktir. Ancak bazi kanserlere ait hiicre serilerinde apoptozu tetikledigine isaret eden
bulgular varken, bazilarinda ise olumlu sonuglara varilamamistir (58,68,93). Ote yandan
mikronukleus tasimayan BN sayilarinda artis olmamasi en azindan hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in
bir ortam yaratmayacagini diisiindiirmektedir. Kanser hiicre serilerinde de absorblanan dozu
degistirip degistirmedigi mutlaka incelenmelidir. Tedaviyi etkileyecek sekilde tiimor
hiicrelerinde de absorblanan dozu etkiliyorsa, bu durumda radyoterapi hastalarinin bu
flavonoidi kullanmalar1 tedavileri i¢in olumsuz etki yapabilir. Myricetin’in tam olarak
radyoprotektif etkisinin mekanizmasinin agikliga kavusmasi i¢in, kanser hiicre serileriyle
DNA tamir mekanizmasi ve apoptoz mekanizmasini agiklayacak molekiiler ¢alismalara

ithtiyag¢ vardir.
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SONUCLAR

Bu calismanin hedefi, bir bioflavonoid olan Myricetin’in radyoprotektif etkisinin
karakterinin aragtirilmasidir.

Antioksidan 6zelligini incelemek i¢in 2 Gy ve 4 Gy radyasyon dncesinde ortamda 100
uM ve 200 uM olmak iizere farkli konsantrasyonlarda bulunan myricetin’in MN sikligina
etkileri degerlendirildi. Myricetin’in 2 farkli konsantrasyonunun uygulanan farkli dozlarda
MN sikligini azalttig1, ayrica myricetin konsantrasyonunun artmast ile MN sikliginin daha da
azaldig1 bulundu. 2 farkli konsantrasyondaki myricetin’in 2 Gy radyasyon dozunu yaklasik
%36-43 oraninda, 4 Gy radyasyon dozunu ise %33-46 oraninda diisiirdiigii bulunmustur.

DNA tamir mekanizmaz tizerinden etkili olup olmadig1 incelemek i¢in de 2 Gy ve 4
Gy radyasyon sonrasi farkli konsantrasyonlarda (100 uM ve 200 uM) Myricetin uygulanarak
MN sikligina etkileri degerlendirildi. Farkli radyasyon dozlari sonrasinda uygulanan farkl
myricetin konsantrasyonunun MN sikligint azalttigi bulundu. Farkli konsantrasyondaki
myricetin’in 2 Gy radyasyon dozunu yaklasik %31-41 oraninda, 4 Gy radyasyon dozunu ise
%32-43 oraninda diislirdiigli bulunmustur. Radyasyon sonras1 uygulanan myricetin’in de MN
sikligin1 diisiirmesi, myricetin’in DNA tamir mekanizmasi {izerine etkili olabilecegini
diistindiirdi.

Radyasyon oOncesi ve radyasyon sonrast uygulanan myricetin’in MN sikliklar

karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark olmadigi bulundu (p>0.05).
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Yaptigimiz literatiir ¢alismalarinda, myricetin’in kanser hiicre serileriyle ¢aligilmasi
sonucu hiicre ¢ogalmasint durdurdugu ya da apoptozu tetikledigi bulunmustur. Bizim
calismamizda da radyasyon sonrasi farkli konsantrasyonlardaki myricetin uygulanmasimin BN
basina diisen MN sikligini diistirmesi hiicreleri apoptoza gotiirdiigiinii diistindiirdii.

Farkli radyasyon dozlarina ait MN’lu BN hiicre dagilimlar incelendi ve MN tasiyan
BN’larin sayisinin, konsantrasyon miktariin artmastyla daha da azaldigi bulundu. Bu durum,
myricetin’in fazla hasarlanmis hiicreleri apoptoza siiriikleyerek ortadan kaldirdigini ve bundan
dolay1 MN sikligin1 azalttig1 ihtimalini giiclendirdi.

