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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

RADYASYON UYGULAMASI SONUCU MEYDANA GELEN KROMOZOM
ABERASYONLARI iLE MiKRONUKLEUS OLUSUMLARI ARASINDAKI
ILISKININ INCELENMESI

Leyla AKPUNAR

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitust

Biyoloji Anabilim Dal

Damisman : Prof. Dr. Tuncay ORTA

DNA molekiilinde meydana gelen hasarlar kalitimsal veya c¢evresel faktorler sonucu
olusmaktadir. Meydana gelen bu hasarlar karsinogenez siirecini baglatmaktadir. Sitogenetik
isaretleyiciler olarak kromozom aberasyonlarinin DNA hasarlarinin  belirlenmesinde
kullanilabilirligi, bu olusumlar1 6l¢en tekniklerin, kanser tanisinda kullanilmasini giindeme
getirmektedir.

Bu tez caligmasinda, kromozom aberasyonlarini 6lgen mikronukleus ve kalict olmayan
kromozom aberasyonlar1 teknikleri karsilagtirilarak karsinojenik bir faktor olan radyasyona
vermis olduklar1 yanittaki benzerlikler ve farkliliklar yoniinden incelenmesi amaglanmastir.
Bunun igin in vitroda blyuyen hiicrelere radyasyon uygulanmistir. Elde edilen mikronukleus
ve kalic1 olmayan kromozom aberasyonlarinin frekanslar1 arasindaki iliski doz-cevap egrileri
yoniinden karsilastirilmistir.

Doz-cevap egrilerinin belirlenmesi insan kdkenli hiicre soyu olan TK6 lenfoblast hiicreleri ile
yapilmistir. Farkli hiicre kiiltiir siseleri i¢inde biiyiliyen hiicrelerden biri kontrol olarak ayrilmis
olup digerlerine 1 Gy, 2 Gy, 3 Gy, 4 Gy radyasyon dozu in vitro olarak uygulanmistir.
Uygulanan dozlar sonrasi elde edilen disentrik ve serbest asentrik frekanslari kromozom
aberasyon teknigi ile belirlenmistir. Mikronukleus (MN) frekanslar1 ise mikronukleus teknigi
ile belirlenerek istatistiksel olarak en uygun doz-cevap egrileri olusturulmustur.
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Olusturulan egriler arasindaki iliski incelenmistir. Bu tez calismasinda, c¢izilen grafikler,
regresyon analizinin lineer olmayan 6zelligi kullanilarak ikinci dereceden polinom olarak
cizilmistir. Elde edilen veriler, radyasyon dozunun artigi ile MN/BN oraninin arttigi ve
radyasyona 6zgi olan disentrik ile asentrik fragmentlerinde de artis oldugunu gostermistir.
Radyasyon dozunun artis1 ile artan MN ve aberasyonlar arasinda anlamli derecede farklilik
(p<0,05) oldugunu gostermistir.

Agustos 2019, 64 sayfa.

Anahtar kelimeler: Radyasyon, TK6 lenfoblast hiicreleri, Kromozom aberasyonlari,
Mikronukleus olusumu.

xii
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DNA molecule damage is caused by hereditary or environmental factors. These damage start
the carcinogenesis process. The usefulness of chromosomal aberrations as DNA cytogenetic
markers in the detection of DNA damage brings the use of techniques that measure these
occurences to the diagnosis of cancer.

In this thesis, micronucleus and non-permanent chromosomal aberration techniques which
measure chromosomal aberrations are compared and investigated in terms of similarities and
differences in their response to radiation, a carcinogenic factor. For this purpose, in vitro cells
were irradiated with radiation. The relationship between the frequencies of micronucleus and
non-permanent chromosome aberrations was compared in terms of dose-response curves.

Dose-response curves were determined with TK6 lymphoblast cells, a human cell line. One of
the cells growing in different cell culture flasks was separated as control and the others received
1 Gy, 2 Gy, 3 Gy, 4 Gy radiation dose in vitro. Dicentric and free asentric frequencies obtained
after doses were determined by chromosome aberration technique. Micronucleus (MN)
frequencies were determined by micronucleus technique. Statistically optimal dose-response
curves were generated.
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The relationship between the curves is examined. In this thesis, graphs are plotted as second
order polynomials using non-linear feature of regression analysis. The data obtained showed
that the increase in the radiation dose increased the MN/BN ratio and increased radiation
specific dicentric and asentric fragments. Increases in radiation dose showed a significant
differences (p<0,05) between MN and chromosome aberrations.

August 2019, 64 pages.

Keywords: Radiation, TK6 lymphoblast cells, Chromosome aberrations, Micronucleus
formation.
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1. GIRIS
Radyasyon Biyolojisi

Radyasyon biyolojisi, disiplinler arasi1 bir bilim olarak tanimlanmaktadir. Yasamin kagiilmaz
bir pargast haline gelmis olan iyonize radyasyonun canli sistemlerdeki biyolojik etkilerini
inceler. Biyoloji ve radyasyon arasinda var olan iliskiyi kavrayabilmek ve problemleri
¢Ozebilmek i¢in fizik, mihendislik gibi diger bazi bilim dallarinin ¢alismalariyla da
iligkilendirilmelidir [1]. Radyasyonun hiicre lizerindeki etkisi incelendiginde, hiicreler kii¢iik
dozlarda radyasyona maruz kaldiklarinda mitoz boélinmede gecikme goriilebilir. Protein
sentezinin ger¢ceklesememesi, mitoz boliinmede gerekli olan kimyasal maddelerdeki degisiklik,
replikasyonda meydana gelen yavaslama, mitoz boliinmenin gecikmesine sebep olan etmenler
arasindadir. YUksek dozlarda radyasyona maruziyet ise hiicre 6lumine sebep olabilir.
Radyasyona maruz kalan hiicrelerin organel biitiinliigi korunur ancak hiicre zarinda meydana
gelen farkliliklar, hiicrenin pargalanarak biiziismesine sebep olur. Bu da hiicrenin 6liimiine

sebep olabilir [2].

Iyonize radyasyonun hiicre ile olan etkilesimi, DNA’nin zincirinde kirilmalara sebep olan
direkt etki ve serbest oksijen radikallerinin olusumuna neden olan indirekt etki olmak iizere iki
sekilde goriilmektedir. Direkt etkinin en fazla goriildiigii 1simalar, yiiksek LET e sahip nétron,
alfa ve beta 1simalaridir. Indirekt etkide olusan serbest oksijen radikalleri DNA’nin
bilesenleriyle etkilestigi zaman zincir kirilmalarina (tek veya ¢ift zincir kirig1) veya baz hasaria
sebep olur. DNA’nin zincirinde meydana gelen kirik kii¢iik oldugunda hiicrenin 6liimune sebep
olmaz ancak genelde kiriklar tamir edilse de yeni nesillerde olumsuz etkilere sebep olabilir. Ya
da radyasyon sonucu asentrik, disentrik fragman ve halka seklinde kromozomal degisiklikler

gorulebilir [2].



