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1.GIRIS ve AMAC

Teknolojinin bag dondiiriicii bir hiza ulastig1 glinlimiizde biitiin biyolojik
sistemlerin giderek artan doz ve cesitlilikte radyoaktif maddelerle etkilesimleri
kacinilmaz bir hal almistir. Giinlimiizde radyasyon enerjisi, enerji iiretiminden
endiistriye, askeri amach kullanimlardan tipta tam1 ve tedaviye, bilimsel
calismalardan tarimsal arastirmalara kadar hemen her alanda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bunun sonucu olarak dogal ve yapay radyasyonla kars1 karsiya
kalmaktayiz(1). Dogal radyasyon insan katkis1 olmaksizin dis ve i¢ kaynaklardan
meydana gelen radyasyondur. Dis kaynaklar, uzaydan yeryiiziine gelen kozmik
isinlar ve gama radyasyonudur. Dis kaynakli olan ve siklikla karsilagilan
radyasyon, yeryliziindeki kayalar ve topragin yapisinda bulunan radyoaktif
elementlerin yaydigi radyasyonlardir. i¢ kaynakli radyasyon ise; su, yemek ve
hava yolu ile alinan ¢ekirdekten gelir ve canlilarin viicudunda dogal olarak
bulunan K*, Ca'¥, Ra®® gibi radyoaktif izotoplarin yaydigi radyasyondur.
Diinyanin neresinde yagarsa yasasin insanlar kacinilmaz olarak dogrudan ya da

dolayli, az ya da ¢ok bu tip radyasyona maruz kalirlar.

Yapay radyasyon insan aktiviteleri sonucu olusan ve ¢evreye eklenen
radyoaktif maddeler sebebiyle olusur. Son yillarda yapilan silah testleri ve
niikleer gii¢ tesislerinin aktiviteleri dogal radyasyon diizeylerinin artigina neden
olmustur. Dogal kaynakli c¢evre radyasyonu herkesi etkiledigi halde yapay
radyasyonlar belli zamanlarda ve sadece radyasyona dogrudan maruz kalan
kisileri etkiler. Yapay radyasyon giiniimiizde basta tarim ve endiistri olmak iizere
tip, sterilizasyon ve gida korumasi gibi pek c¢ok alanda yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Tip alaninda hastaliklarin tan1 ve tedavisinde radyoaktif 1sinlarin (X-
isinlar1) ve maddelerin kullanim1 ¢ok yaygindir. Bazi radyoaktif maddeler
viicuda verilerek dokular kolaylikla incelenebilmektedir. Radyasyon tedavi
amaci ile de kullanilir. Radyasyonun kanser yapici etkisine karsin kanserli

tiimorlerin  yogun olarak i1sinlanmasiyla tiimoral hiicrelerin fonksiyonlarini
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kaybetmeleri ve kanseri tedavi amaci ile kullamilmasi en iyi bilinen
yontemlerdendir. Yiiksek enerjili X-iginlar1 veya Co® kaynagimin yaydigi y-
1sinlart tiimoriin disardan tedavi edilmesi amaci ile kullanilmaktadir. Notron

demeti veya diger iyonlastirici radyasyonlar ve troid kanseri tedavisinde 1!

gibi
cesitli radyoniiklidler de tedavi amaci ile siklikla kullanilmaktadir. Tibbi
alandaki bu c¢esitlilik arz eden radyasyon uygulamalar1 hastalarin gelecek
nesillerine dolayli olarak zarar verebilir. Bu nedenle &zellikle tani1 amaci ile
kullanilan radyasyon uygulamalar1 hiicre ve dokularda neden olabilecegi cesitli

hasarlar agisindan hep tartigilir olmustur (1,2).

Radyasyon, gelisen teknolojiye paralel olarak insan yasamina farkl: tip ve
dozda yaygmn olarak girmektedir. Insanlar radyasyonun cok farkli tip ve
dozlarina bir sekilde maruz kalmaktadirlar. Bu durum diagnostik amaglt
radyasyon kullanilan alanlarda daha fazladir. Dolayis ile de ilgili alanlarda bir
sekilde radyasyonun doz ve tiplerine maruz kalan kisilerde DNA ve genetik
materyalin incelenmesi gerekmektedir. Nitekim Fenech ve arkadaglarinin
HUMN project kapsaminda radyasyonun toplum iizerinde ki bu riskine dnemle
dikkat cekilmektedir(3). Biyolojik dozlarin dogru olarak degerlendirilmesi;
mesleki ve c¢evresel 1sinlanma diizeylerinin  belirlenmesinde, kaza
isinlanmalarinda uygun tedavi programlarinin saptanmasi ve gecikmeden
baglatilmasi, diisiik doz ve geg¢ etkileri konusunda kisilerin bilinglendirilmesi
timorlerin radyasyona karst duyarhiliklarinin  belirlenmesi ve radyoterapi

sirasinda saglam dokularin korunmasi gibi alanlarda 6nem kazanmaktadir (4,5).

Biyolojik doz tayinleri i¢in kullanilan dozimetrik analizler icinde en
giivenilir olanlar; kisilerin absorbe ettikleri biyolojik doz ile kromozomlarda
radyasyon etkisi ile olusan aberasyonlar arasindaki kantitatif iligkinin
degerlendirilebildigi sitogenetik yontemlerdir. Bu yontem 1960’lardan bu yana
kisilerin tiim viicut veya bdlgesel 1smmlanmalarinda absorbe ettikleri dozun
radyobiyolojik ve istatistiksel olarak degerlendirilmesinde rutin , standart olarak

giivenle kullanilmaktadir(2).
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Radyasyona kars1 duyarlilik yasasina gore karaciger, bobrek, kas, beyin,
kemik, kikirdak ve bag dokular1 gibi ergin canlilarda farklilasmis olduklart ve
boliinemedikleri i¢in direngli doku ve organlar olusturmaktadirlar. Buna karsin;
kemik iligi, ovaryum ve testislerin boliinen hiicreleri, mide-bagirsak ve deri
epitel hiicreleri ise radyasyona kars1 duyarlidirlar (2). Biyolojik doz tayinleri i¢in
hiicresel seviyede hemogram, kemik iligi incelenmesi, spermogram, kromozom
analizleri, serum analizleri, idrarda amino asit, nodtron aktivasyonu,
ESR(Elektron Spin Resonans) spektroskopisi gibi bir ¢ok degerlendirme kriteri
bulunmaktadir(2,9).

Ik kez 1906 yilinda Bergonie ve Tribondeau tarafindan “Radyasyonun
Biyolojik Temel Kanunu” olarak adlandirilan radyasyonun biyolojik etkilerini
temel alan bir hipotez gelistirildi (6,7,9). Isinlanan canlilarda gozlenen biyolojik
etkiler genel olarak 1sinlanan hiicrelerin boliinme kapasiteleri ile dogru,

farklilasma dereceleri ile ters orantilidir (6,7,9).

Radyasyonun neden oldugu kromozom hatalarin1 belirlemek igin
kullanilan yontemlerin en ¢ok tercih edilenlerinden biride c¢ift niikleuslu
hiicrelerde mikroniikleuslarin analizidir (MN). Mikroniikleus, hiicre sitoplazmasi
icinde ana niikleuslarin disinda fakat onunla ayni sekil, yapi1 ve boyanma
ozellikleri gosteren kiiciik kiiresel yapilar olarak tanimlanmaktadir. Radyasyon
veya kimyasal mutajenlerle hasar gorerek boliinme sonrasinda yeni olusan
cekirdeklere dahil olmayan tiim kromozom veya kromozom pargalar

sitoplazmada yogunlasarak mikroniikleuslar1 meydana getirirler(3,8).

Mikroniikleus analizi uluslararasi1 diizeyde kabul edilen ve biyolojik
sistemlerde genomik instabilitenin saptanmasinda kullanilan 6nemli bir ex vivo
mekanizmadir. Diger yandan mikroniikleus analizi bir ajanin
(genotoksik, sitotoksik yada karsinojenik) dkaryotik bir hiicrede neden oldugu
DNA hasar1 mutasyonlar ve diger hiicrenin patojenitesine katki yapabilme
olasilig1 olan parametrenin saptanmasinda kabul edilen en gecerli mutasyon

analiz teknigidir. Ajanin ne oranda mutasyon olusturabildiginin saptandigi
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onemli bir mekanizmadir. Fenech ve arkadaslari mikroniikleus kriterlerini

‘HUMN Projeleri’ kapsaminda ortaya koymuslardir (3,8).

Calismamizda, tekrarli diagnostik amagli dogrudan grafi (X-Ray) ve
manyetik resonans (MR) cekimleri yapilan hastalara esdeger doz uygulanan
kemik iligi stem hiicrelerinde meydana gelen niikleopolimorfik hiicreler
degerlendirilerek 1ilgili parametrelerin ne oranda genotoksik olabilecekleri
mikroniikleus analizleri ile ortaya konmustur. Bu amagla X-Ray ve MR
yontemleri ratlara ayr1 ayri ve birlikte degisik kombinasyonlar seklinde
uygulanmigtir. Uygulamalardan 3 giin ve 5 giin sonra ratlar servikal dislokasyon
ile oldiiriilerek kemik iligi alinmistir. Direk firca yaymast ve kemik iliginin
emilerek ¢ikarilamasi seklinde iki farkli yontem kullanilarak in situ yayma

preparatlar1 hazirlanmis ve 151k mikroskopta incelenmistir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Radyasyon ve Radyoaktivite

Dogal ya da yapay radyoaktif ¢ekirdeklerin kararli yapiya gegebilmek
icin disar1 saldiklar1 hizli pargaciklar ve elektromanyetik dalga seklinde tasinan
fazla enerjiler “radyasyon” olarak adlandirilir. Radyasyon, daima dogada var
olan ve birlikte yasadigimiz bir olgudur. Isik, gézle gorebildigimiz bir radyasyon
olup, elektromanyetik spektrumun yaklasik 400-700nm’lik bir kismidir. Diger
yandan 1s1 hissettigimiz bir radyasyondur. Mikrodalga ve X 1sinlarini ise ne

gorebildigimiz ne de hissedebildigimiz radyasyon tipidir (9,10).

Atom ¢ekirdeklerini olusturan niikleonlarin (ntron ve proton) orani hafif
elementlerde 1 iken, agir elementlere dogru gidildik¢e notronlar lehine artmaya
baslar ve bir noktadan sonra cekirdek icindeki kararlilik tamamen bozulur.
Radyoniiklid adi verilen bu tiir ¢ekirdekler bol miktarda niikleonlar1 nedeniyle
kararsizdirlar ve yapilarindaki fazla enerjiyi radyasyon yayarak diizenlemeye
caligirlar. Cekirdeklerin gerek bu dogal yol gerekse disardan verilen bir uyarimla
bombardimani neticesinde yapay olarak parcalanmasina radyoaktivite veya

radyoaktif parcalanma ad1 verilmektedir (10).

Radyasyonun tarihine sdyle bir goz atacak olursak; 1800’lerin sonlarina
dogru Alman fizik¢i Wilhelm Rontgen bir elektron demetinin cama carptiginda
yeni ve garip bir 1s1nin olustugunu kesfetmistir. Bu 1sinlar bilinmeyen bir yapida
olduklarindan,”“X 1sinlar1” olarak adlandirilmigtir. Bu kesiften yaklasik iki ay
sonra Fransiz fizik¢i Henry Bequerel degisik elementleri siyah fotografik
plakalara sardigi bir deney yapmistir. Bequerel deney sonunda uranyum gibi
birka¢ elementin herhangi bir enerji girisi olmadan enerjili 1sinlar yaydiklarini
bulmustur. Bequerel’in deneyinin anlami baz1 dogal olaylarin bazi elementlerin

enerjili X 1s1nlar1 yaymalarindan sorumlu olduklaridir. Bu da gostermektedir ki ;
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bazi elementler dogal olarak kararsiz bir yapidadirlar ¢iinkii bu elementler

degisik enerji cesitlerini kendiliklerinden yaymaktadirlar(9,10).

Boylece X 1sinlar1 gibi enerjili parcaciklarin  kararsiz atomlarin
bozunumlarindan salinmalarina radyoaktivite denilmistir. Daha sonralar1 Fransiz
fizikgiler Pierre ve Marie Curie radyoaktivite lizerine Onemli arastirmalar
yapmiglardir. Uzun yillar siiren calismalar sonucunda radyoaktif olaylardan
olusan birka¢ degisik parcacik sinifi tanimlanmis ve 1898’de radyumu

kesfetmiglerdir (12).

Radyasyonun ¢esitlert,

Radyasyonu temel olarak iki sekilde siniflandirmak miimkiindiir. Bunlar;
pargacik radyasyonu ve dalga tipi radyasyonlardir.

Parcacik radyasyonu; belli bir kiitle ve enerjiye sahip ¢cok hizli hareket eden
minik parcalari ifade eder.

Dalga tipi radyasyon ise belli bir enerjiye sahip ancak kiitlesiz radyasyon
cesididir. Bir tiir enerji yayilimi olan elektromanyetik radyasyon, manyetik ve

elektriksel olmak tizere iki vektdrel yone sahip siniizodial bir dalga seklindedir.