Sonug olarak, antioksidan 6zelligi ile bilinmesine ragmen myricetin’in radyoprotektif
0zelliginin serbest radikalleri baglamaktan ziyade DNA tamir mekanizmasi lizerinden etkili
olabilecegi goriisiine varildi. BN basina diisen MN sikligindaki azalma diislindiiglimiiz gibi
fazla hasarli hiicrelerin apoptoza ydnlendirilmesinden kaynaklaniyorsa kanser tedavisinde
destek olarak kullanilabilecegi goriisiine varildi ancak MN sikligindaki azalmanin temelinin
tam olarak anlagilabilmesi icin kanser hiicre serilerinde ileri molekiiler g¢aligmalarin

yapilmasinin radyoterapinin basarisi a¢isindan énemli oldugu sonucuna varildi.
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OZET

Glinlimiizde radyasyon, birgok hastaligin tani1 ve tedavisinde kullanilmaktadir. Ancak
sagalim amaciyla da olsa, uygulanan radyasyon, genetik materyalde doza bagli olarak
hasarlar meydana getirebilmektedir. Hasarlar ya dogrudan radyasyonun DNA’y1 hasarlamasi
ya da dolayli yoldan ortamdaki su molekiilleri ile etkileserek serbest radikaller olusturmasiyla
meydana gelir. Olusan hasarlarin bazilar1 farkli DNA tamir mekanizmalar ile onarilabildigi
gibi bazilar1 onarillamayacak seviyede olabilir. Bu nedenle radyasyon hasarini azaltmak
amaciyla hastalara bazi koruyucu ajanlar verilmektedir. Bu koruyucu ajanlar radyasyonun
verilen dozunu disiirerek tedavi siirecinde istenmeyen bir etki olusturabilse de saglam
dokularin radyasyon hasarindan korunabilmesi i¢in kullanilmalarinin gerekli oldugu durumlar
vardir.

Myricetin, bitkisel kaynakli dogal bir flavonoid olup antioksidan 6zelligi oldugu
bilinen bir maddedir. Bu nedenle radyasyon sonucu olusan serbest radikalleri kendine
baglayarak DNA’da olusacak oksidatif hasari engelleyebilecegi beklenmektedir.

DNA’da olusan hasarlar1  belirlemek icin, farklt dozimetrik yoOntemler
kullanilmaktadir. Mikronukleus (MN) analiz yontemi de, olusan DNA hasarinin
belirlenmesinde ve DNA hasarina karsi hiicrede olusan yanitin incelenmesinde kullanilan bir
tekniktir. MN’lar, binukleat (BN) hiicreler ile ayni sitoplazma i¢inde bulunan, hiicre
boliinmesi sirasinda mitotik 1gdeki hatalar nedeniyle kutuplara ¢ekilemeyen kromozomlardan
ve/veya kromozom parcalarindan olugsmaktadir. Radyasyonun olusturdugu hasarlar da MN

analizi ile incelenebilmektedir.
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Bu calismada, yapisinda bulunan —OH ekleri sayesinde gii¢lii bir antioksidan olarak
bilinen myricetinin farkli radyasyon dozlarinda, radyasyon oOncesi ya da sonrasinda
kullanilmasimin MN siklig1 iizerine etkileri incelendi.

Farkli konsantrasyonlardaki myricetinin 2 Gray (Gy) ve 4 Gy radyasyon Oncesi ve
sonrasinda MN siklig1 lizerine etkileri degerlendirildi. Farkli radyasyon dozlarinda, 100 pM
ve 200 pM konsantrasyonlarinda uygulanan myricetinin MN sikligin1 azalttigi goriildii.
Radyasyon oncesi ve sonrasinda uygulanan myricetin ise MN sikliginda istatistiksel olarak
anlamli bir fark olusturmadi (P>0.05).