2. GENEL KISIMLAR

2.1.RADYASYON

Maddenin en kii¢iikk yap1 tasi olan atom, pozitif yikli proton ve yiksiz olan notronlardan
olusan bir ¢ekirdek ve c¢ekirdegin etrafinda donmekte olan eksi yiiklii elektronlardan
olusmaktadir. Eger herhangi bir maddenin atom ¢ekirdegindeki protonlarin sayisi ndtronlarin
sayisindan az ise ¢ekirdekte kararsizlik olusur ve fazla olan nétronlar pargalanmaya baslar. Bu
par¢alanma esnasinda alfa ve beta partikulleri, gama 1sinlar1 ortaya ¢ikar. Etrafa yayilan bu
1sinlara “radyasyon” denir. Radyasyon, elektromanyetik dalga ya da pargaciklar seklindeki
enerjinin aktarimi veya emisyonudur. Siirekli dogada var olan, hayatimizin kaginilmaz bir

pargasi haline gelmis olgudur [3].

Radyasyon yayilimina sebep olan maddelere radyoaktif madde denilmektedir. Radyoaktif
madde ve radyasyon yasamin baglangicindan beri yeryiiziiniin bir pargasiydi. 19.yiizyilin son
yillarinda kesfedilmistir ve hala onu kullanma yollarin1 6grenmeye devam ediyoruz.
Radyasyon doku veya organda biyolojik hasara neden olur [4]. Biz farkinda olmadan doku ve
organlarimiz devamli olarak radyasyona maruz kalmaktadir. Bu maruziyet bazen gozle
gorulebilir derecede fark gosterirken bazen de herhangi bir belirti géstermeden viicudumuzu
etkilemeye devam etmektedir [3].

Radyasyonun insanlara ulasmas1 genel olarak iki sekilde gerceklesir. Birincisi igsel 1sinlama

ikincisi ise digsal 1ginlamadir.
2.1.1. Tgsel Isinlama

Radyasyon kaynaklarinin viicudun i¢inden gegerek viicudu isinlamasina igsel 1sinlama denir.
Isinlanmaya sebep olan bu kaynaklar viicudun bilesenlerinde bulunabilecegi gibi viicuda
disaridan alinmig olma ihtimali de vardir. Radyoaktif kaynagin viicuda disaridan alinmas: iki
sekilde gerceklesebilir. Bunlar; solunum yoluyla i¢sel 1sinlanma ve yutma (ingesyon) yoluyla

igsel 1sinlanmadir [5].

I¢sel 1s1nlanmaya engel olabilmek icin iyi hijyen, havalandirma, acik yaralarin kapatilmasi
gerekir. Radyoaktif kirlenmenin sulardaki limitleri, kaynaklarda var olan 1ginlanmanin limitleri

ve toprakta yetisen iirlinlerin sik sik kontrol edilmesi alinan tedbirlerden bazilaridir [5].



2.1.1.1 Solunum Yoluyla I¢sel Isinlama

Solunum yoluyla igsel 1s1nlamanin temel kaynaklari, radyoaktif maddeler ile kirlenmis toz,
duman ya da radon gibi radyoaktif olan gazlardir. Insanlarin nefes almalari sirasinda bu

radyoaktif maddeler cigerlerine girdigi takdirde i¢sel 1sinlama baslar [5].

Isinlanmaya neden olan bu radyoaktif maddeler cigerlerde yer edinerek uzun siire kalabilirler.
Bu maddeler viicudun igerisinde kalarak bozunduklari siire boyunca i¢sel 1sinlama devam etmis
olur. Yavas bozunma 6zelligi olan radyoizotoplar icin igsel 1isinlanmanin siiresi uzun zaman

alabilmektedir [5].
2.1.1.2. Yutma (ingesyon) Yolu Ile I¢sel Isinlanma

Yutma yolu ile gerceklesen 1s1nlanma, radyoaktif maddenin bireyin agzina girmesiyle baglamis
olur. Kisi eger radyoaktif maddeyi yutmus ise 1sinlanma devam eder. Yutulmus olan madde
sindirim sistemi boyunca ilerleyebilir. En tehlikeli olan maddeler alfa ve beta partikilleridir.
Radyoaktif kaynaklarin yar1 émiirleri olduk¢a 6nemlidir. Ciinkii radyoaktif kaynaklar tiim
sindirim sistemi boyunca ilerledigi zaman bu radyoizotoplar bobreklere, diger organlara ve
kemiklere ulasarak zarar verebilir. Yar1 omiirleri diisiik olan, kendileri bozunarak viicuttan

atilan radyoizotoplarin etkileri daha azdir [5].
2.1.2. Dassal Isinlama

Radyasyon kaynaginin viicudun disindan radyasyona maruz kalmasina digsal 1sinlama denir

[5]. Uzaklik, zaman ve zirhlama ile koruma gergeklestirilebilir.
2.2. RADYASYONUN KISA TARIHI VE SINIFLANDIRILMASI

Radyasyon ilk ¢aglardan beri vardir ancak insanligin radyasyonu kesfetmesi 1895 yilinin kasim
ayinda Alman bir fizik¢i olan Wilhelm Roentgen tarafindan katot tiipleri ile deney yaptigi
esnada X-isinlarmi kesfetmesiyle baslamistir. Elini floresan ekran ile tiip arasina uzattiginda

elindeki kemiklerin ekrana yansidigini gérmiistiir [6].

Roentgen’in kesfinden sonra 1896 yilinda Fransiz bilgini olan ve 1903 yilinda Nobel fizik
odiliinii alan Antoine Henri Becquerel uranyum tozlariyla deney yaptigi esnada fotograf

filmindeki degisikligi fark etmesi sonucu radyoaktiviteyi bulmustur [6].



1898 tarihinde ise Marie Curie ve Pierre Curie bir Uranyum minerali olan pitchblende’den,
uranyumdan ¢ok daha radyoaktif olan alfa, beta ve gama 1sinlarin1 sagan radyum ve polonyum
elementlerini ayirmay1 bagsarmiglardir. Radyumun gergek tehlikesi ise ancak 1920’li yillarda

Amerika Birlesik Devletleri’nde ortaya konulmustur [6].

Herman J Muller’in, 1946’da kendisine Nobel tip o6diiliinii kazandirmis olan x 1sinlarinin
mutajen oldugunu ve mutasyon hizi ile doz arasinda lineer iligki varligin1 kesfetmesinin
ardindan iyonizan olan radyasyonun insanlarda mutasyonel risk kaynagi olabilecegi konusu

bilim diinyasinda biiyiik merak uyandirmistir [7].

Radyasyon; iyonize radyasyon ve iyonize olmayan radyasyon olmak {lizere ikiye ayrilir.
Iyonlasmayan radyasyon dalga boylart > 107 m’dir. Iyonize olmayan radyasyonun < 12
elektron volt (eV) enerjileri vardir. 12 eV bir iyonlastirict radyasyonun sahip olabilecegi en

diisiik enerji olarak kabul edilir [8].
2.2.1. Non-Iyonize (iyonlastiric1 olmayan) Elektromanyetik Radyasyon
- Radyo dalgalar
-Mikrodalgalar
-Ki1z1l6tesi 1sinlar
-Goriniir 151k
-Mor otesi 1ginlar
2.2.2. Tyonize (iyonlastirici) Elektromanyetik Radyasyon
- X 1gimlari
-Gama 1s1nlar1
-Kozmik 1sinlar
2.2.3. lIyonize (iyonlastiric1) Partikiiler Radyasyon

-Beta parcaciklari



-Alfa parcaciklari

-Notronlar [9].
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Sekil 2.1: Elektromanyetik spektrum

Iyonlastirici radyasyon, kararsiz olan radyoaktif madde atomlari tarafindan iiretilen enetji veya
parcaciklar seklinde ifade edilir. Atomlar1 iyonize etme yetenegine sahiptir. Iyonlastirici
radyasyon, bir atomdan elektronlar1 koparmak icgin yeterli enerjiye sahiptir. Bu sayede atomu
yukli halde birakirken radyo dalgalari, goriiniir 151k veya ultraviyole radyasyon gibi
iyonlastirict olmayan radyasyon ise bu enerjiye sahip degildir. Iyonlastirict radyasyona maruz

kalmak hem dogal hem de yapay radyasyon kaynaklarinin etkileri ile ilgilidir [4].