Radyasyon kaynaklarini dogal radyasyon kaynaklar1 ve yapay radyasyon
kaynaklar1 olarak siniflayabiliriz. Dogal radyasyon kaynaklar1 dis ve i¢
kaynaklardan gelebilir. D1g kaynaklar, uzaydan yeryiiziine gelen kozmik 1sinlar
ve gama radyasyondur. I¢ kaynaklar su, yemek ve hava yolu ile alian radyo
cekirdeklerden gelir. Yapay radyasyon kaynaklari ise (Tablo 1) tibbi yontemler,
niikleer silah denemelerinden olusan radyoaktif yagislar, niikleer tesislerden

cevreye verilen miktarlar, mesleki 1sinlamalardir (12).
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Tablo 1.Yapay radyasyon kaynaklarindan alinan yillik ortalama doz miktarlari.

Kaynak Doz pSv
Tibbi Islemler 500
Radyoaktif Yagis 10
Cevreye verilen 3

Gorev nedeni ile 1sinlanma 9

Diger Kaynaklar 8
TOPLAM 530

2.2. Radyasyonun Yasamimizdaki Yeri

Son elli yil igerisinde radyasyondan faydalanilarak yapilan c¢aligmalar
yasam standartlarimizin gelismesine onemli katkilarda bulunmustur. Radyasyon
tip alaninda teshis ve tedavide, endiistriyel uygulamalarda, gida ve tarim
uygulamalarinda, tiiketici {riinlerinde, jeofizik ve jeokimya uygulamalarinda

kullanilmaktadir (12).

2.2.1. Tibbi Uygulamalar

Tibbi alandaki radyasyon uygulamalari, radyasyonla goriintii elde
edebilme ve radyasyonun hiicre ve tiimorleri yok edebilme yetenegine sahip
olmasi temeline dayanir. Bu iki 6zelliginden dolay1 radyasyon hastaliklarin
teshis ve tedavisinde Onemli rol oynar. Radyasyonun tibbi alanda halen
kullanilmakta olan ve giin gectikce gelistirilen en eski ¢esidi X 1smlardir.
Hastaliklarin teshisi amaciyla kullanilan X 1sinlar1 hasta X 1sinlarina maruz
birakilarak hastalikli bolgenin goriintiisii rontgen filmi olarak da adlandirilan
radyografi filmi seklinde elde edilir (Tablo 2). Tipta Radyoloji olarak
adlandirilan bu yontem hastaliklarin tanisinda yaygin olarak kullanilmakta ve her

y1l milyonlarca kisi X 1ginlar1 ile muayene edilmektedir (12).
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Tablo 2.Bazi radyolojik tetkikler sonucu, iilke seviyelerine ve yapilan

tetkiklere gore, hastalarin maruz kaldiklar1 etkin dozlar.

TETKIKLER Seviye 1* | Seviye | Seviye 3-4*** | DUNYA
P
Gogiis Radyografisi 0,14 0,14 0,20 0,14
Gogilis Fotofloroskopisi | 0,65 0,65 0,65 0,65
Gogils Floroskopisi 1,1 1,1 1,1 1,1
Kol,bacak ve eklemler 0,06 0,06 0,1 0,06
Bel 1,8 1,8 2 1,8
Gogiis 1,4 1,4 1,5 1,4
Boyun 0,27 0,27 0,3 0,27
Kalca ve Kalca eklemi  |0,83 0,83 1 0,83
Kafa 0,1 0,1 0,15 0,1
Ust sindirim sistemi 3,6 4 4 3,7
Alt sindirim sistemi 6.4 6,4 6.4 6.4
Safra kesesi grafisi 2 2 2 2
Uriner sistem grafisi 3,7 3,9 4 3,7
Mamografi 0,5 0,5 0,5 0,5
Bilgisayarlt Tomografi | 8,8 5 5 8,6
Anjiografi 12 12 12 12
Cerrahi islemler 20 20 20 20
Dis 0,02 0,1 0,1 0,03

*Seviye 1 ; Doktor bagina 1000’den az hasta diisen iilkeler.

**Seviye 2 ; Doktor bagma 1000-3000 aras1 hasta diisen iilkeler (Ulkemiz de bu grupta yer

almaktadir).
***Seviye 3 ; Doktor basina 3000-10000 arasi hasta diisen iilkeler.

Seviye 4 ; Doktor basina 10000°den fazla hasta diisen tilkeler.
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2.2.1.1. MR (Manyetik Resonans Goriintiilme)

Kullanildig1 enerji tiirii itibart ile iyonizan 6zellik tasimayan manyetik
alan ve radyo frekans enerjisi yardimi ile goriintii olusturan MR goriintiileme
sistemi 1980’1 yillarda radyolojiye girmistir. Polar 6zellik gosteren atomlarin
siddetli manyetik alan igersinde siraya sokularak iizerlerine gonderilen radyo
frekans enerjisini 6nce sogurup sonra geri vermelerinden yararlanarak ortaya
cikan elektrik sinyallerinin bilgisayar yardimi ile goriintilye doniistiiriilmesi
esasina dayanir. MR goriintiileme sistemlerinde ana manyetik alani olusturan
miknatis boliimii, radyo frekans enerjisini veren ve alan bobinleri, kumanda
konsolu ve goriintii isleme birimleri vardir. Son zamanlarda gelistirilen cesitli
yazilimlarla ve kontrast madde yardimi ile yumusak doku ayrimi en {ist
diizeylere taginmis bunun yaninda yalnizca istenilen kisimlarin goriintiilenip
diger kisimlar silindigi (MR Anjiografi, MR Kolanjiografi) inceleme sekanslari
elde edilmistir (13).

2.2.1.2. X-ray
Rontgen Makinalart;

Rontgen makinalar1 temel olarak yiiksek voltaj iireten jenerator, cihazi
kumanda eden konsol ve X 1sin1 iireten tlip olmak iizere 3 temel bdliimden
meydana gelir. Diger aksam, uygun kosullarda c¢aligma saglayabilmek igin

yardimci gereglerdir.

X 151 tiipii istenilen bolgenin disina X 1s1n1 emisyonuna engel olacak
sekilde dizayn edilmis araliktan X 1sinlar1 hedefe isabet edecek sekilde disariya
birakilir. Saglanan X 1511 fotograf filmi iizerine isabet ettiginde fotografik etki
ile film tizerine ince tabaka halinde kaplanmis giimiis bromiir kristallerini serbest
giimiise doniistiirerek 6zel banyo islemi sonrasinda goriiniir hale gelen goriintiiyii

meydana getirir. Tip ile film arasmna konulan objenin yapisina gore X 1sinini
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cesitli derecelerde absorbe edip ¢esitli derecelerde ge¢gmesine izin vermesi film

tizerinde degerlendirilebilir bir goriintii olusturur.

Konvansiyonel radyolojide her tiirlii radyografik goriintiiniin elde edilisi
bu sekildedir. Film yerine floresan 6zellige sahip ekran kondugunda karanlik
odada uyum saglamis goz, floresan ekran iizerinde olusan goriintiileri hareketli
olarak izleyebilirler. Bu floresan ekran iizerinde olusan goriintiiler 6zel bir kapali
devre televizyon sistemi ile gliglendirilerek bir televizyon monitdriinde
izlenebilir. Karanlik odada yapilan isleme floroskopi veya radyoskopi denir.

Televize olan sistemin ad1 televize radyaskopidir.

Bu tiir rontgende goriintliyli olusturan biitiin olusumlarin {ist iiste binmis
goriintiileridir. Birbiri iizerine superpoze olarak goriintiiyii bozan olusumlari
silmek, istenilen bolgedekini daha net gormek amaciyla tomografi gelistirlmistir.
Konvansiyonel tomografide obje sabit kalirken tiip ve film, farkli yonlerde
hareket ettirilerek grafi alinir. Boylelikle tiiple filmi birlestiren eksenin sabit
tutuldugu noktanin isabet ettigi plan grafide net olarak c¢ikarken alt ve iistte

kalanlar siliklesir.

Radyolojide cesitli organ ve dokularin X 1s1m1  absorbsiyon
farkliliklarindan faydalanilir. Ancak birbirine ¢cok yakin absorbsiyon 6zelligine
sahip doku ve organlari birbirinden ayirdetmek miimkiin olmayabilir. Bu nedenle
kontrast madde denilen ajanlar kullanilir. Kontrast maddeler i¢inde bulunduklari
veya komsu olduklar1 yumusak dokuya goére daha fazla X 1smn1 absorbe etme
ozelligine sahip ise pozitif kontrast madde, tersi oldugu durumlarda negatif
kontrast madde olarak adlandirilir. Pozitif kontrast madde olarak yiliksek atom
agirlikli elementler kullanilir. Uriner sistem, vaskiiler sistem, bilier sistemin
incelenmesinde iyotlu bilesikler kullanilirken gastrointestinal —sistemin
incelenmesinde baryum siilfat gibi yliksek yogunluklu pozitif kontrast maddeler
kullanilir. Negatif kontrast madde olarakta oda havasi veya karbondioksit tercih
edilir. Santral sinir sisteminin ve tuba uterin yapilarin incelenmesinde de pozitif
kontrast madde olarakta iyotlu bilesikler kullanilir. Pozitif ve negatif kontrast

maddelerin birlikte kullanildigi durumlarda c¢ift kontrast inceleme denir.
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Gastrointestinal sistemde ve artrografilerde yaral olur. Iyotlu kontrast maddeler
iyonik ve non-iyonik olmak iizere iki tiire ayrilir. Iyonik olanlar daha &nceden
kullanilan uygulanmasinda bazi sinirlamalar bulunan kontrast maddelerdir. Non-
iyonik kontrast maddeler daha sonra kesfedilmis olup uygulama sinirlar
genisletilmistir. Ozellikle pozitif kontrast maddelerden iyotlu olanlarin hafif
bulantidan  anaflaktik  Olime kadar alerjik etkilerinin  olabilecegi
unutulmamalidir. Non-iyonik kontrast maddelerde bu riskler belirgin derecede

azalmistir (13).
Kesit Goriintiilleme Yontemleri;

Konvansiyonel radyolojide  0Ozellikle santral sinir  sisteminin
goriintiilemesinde biiyiilk smirlamalarin bulunmasit ve goriintiiyli olusturan
katmanlarin {ist lste siiperpoze olarak degerlendirme giicliigli yaratmasi
sonucundaki arayiglar radyoloji  bilgisayarli tomografiye gdotiirmiistiir.
Bilgisayarli tomografide (BT) goriintiilenecek objenin c¢evresinde degisik
esaslara gore hareket eden X 1sminin olusturdugu elektirik sinyalleri bir
bilgisayar vasitasi ile goriintiiye donistiiriiliir. Bilgisayarli tomografide goriintii
konvansiyonel rontgendekinin aksine bir salam rulosunun ince ince dilimlenmesi

gibi kesitler halindedir.

Gorlintililerin  olusturulmas1 ve yorumlanmast i¢in bilgisayar yardimi
kullanildigindan yumusak dokularin ayirt edilebilmesi ¢ok yiiksek duyarlilik

kazanmustir.

Ilk ortaya ciktig1 1973 yilindan giiniimiize ¢ok biiyiik gelismeler gdsteren
BT giiniimiizde spiral yada helikal BT diye adlandirilan maddeleri ile belli viicut
voliimlerini bir anda voliim olarak goriintiileyebilmektedir. Bilgisayar yardimu ile
iic boyutlu goriintiiler veya farkli kesitlerle goriintiiler elde etmek miimkiin

olmaktadir.

Kesit goriintilleme yontemlerinden BT Konvansiyonel Rontgen cihazi

gibi X 15101 kullanilan tek yontemdir. Bunun disinda kalan ultrasonografi ve MR
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incelemeleri kullandiklar1 enerji bakimindan bundan 6nce anlatilan yontemlerden

ayrilirlar. Son iki yontem iyonizan enerji kullanmaz (13).

2.3. Radyasyonun Biyolojik Etkileri

Radyasyonun insan saglig1 iizerinde meydana getirebilecegi zararl etkiler
uzun zamandir bilinmektedir. Bu etkiler radyasyon yaniklari, radyasyon
hastaliklari, dogal omiir siiresinin kisalmasi, kanser ve kalitimsal bozuklulardir.
Cok yiiksek dozlara maruz kalinmast sonucunda ani Oliimlere bile
rastlanmaktadir. Tibbi ve endiistriyel uygulamalardan ve Hirosima ve
Nagazaki’ye atilan atom bombalarindan maruz kalinan radyasyonun etkileri
araliksiz bir sekilde arastirllmaktadir. Bu ¢aligmalarin yami sira denek olarak
kullanilan hayvanlar iizerinde de arastirmalar yapilmaktadir. Radyasyon yanigi
ilk kez 1985 yilinda Rontgen’in X 1smin1 buldugunu agikladigi ilk ay igersinde
rastlanmistir. Dogal radyoaktiviteyle calisan ilk arastirmacilarda da bu tip

yaniklar gézlenmistir.

Asir1 derecede radyasyon dozunun kansere neden oldugu ve elleri
defalarca radyasyona maruz kalan bir ¢ok is¢inin oliimciil deri kanserlerine
yakalandiklar1 bildirilmistir. Kanserin yayilmasini 6nlemek amaciyla binden
fazla kisinin organlar1 kesilmis ve pek c¢ok radyolog bu tip deri kanserinden

Olmiistiir (10,12).