Uygulanan myricetin konsantrasyonlarinda radyasyon dozunun azaldigi ancak bu
azalmanin gruplar arasinda anlamli bir fark olusturmadigr bulundu. Radyasyon oncesi ve
sonrast arasinda fark bulunmadigi icin myricetinin antioksidan etkisinden daha ¢cok, DNA
tamirini uyararak etki ettigi ya da radyasyon sonucu hiicrede olusan hasar miktarina gore
hiicreyi apoptoza gotlirdiigii diisiiniildii. Birden fazla MN tasiyan BN hiicrelerin sayisi
azalirken, kromozom aberasyon tagimayan hiicrelerin sayis1 degismedi.

Bu ¢alismanin sonucu olarak, kanser hastalarinda myricetinin radyoterapi tedavisine

ek olarak kullanilabilmesi i¢in daha ileri ¢aligmalarin yapilmasi gerektigi 6nerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Myricetin, mikronukleus, DNA hasari, radyoprotektif etki
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INVESTIGATION OF THE RADIOPROTECTIVE EFFECTS OF
MYRICETIN WITH MICRONUCLEUS ASSAY IN VITRO
CONDITIONS

SUMMARY

Nowadays the radiation is used in the diagnosis and treatment of many diseases
However, even for medical purposes, the radiation is able to cause damage in genetic material
of the cell depending on its dose. Damages occur either direct effect of radiation to DNA, or
indirect hazardous effect of free radicals generated from interaction of the radiation-water
molecules in the environment. Some of damages can be repaired by some different DNA
repair mechanisms but some of them may be unrepairable level. That’s why, some protective
agents have been given to patients in order to reduce radiation damage. Although these
protective agents have some undesirable effects in the treatment process such as reducing the
given radiation dose, there are many situations to use of protective agents that necessary to
preserve healthy tissues from radiation damage.

Mpyricetin is a plant-derived natural flavonoid that’s known as an antioxidant featured
substance. Therefore, it is expected that myricetin may inhibit the oxidative damage by
binding the free radicals produced by radiation.

To determine the damage in DNA, different methods have been used in dosimeter.
Micronuclei (MN) analysis method is a preferred technique for determining of DNA damage
and response against to DNA damage in the cells and Micronuclei are composed of

chromosomes and/or chromo pieces which cannot pulled away to the poles due to mitotic
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yarns errors and located in same cytoplasm with BN. Damages produced by ionizing radiation
can be investigated by MN analysis method.

In this study, the effects of myricetin, a powerful antioxidant containing —OH adducts
in its structure, on frequency of MN, was investigated in different radiation doses in before
and after radiation treatment.

Effects of different concentratios of myricetin on frequency of MN were evaluated in
pre and post-treatment of 2 Gy and 4 Gy radiation doses. In different radiation doses, applied
myricetin in 100 uM and 200 uM concentratios, decreased frequency of MN. Myricetin that
applied before and after radiation treatment did not make a statistically significant difference
in MN frequency (P >0.05).

It was found that radiation doses were reduced by applied myricetin doses in different
concentrations but no significant differences between the groups were observed. Since there is
no difference between pre-and post-irradiation, instead of antioxidant effect, myricetin was
thought working via inducing DNA repair or by triggering apoptosis by the amount of
damage in the cell. Number of BN cells with more than one MN decreased, but the number of
cells not bearing chromosome aberrations did not change.

As a result of this study, it is suggested that there is need to further studies to be able

to use myricetin in addition to radiotherapy in patients with cancer.

Keywords: Myricetin, micronucleus DNA damage, radioprotective effect
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EK-1

BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

Bu form, vyiiriitilmesi Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar
Degerlendirme Komisyonu’nun 08.06.2011 tarih ve 12/10 sayili karar1 ile onaylanan bilimsel
bir arastirma konusunda sizi bilgilendirmek ve goniillii katiliminizi saglamak amaciyla

diizenlenmistir.

Arastirmaya katilmaya karar vermeden Once arastirmanin neden ve nasil yapilacagin
anlamaniz ¢ok onemlidir.