Iyonize radyasyon elektromanyetik ve partikiiler (pargacik) radyasyon olarak ikiye ayrilir.
Kararsiz bir yapiya sahip radyoaktif madde atomlarinin iirettigi enerji veya parcaciklar
iyonlagtirict radyasyon olarak adlandirilir. Uzaydan gelen kozmik radyasyon ile dogal

olusabilen radyoaktif minerallerin sonucu olarak ¢evrede bulunabilir. Iyonlastirici radyasyon,



tip ve sanayi gibi alanlarda insanlar tarafindan yapilan faaliyetler sonucunda da iiretilebilir ve

nlkleer enerji santrallerinde meydana gelen patlamalardan da kaynaklanabilir [10].

Radyasyonun viicut tarafindan absorbe edilmesi, toksik ozellikteki serbest radikallerin
olusumuna sebep olur. Uzun siire diisiik dozlarda radyasyona maruz kalmak, insan sagliginin
bozulmasmin artisiyla iligskilendirilirken yliksek dozlarda radyasyona maruz kalmak ise

vicudumuzdaki dokulara 6nemli 6lciide zarar verebilir ve hatta 6liime bile yol acabilir [10].

Iyonizan radyasyon Geiger-Miiller sayaci, iyon odalari, sintilasyon sayagclari, floresan ekranlar
gibi farkli dedektorlerle saptanabilme 6zelligine sahiptir. Molekiiler, hiicresel, doku ve sistem
diizeyinde insan sagligin1 olumsuz etkileyebilmektedir. Bu etkiler somatik ve genetik diizeyde
olabilir. En énemlisi gastrointestinal, hematopoietik, ve nérovaskiiler diizeyde sendromlari olan
akut radyasyondur. Radyasyonun etkilerinden kurtulabilmenin énemli Kriterleri mevcuttur.
Bunlar; radyasyon kaynagina olan uzaklik, radyasyona maruz kalis siiresi ve zirhlama olarak

siralanabilir [9].

2.2.3.1. Iyonlastirici Radyasyonun Etkileri

Hiicredeki iyonlasmanin sebep oldugu degisiklikler fiziksel, kimyasal ve biyolojik diizeydedir.
*Direkt Etki: Yiiksek LET e sahip alfa, beta, nétron 1sinim tiplerinde daha ¢ok goriiliir.

DNA hasar1

-DNA’daki tek veya ¢ift zincir kiriklarinin olusmasi

-Hidrojen baglarinda goriilen kirilmalar

-Capraz baglantilarda hatalarin olmasi

*Indirekt Etki:

DNA’da dolayli olarak hasarin ortaya ¢ikmasia sebep olan serbest oksijen radikallerinin

olusmasina neden olur. Zincir kiriklar1 veya baz hasar1 gibi bozulmalara sebep olur.

Kanser hiicrelerinde boliinme yeteneklerini ortadan kaldirarak ¢ogalmalarini engeller [11].



o X Isinlar

X 1sinlarinin kesfedilmesi Alman fizik¢i Wilhelm Conrad Roentgen tarafindan 1895°te
gerceklesmistir [12]. X 1sinlar1 kisa dalga boylu, yiiksek enerjiye sahiptir. Roentgen tlpa, 1913
tarihinde William David Coolidge tarafindan gelistirilmistir. Yiiksek enerji (106-108 V)
potansiyelinin uygulanmis oldugu 10° mm-Hg basinca sahip olan cam tiipten olusmaktadir
[13]. Elektronlarin anotta olusturdugu Coulomb etkilesimleri, hizli hareket etmekte olan
elektronlarin aniden yavaslamasina bagli olarak x isinlari iiretilir. Hizli hareket etmekte olan

elektronlarin aniden yavaslamasina bremsstrahlung denilmektedir [13].

e Gama Isinlart

Gama iginlarinin  fiziksel goriinimii x 1smlarn ile aynidir, ancak atom ¢ekirdeginden
kaynaklanir. Kararsiz olan atom ¢ekirdegi sahip oldugu fazla enerjisini beta partikili olarak ya

da helyum ¢ekirdegi bigiminde tutmaktadir [13].

Gama 1ginlarinin dalga boyu kisa olmasina ragmen enerjileri ok yiksektir. Ancak alfa, beta
parcaciklariyla kiyaslandiginda iyonlasmaya sebep olma konusunda etkili olduklari
soylenemez [14]. Ornegin, kobalt 60’m bozunmasi esnasinda 0,31 MV enerjinin beta 1511
olarak yayilmasindan sonra ortalama 1,25 MV enerjiye sahip olan iki monoenerjetik gama

yayilir [13].

Kobalt-60 (Co-60) : Dogal kobalt saglam ve sert bir yapiya sahip mavimsi gri renkte, kolay
kirtlabilme 6zelligi olan bir metaldir. Radyoaktif olmayan kobalt, dogada farkli mineraller ile
karistirilmis bir sekilde bulunabilir. Uzun siiredir cam ve seramikleri mavi renge boyamak igin
kullanilmaktadir. Co-60’1n yar1 dmriiniin yaklasik olarak 5,27 yil oldugu belirtilmistir. Pratik
amaglar icin kullanilan Co-60’1n on yar1 omiir gegtikten sonra aktif olmadigi igin zarar
vermedigi, etkisinin olmadig1 kabul edilir. Bu nedenlerden dolay1 Co-60’1n yaklasik olarak 53
yil giivenli bir sekilde korunmasi gerekmektedir. Co-60"1n ticari amaglar igin Uretimi niikleer
reaktorlerde yapilabilmektedir. Co-60 teleterapi liniteleri, ¢ap1 2 cm olan silindirik 6zellikte bir
kaynaga sahiptir. Etkinligi genellikle 5.000 ile 15.000 Ci ( Curie) arasindadir. Aktivitesi 3000
Ci’den daha az olan kaynaklar 5-7 yil kullanildiktan sonra yenisi ile degistirilir. Co-60 teleterapi
uniteleri < 10 cm derinliklerde bulunan tumdrler agisindan iyi performans saglarken daha

derinde bulunan tiimorlerde linak kullaniminin daha uygun oldugu belirtilmektedir [13].



e Alfa Radyasyonu

Alfa radyasyonu, pozitif yiike sahip olan helyum ¢ekirdegidir ve kararsiz olan biiyiik bir atom
cekirdegi tarafindan yayilmaktadir. Agir bir parcacik olmasina ragmen havada kisa bir menzile
(1-2 cm) sahiptir. Kiitlelerinin biiyiik olmasi sebebiyle etraflarindaki maddeyi gegerken ¢ok
cabuk sogurulduklarindan fazla ilerleyemezler. Ince kagit ile durdurulabilecegi gibi cilt

tarafindan da tamamen sogurulabilme 6zelligine sahiptir [15].
e Beta radyasyonu

Beta radyasyonu, negatif veya pozitif ylike sahip olan elektronlardan olusur ve kararsiz olan
atom ¢ekirdeginden yayilmaktadir. Normal bir sekilde cildin iist tabakasindan gegemeyen beta
pargaciklari, daha az yiike sahip olduklar1 i¢in doku veya malzemeler Gzerinde fazla etkili

gosterebilir. Ve alfa pargaciklarina gore daha delici bir 6zellige sahiptir [15].
2.3. RADYASYON OLCU BIRIMLERI