Radyasyonlar canli madde icerisinden gegerken etkisi farkli zamanlarda
ortaya ¢ikabilecek birgok fiziksel, kimyasal ve biyolojik olaylara neden
olmaktadirlar. Radyasyonun canli iizerindeki etkisi direkt ve dolayl olarak ikiye

ayirmak miimkiindiir (1).
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Radyasyonun dogrudan etkisi: Bir canlida radyasyon etkisi ile baglayan
olaylarin, DNA molekiilii veya bir enzim molekiilii gibi 6zel bir biyolojik yapiy1
dogrudan etkilemesi ile baslamasidir. Radyasyon enerjisini dogrudan biyolojik

bir molekile transfer etmektedir.

Radyasyonun dolayli etkisi: Radyasyon, enerjisini i¢inden gegtigi ortamin
molekiillerine transfer etmigse radyasyonun dolayl etkisi s6z konusu olur. Canli
organizmalarin yaklasik olarak %70-90’1 sudan ibaret oldugu icin en ¢ok su
molekiillerinin etkilenmesi ve bunun sonucunda viicut i¢in oldukca zehirli olan
hidroksil radikalleri (OH) ve hidrojen radikalleri (H) olusmasi beklenir. Bunlarin
birbirleriyle ve biyolojik molekiillerle etkilesmeleri sonucunda yine ¢ok zehirli
hidrojen peroksit (H,O,) molekiilleri olusabilir. Iyonlastirict radyasyonlarin
biyolojik sistemlerde olusturdugu etkiler radyasyonun cinsine gore farklilik
gostermektedir. Insanlarin en ¢ok karsilasabilecekleri radyasyon tipleri temel

olarak iki 6zel grupta toplanabilir.

1. Partikiiler radyasyon: Alfa(a),beta(B+,8—) radyasyonlar1 partikiiler patikiiler
(tanecik) tipte radyasyonlardir. Partikiiler radyasyon, taneciklerin yliksek hizla

kazandiklar1 kinetik enerji olarak tanimlanir.

2. Elektromagnetik radyasyon: Gama(y) ve X 1sinlart elektromagnetik radyasyon
grubuna dahil edilirler. Elektromagnetik radyasyon, enerjinin uzayda 151k hiziyla
titreserek tasinmasi durumudur. Bu tip radyasyon dalga tabiatin olup, dalga boyu
ve titresim frekansi radyasyonun dozunu ve etkisini belirler. Genellikle dalga
boylar1 ¢ok diisiik fakat frekanslari ¢ok yiiksektir. Ornek:Goriiniir 151k dalgalari,
radyo dalgalarielektrikli aletlerden yayillan baz1 dalgalar bu gupta
degerlendirilir. Elektromagnetik radyasyonlarin enerjisi arttikca birer enerji
paketi anlamina gelen "foton’’ adini alirlar. Fotonlarin yiik ve kiitlesi olmadigi

icin partikiiler radyasyondan ayrilirlar.

Canli organizmalarin temel yapisi hiicrelerdir ve hiicre c¢ekirdeginin
icende genetik bilgileri barindiran DNA, hiicrenin boliinmesinden ve protein
sentezinden sorumludur. Isinlanmis hiicrelerde esas hedefin DNA oldugu

kanitlanmigstir. Ozellikle hiicre béliinmesi sirasinda hiicre radyasyona karsi en
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duyarli evrededir. Bunda mitoz boliinme ile ¢ogalma sirasinda DNA’nin iki
katina ¢ikmasi ve radyasyonlar i¢in daha fazla i1ginlanacak bdlge olusturmasinin
pay1 oldugu kabul edilmektedir. Radyasyon etkisi ile DNA’da tek kolda , ¢ift
kolda kiriklar ve baz hasarlari olusabilir. Radyasyona karsi duyarliligi en
hassastan en direncliye dogru siralayacak olursak; hizli boliinen, farklilasmamais
en duyarl hiicreler eritroblastlar , bagirsak kript hiicreleri , sperm ana hiicreleri
ve epidermis bazal hiicreleridir. Hiicreler farklilagtikga hizli boliinme devam
etmesine karsin, duyarliliklar1 da azalmaktadir. Diizensiz boliinen ve dokulara
destek saglayan bag dokusu hiicrelerinin duyarliliklar1 ise ara derecededir.
Normalde boliinmeyen ancak ihtiya¢ halinde boliinme kapasitesine sahip olan
karaciger, pankreas hiicrelerinde az olmakla beraber hala bir duyarlilik
mevcuttur. Radyasyona karsi en direngli hiicreler ise boliinemeyen ve ileri
derecede farklilagsmis olan kas, sinir, hiicreleri ve olgun eritrositlerdir. Bu
siniflamaya uymayan tek hiicre grubu dolasan kana gectikten sonra bolilnemeyen
ve son derece farklilasmis olmasina karsin radyasyona karst duyarli olan
lenfositlerdir. Radyasyona kars1 duyarlilik yasasina gore karaciger, kas, beyin,
kemik, kikirdak ve bag dokular1 direngli doku ve organlar1 olusturmaktadirlar.
Kemik iligi, ovaryum ve testislerin boliinen hiicreleri, mide-bagirsak ve epitel

hiicreleri ise radyasyona kars1 en duyarli hiicre gruplarini olustururlar (11).

2.3.1. Radyasyonun DNA Uzerine Etkileri

Radyasyonun biyomolekiillerde neden oldugu degisiklikler incelenirken
canlilik yoniinden ¢ok 6nemli rolleri olan iki biyo molekiiliin ilerde radyasyonun
biyolojik etkilerinin ortaya ¢ikmasinda biiyiik paylar1 oldugu gozlenmistir. Bu
molekiiller niikleik asitler ve proteinlerdir. DNA molekiiliinde radyasyonun
meydana getirdigi en Onemli yapisal hasarlar; DNA yapisindaki zincir
kirilmalari, baz hasarlari, baz kayiplari, denatiirasyon ve c¢apraz baz
eslesmeleridir.

Zincir kirilmalar1 DNA molekiiliinde meydana gelen en onemli hasar
grubunu olusturur. Bu hasarlar tek zincir kirilmalar1 ve ¢ift zincir kirilmalari
seklinde iki gruba ayrilir. Tek zincir kirilmalarinda DNA molekiiliintin ¢ift

zincirlerinden bir tanesinde kopma meydana gelmesiyle olusur. Cift zincir
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kirilmalar ise, ya tek bir enerji transferi olay1 ile ya da iki tek zincir kirilmasinin
birbirine yakin ve karsilikli bolgelerde olusmasi sonucu ortaya ¢ikar.

Cok yiiksek radyasyon dozlarinda, DNA molekiillerinde bahsedilen
kirilmalarin - disinda  agir niikleer pargalanmalarin  meydana gelebilecegi
bilinmektedir. Bu sekilde ¢ok kiiclik molekiiller ortaya ¢ikar ve bunlarin
birlesmesi sonucunda kiiciik DNA parcasindan olusan agregasyonlar meydana
gelebilmektedir. Bu durum interfaz hiicrelerinde mikrogekirdek olarak
degerlendirilir.

DNA molekiiliinde radyasyon etkisi ile ortaya c¢ikabilecek diger bir
yapisal degisiklik baz hasarlar1 ve kayiplaridir. Bu hasarlar agisindan
pirimidinler purinlere oranla yaklagik 2 kat daha duyarlidirlar. Timin ise en
duyarli baz olup ¢apraz baglanmalar da onemli bir yapisal hasar grubunu
olusturur. Bu tip baglanmalar DNA, molekiilii icinde ayn1 zincirde yada zincirler

aras1 olusabilecegi gibi DNA-protein capraz baglanmalar1 seklinde olabilirler

(9,11,14).

2.3.2. Radyasyonun Kromozomlar Uzerine Etkileri

Kromozomlarin radyasyon etkisine karsi ¢cok duyarli olduklart 0,1 Gray
(Gy)’den diisiik dozlarda bile bitki, hayvan ve insan kromozomlarinda
kirilmalarin oldugu saptanmistir. Bir hiicreye radyasyon uygulanmasi sonucunda
kromozomda kirilmalar olusur. Kromozomlarin kirilan uglar1 yapiskan 6zellik
tagirlar ve herhangi kirik bir bagka uca yapisabilir. Kromozom kirilmalar1 ve
sonrasinda meydana gelen yapigma olaylar gesitli sekillerde meydana gelebilir.
Bunlar su sekilde siralayabiliriz;
1-Kirilan parca eski yerine yapisabilir.
2-Kirilan parca yapismaz sonraki mitozda delesyon olarak adlandirilan bir
aberasyon seklinde tespit edilir.
3-Kirilan parca diger bir kirik uca yapisabilir ve bu durum bir sonraki mitozda
agir kromozom aberasyonu olarak degerlendirilir.

Kromozomal aberasyonlar metafaz ve anafazda incelenen aberasyonlar

olmak iizere iki gruba ayrilir. Bunlar kromozom tipi aberasyonlar ve kromatit
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tipi aberasyonlardir. Radyoaktif 1sinlanma eger interfazin erken evrelerinde
meydana gelmisse kromozom tipi aberasyonlar meydana gelir. Interfazin gec
sathalarinda bir 1simnlanma meydana gelmisse kirilmalar kromatitde olusur ve
buna kromatit tipi aberasyon adini alir. Kromozom tipi aberasyonlarda terminal
delesyonlar ile aynt kromozomda ya da farkli kromozomlar arasinda simetrik
veya asimetrik parca degisimleri meydana gelebilir. Kromatit tipi aberasyonlar
terminal delesyonlar, izokromatit delesyonlar, ayn1 ya da farkli kromozomlar
arasinda simetrik ve asimetrik parca degisiklikleri ile triradialler seklinde

meydana gelebilirler (9,11,14).

2.4. Biyolojik Etkilerin Simiflandirilmasi

Radyasyonun hiicre ile etkilegsmesi sonucunda kromozomlarda meydana
gelen hasarlar bir takim biyolojik etkilerin olusmasia yol agar. Bu etkiler,
bedensel (somatik) ve/veya kalitimsal (genetik) etkiler seklinde olabilir.
Isinlanan kisinin kendi bedeninde meydana gelebilecek hasarlar bedensel etkiler,
kendisinden sonraki nesillerde ¢ikabilecek hasarlar ise kalitimsal etkiler olarak
adlandirilir. Bedensel ve kalitimsal etkiler de erken ve gecikmis etkiler olmak
tizere iki farkli kategoride incelenebilir. Erken etkiler, kisa zaman i¢inde ve bir
defada yiiksek dozlara maruz kalinmasi sonucunda kisa bir zaman araliginda
ortaya ¢ikabilecek hasarlardir. Gecikmis etkiler ise uzunca bir siire aralikli olarak
diisiik dozlara maruz kalinmasi sonucu ortaya ¢ikar (11).

Isinlanma etkileri akut ya da kronik olabilir. Akut 1sinlanmalar olarak
adlandirilan bu tip 1sinlanmalar genellikle bir kaza sonucu meydana gelen istem
dis1 1sinlanmalardir. Istatistikler, diinya genelinde 1945 ile 1997 yillar1 arasinda
arastirma, tip, niikleer ve diger endiistriyel alanlarda ¢alisanlarinin yani sira
halktan kisileri de kapsayan 140’1 Oliimciil olmak iizere yiizlerce kisinin
yaralandigr 137 radyasyon kazasi meydana geldigini gostermektedir. Akut
1sinlanmalar sonucu meydana gelebilecek etkileri genel olarak akut radyasyon
sendromlar1 ve bolgesel radyasyon hasarlar1 olarak siniflandirmak miimkiindjir.

Radyasyona en fazla maruz kalan kisiler olan radyasyon calisanlarinin

kontrollii olarak aldiklar1 diisiik dozlarin etkileri akut i1simnlanmalardaki gibi
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degildir. Ancak, bu kisilerin uzunca bir siire i¢cinde aralikl1 olarak diisiik dozlara
maruz kalmasi yani kronik olarak isinlanmasi sonucu meydana gelebilecek
etkiler yillar sonra ortaya cikabilir. Bunun sebebi; diisiik dozda da olsa
tekrarlanan 1simnlanmalarda organizmanin bir sonraki ismmlamaya kadar gecen
stirede hasar1 onaramamas1 ve hasarlarin akiimiile olmasindan dolayidir. Kronik
olarak 1sinlanan kisilerde yillar sonra katarakt ve kanser olgular1 goriilebilecegi
gibi dogal omiir siirelerinde bir kisalma s6z konusu olabilir. Ayrica bu kisilerin

kendilerinden sonraki nesillerinde kalitimsal bozukluklara daha sik rastlanabilir

(11).

2.5. Biyolojik Doz Tayininde Radyasyon Sitogenetigi

Biyolojik doz tayinleri i¢in kullanilan dozimetri sistemleri i¢inde en
giivenilir olarak kullanilanlar, kisilerin absorbe ettigi biyolojik doz ile
kromozomlarda radyasyon etkisi ile olusan aberasyonlar arasindaki kantitatif
iliskinin degerlendirildigi sitogenetik yontemlerdir. Insan dolasan kan lenfosit
hiicrelerinde kromozom hasarlarinin analizi kisilerin tiim viicut veya bolgesel
1sinlanmalarinda absorbe ettikleri dozun radyobiyolojik ve istatistiksel olarak
degerlendirilmesinde 1960’lardan giinliimiize rutin, standart olarak giivenle

kullanilmaktadir.