Aragtirmaya katilmaya goniillii oldugunuzda, sagliginizin ve goniillii olarak haklarinizin
korunmasi ile gizliligin saglanmasi aragtirmacilarin 6devidir.

Arastirma, yalnizca uygun bilimsel egitim ve niteliklere sahip arastirmacilar tarafindan
yiiriitiilecektir.

Aragtirmaya katilim tamamen goniilliiliikk ilkesine bagli olup katilmayi reddetmeniz
herhangi bir cezaya ya da elde edilecek herhangi bir yararin kaybedilmesine kesinlikle yol
agmayacaktir.

Ayni sekilde aragtirmaya katilmayi kabul ettikten sonra da arastirmanin herhangi bir
yerinde higbir neden gostermeksizin herhangi bir zarar ya da elde edilmesi beklenen bir yarar
kaybina yol agmadan arastirmadan ¢ekilebilirsiniz.

Arastirma kapsaminda yapilan islemlerin mali giderleri aragtirmacilar ya da destekleyici
(TUBAP) tarafindan karsilanacak olup size ya da sosyal giivenlik kurumunuza higbir mali
yiik getirmeyecektir.

Asagidaki bilgileri dikkatlice okuyun ve arastirmaya katilmak isteyip istemediginize karar
vermek i¢in liitfen biraz diisiiniin.

Acik olmayan bir boliim varsa, daha ayrintili bilgiye ihtiya¢ duyuyorsaniz ya da arastirma
basladiktan sonra sorulariniz olursa istediginiz zaman bize bagvurabilirsiniz.

Katilacaginiz aragtirma ile ilgili bilgiler asagidadir:

1. Arastirmamin bilimsel adi: Myricetin’in Radyoprotektif Etkisinin Mikroniikleus
(MN) Yoéntemiyle in Vitro Sartlarda incelenmesi

2.  Arastirmamn anlasilabilir basit adi: Isin tedavisi uygulamasinda kanserli hiicrelerin
tedavi edilirken normal hiicrelerin korunmasi i¢in koruyucu bir madde eklenmesi sonucunda

hiicrelerin korunup korunmadigini incelemek



3. Sorumlu Arastirmacinin adi, unvani ve gorev yeri:

Funda Sibel PALA, Yrd. Dog. Dr. Trakya Universitesi ,Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji
Anabilim Dal1

4. Arastirmanin konusu ve niteligi (ilac, klinik, laboratuvar, epidemiyolojik - tez

calismasi vb....): Laboratuvar (deneysel) calismasi

5. Arastirmanin amaci: Isin tedavisi ile olusacak zararli maddeleri etkisiz hale
getirmesi beklenen koruyucu bir etkenin farkli miktarlarinin farkli 151 tedavi dozlarindaki
olas1 koruma etkisi arastirilacaktir. Diger bir amaci, koruyucu maddenin 1s1nlama aninda veya
hemen sonrasinda ortamda olmasinin olast koruyucu etkisini degistirip degistirmedigini

incelemektir.
6. Arastirmanin baslama tarihi ve 6ngoriilen siiresi: Eyliil-2011, 1 (Bir) y1l
7. Arastirmaya katilan goniillii sayisi: 3

8. Katihmcinin arastirmaya dahil edilme nedeni: Radyasyona ve toksik maddeye
maruz kalmamis, sigara ve alkol kullanmayan ayni yas grubu icerisinde bulunan ( 25-35 yas

aras1) erkek saglikli birey olmasi

9. Arastirmada uygulanacak yontemler: Kullanilan maddenin uygulanan 1s51n
sonucunda hasar1 Onleyip Onlemedigini incelemek i¢in sizden alinacak 20ml’lik kana

laboratuvar ortaminda bir takim yontemler uygulanacaktir.

10. Uygulama sirasinda karsilasabileceginiz riskler, rahatsizhklar ve olas1 yan
etkiler: Bu arastirmada goniilliiden periferik kan alinirken ignenin batmasima bagl olarak
hafif bir ac1 duyulabilir. Cok diisiik bir olasilikla kan alinirken kanamanin durmasinin uzun
stirmesi ya da cilt altinda kanama riski olabilir. Ancak bunlarin goniilliiye herhangi bir etkisi

yoktur.