Iyonize olan radyasyonla yapilan ¢alismalarin giivenli sonuclar verebilmesi ve bu radyasyonun
etkilerini belirtebilmek icin radyasyon dozunun dlgiilmesi gerekmektedir. Olgiim yapilirken
birbirinden farkl1 iki birim bulunur. Bunlar Klasik (Eski) ve Yeni Birim SI (Uluslararasi Birim

Sistemi) ‘dir. Bu birimler radyasyonun 6l¢iim birimleri hakkinda bilgi verir [5].
2.3.1. Aktivite Birimi
Birim zamandaki radyoaktif olan bir maddenin bozunma say1s1 olarak tanimlanmaktadir.
Eski Birim: Curie (Ci)
Yeni Birim (SI): Becquerel (BQq)
1Ci=3,7x10"Bq 1Bq=2,7x10""Ci
2.3.2. Absorbe Doz

Iyonlastirma 6zelliginden dolay1 bir ortamda radyasyon enerjisinin depolandig miktar olarak

tanimlanmaktadir [5].

Eski Birim : rad



Yeni Birim (SI): Gray (Gy)

1 Gy =100rad 1rad =0,01 Gy

Birim zamandaki absorbe edilen dozun miktar1 da absorbe doz hizi olarak tanimlanir [5].
2.3.3. Esdeger Doz

Kalite faktorii ile absorbe edilen dozun ¢arpimi es deger dozu vermektedir [5].

Eski Birim: Rem

Yeni Birim (Sl): Sievert (Sv)

1 Sv =100 rem 1rem=0,01Sv

Kalite Faktoru; Farkli tiirlerdeki radyasyon gesitlerinin biyolojik etkileri farkli oldugu igin,

dokulardaki absorbe edilen enerjiyi hesaplamak icin tim radyasyonlara 6zgl olan faktérdir [5].

Tiim radyasyon ¢esitlerinin biyolojik etkinligi (RBE) LET ile baglantili olarak degisiklik
gostermektedir. Esdeger dozun kullanilmasinin amaci, farkli tiirlerdeki radyasyonlarin

dokularda meydana getirdigi biyolojik etkileri karsilagtirmaktir [16].

LET: Doku benzeri bir materyalde biriken enerjinin yogunlugu dogrusal enerji transferi (LET)
olarak tanmimlanmaktadir. LET, farkli tiirlerdeki radyasyon kaynaklarinin kalitesini

gostermektedir. Radyasyonun biyolojik olarak gosterdigi etki (RBE) ise LET e baglidir [16].
2.3.4. Isinlanma Seviyesi

Elektromanyetik 6zellikte olan radyasyon i¢in tanimlanan, atomlar1 iyonlastirma 6zelligindeki

radyasyonun bir ortamdaki 6l¢cimudur [5].
Eski Birim: Rontgen (R)
Yeni Birim (SI): Coulomb / Kg (C/ Kg)

1C/Kg=3876 R 1R=258x10"C/Kg
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2.3.5. Kanser

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz béliinmesi ve ¢ogalmasi ile ortaya ¢ikan, genetik ve ¢evresel
kosullarin etkisi altinda olan kompleks bir hastaliktir. Tiim 6liimlerin yaklagsik olarak % 20’sini
kanser olusturmaktadir. Sanayilesmis iilkelerde kardiyovaskiiler hastaliktan sonra en yaygin
6lum nedenleri arasindadir. Radyasyona maruziyet s6z konusu olmasa dahi genel populasyona
bakildiginda her on kisiden dort kiside kanser olusumu beklenmektedir. Son yillarda, erkekler
arasinda en yaygin kanser ¢esitleri, akciger, prostat, kolorektum, mide ve karaciger kanseri iken
kadinlar arasinda ise en yaygin tilirleri meme kanseri, kolorektum, akciger, serviks ve mide

kanseri olmustur.

Kanserin gelisim evreleri birkag asamadan olusur ve bu siire¢ olduk¢a karmasiktir. Yalnizca bir
hicreyi etkileyebilecek stre¢ gibi gorunse bile hiucrenin malign hale gelmeden, timor
gelisiminden Onceki siire¢ esnasinda bir dizi olayin gerekli oldugu belirtilmektedir. Radyasyona
maruziyet sonrasinda kanser olugma ihtimali yiiksektir. Ve bu durum endise kaynagidir.
Kansere sebep olabilecek yiiksek radyasyona maruz kalan gruplar icin istatistiksel analizler

yapilabilir [4].

Losemi, tiroid ve kemik kanserinin genel olarak radyasyona maruziyetten birkag¢ yil sonra
ortaya ¢itkmasinin yaninda diger kanser ¢esitleri ise maruziyetten en az 10 y1l sonra ortaya ¢ikar.
Higbir kanser ¢esidi radyasyona maruz kalmanin gercek sebebi degildir. Bu nedenle radyasyona
bagli olarak gelisen tiimorleri diger farkli sebeplerden kaynaklanan tiimorlerden ayirt etmek

miimkiin degildir [4].

Radyasyona maruz kalmanin sinirlarimi belirleyebilmek icin saglam bir bilimsel temel
gereklidir. Ciinkii alinan radyasyon dozu sonrasinda kanser olugsma ihtimalini tahmin etmek
onemlidir. Radyasyon ile tibbi tedavi géren kisiler, mesleki agidan radyasyona maruz kalan
insanlar ve bunlardan farkli olarak atom bombalarindan kurtulan insanlar, radyasyona maruz

kalma ile kanser olusumu arasindaki iliski hakkindaki bilginin temelini olusturmaktadir [4].
2.3.6. Hiicrenin Yapisi

Maddenin en kiiciik yap1 birimi olan atomlar molekdlleri, molekuller makromolekilleri,
makromolekuller ise daha karmasik yapiya sahip kompleks molekiilleri olusturur. Bu yapilarin

bir araya gelmesiyle dokularin en kiiciik birimi hiicreler olusur.
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Bitkisel ve hayvansal organizmalarin hepsi “hiicre”lerden olugsmaktadir. Canlilarin canlilik
Ozelligini gosteren en kiigiik yap1 birimi olan bu hiicrelerin igerisinde yar1 akigkan bir sivi olan
sitoplazma, sitoplazmanin igerisinde ise yasamsal olaylar1 gerceklestiren organel adi verilen
yapilar bulunur. Bu hiicrelerin dis kism1 “hiicre membran1” olarak adlandirilan canli, esnek

secici gecirgen Ozellige sahip katmandan olusur [13].
2.3.6.1. Hucre DOngusu

Bir hiicrenin bdliinmeye baslamasi ve onu takip eden bir sonraki hiicre boliinmesine kadar
gecen sire hiicre dongusi olarak adlandirilir. Hiicre dongiisii olduk¢a uzun olan interfaz evresi

ile kisa bir bolinme evresi olan mitotik evreden (Mitotik evre = Mitoz + Sitokinez) olusur.

Interfaz, boliinmiis hiicrenin yeniden béliinebilmesi icin yapilan hazirlik evresidir. Hiicre
dongiisiiniin en uzun olan asamasidir. Oregin ; insan derisinin interfaz1 22 saat iken hiicre

dongiisiiniin tamam 24 saatte tamamlanir. interfaz ii¢ asamali olarak gerceklesmektedir [13].