Radyasyon sitogenetigine dayanan dozimetri ¢alismalarinda genellikle
lenfosit hiicreleri kullanilmaktadir. Bunun nedeni lenfositlerin dolasimda
boliinmemeleri buna karsin radyasyona karsi son derece duyarli olmalari,
viicudun herhangi bir yerinde olan hasari1 kana tagimalar1 ve in vitro sartlarda
ayn1 anda boliinmeye baslamalar1 gibi 6nemli 6zelliklere sahip olmalarindandir.
Iyonizan radyasyonla 1sinlanma sonucu olusan DNA, dolayist ile kromozom
hasarlar1 tamir edilebilir. Tamir edilemeyen hasar DNA/kromozom yapisinda
korunur veya yanlis tamir edilebilir. Yanlig tamir edilmesi sonucunda disentrik
ve halka kromozomlar gibi karasiz yapisal bozukluklar veya, translokasyonlar

gibi kararli kromozom ara degisimleri ortaya ¢ikmaktadir (2).
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2.5.1. Disentrik Aberasyonlar ve Analiz Yontemi

Biyolojik dozimetride iki farkli kromozomun kirilmasi ve yanlis tamir
sonucu Dbirbirleriyle birlesmeleri sonucu olusan iki bogumlu (disentrik)
aberasyonlar en sik gozlenen hata tipleridir. Disentrik aberasyona genellikle ¢ift
ve bogum (sentromer) icermeyen asentrik denilen kromozom parcalar1 eslik
etmektedir. Yine ayni kromozomun iki farkli kolunda kirilmalar takiben bir
yanlig birlesme sonucunda olusan halka (ring) kromozom hatalar1 da disentrik
aberasyonla birlikte doz degerlendirilmelerinde kullanilan diger bir yapisal
anomali tipidir. Insan kan lenfositlerinde radyasyon etkisi ile olusan disentrik
kromozom aberasyonlarinin kantitatif analizi esasina dayanan sitogenetik analiz
yontemi; rutin, standart ve giivenilir bir metod olarak biyolojik dozimetri
amaciyla farkli radyasyon tipleri i¢in doz cevap egrileri yardimi ile pek c¢ok
iilkede basariyla kullanilmaktadir. Fakat disentrik aberasyonlarin kararsiz olmasi,
analizlerin uzun zaman almast ve uzman degerlendirici gerektirmesi biyolojik

dozimetride yeni yontemlerin gelistirilmesine gerek duyulmustur (2).
2.5.2. FISH (Fluresence in situ hybridization) Analiz Yontemi

Iyonizan radyasyonlar disentrikler gibi kararsiz aberasyonlar yani sira
translokasyon adi verilen kararli aberasyonlara da neden olurlar. Kromozomlar
aras1 parca degisimleri olan translokasyonlar viicutta daha uzun siire kalma,
hiicre boliinmelerinden gegebilme gibi 6zelliklere sahiptir. FISH yontemi ile
se¢ilmig biitiin kromozomlar, kromozomun bogumlar1 ve/veya ug¢ bdlgeleri

fliirosan boyalarla boyanarak ayrintili olarak incelenmektedir.

Bu yontemde klasik lenfosit kiiltiirii protokloliine gore elde edilen slaytlar
iizerine hiicre ekilir ve -20°C’de bekletilir. RNAaz ve pepsin uygulamalarindan
gecirildikten sonra slaytlar PBS, SSC gibi tuzlar ve yiiksek 1sida denatiire edilir.
Ozel fliirosan olarak isaretlenmis problarla hibridize olmasi igin bir gece uygun
1s1 ve nemde bekletilir. Ertesi giin fazla problar1 uzaklastirmak icin ve sinyallerin
daha net ve iyi alinabilmesi i¢in yikama islemi ve antikor uygulamalar1 yapilir.
Kromozomlar fliirosan mikroskopta incelenerek anomaliler renklerine gore ayirt

edilip kaydedilir(2). Boyanmis kromozomlardaki translokasyonlar1 tanimlamak
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kolay oldugu i¢in hem karsilikli hem u¢ hemde ara parca degisimlerini igeren
kararl1 aberasyonlarin analizi hizli bir sekilde yapilabilmektedir. Disentrik
aberasyonlar gibi kararsiz aberasyonlara oranla iginlanma iizerinden uzun yillar
gecmis olsa bile saptanbilme 6zelligi olmasit doz degerlendirmeleri agisindan
FISH analizini daha cazip hale getirmektedir. FISH analizinde kullanilan
problarin ve kimyasal maddelerin pahali olmasi, yas ilerledik¢e translokasyon
sikliginin artmasi, tim genomu temsil edebilmesi i¢in analize tabi tutulan hiicre
sayisinin arttirilmast gibi sebepler bu analiz yonteminin yaygin kullanimini

siirlt kilmaktadir (1,2).

2.5.3. Mikroniikleus Analiz Yontemi

Mikronukleuslar (MN) hiicrenin mitoz béliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan ,
esas c¢ekirdege dahil olmayan tam kromozom veya akrosentrik kromozom
fragmanlarindan kéken alan olusumlardir. Mikronukleus sayisindaki artis , ¢esitli
ajanlarin hiicrelerde olusturdugu sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin
indirekt gostergesi olarak degerlendirilmektedir. Andploidiyi uyaran ajanlar
sentromer boliinme hatalarina ve ig iplik¢iklerinde fonksiyon bozukluklarma yol
acarak , klastojenler ise kromozom kiriklar1 olusturarak mikronuleus olusuma

katkida bulunmaktadirlar (15,16).

Mikronukleus testi sitogenetik harabiyetin tespitinde, kromozom
analizine gore kolay uygulanabilmesi, daha fazla sayida hiicre sayilmasi ve
istatistiksel yonden daha anlamli sonuclar elde edilmesi avantaji saglamasiyla

yaygin kullanim alan1 bulan bir tekniktir (17,18,19,20).

MN testi 1950’lerde bitki hiicrelerinde kromozom hasarinin
Ol¢iilmesinde, 1970’lerde hayvan hiicrelerinde(22,23) ve daha sonra Haddle ve
arkadaglar1 tarafindan kiiltiire edilmis (17) insan lenfositlerinde kimyasal
karsinojenleri belirlemeye yonelik bir test olarak kullanilmaya baslanmistir.
Eastmand ve Tucker antikinetokor antikorlari kullanarak kinetokor pozitif
MN’lerin tam bir kromozom, kinetokor negatif MN’lerin asentrik kromozom

fragmani igerdigini ve bu yontemin andploidiyi uyaran ajanlar1 klastojenlerden
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ayirmada daha kesin bir yol oldugunu vurgulamislardir. Fenech ve Morley
tarafindan gergeklestirilen sitokinezi-blok (Cytokinesis-Bloked) metodu bazi
kinetik problemlerin ortadan kalmasmi ve teknigin uygulanmasindaki
giivenilirligin -~ artmasmi1  saglamistir.  Bu  metod, kiif mantarlarinin
metabolitlerinden biri olan Sitohalasin-B (Cyt-B) ile mitoz gegiren hiicrelerde
sitokinezi durdurma esasina dayanmaktadir. Standart lenfosit kiiltiirlerine uygun
konsantrasyonda Cyt-B eklenmesiyle, ¢ekirdek boliinmesini tamamlamis ancak
sitoplazmik boliinmesini gergeklestirememis ¢ift ¢ekirdekli hiicreler kolaylikla
taniarak sayilabilmekte, mikronukleus bulunduran hiicrelerin orani tespit

edilebilmektedir (61,62).

Mikronuleus kriterlerini Fenech ve arkadaslari “HUMN projeleri”
kapsaminda ortaya koymuslardir (3-8).

HUMN projeleri kurallarina gére mikrogekirdek;
1-Cap1 normal ¢ekirdegin 1/3-1/16 oaraninda olmal.
2-Oval , yuvarlak yapida olmali.
3-Refraktil olmamali , diger artefeklerden kolaylikla ayirdedilebilmeli.
4-Ana cekirdekten;

a-Ayri

b-Bitisik

c-Yakin-Bitisik
yapida olabilir.
5-Ana ¢ekirdek iizerine overlap yapmamali.
6-Sinirlar1 belli ve kesin olmali.

7-Ana ¢ekirdek ile ayni boya yogunlugunda olmali ( bazen daha yogun olabilir).

HUMN projeleri kurallarina gore cift nukleuslu hiicre (binucleated cell)
kriterleri ise;
1-iki ¢ekirdek yapis1 (monocytoplasmic)
2-iki ¢ekirdek ve kesin sinirlandirilmus iki farkli membran.
3-Cekirdekler esit bliyiikliikte olmalilar.
4-Ayr veya bitisik olabilirler.
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5-Overlap yapmamalilar.
6-Membranlar1 kesin ayirict 6zellikte olmali.

7-Farkli boyama yogunlugunda olmamalidirlar.

2.6. Mikroniikleus Testinin Kullanim Alanlar:

1980°den sonra deney hayvanlarinda gerceklestirilen kontrollii
calismalarda kimyasal ve fiziksel ajanlarin sebep oldugu sitogenetik harabiyetin
giivenilir bir gostergesi olarak kullanilan MN calismalarini sayis1 ¢ok hizli bir
sekilde artmistir. MN testi sigara, pestisid ve parazitik enfeksiyonlar gibi
cevresel ve mesleki etkileri degerlendirebilmek icin kolaylikla kullanilmaktadir
(15). Giiniimiizde MN testi genotoksik, sitotoksik ve karsinojenik ajanlarin hiicre

genomu ve viabilitesi iizerine etkilerinin analizinde basartyla kullanilmaktadir.
2.7. Biyolojik Doz Birimi

Radyasyon enerjisinin absorpsiyonu ve canli sistemdeki dagilimi ile
baslayan olaylar sonugta biyolojik etkilerin ortaya ¢ikmasina neden olurlar. Her
tirlii radyasyonun uygulanmasinda baglangigta goriilen reaksiyonlar genel
nitelikleri bakimindan benzer olmakla birlikte sonucta ortaya g¢ikan biyolojik
etkilerin farkli olduklar1 goriilmektedir. Ayni tip iyonlastirici radyasyonlarin
farkli dozlar1 ya da farkli tip iyonlastirici radyasyonlarin ayni dozlarinin
olusturduklar1 biyolojik etkenlerin benzer olmadiklarini sdylemek miimkiindiir.
Uygulanan radyasyon ve uygulama sekli ile ilgili baz1 6zellikler, enerji
absorpsiyonu ve dagilimi siireclerinde bliyiik Olgiide belirleyici olurlar. Bu
ozellikler, ayn1 zamanda radyasyonun biyolojik etkilerindeki farkliliklarin da en

onemli sebeplerinden birisini olustururlar (9).

Doz, herhangi bir maddenin belli bir zaman igerisinde kullanilan veya
tikketilen miktar1 demektir. Radyasyon dozu ise hedef kiitle tarafindan belli bir

siirede sogurulan veya alinan radyasyon miktaridir. Biitiin zararli maddeler
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genellikle viicutta bir takim biyolojik hasarlara neden olurlar. Bu hasarlarin
biiylikligii ise o maddenin cinsinin yan sira viicuda alinig sekli, siiresi ve
miktarina bagli olarak degisir. Gerekli dnlemler alinmadig: taktirde belli bir
siirede belli bir miktarin iizerinde radyasyon enerjisi soguran yani radyasyon

dozu alan canlilarda da bazi zararl etkilerin meydana gelmesi kaginilmazdir.

Biyolojik doz radyasyonun canli dokularda sogurulan miktarini ifade
etmek i¢in kullanilmaktadir. Ancak sogurulan dozun biyolojik etkinligi hakkinda
fikir vermez. Dolayisiyla  radyasyonun canli doku iizerindeki etkilerini
belirlemede kullanilacak doz biriminin tiim faktorleri igermesi gerekir. Bu
faktorler kalite faktorii adi altinda toplanmistir. Biyolojik dozun geleneksel
birimi Rem’dir. Rem, Rad ile kalite faktoriinliin ¢arpimindan olusmaktadir.
Rem’in SI sistemindeki yeni birimi Sievert (Sv) olup Gray’in kalite faktorii ile
carpimindan elde edilmektedir. X 1s1m1 kalite faktorii 1 olarak belirlenmistir.Bu
nedenle pratik olarak 1 Rad = 1 Rem olarak bilinir.1Sv’de 1 Gray’e esit olur.
Birbirine doniistiirmeden 1Sv = 100 Rem veya 10 mikrosievert = 1 milirem

seklindedir (1,9).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Deney Hayvani

Bu calismada Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlart
Laboratuvarindan temin edilen 100-110gr agirligindaki 20 adet rat (Rattus

norvegicus albino) kullanildi.