11. Goniillii icin arastirmadan beklenen yarar: Goniillli i¢in arastirmadan herhangi bir

yarar beklenmemektedir.
12. Arastirma yontemine alternatif olan tedavi ve girisimler: -

13. Arastirmanin yiiriitillmesi sirasinda olas1 yan etkiler, riskler ve zararlar ile
arastirmaya katilan bir goniillii olarak diger haklar1 konusunda bilgi almak icin
baglanti1 kurulacak Kkisinin adi-soyadi, iinvani, gorev yeri ve telefon numarasi: Arastirma

hakkinda ek bilgiler almak i¢in ya da ¢aligma ile ilgili herhangi bir sorun, istenmeyen bir etki



ya da diger rahatsizliklariniz icin Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi, T1bbi Biyoloji Anabilim
Dali, 0284 235 76 41(1449) — 0544 343 45 16 Bio. Damla EKER’e basvurabilirsiniz.

14. Arastirma biitcesi kimin tarafindan karsilaniyor? Universite
15. (Varsa) Sigortalamaya iliskin bilgiler: Herhangi bir sigortalama yapilmamaktadir.

16. Kimlik bilgilerinin ve elde edilen verilerin gizliligi nasil saglanacak? Tiim tibbi ve
kimlik bilgiler i¢in kullanilan bilgisayarlara 2 tane giivenlik sifresi konulacak ve tiim veriler
gizli tutulacaktir. Arastirma yaymlansa bile kimlik bilgileri verilmeyecektir, ancak
arastirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar gerektiginde bu
tibbi  bilgilere wulasabilecek ve goniilliller istediginde kendisine ait tibbi bilgileri

Ogrenebilecektir.

Arastirmamiza katildiginiz icin tesekkiir ederiz.



GONULLUNUN CALISMAYA KATILMA OLURU

Yukarida acik¢a tanimlanan ¢alismanin ne amagla, kimler tarafindan ve nasil

gergeklestirilecegi anlayabilecegim bir ifade ile bana anlatildi.

Bu arastirmadan elde edilen bilgilerin bana ve baska insanlara saglayacagi yararlar bana

anlatildi.

Arastirma sirasinda meydana gelebilecek riskler ve rahatsizliklar bana anlayabilecegim bir

dille anlatildz.
Arastirma sirasinda olusabilecek zarar durumunda gergeklestirilecek islemler bana anlatildi.

Arastirmanin yiritiilmesi sirasinda olast yan etkiler, riskler ve zararlar ve haklarim

konusunda 24 saat bilgi alabilecegim bir yetkilinin ad1 ve telefonu bana verildi.

Arastirma kapsamindaki biitlin muayene, tetkik ve testler ile tibbi bakim hizmetleri i¢in
benden ya da bagli bulundugum sosyal giivenlik kurulusundan higbir iicret istenmeyecegi

bana anlatild.
Aragtirmaya hicbir baski ve zorlama altinda olmaksizin goniillii olarak katiliyorum.
Arastirmaya katilmay1 reddetme hakkina sahip oldugum bana bildirildi.

Sorumlu aragtirmaci / hekime haber vermek kaydiyla, hicbir gerekce gostermeksizin istedigim

anda bu ¢alismadan ¢ekilebilecegimin bilincindeyim.

Bu caligsmaya katilmay1 reddetmem ya da sonradan ¢ekilmem halinde hi¢bir sorumluluk altina
girmedigimi ve bu durumun simdi ya da gelecekte gereksinim duydugum tibbi bakimi higbir

bicimde etkilemeyecegini biliyorum.

Calismanin yiiriitiiciisii olan arastirmact / hekim ya da destekleyen kurulus, calisma
programinin gereklerini yerine getirmedeki thmalim nedeniyle, benim onayimi almadan beni

calisma kapsamindan ¢ikarabilir.