Gy: Sitokinezin hemen sonrasidir. Metabolik olaylar yogun bir sekilde devam eder. Bu asama,;
madde taginmasi, sentez, organel olusumu, RNA sentezi ve doku fonksiyonlarinin en yiiksek
seviyede oldugu evredir. En uzun asamadir. Hiicre hacimce artip boliinme biiyiikligiine ulagir.
Boliinme yeteneklerini yitiren hiicreler, islevlerine ve yasam aktivitelerine devam ederler.

Ornegin ; kas ve sinir hiicreleri [13].

S: DNA kopyalanir ve yeni kromatitler sekillenmeye baslar. En yogun protein sentezi bu

asamada gerceklesir. Duplikasyon gozlemlenir.

G2: Bolinme ile ilgili enzimler sentezlenir. Organellerin sayisi artar. DNA sentezi biterken,
RNA sentezi devam eder. Sentrozom duplikasyonu biter ve sentrozomlar karsit kutuplara

hareket etmeye baslar.

Go: Hiicreler gelisim sirasinda onlar1 koruyan dogal bir mekanizmaya sahiptir. Bu kosullar
altindaki hticreler, hicresel aktivitelerini gegici olarak durdururlar. Dinlenme fazi olarak
adlandirilan bu evreye Go evresi denir.Go fazinda hiicreler metabolik olarak aktif olmalarina

ragmen replikasyon gergeklestirip boliinme hazirligi yapamadigi i¢in gogalamazlar [13].

Hicre donglsuniin erken G2 ve M evreleri en radyosensitif olduklar1 evrelerdir. Bir hiicrenin

radyosensitivitesi, mitotik faz sirasinda, interfaz sirasinda oldugundan dort kat fazladir.
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Radyorezistans S, ge¢ G1 ve Go fazlarinda yiiksektir. S fazindaki direng, DNA’y1 hizla

onarabilecek sentez enzimlerinin fazla miktarlarda bulunmasindan dolayidir [13].

2.3.6.2. Mitoz Boliinme

Bir hiicreden genetik olarak birbirleri ve ata hiicre ile tamamen aymi olan iki hiicrenin
olusmasidir. Somatik hiicreler mitoz yoluyla olusurken iireme hiicreleri mayoz bdliinme

gecirirler.

1) Profaz: Niikleer membran ve endoplazmik retikulum kaybolur. Kromozom kisalip,
kalinlasir. Sentrozom kars1 kutuplara dogru hareket eder. Nukleous kaybolur. Ig iplikleri,

kutuplardan merkeze dogru uzayarak olusurlar.

2) Metafaz: Kromozomlar kisalip, kalinlasmaya devam eder. Kardes kromatidler sentromerler
ile tutunurlar. Kromozomlar ekvatoral dizlemde yan yana dizilirler. Kromozomlar

sentromerleri ile ig ipliklerine tutunur.

3) Anafaz: ig ipliklerinin kasilma ve gevseme hareketi sentromerleri bozar. Daha sonra kardes
kromatitler birbirinden ayrilir ve karsi kutuplara taginir. Anafazin sonunda karsi kutuplara

¢ekilen kromatitler artik kromozom olarak adlandirilir.

4) Telofaz: Kromozomlar hareket etmeyi birakir. Kromozom helezonlar1 gevser ve kromatine
doniisiir. Nukleous yeniden ortaya gikar. RNA ve protein sentezi baslar. Ig iplikleri kaybolur.
Niikleer membran ve endoplazmik retikulum tekrar olusur. Hayati olaylar hiicrede yeniden

baglar. Sitokinez meydana gelir ve boliinme tamamlanir [13].
2.3.7. DNA Hasari, Onarimi ve Radyasyon ile iliskisi

Radyasyon, DNA’daki fosfodiester baglarinda tek iplikte kopmanin olmasi, zincirin kargilikli
bolgelerinde ¢ift iplikte kopmanin goriilmesi, organik bazlarda yer degisikligi sonucu hasarin
meydana gelmesi gibi gesitli lezyonlarin olusmasina sebep olur. Genomik instabilite olarak
tanimlanan bu degisikliklerin kanser olusumu, apoptozis ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumu
gibi hiicresel mekanizmalar1 aktive ettigi belirtilmistir. Artmakta olan kanitlarin sonucu

gostermektedir ki yiiksek LET 1simnlama sonrasinda kompleks ¢ift zincir kiriklart meydana
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gelmektedir. Genetik materyalin molekiiler biitiinliigiinde ekzojen veya endojen faktorlerin

etkisiyle meydana gelen tiim degisiklikler "DNA hasar1" olarak adlandirilir.

Endojen faktorler; DNA’da kendiliginden meydana gelen hatalar olabildigi gibi hiicresel
metabolizmanin yan {iriinii olarak iiretilen reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri, lipid peroksidasyon
uranleri, endojen alkilasyon ajanlari, 6strojen ve kolesterol metabolitleri ve reaktif karbonil
tarleri de olabilmektedir [17, 18].

Ekzojen faktorler ise ultraviyole 15181, iyonize radyasyon, agir metaller, hava kirliligi, sigara
dumani, kemoterapétik ilaglar olarak sayilabilmektedir [17]. Bir memeli genomunda her giin

yaklasik olarak 10*’ten daha fazla DNA hasarmin ortaya ¢iktigi tahmin edilmektedir [19].
2.3.7.1. DNA Onarim Tipleri

Farkli tiirlerdeki lezyonlara etki eden hiicrelerde DNA tamirinin ¢oklu olan enzimatik
mekanizmalart bulunmaktadir. Cift zincir kiriklarinin tamirinde esas olan iki onarim yolu
vardir. Homolog olmayan ug birlestirme (NHEJ) ile homolog rekombinasyon (HR) dur. NHEJ
onarim yolu, kirik olan fosfodiester baglarindan kaynaklanmis DNA’daki fragmentler
tizerindeki ¢aligmalardir. Lezyon tipini tanima, Ku-heterodimerin DNA-Pk’ye (Protein Kinaz)
baglanabilmesi ve XRCC4 ligaz enziminin enzimatikten sonraki pargalarinin en son yeniden
birlestirilerek aktive edilebilmesi i¢in Ku70 / Ku80 onarim proteinlerine ihtiyag vardir. DNA
molekdlunin kirilmis uglarinin onarilarak baska proteinlerle ligasyonu gergeklesebilir. NHEJ
onarimi, hiicre dongiisii siiresince ¢alismaktadir. Ancak Gi/ S evrelerinde aktiftir. Onarim
hataya acik olabilmektedir. Homolog rekombinasyonla ¢ift zincir kiriklarinin (Dsb) onarimu,
kirik olan bolgenin zarar gdrmemis bir kopyasini kullanarak onarim ger¢eklesmektedir. Hiicre

dongiisiiniin yalnizca S veya G2 evrelerinde calisabilmektedir [16].