3.2. Kullanilan Maddeler ve Aletler
1.Hanks’ Balanced Salts (Sigma)
2.Diseksiyon takimi

3.Insiilin ignesi

4.BT (X-Ray) cihaz1 (Picker-PQS)
5.MR cihazi (Toshiba)

6.Lam

7.Mikroskop Axioskop 2 Plus (Zeiss)
8.Giemsa (Sigma)

9.Etanol (Sigma)

10.Metanol (Sigma)

11.Santririij cihazi (Sanyo)

12.Asetik asit (Sigma)

3.3. Deney Gruplar ve Dozlar

1. Kontrol Grubu: Toplam 5 adet rat kullanild1 ve bu gruptaki deneklere X-
Ray, MR uygulamasi yapilmadi.

2. X-Ray Grubu: Bu gruptaki deneklere Picker-PQS marka spiral bilgisayarl
tomografi cihaz1 kullanilarak 120 kilovolt (Kv), 125 miliamper (mA) degerleri
ullanilarak kesit kalinliklar1 3 mm , kesit intervalleri 3 mm alinarak toplam 30
aksiyal kesit alindi. Bu degerler ratin boyutlarina uygun inceleme parametreleri

olup bu incelemede ratlarin aldig1 doz ortalama 25 miligray (mGy) idi.
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3. MR Grubu: Deneklere Toshiba"Excelart" marka 1,5 Tesla giiclinde manyetik
resonans cihazi kullanilarak abdomen incelemesi i¢in uygulanan protokol
uygulandi. T1 aksiyal (TR:190, TE:4, SliceThickness:8mm, Matrix:96x256,
FOV:35x35, flip angle:90°), T2 aksiyal (TR:2800, TE:100, Slice
thickness:7mm, Matrix:128x256, FOV:28x34, flip angle: 90°), STIR aksiyal
(TR:6800, TE:80, TR:140, Slice thickness:7mm, Matrix:96x256, FOV:28x34,
flip angle:70°), T1 koronal (TR:190, TE:4, Slice thickness:8mm, Matrix:96x256,
FOV:28x34, flip angle:70°) ve T2 koronal (TR:2800, TE:100, Slice
thickness:7mm, Matrix:128x256, FOV:28x34, flip angle:90°) sekanslar1 ile

incelemeler yapildi.

4. X-Ray + MR Grubu: Bu gruptaki deneklere Picker-PQS marka spiral
bilgisayarli tomografi cihaz1 kullanilarak 120 kilovolt (Kv), 125 miliamper (mA)
degerleri kullanilarak kesit kalinliklar1 3 mm , kesit intervalleri 3 mm alinarak
toplam 30 aksiyal kesit alindi. Bu degerler ratin boyutlarina uygun inceleme
parametreleri olup bu incelemede ratlarin aldig1 doz ortalama 25 miligray (mGy)
idi. Toshiba"Excelart" markal,5 Tesla giliclinde manyetik resonans cihazi
kullanilarak abdomen incelemesi i¢in uygulanan protokol uygulandi. T1 aksiyal
(TR:190, TE:4, Slice thickness:8mm, Matrix:96x256, FOV:35x35, flip
angle:90°), T2 aksiyal (TR:2800, TE:100, Slice thickness:7mm,
Matrix:128x256, FOV:28x34, flip angle: 90°), STIR aksiyal (TR:6800, TE:80,
TR:140, Slice thickness:7mm, Matrix:96x256, FOV:28x34, flip angle:70°),
T1 koronal (TR:190, TE:4, Slice thickness:8mm, Matrix:96x256,
FOV:28x34, flip angle:70°) ve T2 koronal (TR:2800, TE:100, Slice
thickness:7mm, Matrix:128x256, FOV:28x34, flip angle:90°) sekanslar ile
incelemeler yapildi (63-66).

3.4. Deney Analizi

Her deney grubundaki deneklerden X-Ray, MR, X-Ray + MR
uygulamalar1 yapilan deneklerden ilk ikisi 48 saat, diger ligiide 72 saat sonra

servikal dislokasyon yolu ile 6ldiiriildi.
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Femur kemikleri ¢ikarildi. Deri ve kas dokusu gazli bez yardimi ile temizlendi.

I. Dogrudan Firca Yaymasi Yéntemi ile Preparat
Hazirlanmasi:

Kemigin proksimal ucu ilik kanali goriilecek sekilde dikkatlice kesildi.
Temizlenip etiketlendirilmis lam iizerine kemik iligi ince uc¢lu bir firga
kullanilarak direkt firga yaymasi yontemiyle yayma yapildi. Her lam i¢in yayma
islemi yapilmadan firca Hanks soliisyonu ile yikandi. Bu yontemle her denek

icin 15 adet preparat hazirlandu.

I. Kemik iliginin Emilerek Cikarilmasi Yéntemi ile Preparat
Hazirlanmasi:

Iml’lik  eppendorf tipii icindeki Hanks’ soliisyonundan insiilin
enjektoriine 0,2 ml soliisyon ¢ekildi. Proksimal bolgeden kesilmis olan kemik
icine girildi. Kemik iligi enjektore ¢ekildi. Hazirlanan siispansyon 10.000 rpm’de
1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant atildi. Pellet {izerine
Iml Carnoy fiksatifi (Metanol + Glisial Asetik Asit 3:1) ilave edilip 10.000
rpm’de ldakika tekrar santrifiij edildi. Ayni islemler bir kez daha tekrarlandi.
Elde edilen silispansiyon mikropipet kullanilarak Onceden temizlenip
etiketlendirilmis lamalarin nemlenmesi saglanarak 45°’lik bir ac1 ile 20-25 cm

mesafeden damlatilarak yayma islemi yapildi.
3.5. Preparatlarin Boyanmasi

Hazirlanan preparatlar laboratuvar kosullarinda acgik havada bir giin

bekletildikten sonra boyama islemine tabi tutuldu.

Preparatlar dikey olarak salelerde boyandi. Fosfat tamponu kullanilarak
hazirlanan Giemsa boya i¢inde 10 dakika bekletilerek boyandi. Distile su ile

yikandi. Preparatlarin arkasi filtre kagidi ile kurutuldu.
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3.6. Preparatlarin Degerlendirilmesi

Kontrol ve deney grubundaki her preparat 151k mikroskobu (ZEISS
Axioskop 2 plus) kullanilarak 100X immersiyon objektifinde (final
biiyiitme: X1000) degerlendirildi. Degerlendirilen preparatlarin CCD kamera

kullanilarak resimleri ¢ekildi.

4. BULGULAR

Calismamizda, tekrarli diagnostik amagli dogrudan grafi (X-Ray) ve
manyetik resonans (MR) incelemeleri yapilan hastalara esdeger doz uygulanan
ratlarda uygulanan ilgili parametrelerin ne oranda genotoksik olabilecekleri
mikronukleus analizleri ile ortaya konmustur. Bu amagla X-Ray ve MR
yontemleri ratlara ayr1 ayr1 ve birlikte degisik kombinasyonlar seklinde
uygulanmistir. Uygulamalardan 3 giin ve 5 giin sonra ratlar servikal dislokasyon
ile oldiiriilerek kemik iligi alinmistir. Direk fir¢ga yaymasi ve kemik iliginin
emilerek ¢ikarilamasi seklinde iki farkli yontem kullanilarak yayma preparatlari
hazirlanmis ve mikroskopta incelenmistir. Sekill’de verilen grafikte ve Tablo
3’te yapilan inceleme sonunda tespit edilen normal ve anormal hiicre sayilari
verilmistir.Yapilan degerlendirme sonucunda kontrol grubunda saptanan MN,
AB, BN ve NB yapilar1 Sekil 2°deki grafikte gosterilmetedir. Konrol grubuna ait
saglikli rat retikiilosit hiicreleri Sekil 3-4’te verilmektedir. X-ray uygulamasina
maruz birakilan deney grubunda tespit ettigimiz MN, AB, BN ve NB yapilar
Sekil 5’teki grafikte gosterilmektedir. X-ray uygulamasi  sonucunda rat
kemikiligi retikiilosit hiicrelerinde olusan MN’lar Sekil 6-9°da, NB, BN yapilari
Sekil 10°da ve tespit edilen AB ise Sekil 11°de gosterilmektedir. X-ray
uygulamas1 yapilan deney grubunda MN sikliginda Onemli bir artis
gozlenmektedir. Bu da bize X-ray’in genotoksik bir ajan oldugunu
gostermektedir. MR uygulamasi yapilan deney grubuna tespit ettigimiz MN, AB,
BN ve NB olusumlar1 Sekil 12’de verilen grafikte gosterilmektedir. MR
uygulamasi yapilan rat kemikiligi retikiilosit hiicrelerinde mitotik indeksin

diismesiyle birlikte tesgit ettigimiz MN’lar Sekil 13-15’te, NB, AB ve BN
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olusumlar1 Sekil 16’da verilmistir. X-ray ve MR’1n birlikte uygulandig1 deney
grubunda sapatanan MN, AB, BN ve NB yapilar1 Sekil 17°de verilen grafikte
gosterilmigtir.  Tibbi radyasyonun kombine olarak uygulandigt bu deney
grubundaki rat kemikiligi retikiilosit hiicrelerinde tespit edilen MN yapilar1 Sekil
18,19°da, NB, BN ve AB yapilarn Sekil 20°de gosterilmektedir. Bu deney
grubunda bu olusumlar disinda diisen mitotik indeksle birlikte nekrotik ve
apoptotik hiicreler tespit edilmistir. Saptanan nekrotik ve apoptotik hiicreler
Sekil 21°de gosterilmektedir.

Elde ettigmiz bu bulgular 1s18inda X-ray ,MR ve X-ray ve MR
uygulamalarinin rat kemikiligi retikiilosit hiicreleri iizerinde genotoksik ve
sitotoksik bir etkiye sahip olduklari, genomik instabiliteye yol actiklar

saptanmigtir.
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Tablo 3. Rat retikiilosit hiicreleri lizerinde tibbi radyasyonun in vivo radyotoksisitesi. Tablo bu ¢alismada yer alan toplam

retikiilosit hiicrelerden normal ve anormal yapida tespit edilenler gostermektedir.

GRUPLAR NORMAL % ANORMAL % TOTAL %

KONTROL 20.975 98.3 366 1.7 21.341 100.0
GRUP I(X-ray) 22.457 93.3 1604 6.7 24.061 100.0
GRUP II(MR) 21.660 92.1 1848 7.9 23.508 100.0
GRUPIII(X-ray + MR) 19.587 93.0 1480 7.0 21.067 100.0




Istatistiksel Degerlendirme

Kontrol grubu ve deney gruplari Kruskal-Wallis testi ile kendi aralarinda
degerlendirildi ve ¢ift niikleuslu (BN) hiicreler disindaki tim yapilar agisindan
gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulundu(p<0,05).

Mann Whitney U testi kullanilarak deney gruplari birbirileri ile ve
kontrol grubu verileri ile karsilatirilarak degerlendirildi.

——Kontrol
—=X-ray

MR
—%— X-raytMR

Sekil 1. Kontrol grubu, X-ray, MR ve X-ray+MR uygulamasi yapilan
gruplara ait rat kemik iligi kok hiicrelerinde saptanan normal ve anormal niiklear
yapidaki (Mikroniikleus-MN, Anafaz kopriisii-AB, Cift niikleuslu hiicre- BN
Niikleer tomurcuk-NB,) hiicre dagilimlari.



Kontrol grubu ve X-ray grubunun karsilagtirilmasi sonucunda MN, AB,
NB acisindan anlamli, kontrol grubu ve MR grubunun karsilagtirilmasi
sonucunda MN, AB, NB agcisindan anlamli, kontrol grubu ve X-ray+MR
grubunun karsilastirilmas1 sonucunda MN ve NB acisindan anlamli bir fark
tespit edildi (p<0,05).

X-ray ,MR ve X-ray + MR uygulamasi yapilan denet gruplarinin
birbirileri ile yagilan karsilagtirilmalart sonucunda anlamli bir fark tespit
edilemedi(p>0,05). Kontrol ve deney gruplarinda yapilan incelemede tespit

edilen MONO, MN, AB, BN, MULT ve NB yapilar1 Tablo 4’te verilmistir.
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Tablo 4.Tabloda kontrol ve deney grubu hayvanlarinin in vivo olarak tibbi radyasyona maruz kalmasiyla tespit edilen farkli

genomik istabiliteye sahip hiicre tipleri ve sayilar1 gosterilmektedir.