Calismanin sonuglar1 bilimsel toplantilar ya da yaymlarda sunulabilir. Ancak, bu tiir

durumlarda kimligim kesin olarak gizli tutulacaktir.

Yukarida yer alan ve arastirmadan oOnce goniilliiye verilmesi gereken bilgileri gosteren

Goniillii Bilgilendirme Formu adli metni kendi anadilimde okudum.

Bu bilgilerin igerigi ve anlami, yazili ve sozlii olarak agiklandi.



Aklima gelen biitiin sorulart sorma olanagi tanind1 ve sorularima doyurucu cevaplar aldim.

Bu kosullarla, s6z konusu aragtirmaya higbir baski ve zorlama olmaksizin goniillii olarak

katilmay1 kabul ediyorum.

Bu formun tamaminin imzali bir kopyas1 bana verildi.

Goniilliiniin; (bu boliim goniilliiniin kendi el yazisi ile doldurulacaktir)
Adi- Soyadt:

Imzast:

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Velayet ya da vesayet altinda bulunanlar icin; (bu bo6liim veli/vasinin kendi el yazisi ile

doldurulacaktir)
Veli ya da Vasinin Adi- Soyadi:
Imzast:

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Gerekli durumlar i¢in; (bu boliim goriisme tam@inin kendi el yazisi ile doldurulacaktir)
Gorligme Tanigimin Adi- Soyadi:
Imzas::

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):



Aciklamalar1 Yapan Arastirmacinin (bu bélim arastirmacinin kendi el yazis1 ile

doldurulacaktir)
Adi- Soyadi, Unvant:
Imzas::

Tarih:
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Kiiltiir icin Kullamilan Malzemeler

Flask (Cellstar)

0,22 pm steril mini filtre
Falkon tiipii (15 ml)
Steril enjektorler (5 cc, 10cc’lik)

Pastor pipeti

Kiiltiir icin Kullamlan Kimyasal Malzemeler
RPMI-1640 Medyum (Sigma- Kat No:R8758)
Fetal Calf Serum (Sigma- Kat No:F2442)
Penisillin/Streptomisin (Sigma-Kat No:P4333)

Heparin (Panpharma)

Fitohemaglutinin (PHA) (stok 1mg/ml) (Sigma- Kat No:M-5030)
Cytochalasin-B (DMSO i¢inde) (Stok 0.1 mg/ml) (Sigma- Kat No: C6762- IMG)
Etil Alkol (%96’lik Tekel)

KCL (Riedel-de Haén Sigma-kat no: 7447-40-7)

Kiiltiir icin Kullamlan Soliisyonlar

1. PHA (Fitohemaglutinin) Hazirlanmasi
Steril Kabin igerisinde Toz haldeki 1 mg/ml PHA igerisine 5 ml steril distile su eklenir.

Iyice karistirilir ve homojen bir soliisyon hazirlanr.

2. Hiicre Kiiltiir Medyumu

L-Glutaminli RPMI-1640 medyma %10 Fetal Calf Serum ve %1 Penisillin/Streptomisin
ilave edilerek falsklara 9 ml olacak sekilde dagitilir. Her bir flask i¢ine kiiltiir ekimi yapilirken
0.5 ml (Img/ml) PHA eklenir.

3. Sitokalazin-B Cozeltisi

1 mg Sitokalazin-B stogu (Final konsantrasyonu yaklasik 6 pg/ml).

0,85 gr Sodyum kloriir (NaCL) 100 ml distile su i¢inde ¢oziiliir ve 0.2 mikrinluk filtreden
gecirilir. Filtrelenmis NaCl ¢ozeltisinde 9 ml alinarak 1 ml Dimetil Siilfoksit (DMSO) eklenir



ve 10 mI’lik stok hazirlanir. Bu stoktan 0.7 ml alinir ve 1mg Liyofilize sitokalazin-B iizerine
eklenir. Partikiiller ¢oziilene kadar iyice karistirilir. Son olarak bu ¢dzeltinin iizerine 5 ml

steril distile su eklenir ve tiiplere boliinerek -20°C’de saklanir.