DNA’daki hasarlar; baz degisimi, (deaminasyon, depirinasyon, baz alkilasyonu, delesyon,
insersiyon vs), tek veya cift zincir kiriklari, ayn1 veya farkli DNA zincirleri arasinda gapraz

baglanma gibi gesitli sekillerde olabilmektedir.
DNA hasarinin yol a¢tig1 yanitlar:

1) Hasarli DNA’nin ¢ikarilarak DNA c¢ift zincirinin dogru bir sekilde yeniden yapilandirilmasi
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2) DNA hasar1 kontrol noktalarinin aktivasyonu ile hiicre dongusunin ilerlemesinin

durdurulmast, bu sekilde hasarli genetik materyalin onarimina imkan saglanmasi
3) Hiicrede gen transkripsiyon diizeylerinin hiicrenin yararina olacak sekilde degistirilmesi
4) Ciddi olarak hasar gérmiis hiicrelerin apoptozla elenmesi

Bu yanitlardan herhangi birinin gergeklesmemesi durumunda, hiicre diizeyinde genomik

kararsizlik; organizma diizeyinde ise genetik hastaliklar, kanser ve yaglanma gortlebilir [19].

DNA Hasan
Ekzojen ve Endojen Kaynakh olabilir

| |

Cogalma (Proliferasyon) Cogalmayan hicrelerde
kapasitesi olan hiicrelerde DNA hasan DNA hasan
l ' DNA Onarimi ' l
Replikasyon Transkripsiyon
(ONA kopyasinin yapiimas1) > Hucu < (mRNA sentezi) bloklanir
hatalari olugur veya onanlir Olumu

| |

Selekdif avantaj saglayan _
mutasyonlarin klonal cojalmasi Gen ifadesinin azalmasi

| |

Pre-malignite geligimi Doku ve Organlarda Fonksiyonel Yetersizlik
KANSER YASLANMA

Sekil 2.2: DNA hasar ve etkileri [19].
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DNA’nin onarimi birkag¢ yolla gerceklesmektedir. Dogrudan ve dolay: olarak gerceklesen bu

onarim mekanizmalar1 asagidaki sekilde gosterilmistir.

DNA TAMIRI

Dogrudan onarim

Baz kesip ¢ikarma (BER)
. Nikleotid kesip gikarma (NER)

. Homolog rekombinasyon (HR)

( Homolog olmayan ug birlestirme (NHEJ)

Yanlis eslesme (MMR)

Sekil 2.3: DNA tamiri

Fotoreaktivasyon:

Hasarin geri dondiiriilmesi onarim igin en kolay yol gibi goriinmesine ragmen ¢ogu durumda
termodinamik ve kinetik nedenlerden dolay: reaksiyonun geri donmesi miimkiin degildir. Bazi
durumlarda ise enzim aracilig1 (Fotoliyaz ve O-6-Metil-DNA-alkiltransferaz) ile gergeklesen
tek adimli reaksiyonlar ile hasar onarilir. Siklobiitan pirimidin dimerleri (CPDs), fotoliyaz

enzimi tarafindan ayrilarak hasar giderilir. Reaksiyona fotoreaktivasyon denir [20].

Fotoreaktivasyon onarim sistemi bakterilerde, mantarlarda, bitkilerde ve ¢ogu omurgalida
bulunmasina ragmen, insan dahil pek ¢ok 6karyotik tiirde olmamasindan dolay: evrensel bir

onarim sistemi degildir [20].
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Baz kesip cikarma (BER):

Alkilasyonun, deaminasyonun, oksidasyonun ve DNA replikasyon hatalarinin neden oldugu
kiicik DNA modifikasyonlari 6nemli DNA tamir siire¢lerinden birisi olan BER ile tamir
edilmektedir. BER’de, kisa yamali (short-patch) BER ve uzun yamali (long-patch) BER olmak
Uzere iki ayn alt yolak bulunur. Kisa yolakta tek niikleotid degisimi gergeklesirken, uzun

yolakta 2-8 arasi niikleotidin kesip ¢ikarilmasi gerceklesir.

Her ikisinde de ilk basamakta tamir, hataya spesifik tek fonksiyonlu ya da birden fazla
fonksiyona sahip DNA glikozilazlar tarafindan baslatilabilir [22]. insanda en az 12 farkli DNA
glikozilaz tanimlanmigtir. Hasar veya hata taninir ve enzimatik olarak bir niikleaz tarafindan
kesip ¢ikarilir. DNA polimeraz olusan bosluklari doldurur. DNA ligaz son bag1 kurar ve bosluk

tamamen kapanir.

ks ke s s
= e o = e
] DNA gtikozilaziar
Glicozitaz e ===
B Eyaz / AFE 1
O
= oo oo o 5 = e oo o e e
AP-AQ
el ol =l =
| !
e == = 3
= oo 2 &= e 2
Kisa Yamal: Uzun Yamals
BER BER

Sekil 2.4: Baz kesip ¢ikarma [20].
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Niikleotid kesip cikarma (NER):

NER mekanizmasi, ¢ift zincir DNA’nin normal heliks yapisim1 bozan, UV ile indiiklenmis
pirimidin dimerlerini ya da ¢ogunlukla mutajenik kimyasallarin ve kemoterapotik ajanlarin

olusturdugu DNA eklentilerinden kaynaklanan hasarlarin onarimin yapar.

NER, DNA hasarinin taninmasi, hasari igceren oligoniikleotit fragmentin kesilmesi, olusan
boslugun DNA polimerazlarca doldurulmasi ve son olarak ligasyon adimlarindan meydana

gelmektedir.

NER mekanizmasi bozuklugu, Xeroderma Pigmentosum (XP), Cockayne Sendromu (CS) ve
Trikotiodistrofi (TTD)’nin bir 15182 duyarli formu gibi her bir UV radyasyon duyarlilig: ile
karakterize hastaliklar ile iliskilidir.

Bu bireylerde giinese duyarlilik, bazi dokularda erken yaslanma, norolojik bozukluklar ve
genellikle UV kaynakli cilt kanseri insidansinda artis gdzlenir [18]. Insanda cift zincir
kiriklarinin tamiri iki major mekanizma ile saglanmaktadir. Homolog rekombinasyon (HR) ve

homolog olmayan ug birlestirme (NHEJ) “dir.

Homolog rekombinasyon:

DNA’larin zarar gérmiis parcasinin degistirilmesinde kalip olarak kullanilacak tamamlayici
ipligin bulunmadigr durumda kullanilan, ve replikasyondan sonra aktif olan bir onarim

mekanizmasidir.

HR kardes kromatit iplik¢igini kalip olarak kullanarak ¢ift zincir kirik onariminin hatasiz olarak
yapilmasina izin verir. HR bolinen hiicrelerde, homolog kardes kromatite ulasilabildigi zaman
yani hiicre dongisinin S, G2/ M fazlarinda gergeklesmektedir. Ek olarak HR, replikasyon

catalinin korunmasi, telomer bakimini da gergeklestirir [18].

Homolog olmayan uc birlestirme (NHEJ) :

NHEJ ¢ift zincir kirik uglart modifiye ederek birbirine baglar. Bu tamir sistemi ile

hasarlanmamis DNA kalibina ihtiya¢ duyulmaksizin hataya meyilli olarak, birka¢ nikleotit
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kayb1 ile DNA onarimi gergeklesir. NHEJ, hiicre dongiisiinden bagimsiz olarak, bolinen ve

bolunmeyen hicrelerde gorulebilirken, en aktif oldugu asama G fazidir.

Baz1 kaynaklar NHEJ’in HR onarimindan daha fazla siklikta goriildiiglinii desteklemektedir.
Ancak ¢ift zincir kiriklarinin tamirinde hangi mekanizmanin segilecegi, hiicre dongiisiine ya da

her iki mekanizmanin kullanilabilir spesifik bilesenlerinin seviyesine bagli olabilir.