MONO:Tek niikleuslu hiicre normal yap1 AB:Anafaz kopriisic BN:Cift niikleuslu hiicre MN:Mikroniikleus NB:Niikleer tomurcuk

GRUPLAR MONO MN AB BN MULT NB TOTAL
KONTROL 20.975 101 31 58 - 176 21.341
X-ray 22.457 578 156 77 5 788 24.061
MR 21.660 563 103 101 3 1078 23.508
X-ray+MR 19.587 488 53 104 1 834 21.067




Kontrol Grubu

Sekil 2. Kontrol grubuna ait rat kemikiligi kok hiicrelerinde saptanan
normal ve anormal niikleer yapidaki Anafaz kopriisii (AB), Mikroniikleus
(MN), Niikleer tomurcuk (NB), Ciftniikleuslu hiicre(BN) hiicre dagilimlari.
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Sekil 3. X-ray ve MR’a maruz birakilmayan kontrol grubu normal
saghklh rat kemik iligi stem hiicre profilleri. Normal mitotik indeks ve
niiklear materyale sahip c¢esitli hiicre gruplari —ile gosterilmistir. a-d-e-
f:Lenfosit, b:Eosinifil, c:Notrofil. (X 100)
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Sekil 4. X-ray ve MR’a maruz birakilmayan kontrol grubu normal
saghkh rat kemik iligi stem hiicre profilleri. Normal mitotik indeks ve
niiklear materyale sahip c¢esitli hiicre gruplarn —ile gosterilmistir.
g:Retikiilosit, h:Retikiilosit, Lenfosit ve Notrofil, 1:Lenfosit ve Bazofil
hiicreleri gosterilmektedir.(X 100)
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X-ray Grubu

Sekil 5. X-Ray grubuna ait rat kemikiligi kok hiicrelerinde saptanan
normal ve anormal niikleer yapidaki Anafaz kopriisii (AB), Mikroniikleus
(MN), Niikleer tomurcuk(NB), Ciftniikleuslu hiicre (BN) hiicre dagilimlari.
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Sekil 6. X-ray uygulamasina maruz birakilan deney grubu rat kemik
iligi stem hiicre profilleri. Normal mitotik indeks ve niiklear materyale sahip
hiicrelerle birlikte gozlenen MN’a sahip hiicre gruplar1 — ile gosterilmistir.
a-f:1/3-1/16 oranlarina sahip mikroniikleuslari. (X 100)
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Sekil 7. X-ray uygulamasina maruz birakilan deney grubu rat kemik
iligi stem hiicre profilleri. Normal mitotik indeks ve niiklear materyale sahip
hiicrelerle birlikte gozlenen MN’a sahip hiicre gruplar1 — ile gosterilmistir.
g, h, j, k, 1:1/3-1/16 oranlarina sahip mikroniikleuslar. 1:Ana ¢ekirdege bitisik
durumda bulunan mikroniikleus (CC MN).(X 100)
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Sekil 8. X-ray uygulamasina maruz birakilan deney grubu rat kemik
iligi stem hiicre profilleri. Normal mitotik indeks ve niiklear materyale sahip
hiicrelerle birlikte gozlenen MN’a sahip hiicre gruplar1 — ile gosterilmistir.
m:Cok niikleuslu hiicre (MULT) ve 1/3 oraminda MN. n, o:Ana cekirdege
bitisik olmayan mikroniikleuslar(NCC MN), p:1/3 oraninda ana cekirdege
bitisik olmayan mikroniikleus. r:Saghkh retikiilosit ve MN. s:Ana cekirdege
bitisik olmayan mikroniikleus (NCC MN).(X 100)
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Sekil 9. X-ray uygulamasina maruz birakilan deney grubu rat kemik
iligi stem hiicre profilleri. Normal mitotik indeks ve niiklear materyale sahip
hiicrelerle birlikte gozlenen MN’a sahip hiicre gruplar1 — ile gosterilmistir.
s-v:Ana cekirdege bitisik olmayan mikroniikleuslar (NCC MN).

y , z :Ana cekirdege bitisik durumda ¢ok niikleuslu mikroniikleus (CC
MULT MN). (X 100)
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Sekil 10. X-ray uygulamasina maruz birakilan deney grubu rat kemik
iligi stem hiicre profilleri. Normal mitotik indeks ve niiklear materyale sahip
hiicrelerle birlikte gozlenen NB(niikleer tomurcuk) ve BN(¢ift niiklueslu
hiicre)’ ye sahip hiicre gruplar1 — ile gosterilmistir.a-c:Niiklear tomurcuk
(NB), d:Cift niikleuslu hiicre (BN). (X 100)
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Sekil 11. X-ray uygulamasina maruz birakilan deney grubu rat kemik
iligi stem hiicre profilleri. Normal mitotik indeks ve niiklear materyale sahip
hiicrelerle birlikte gozlenen AB(anafaz kopriisii)’ne sahip hiicre gruplarn —
ile gosterilmistir. a-d:Anafaz kopriisii(AB), e:Anafaz kopriisii(AB), saghkh

bir  lenfosit.(X100)
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MR Grubu

Sekil 12. MR grubuna ait rat kemikiligi kok hiicrelerinde saptanan
normal ve anormal niikleer yapidaki Anafaz kopriisii (AB), Mikroniikleus
(MN), Niikleer tomurcuk(NB), Ciftniikleuslu hiicre (BN) hiicre dagilimlari.
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Sekil 13. MR uygulamasina maruz birakilan deney grubu rat kemik
iligi stem hiicre profilleri. Normal mitotik indeks ve niiklear materyale sahip
hiicrelerle birlikte gozlenen MN’a sahip hiicre gruplar1 — ile gosterilmistir.
a-b-e-f:Ana cekirdege bitisik durumda olmayan mikroniikleuslar (NCC MN),
c-d:Ana cekirdege bitisik durumda bulunan mikroniikleuslar(CC MN).(X
100)
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Sekil 14. MR uygulamasina maruz birakilan deney grubu rat kemik
iligi stem hiicre profilleri. Normal mitotik indeks ve niiklear materyale sahip
hiicrelerle birlikte gozlenen MN’a sahip hiicre gruplar1 — ile gosterilmistir.
h-j:Ana cekirdege bitisik durumda olmayan mikroniikleuslar (NCC MN), g-
1-k-1:Ana ¢ekirdege bitisik durumda bulunan mikroniikleuslar(CC MN).(X
100)
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Sekil 15. MR uygulamasina maruz birakilan deney grubu rat kemik
iligi stem hiicre profilleri. Normal mitotik indeks ve niiklear materyale sahip
hiicrelerle birlikte gozlenen MN’a sahip hiicre gruplar1 — ile gosterilmistir.
n-o-p:Ana c¢ekirdege bitisik durumda olmayan mikroniikleuslar (NCC MN).
m-r:Ana c¢ekirdege bitisik durumda bulunan mikroniikleuslar(CC MN).(X
100)
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Sekil 16. MR uygulamasina maruz birakilan deney grubu rat kemik
iligi stem hiicre profilleri. Normal mitotik indeks ve niiklear materyale sahip
hiicrelerle birlikte gozlenen NB(niiklear tomurcuk), BN(cift niikleuslu hiicre)
ve AB(anafaz kopriisii)’ye sahip hiicre gruplari — ile gosterilmistir.
a:Niiklear tomurcuk(NB), b:Cok niikleuslu hiicre(MULT), c:Cift niikleuslu
hiicre(BN), d-e-f: Anafaz kopriisii(AB).(X 100)
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X-ray+MR Grubu

Sekil 17. X-Ray+MR grubuna ait rat kemikiligi kok hiicrelerinde
saptanan normal ve anormal niikleer yapidaki Anafaz kopriisii (AB),
Mikroniikleus (MN), Niikleer tomurcuk (NB), Ciftniikleuslu hiicre ( BN)
hiicre dagilimlari.
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Sekil 18. X-ray ve MR uygulamasina maruz birakilan deney grubu
rat kemik iligi stem hiicre profilleri. Normal mitotik indeks ve niiklear
materyale sahip hiicrelerle birlikte gozlenen MN sahip hiicre gruplar1 — ile
gosterilmistir.a-b-c-d  :Ana  c¢ekirdege bitisik durumda olmayan
mikroniikleuslar(NCC MN), e-f:Ana cekirdege bitisik durumda olan
mikroniikleuslar(CC MN).

(X100)
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Sekil 19. X-ray ve MR uygulamasina maruz birakilan deney grubu
rat kemik iligi stem hiicre profilleri. Normal mitotik indeks ve niiklear
materyale sahip hiicrelerle birlikte gozlenen MN sahip hiicre gruplarn — ile
gosterilmistir. 1-j-l1:Ana cekirdege bitisik durumda olmayan
mikroniikleuslar(NCC MN), g-h-k:Ana c¢ekirdege bitisik durumda olan
mikroniikleuslar(CC MN).(X 100)

49



FFF S 1 . e
o
&

@ ¢

Sekil 20. X-ray veMR uygulamasina maruz birakilan deney grubu
rat kemik iligi stem hiicre profilleri. Normal mitotik indeks ve niiklear
materyale sahip hiicrelerle birlikte gozlenen NB(niiklear tomurcuk), BN(cift
niikleuslu hiicre) ve AB(anafaz kopriisii)’ye sahip hiicre gruplann — ile

50



gosterilmistir. a-b:Anafaz kopriisii(AB), c-d:Cift niikleuslu hiicre(BN), e-f-g-
h:Niiklear tomurcuk(NB).(X 100)

Sekil 21. X-ray veMR uygulamasina maruz birakilan deney grubu
rat kemik iligi stem hiicre profilleri. Normal mitotik indeks ve niiklear
materyale sahip hiicrelerle birlikte gozlenen nekrotik ve apoptotik yapilar —
ile gosterilmistir.a-b:Nekrotik hiicre, c:Iki nekrotik hiicre arasinda meydana
gelmis olan anafaz kopriisii, d-e-f: Apoptotik hiicre.(X 100)
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5. TARTISMA VE SONUC

Okaryotik hiicre genomu kompleks oldugu kadar cesitli fenomenlerin
meydana geldigi bir potansiyele sahiptir. Normal biyolojik fonksiyonlar1 yani sira
bir patojeniteye maruz kaldigi, buna bagli olarak hiicre hiicre genomunda
mutasyona neden oldugu ve geri donilisiimii olmayan bir maceraya atilabilir.

Genomda ; kromozomal kiriklar, kromozomlar aras1 yeniden
diizenlenmeler ve indiiklenmis DNA hasarlar1 ¢esitli kanser tiplerinin ortaya
cikmasina yol agan temel mekanizmalardir (25,26).

DNA/kromozomlarda hasar olusturan c¢esitli kanserojen, sitotoksik,
anojenik ve genotoksik pek cok ajanin meydana getirdikleri hasarlar Fenech
tarafindan DNA’da  hasar olustugunu gosteren biyomarkerlar olarak tespit
edilmistir. Bunlara birka¢ Ornek verecek olursak; DNA kiriklari, Kromozom
aberasyonlari, Mikroniikues, Andploidi, Telomer kisalmasi, vs. Bizde
calismamizda bu biyomarkerlardan biri olan mikroniikleus artigini tespit etmeyi
amagladik (70).

Mikroniikleus (MN) hiicrenin mitoz boliinmesi esnasinda ortaya ¢ikan ana
cekirdek disinda olusan tam bir kromozom veya asentrik kromozom
fragmentlerinden koken alan niikleer orjinli yapilardir (15). MN analizi in vivo
sistemlerde kimyasal ajanlarin ne oranda mutabl olduklarinin arastirildigi en
onemli tekniklerin basinda gelir (27,28,24). Bu teknik bdliinme evresinden ¢ikan
bir hiicreye ait telofazdan hemen sonra yavru hiicrelere ait ana niikleusun disinda
ayni sitoplazmay1 paylasan ekstragenetik materyalin varligi ile karakterize bir
durumdur. MN analizi esasinda fare kemikiligi dokusunda kromozom hasarinin
tespitine uygun olarak dizayn edilmis bir tekniktir (29). Olas1 akut yada
subkronik, toksikolojik ve farmakokinetik calismalarda bir cok arastiricinin
bagvurdugu Onemli bir tekniktir. Fenech ve Morley tarafindan gelistirilen
sitokinezi-blok metodu teknigin gilivenilirliginin artmasini saglamistir (61,62).
Giiniimiizde eritrosit temelli mikroniikleus c¢aligmalar1 bu amacla yapilan

arastirmalarin en duyarli olanidir (30-37).
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Bu nedenle DNA hasar1 olusturabilecek intrinsik ve extrinsik kaynakli
genotoksik ajanlarin  (mutajenler, karsinojenler, toksik bilesenler) ilgili
toksisitelerinin tespit edilebilmesi icin duyarli, gilivenilir ve gecerli tekniklerin
kullanilmas1 ¢ok dnemlidir. ileri molekiiler biyoloji ve genetik alanlarinda, kimya
ve farmakoloji alanlarinda gelistirilen yeni teknikler ve farkli yaklagimlar ile
ozellikle cevresel kaynakli zararli bilesenlerin analizinde 6nemli mesafe kat
edilmis durumdadir. Fakat sistem ayni zamanda yeni ve daha karmasik
bilesenlerin meydana gelmesine de yol agmaktadir. Biyolojik sistem giin gegtikce
bu yeni bilesenlerle karsilasmakta ve bunlarin niikleer materyal {izerindeki
etkileme hizlar1 ve cesitliligi giin gectikge artmaktadir. MN analizinin basinda
geldigi toksikolojik testlerde kisilerin bu ajanlara ne oranda maruz kaldiklari,
genom iizerindeki etkileri giivenilir ve gegerli bir sekilde tespit edilmektedir.

Giiniimilizde bir ajanin genotoksik ajan olup olmadigini belirlendigi belli
basli diger teknikler ise kardes kromatid degisimi (KKD), dozimetrik analiz
teknikleri, FISH teknigidir.

Bir ¢ok arastirict MN analizi i¢in ¢esitli teknikler kullanmislardir. Bunlarin
basinda flow sitometri, lenfosit hiicre kiiltiirii ve direkt kemik iligi hiicre kiiltiirleri
gelmektedir. Boyama tekniklerinin basinda ise Propidium, Acridin Orange,
Giemsa, FISH, QuineAcridin, FITC, Fuelgen-Fast Gren gelmektedir.

Andploidiyi uyaran ajanlar sentromer boliinme hatalarina ve ig
iplikciklerinde fonksiyonel bozukluklara yol agmakta iken klastojenik ajanlar
kromozom kiriklart olusturmaktadirlar.