4. 0,075 M KCL Cozeltisi
0.5590 gr KCL (Potasyum Kloriir) tartilir ve iizerine 100 ml distile su eklenerek

¢ozdiiriiliir. Uzerine 1 damla heparin damlatilarak +4°C’de saklanur.

5. Fiksatif Cozeltisi

Metanol/asetik asit (3:1) oraninda karistirilir. Calisma esnasinda, taze hazirlanir.

6. %1 Formaldehitli Fiksatif Hazirlama
1 6l¢ii hazirlanan fiksatiften 10 ml alinir ve baska bir falkona aktarilir. 10 ml’lik falkon
icinden 100 pl’lik pipet ile alinir ve atilir. Kalan fiksatif igine 100 pl’lik %1°lik Formaldehit

eklenir.

Boyama icin Kullamilan Kimyasallar

1. Sorenson Buffer Hazirlama
4.97 gr/lt Na,HPOy tartilir ve iizeri 500 ml’ye tamamlanir ve ¢ozdiiriiliir.

4,76 gr/lt KH,PO4 tartilir ve tizeri 500 ml’ye tamamlanir ve ¢ozdiirliir.

2. Giemsa Boyas1 Hazirlanmasi
Hazirlanan Na,HPO,4 ten 45 pl ve KH,POy4 ten 45 pl dlgiiliir ve iizerine 10 pl Giemsa

boyasi eklenerek karistirilir. Karigim filtre kagidindan siizdiiriilerek iizerindeki yag alinir.
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Hastanin Adi-Soyada:
Cahisma Tarihi:
Myricetin konsantrasyonu-Gy Degeri:

Sayim yapilan mikroskop:

TOPLAM

M 1M 2M
BN 0 MN N N

3MN

4MN

SMN(+)

Metafaz

1

Triniikleat-
1

Tetrat-1

2

Triniikleat-
2

Tetrat-2

3

Triniikleat-
3

Tetrat-3

4

Triniikleat-
4

Tetrat-4

5

Triniikleat-
5

Tetrat-5

6

Triniikleat-
6

Tetrat-6

7

Trintukleat-
7

Tetrat-7
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T.C.
TRAKYA UNIVERSITESI REKTORLUGU
idari ve Mali isler Daire Bagkanhg

SAYI :B302.TRK.0.73.0000 W24l —[G3c %} EDIRNE
KONU: 26 T g

Saym Yrd. Dog. Dr. Funda Sibel PALA
Trakya Universitesi
Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
EDIRNE

Yoneticiligini yapmis oldugunuz Bio. Damla EKER’in “Myricetin’in Radyoprotektif
Etkisinin Mikroniikleus (MN) Yéntemiyle In Vitro Sartlarda Incelenmesi” bashkl yiksek
lisans projesinin, 12 (on iki) ay siire ve 6.858,00 TL ile desteklenmesine, Bilimsel Arastirma
Projeleri Komisyonu'nun 12.07.2011 tarih ve 2011/05 sayih toplantisinda mevcudun oy
birligi ile karar verilmigtir.

Bilimsel Aragtirma Projeleri Yonergesi'nin 12. maddesi uyarinca diizenlenen ve ekte
sunulan Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Soézlesmesi'nin tarafinizea
imzalanarak 1 (bir) hafta i¢inde Rektérliige iletilmesi hususunda bilgilerinizi ve geregini rica

ederim.

Prof. Dr. Beyhan KARAMANLIOGLU
Rektor Yardimcisi ve

Komisyon Bagkam
EK: 1 adet protokol s6zlesmesi
Posta Adresi Tel 10284223 1385 Faks: 02842230848
Trakya Universitesi Rektorliigil e-mail: tubap@trakya.edu.tr

22050 Balkan Yerleskesi/ EDIRNE