HR, yalnizca ¢ift iplik kirig1 onariminda yer almaktadir. Onarim i¢in bir sablon olarak homolog
DNA dizisi veya kardes kromatit kullanilir. Hiicre dongiisiiniin S ve G; fazlari sirasinda aktiftir.
NHEJ, hiicre dongist boyunca aktiftir ve 6zellikle yiksek iyonlar, iyonize edici radyasyon ile

indUklenen ¢ift iplik kiriginin onarimi igin baskin yoldur.

Ataksi telenjiektazi, Nijmegen breakage sendromu gibi ndrolojik, immiinolojik ve gelisimsel
defektler sonucu olusan c¢esitli insan hastaliklarinin HR ya da NHEJ onarimlarinda meydana

gelen hatalardan kaynaklandigi rapor edilmistir [18].

Tim organizmalar tarafindan gelistirilen DNA onarim mekanizmalari olan baz eksizyon
onarimu, niikleotit eksizyon onarimi, rekombinasyon onarim yollari ile bu hatalar giderilmeye

calisilmaktadir [23].

Yanlis eslesme onarimi (MMR):

Bu onarim mekanizmasi, DNA replikasyonu esnasinda meydana gelen ve ¢ift sarmalda anormal
boyutlara neden olan, normal bazlarin hatali eslesmesi seklindeki hatalar1 diizeltir [24]. MMR
sistemi kiiciik tek zincir DNA halkalarinin ve yanlis eslesmenin replikasyon sonrasi tamirinden
de sorumludur. DNA replikasyonu dogrulugunun en son sorumlusudur. MMR sisteminde
meydana gelen hatalar hiicre yapisini ve fonksiyonlarini etkileyebilmekte, tiimor olusumu veya

dejeneratif hastaliklar meydana gelebilmektedir.

Karsinogenez ve Hiicre Donqgiisi:

Kanser hcrelerinin hucresel diizeyde olan gelisimleri “karsinogenez” olarak tanimlanir.
Hicrelerin canli olmasi, mutasyonlarin kademeli bir sekilde gerceklesmesi ve bilylimenin
kontrolii karsinogenezin temelini olusturmaktadir. Kanserin ilerleyen asamalarinda tiimor
hiicrelerinin fenotipik 06zelliklerinin degismesi, bu hiicrelerin smirsiz, hizli bir sekilde

cogalmasina ve metastaz yapmalarina sebep olur [13].
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2.3.8. Kromozomun Yapisi

DNA molekiilii, okaryot hiicrelerde ¢ekirdek icerisinde proteinlerle birlikte bulunmaktadir.
Hicrede bolinme gerceklesmediginde DNA molekiilii ince, uzun bir iplik halinde
gorulmektedir. Bu sekilde goriilen DNA protein kompleksine kromatin adi verilmektedir.

Bir hiicre boliinmeye hazirlandiginda DNA sentezi (replikasyon) gerceklesir. Hiicre boliiniirken
kromatin ipliklerinin kisalip kalinlasmasiyla kromozom adi1 verilen ¢oklu lineer DNA dizeleri
olusmaktadir [25]. Kromozomlar, hiicre dongiisii sirasinda ¢ogunlukla DNA ve kromatitten
olusan kompleks formunda bulunur. DNA molekiiliiniin eslenmesi sonucu bir kromozom
kromatit denilen ayn1 genetik bilgiye sahip iki iplikten olusur. Bu ipliklerin birbirine tutundugu

bolgeye ise sentromer denir [13].
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Sekil 2.5: Kromozomun yapisi [26].
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2.3.8.1.Radyasyonun Kromozomlara EtKkisi

Insan, hayvan ve bitkilerde 0,1 Gy gibi ¢ok diisiik radyasyon dozunun bile kromozomlarda
hasara yol acti81, kirilmalara sebep oldugu gozlemlenmistir. Memeli kromozom sayilari ¢ok ve
kiiglik oldugu i¢in bitki kromozomlarina nazaran daha zor incelenmektedir. Kromozomlardaki
radyasyonun sebep oldugu etkilerin en net goriildiigii evre metafaz evresidir [27]. Clnku bu
evrede kardes kromatitler sentromerler ile tutunurlar. Kromozomlar ekvatoral diizlemde yan

yana dizilirler [13].

Iyonize radyasyona maruz kalan hiicrelerde; translokasyon, halka kromozom ve asimetrik
kromozom degisimi gibi kromozom anomalilerinin goriilme sikligi, disentrik kromozom ile

benzerdir.
2.3.8.2.Kromozom Yapusi ve Sayisindaki Degisiklikler

Kromozomlar izerinde bulunan, karakterlerin olusumunda etkili olan genlerde meydana gelen
degisiklikler mutasyon olarak adlandirilir. Bir kromozomdaki yapisal ve sayisal olarak
gozlenebilen degisiklikler ise kromozom mutasyonu olarak adlandirilir. Mutasyonlarin ¢ok az
bir kism1 yararli olabilme &zelligine sahiptir. Ancak bir ¢ogu Sliimciildiir. Olimcil olabilen
mutasyonlar letal (61diiriicii) mutasyon olarak tanimlanmaktadir. Radyasyon, X-iginlari, gama
isinlar, beta partikilleri gibi Kklastojenler mutasyon olusturabilecek faktorler arasinda yer

almaktadir. Mutasyona sebep olan bu fakttrler mutajen olarak isimlendirilir [28].
2.3.9. Kromozom Aberasyonlari

Kromozom sapma analizi, radyasyon dozunun belirlenmesinde, kromozomlardaki hasar
tespitinde verilerin yorumlanmasinda zorluklar oldugunda dozimetrik teknolojideki bir boslugu

dolduran 6nemli bir doz degerlendirme yontemi olarak kabul edilmektedir [29].

X 1s1nlarinin kromozom aberasyonlarini tetikledigi, ilk olarak Muller tarafindan Drosophila’da
yapilan genetik calismalarda kanmitlanmistir. Iyonize radyasyon, SSB, DSB ve BD’yi indiikler.
LET’lerinde degisiklik gosteren farkli radyasyon tiirlerinin RBE degerlerinin karsilastirmali
analizi, DSB’nin dogrudan kromozom sapmalarina yol acabilecegini ve degisim sapmasinin

olusumu i¢in lezyon olmasi gerektigini gostermektedir [29].
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DNA hasar1 normal bir sekilde onarilabilir ya da bir degisim olusturmak i¢in yanlis bir sekilde

tamir edilebilir veya onarilamaz bir sekilde kalabilir [29].