Cok 1iyi bilindigi gibi MN olusumu boliinmekte olan bir hiicrenin kimyasal
genotoksikanlara ve radyasyona maruz kaldigr durumlarda kromozom kirilmalari
(translokasyonlar, yeniden diizenlenmeler, disentrik aberasyonlar, makro
delesyonlar) ve anoploidik olusumlara bagli olarak meydana gelen bir yapisal
anomali seklidir. MN artisina neden olarak en iyi bilinen kimyasal ajan mitomisin
C’dir. (39-42). X-ray ise klastojenik bir ajanidir. Mitomisin C bir klastojen
olmakla birlikte hiicrede anoploidik bir etkiye sebep olmasi1 nedeni ile de anojenik
bir ajan olarakta kabul edilir (53). Bir ¢ok alkali ajan hiicrenin G1 ve S evresinde

iken MN olusumuna neden olurken tibbi radyasyon (X-ray) G1,S evresi yan1 sira
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G2 evresinde de MN olusumuna sebep olmaktadir (43). Deneysel olarakta
Siklofosfamid, Sitokalasin B, BrdU gibi cesitli baz analoglari, Sitotoksik ilaglar
ve Mitomisin C DNA hasar1 yapan en yaygin kimyasal bilesenlerdir. Her iki
ajanda radyoterapide kullanilirlar ve sitotoksisiteyi arttirict 6zellige sahiptirler.
Radyosensitivite ve kemosensitivite  biyolojik sistemlerde hiicre ve
dokularin boliiniir doku olup olmamasi ve bulundugu hiicre siklusu ve basamagi
cok &nemlidir. Radyasyon bu acidan bilinen en potansiyel mutajendir. Iyonize
radyasyon ise biyolojik sistemlerin en yaygin olarak maruz kaldiklar1 radyasyon
tipidir (38). Iyonize radyasyonun tiim tipleri yapisal degisimlere yol agmakta iken
cok genis etkileri olan kimyasal klastojenlerin birincil olarak sadece kromatid
tizerinde etkileri bildirilmistir (54). Uygulanan kimyasal mutajenler ve iyonize
radyasyon kromozomlarda yapisal bir takim aberasyonlar olusturmak ve bu
yapisal aberasyonlarin pek ¢ogu 151k mikroskobunda tespit edilebilmektedir (55).
Radyobiyoloji ve genomdaki yeniden diizenlenmeler bu yapisal aberasyonlarin
meydana gelmesine kaynak teskil eder ve biyolojik dozimetri alaninda pratik
uygulamalarda ve klinik sitogenetikte kolaylikla gézlenebilmektedir (56,57).
Undarmaa ve arkadaslariin Ataxia Telangiectasia (AT) hastalarinda
mutant ATM geni iizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada gen bolgesinin sinyal
transdiiksiyonunda, hiicre boliinmesindeki check pointlerde, DNA tamir
mekanizmasinda ve diger DNA hasarlarina cevap olusturulmasinda sorumlu
oldugunu bildirmislerdir. Farelerdeki bu ATM gen bolgesi insan ATM gen
bolgesiyle %91 oraninda homoloji gostermektedir. AT hastalarinda gelisim
geriligi, norolojik disfonksiyonlar, infertilite, T-hiicrelerinde defektler ve iyonize
radyasyona kars1 asir1 duyarlilik gozlenmistir. Yapilan ¢alismada X-ray’a maruz
birakilan fare hiicre kiiltiirlerinden ATM ~ fare fibroblastlarinda FISH analiz
teknigi kullanilarak ekstra telomer sinyalleri alinmistir ve AT hastalarina ait
fibroblast hiicrelerindeki telomerik instabilite ile ilging bir benzerlik tespit
edilmistir. Bu ¢alismada radyasyonun kromozomlarda kiriklar olusturdugu bu
kirilmalar sonucunda kromozomlar arasinda flizyon olustugu ve radyasyonun

telomerik instabiliteyi bozdugu tespit edilmistir (68).
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Fenech ve Morley’in yaptig1 bir takim c¢alismalar sonucunda X-ray’in
insan lenfositlerinde kromozomal hasar olusturdugunu ve yaslanmay1 etkileyen
genotoksik ajan oldugunu ileri siirmiislerdir (61).

Yapilan bir bagka ¢alismada Chinese hamster over hiicre kiiltiiriiniin ultra
viole 1s1na maruz birakilmasi sonucunda hiicrelerde artan mikroniikleus ve cift
niikleuslu hiicre anomalileri tespit edilmistir (70).

Bir ¢ok arastiricinin sonuglarima goére MN sikliginin radyasyon dozu ile
dogru orantili olarak arttig1 bildirilmistir (44,45,46). Radyasyon uygulamasindan
sonra olusan MN’larin bir kismi anafazda geri kalmaktan kaynaklanirken ¢ogu
asimetrik yapisal bozukluklardan kaynaklandigi sanilmaktadir. Bu tip MN’lar
kinetokora spesifik problar kullanilarak FISH teknigi ile gosterilmislerdir (58-60).
Bir biyolojik sistemde radyasyon riskinden s6z edebilmek i¢in sistemin maruz
kaldig1 radyasyon dozunun ¢ok iyi bilinmesi gerekir. Yiiksek doz oranlarinin
varsayildigi ortamlarda radyasyon doz hesaplamalarinda 6nemli sayilabilecek
spekiilasyonlar s6z konusudur. Bu noktada birg¢ok arastirict farkli diistinmektedir.

Tibbi radyasyonun hiicrelerde MN olusturma agisindan bir esik degeri
vardir ve maruz kaliman doz miktari, sikligida bu artis1 etkilemektedir. Ayni
sekilde radyasyonun kombine kullanimininda olusturacagi doz artisina bagl
olarak hiicre {izerindeki MN artisina yol agmaktadir. Nitekim bizim ¢alismamizda
da MN agisindanda bu durum agiklikla goriilmektedir. Shin Ichiro-Masunaga ve
arkadaslarinin solid tiimorlerde yaptiklar1 bir ¢alismada X-ray 4-25 Gy doz
araliginda 1sinladiklar1 rat grubu solid tiimoér dokusunda artmis apoptozis
bildirmislerdir (48). Bizim aragtirmamizda da kombine tibbi radyasyon ve giiclii
manyetik alana maruz birakilan grupta apoptozise bagli hiicre Oliim artisi
saptanmistir. Kombine olarak tibbi radyasyon giiclii manyetik alana maruz
birakilan rat grubunda MN artis1 yani sira apopitotik ve nekrotik hiicre artisi
gozlenmigstir (Sekil 21 d-e-f). Elde ettigimiz bu sonuclar kaynak bilgileriyle
uyumluluk gostermektedir (48).

Joseph Roti Roti’nin ¢esitli hiicre parametrelerini degerlendirerek DNA
hasarmi saptadigir endojen radyasyona baglhi C3H 10T1-2 hiicrelerinde (HeLa

hiicreleri ) MN olusumuna sebep olan minimum dozun 30cGy maksimum dozun
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ise 40cGy olabilecegi , DNA siipercoil yapisinin hasar gérmesine sebep olma
minimum dozun 100cGy, maksimum dozun ise 500cGy olabilecegi bildirmistir
(49). Arastirmamizda sabit 25mGy bir doz kullanilmustir.

Suzuki ve arkadaglarinin yaptig1 bir calismada kimyasal bir ajan olan
diethylnitrosamine (DEN) ile muamele edilen rat karaciger hiicrelerinde Acridine
orange (AO) ve 4’,6-diamidino-2phenylindole dihydrocloride (DAPI) boyama
yontemlerini kullanarak mikroniikleus olusumunu tespit edilmistir (67).

Morales ve arkadaglarinin SCE teknigi kullanilarak yaptiklari bir baska
calismada ise fare kemik iligi stem hiicrelerinde gama ismlarimin SCE atisina
neden oldugunu gostermislerdir (47). Kasuba ve arkadaslarinin sitositatik ilaclarla
20-31 y1l siire ile temas1 olan hemsireler iizerinde yaptig1 bir in vivo aragtirmada
SCE artisinda bir degisiklik tespit edilemezken ilacin MN frekansina artisa neden
oldugu bildirilmistir. Uzun siire ilaglarla temasi olan hemsirelerde kontrol grubuna
oranla MN artis1 saptanmistir. SCE artis1 olmadigi halde MN artisinin olmasi
mutagenez analizlerde MN analizinin SCE analizine oranla daha duyarli bir
teknik oldugunu gostermistir (49,50).

Yoshioka ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir arastirmada klastojenik ajan olan
radyasyonun mitokondrial DNA’y1, ATP diizeyini ve MN olusumu etkiledigini
bildirmislerdir (71).

Torous ve arkadaslart MN sikligimi iki farkl teknik kullanilarak (Flow
sitometrik yontem ve mikroskop) analiz etmislerdir ve bu iki teknigin birbiriyle
uyumluluk sergiledigi gosterilmistir (51). Laboratuvarimizda daha Onceden

Bl tedavisi uygulanan

Erselcan ve arkadaslarinin tiroid kanserli hastalarda I
kisilerde tedavi oncesi ve tedaviden 72 saat ve 6 ay sonra periferal kan alinip
lenfosit hiicre kiiltiirii yapilarak yapmis olduklar1 bir ¢alisamada sitotoksik ajanin
SCE sikliginda artisa neden oldugu, 6ay sonrasinda SCE sikliginin normale yakin
oranda geriledigini bildirilmislerdir (52).

Bir ¢ok laboratuarda genotoksik ajanlarin degerlendirilmesinde ¢ok farkli
yontemler kullanilmaktadir. Bunlarin bagsinda da MN analiz yontemi gelmektedir

(3). Diinya HUMN Project standardizasyonuna gore en gegerli teknigin MN

analiz teknigi oldugu bildirilmistir. Bizde ¢alismamiz da tibbi radyasyon ve

56



manyetik resonans kombine kullanimlarinin yapildigr rat kemik iligi stem
hiicrelerinde ajanlara bagli olusabilecek hiicre morfolojilerini degerlendirmeyi
amagladik. Degerlendirme sonrasinda her bir parametrenin gerek tek tek gerekse
kombine etkilerine bagli olarak MN artisina neden olduklar1 saptandi (Tablo 4).
MN siklig1 artis1 yani sira Ozellikle niikleer tomurcuk, anafaz kopriisii ve ¢ift
niikleuslu hiicre yapilarinin olusumuna neden oldugu ortaya konuldu (Tablo 4).
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda saptanan her bir parametrenin istatistiksel
olarak onemli oldugu gozlendi. Bizim ¢alismamizda MN artisinin  X-ray
uygulamasi yapilan grupta (Sekil 6-9), AB artisinin yine X-ray uygulamasi
yapilan grupta (Sekil 11), BN artis1 X-ray ve MR uygulamasinin kombine olarak
verildigi deney grubunda (Sekil 20 c-d) ve NB artis1 ise MR uygulanan deney
grubunda (Sekil 16 a) tespit edilmistir. Ana ¢ekirdege bitisik konumda bulunan
mikroniileuslar en yiiksek oranda X-ray ve MR uygulamasinin kombine olarak
verildigi deney grubunda (Sekil 18 a-b-c-d, Sekil 19 g-h-k ) tespit edilmistir.

Giliniimiizde radyasyonun c¢ok yaygin olarak kullanilmas: iyonize
radyasyonun gerek tani amagli tibbi radyasyon gerekse ¢evresel radyasyona bagl
olarak bir ¢ok arastirici biitiin biyolojik sistemlerin giderek artan bir risk altinda
oldugu tespit edilmistir. Pek c¢ok arastirici c¢alismalarini  bu alana
kaydirmaktadirlar ve radyasyonun genotoksik etkisinin aragtirildigi en yaygin
analiz teknikleri FISH, SCE ve MN analizleridir.

Fenech, mikroniikleus testinin in vitro kemosensitivite analizlerinde ¢ok
gecerli bir analiz oldugunu ileri siirmiistiir. Genotoksisite ve sitotoksisite i¢in
temel saydig1 kromozom kayiplari, kromozom kiriklari ve yeniden diizenleme,
hiicre boliinmesi inhibisyonu, nekrosis ve apoptosis gibi morfolojik kriterler goz
Oniine alindiginda MN analizin ¢ok gecerli oldugu ortaya ¢ikmistir (72).

Baz1 kimyasal ajanlarin tek basina ya da bir baska ajanla kombine olarak
uygulanmast durumunda hiicre {iizerindeki genotoksik etkisinin daha da
artabilecegi ¢ok iyi bilinmektedir. Nitekim Lutz ve arkadaslarinin fare fibroblast
hiicrelerine li¢ farkli kimyasali kombine olarak uygulamalar1 sonucunda
genotoksik etkilerin arttig1 ve mitotik indeksin diistiigli gézlenmistir, en agir MN

artiginin i¢ ajanin kombine olarak uygulandigi grupta bulunmustur (73).
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Obe ve arkadaslart non-iyonize diisiik doz elektromanyetik radyasyonun
memeli somatik hiicreleri lizerindeki sitoksik etkiyi arastirmak i¢in karsilastirmali
SCE, MN ve diger sitogenetik teknikler kullanarak yaptiklar1 bir ¢aligmada
diisiik dozda da olsa elektromanyetik radyasyonun sitotoksik olabilecegi ve bunu
ortaya koyabilmek i¢in daha kontrollii arastirmalarin yapilmasini Onermislerdir
(74).

Popova ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir baska ¢alismada sitokinezi blok
MN teknigi ile radyoaktif 131 I uygulanan tiroid kanserli hastalarda, ajanin MN
artisina sebep oldugu bildirilmislerdir (75). Camps ve arkadaslar1 ise kanser
hiicrelerinde kromozomal instabiliteyi FISH ve sitokinesi blok MN teknigi ile
ortaya koymuslardir (76). Degisik doz paraquat uygulamalar1 yapilan ratlar kemik
iliginde MN artis1 tespit edilmis ve yiiksek doz paraquatin genotoksik ve
sitotoksik etkileri arttirdig1 saptanmist1 (77). Insan lenfosit hiicre kiiltiir ortamlar
izotiyosiyanat ve tiosiyanat’a maruz birakildiginda ajanlarin hiicreler iizerinde
yiiksek oranda genotoksik ve karsinojenik bir etkilerinin oldugu MN analiz
teknigi ile ortaya konmustur (78).

Anojenik ve klastojenik ajanlar MN ve apoptosis olusumunda bilinen en
iyl uyaricilardir. Her iki ajanda boliinmekte olan hiicrelerde direkt DNA kiriklari,
asentrik fragment, kinetokor anomalileri, translokasyanlar, in vivo DNA
amplifikasyonu (NB) ile karakterize genomik instabiliteye sebep olurlar.

Kawamura ve arkadaslar1 radyasyona maruz kalmig KK47 mesane kanserli
hiicrelerde artmis disentrik abersayonlar ve sentromer duplikasyonlari
bildirmislerdir. Bu hiicre grubunda disentrik yapilarin varligi sentromerik
DNA’nin hiperamplifikasyonu ile agiklanmistir. Bizim ¢alsmamizda da Anafaz
kopriisii (AB) olusumlar1 bununla bagdastirilabilir. Hiperamplifikasyon sonucu
kars1 kutup orjinli ig iplikleri sentromerlere baglandiginda sentromerler arasi
kromatin ¢ekim giicii esit oldugundan  kromozom bélinmeye saglikli
katilamayacaktir sitokinez ve karyokinezi takiben her iki hiicre arasinda varligini
koruyacaktir bu durum bir ¢ok arastirici tarafinda da AB olarak
adlandirilmaktadir. Bizim aragtirmamizda X-ray ve kombine ajanlara maruz

birakilan deney gruplarinda AB artis1 gozlendi. Bir ¢ok arastiricinin da tespit
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ettigi gibi radyasyonun sentromerik hiperamplifikasyonu ya da sentromerik
duplikasyonu destekledigi goriilmektedir (79).

Radyoloji ana bilimdali ¢alisanlar1 {lizerinde yapilan ¢alismada FISH ve
MN testi retrospektif biyolojik dozimetreler olarak kabul edilmistir. Bu da su
anlama gelmektedir ki; ilgili boliimde ¢alisan gorevli kisilerin kazara radyasyona
maruz kalmalart durumunda ne oranda radyasyona maruz kaldiklar1 ve bu dozun
ne oranda genotoksik oldugunun anlasilmasinda basariyla kullanilan testler
oldugu ileri siirtilmiistiir (80).

Bu aragtirmada tibbi radyasyonun sitotoksik ve genotoksik etkisini direkt
ortaya koyabilmek amaciyla pluripotent retikiilosit hiicrelerin in situ analizini
tercih edilmistir. Bizim ¢aligmamizin in Situ olmasinin nedeni dogrudan dokuda
meydana gelen instabilitenin gozlemlemlemektir. Hiicre kiiltiiri yOntemi
kullanilarak  yapilan c¢alismalarda  kiiltiirasyonun beraberinde  getirdigi
parametrelerinin giderilmesi gerektiginden bizim yontemimiz daha saglikli ve
duyarlidir. Bu teknigin diger in vivo / in vitro analizlerden gegerli oldugu olasi bir
niikleer anomalinin doku-hiicre i¢gindeki formasyonuna olanak saglamasi amaciyla
tercih edilmesini 6nermekteyiz.

Sonug olarak; tibbi radyasyonun dnemli bir genotoksik ve sitotoksik
ajan oldugu, birden fazla kimyasal ve fiziksel ajan ile birlikte kullanilmasinin
genotoksisitenin daha da agir olacagini gostermektedir. Biyolojik sistem
tizerindeki bu genotoksisite etkisinin geri doniisiimsliiz ve 6nemli patolojik
etkilerinin olabilecegi diisiiniilmelidir. Bu amagla ilag tedavisi goren hastalarda
kullanilan ilaglarin hiicre ve dokularin radyasyona olan duyarliligiin artmasina
neden olabilecegi géz dniinde bulundurularak direkt grafi istenirken ve bu duruma
dikkat edilmesinin 6nemi 6ne ¢ikmaktadir.

In situ rat model sistemi ile tibbi radyasyonun genotoksik etkilerinin ortaya
kondugu bu arastirma sonuncunda X-ray ve MR’1in ayr1 ayr1 ve kombine olarak
uygulanmasina bagli olarak pluripotent non-diferensiye retikiilosit hiicreleri
tizerinde genel olarak iki sekilde genotoksik olduklar1 ortaya konmustur.
Bunlardan bir tanesi hiicrenin boliinme potansiyelini zaafa ugratmak o6zellikle

MR’a maruz birakilan deney grubu rat retikiilosit hiicrelerinde NB artis1 ve diisiik
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mitotik indeks bu durumu agiklikla ortaya koymaktadir (Sekil 13-16), (Tablo 4).
Diger yandan MR’1n hiicre potansiyelini zaafa ugratan bir genotoksik ajan olup
olmadiginin tespiti i¢in daha ileri ve kontrolli arastirmalarin yapilamasi
gerekmektedir. X-ray’in tek basina ve MR ile birlikte kombine uygulanmasinin ise
genomda yapisal anomalilere neden olarak genotoksik olduklari ortaya
konmustur.

X-ray’in bir genotoksik ajan oldugu ve kombine olarak bir bagka fiziksel
ya da kimyasa ajanla birlikte kullanilmasi durumunda ajanin genotoksik etkisi
artmaktadir (Sekil 6-11), (Tablo 4). Bu bilgiler 1s18inda X-ray’in diger kimyasal
ajanlarlarla kombine olarak kullanilmasinin daha sakincali oldugu ve 6zellikle ilag
kullanan hastalarin direkt grafi icin ya da baska bir sebeple iyonize radyasyona

maruz kalmalarinin bu sakincalt durumu daha da arttirabilecegi diistilmiistiir.

60



Sonug olarak ;

Calismamizda tibbi radyasyon ve manyetik alan veher iki parametreye
birden maruz birakilan (X-ray, MR, X-ray + MR ) rat pluripotent kemik iligi

stem hiicreleri alan1 genotoksisite ve mutabilite agisindan degerlendirildi.

1.Tiim deney gruplarinda MN, AB, BN ve NB yapilari,

2.MN ve AB sikliginin X-ray uygulamasi yapilan deney grubunda diger deney
gruplarina oranla daha yiiksek oldugu,

3.BN sikliginin X-ray + MR uygulamas1 yapilan deney grubunda diger deney
gruplarina oranla daha yiiksek oldugu,

4. NB sikliginin ise MR uygulamasi yapilan deney grubunda diger deney
gruplarina oranla daha yiiksek oldugu saptanmustir.

5.Ayrica X-ray + MR uygulamasi yapilan deney grubunda bu yapilar disinda

nekrotik ve apopitotik hiicreler de tespit edilmistir.

Sonug olarak tibbi radyasyon ve giiglii manyetik alana maruz birakilan
deney gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiklarinda ortaya hiicre aberasyonlari
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu saptandi. Tibbi radyasyon
ile birlikte giiclii manyetik alanin genom {izerinde énemli bir genotoksik etkisinin
oldugu kombine tibbi radyasyonun genom tizerindeki bu olumsuz ve agir etkisinin
ortaya konmasit i¢in farkli doz ve gruplamalarin karsilagtirilabildigi ileri

arastirmalarin yapilmasi gerektigi kanisina varilmstir.
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6. OZET

Gilinlimiizde tibbi radyasyonun kullanimi teknolojiye paralel olarak genis
bir cesitlilikte artmaktadir. X-ray’in agir bir mutajen oldugu bilinmekle birlikte
diagnostik amagli kullanilan X-ray ve MR’in ne oranda genotoksik olduklari
hakkinda 6nemli spekiilasyonlar mevcuttur. Bu amacla rat model sistemi
olusturularak retikiilosit hiicrelerde X-ray, MR, X-ray ve MR’1n kombine olarak
uygulanmasi sonucu olast In situ hiicre anomalileri saptandi.

Rat model sistemine tibbi radyasyon uygulamasindan 72 saat sonra ratlar
servikal dislokasyon yolu ile dldiiriilerek kemik iliklerinden direk firga yaymasi
teknigi ve kemik iligi emilmesi yontemi ile preparatlar hazirlandi. Hazirlanan
preparatlar uygun laboratuar kosullarinda bir giin bekletildikten sonra boyama
islemi yapilip 1s1tk mikroskobunda degerlendirildi. Kontrol grubu ve deney
gruplar Kruskal-Wallis testi ve Mann Whitney U testi kullanilarak karsilastirildi.

Yapilan degerlendirme sonucunda tiim deney gruplarinda MN sikliginda
artig tespit edildi. X-ray uygulanan deney grubunda MN sikliginin %1,93 ve AB
sikligininda %0,5 oaraninda arttigi, MR uygulamasi yapilan deney grubunda NB
sikliginin %3,76 oraninda ve X-ray ve MR uygulamasinin birlikte verildigi deney
grubunda BN sikliginda 90,22 oaraninda arttig1 tespit edildi. Elde edilen bu
veriler istatistiksel olarakta 6nemli bulunmustur (p<0.05). Tibbi radyasyon ve
giicli manyetik alan uygulamasinin birlikte verildigi deney grubunda ayrica
nekrotik ve apoptotik hiicreler saptandi.

Elde edilen veriler 15181inda X-ray ve MR’1n gerek tek tek gerekse kombine
uygulanmasimin rat kemik iligi retikiilosit hiicreleri {izerinde genotoksik ve
sitotoksik  bir etkiye sahip olduklari, genomik instabiliteye neden olduklari
saptanmistir.

Sonug olarak; hastanemizde 25 miligray (mGy) bebek abdominal dozu

kullanilarak X-ray maruziyetinin puliripotent retikiilosit hiicrelerde agir sayilabilir
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bir genomik instabiliteye neden oldugu, oOzellikle X-ray kullaniminin daha
kontrollii ve profosyonelce kullanim gerektirdigi 6zellikle ilag kullanan hastalarda
zorunlu olmadik¢a tekrarli X-ray ve MR ¢ekimlerinin yapilmamasi

oOnerilmektedir.
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7.SUMMARY

IN VIVO EVALUATION OF MICRONUCLEI IN RAT RETICULOCYTES
FOR THE RELATIVE EFFICACY OF GENOMIC INSTABILITY IN
MEDICAL RADIATION EXPOSURE

The genomic DNA damage is an indicator of genotoxicity and the MN
assay is a well known standard technique to manifests the in vivo effects of
genotoxic and cytotoxic aggents in biological systems In the present study it was
aimed to find out the effecs of medical radiation on rat reticulocyte cells as a rat
model system. In vivo erythrocyte micronucleus (MN) assays are widely used to
evaluate the potaential genotoxic and cytotoxic effects of chemical and physical
agents. These assays are very important and efficient due to the MN formation in
target cell / tissue DNA material indicates the genotoxicity, mutagenity of such
chemicals and parameters in biological systems. Ther direct brush spread
technique was used for the scoring of MN in three different model groups that
exposed to the medical radiation. For this purpose the induced bone marrow stem
cells of treated and control group rats (X-ray,MR and X-ray+MR) were evaluated

for some cell features in the present study.

Animals that used in the present study were non-transgenic and were bred
and fed in optimal laboratory conditions. Twenty male 7 to 8-week-old Wistar
albino rats (Rattus norvegicus), obtained from “The Experimental Animal
Laboratory of Cumhuriyet University, Sivas, Turkey”.Animals were group housed
and one control and three experimental group randomly selected. Control and
three experimental group rats (X-ray,MR and X-ray+MR) were exposed to the
medical radiation in Department of Radiation of Cumhuriyet University.The
control group rats(5) were not treated any chemical substances and radiation.The
(X-ray,MR and X-ray+MR) group(5 rats for each) were exposed to direct
radiation and MR as an ordered human direct graphy for the establish

experimental model. Modified direct brush spread technique was used for the
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scoring of MN in radiation induced rat bone marrow stem cells in the present
study. At the end of experimental manipulation the animals were sacrificed and
bone marrow was removed by thin brush and cells were respread on enumerated
clean-coded slides. After a few deep stroke into the bone marrow with very thin
brush, the last superficial strok was diluted with Hank’s balance solution firstly
and spread slides were prepared. Fiveteen brush spread slides were prepared for
control and each experimental groups. After staining with Giemsa dye of stem
cell of control and experimental group slides were air-dried. One and half
thousand mononucleated cells were evaluated to determine the percentage of
mononucleated, binucleated and cells with other features that indicated in table 1
(Anaphase bridge, nuclear budds, binucleated cell) in light microsope (ZEISS
Axioskop 2 plus) that equipped with a 100 X immersed objectives (the final
magnification : X1000) and supported with CCD camera. All values were
evoluated and compared to the control in Kruskal-Wallis and Meen-Witney-U

tests statistically.

Medical radiation treated rat reticulocytes showed increased unexpected cell

features such as cell with micronuclei and nuclear buds in the current study.
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