Kromozom aberasyonlari, karyokinezin metafaz veya anafaz evrelerinde net bir sekilde

goriilmektedir. Aberasyonlar iki baglik altinda incelenmektedir.
2.3.9.1. Kromozom Tipi Aberasyonlar

Radyasyonun neden oldugu kromozom aberasyonlari, kromozom tiiriinde olacaktir. Bir
kromozomun her iki kromatitini de igerir [29]. Kromozom tipi aberasyonlar genel olarak hicre
dongisinun Gi fazindaki bir hiicrenin 1simnlanmasindan sonra ortaya ¢ikarlar [30].
Kromozomlarda kirilmalar meydana gelir. Replikasyon gergeklesir ve kromatitler olugsmaya

baslar [27].
e Terminal ve Ara Delesyonlar:

Radyasyon etkisi ile kromozomun bir par¢asinin kopmasi sonucu olusan aberasyonlardir.
Kardes olmayan izokromatid tipi delesyonlar ile kromozom tipindeki terminal delesyonlari
birbirinden ayirt etmek olasi degildir. Bu nedenden dolayr anomaliler kromozom tipinde
goriiliirse radyasyona maruz kalma sirasinda, eslestirilmis olan biitiin asentrik fragmentlerin

terminal delesyon olarak siniflandirilmasi uygundur [29]. Ara delesyonlar nokta géranimliddr.
e Asimetrik Degisimler:

In vitro kosullar altinda ilk olarak metafazda gdzlemlenen, asimetrik olan degisimler diger
aberasyon cesitlerinden daha iyi analiz edilebilmektedir. Ve genel olarak radyasyon doz
tahminlerinde kullanilan frekans sikligi > % 95°dir. Buna benzer tespitlerde bir trisentrik
sapmanin iki disentrik sapmaya esdeger oldugu varsayilmaktadir [29]. Bir kromozomun iki
kromatitinde olusan kirilmalar disentrik aberasyonlarin olusmasina neden olur [31]. Asimetrik

degisimler iki kromozom arasinda veya ayn1 kromozom iizerinde gorilebilir.
o Simetrik Degisimler:

Degistirilen pargalar normal karyotipten farkli olan iki kromozom tiretmemislerse simetrik
degisimlerin (karsilikli translokasyonlar) alisilmis sekilde boyanmamis preparatlarda

gozlemlenmesi oldukga zordur. Preparatlardan bantli olanlar analiz edildiginde
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¢Oziiniirliiklerinde bir miktar artis s6z konusu olabilir. Ancak bu durumda bile simetrik
degisimlerin hesaplamadaki verimi insan hiicreleri i¢in yaklasik % 50°dir. Simetrik
degisimlerden belirgin olanlarin analiz edilmesi 6nerilmektedir. Ancak bu analizler cok zaman

aldigr icin tavsiye edilmemektedir [29].

Simetrik degisimler, iki kromozom arasinda veya ayni kromozom iizerinde de goriilebilir. Ayn1
kromozom Uzerindeki degisimler iki sekilde siniflandirilir. Bunlar; perisentrik ve parasentrik
inversiyondur. Perisentrik inversiyon, bir kromozomun iki kolunun u¢ kisminda meydana gelen
kopma sonucu olusan pargalarin yer degistirmesi olarak tanimlanir. Parasentrik inversiyon ise
bir kromozomun iki kolunun u¢ kismindaki kopma sonucu olusan parcalarin ters donerek

koptugu yere baglanmasidir. Bu degisimlerin gozlenebilmesi i¢in boyanmis preparatlar

kullanilir [29].
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Sekil 2.6: Kromozomal degisiklikler [31].

2.3.9.2. Kromatit Tipi Aberasyonlar

Kromatit tipi aberasyonlar genel olarak hiicre donglsinin G2 fazinda bir hiicrenin
1sinlanmasindan sonra ortaya ¢ikarlar [30]. Kromatit tipi aberasyon gorilmesi, bunlarin
radyasyon ile indiiklenmedigi ancak DNA’da replikasyon gerceklesirken olusabilecek
hatalardan kaynaklanan degisimler olabilecegi varsayilabilir. Kromatit tipi aberasyon siklig1 bu

sekilde diisiiniilebilir.
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Kromatit tipi aberasyonlarda siniflandirma yapilirken, dogru bir sekilde kaydedilerek ve
kromozom tipi aberasyonlarla arasindaki farklar dikkate alinarak degerlendirme yapilmaktadir.
Aberasyonlarin ¢ogunun ilk olarak in vitro kosullarda, metafaz evresinde analiz edilebilecegi
belirtilmektedir [29]. Kromatit tipi aberasyonlar genel olarak kromozom tipi aberasyonlar ile
ayni sekilde siniflandirilir. Bir kromatit tipi aberasyonda belirgin olan birim, ¢ogunlukla tek

iplikli kromatittir ve kromozom tipi aberasyonlarda oldugu gibi tam bir kromozom degildir

[29].
e Terminal ve ara delesyonlar:

Terminal bir delesyon, kromatit fragmaninin gézle gorilebilir bir sekilde yer degistirmesidir.
Bu tanim, terminal delesyonlar ile akromatik lezyonlari birbirinden ayirt etmek igin

kullanilmaktadir.

Kromatit tipi intersisyel (ara) aberasyonlar, kromozom tipi aberasyonlar kadar kolay
gOzlenemezler. Bunun sebebi ise kismen silinen kiigiik fragmentin kopan kromozomdan

ayrilmasi ve gozlenememesidir [29].
e Akromatik lezyonlar:

Akromatik lezyonlar veya bosluklar, bir kromatitte ya da kardes kromatitlerin ikisinde de 6zdes
bolgelerde yer alan, kromozomlarin bulundugu bélgelerin boyanmadigi veya ¢ok az boyanmis
olan bolgeleridir. Boyanmamis olan bolgenin kapladigi alan, bir kromatitin bulundugu alandan
daha kuguk ise akromatik lezyon olarak tanimlanir. Akromatik lezyonlarin kaydedilmesi
tavsiye edilmektedir. Fakat her zaman kromatit delesyonlarindan ayr1 degerlendirilmelidir.
Onlarin siklig1 olmamalidir. Diger gergek aberasyon ¢esitlerine gére dnemi belirsiz oldugu i¢in

hiicre bagina toplam aberasyonlara dahil edilmistir [29].
e izokromatid delesyonlar:

Izokromatid delesyonlar1, kromatit tipi aberasyonlar smifinda nadiren gériilmektedir. Clinki
goriiniise gore her ikisi de aymi konumda “kirilmalar” ile her iki kromatiti de icerirler.
Izokromatid delesyon goriilme sikligi lenfositlerde diisiiktiir. Lenfositlerde, Go evresinde

radyasyona bagli olarak gézlemlenen aberasyonlar kromozom tipi aberasyonlardir [29].

e Iki kromozomun kromatitleri arasindaki asimetrik degisimler
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e Iki kromozomun kromatitleri arasindaki simetrik degisimler
e Kromatit i¢i simetrik ve asimetrik degisimler

e Triradialler (ii¢ kollu konfigurasyonlar)
2.3.10. Mikronukleus Testi

Mikronukleuslar (MN), hiicre boliinmesi sirasinda anafaz evresinde geride kalan kromozom
fragmanlarindan ya da tam bir kromozomdan kaynaklanabilen kiigiik ve ekstra niikleer olan
birimlerdir [32]. Mikronukleuslar, hiicre mitoz boliinme gecirdigi zaman gorilmektedir. Esas
¢ekirdege dahil degildir. Tam bir kromozomdan da kdken alabilirler asentrik fragmanlardan da
koken alabilirler. Mikronukleus sayisinin artmasi, kromozom yapisi ve sayisinda meydana
gelen degisikliklerin gostergesi olarak kabul edilmektedir. Bu duruma mutajenik faktorlerin
indirekt olarak sebep oldugu varsayilmaktadir [33]. Mikronukleus testinde, kromozomlardaki
kirilmalarin sebepleri arasinda olan ultraviyole 1sinlar, arsenik ve benzen gibi klastojenler
pozitif sonuglar vermistir [34]. MN testi, insanda genotoksik maruziyeti degerlendiren, in vitro
uygulanan testtir [32]. Kromozomlarda sayisal ya da yapisal degisiklige neden olan bir ajan,
hicre bélunmesinin Go veya Gi fazinda etkili oldugunda kromozom tipi aberasyonlara, S veya
G» fazinda etkili olursa kromatit tipi aberasyonlara yol agar. Kromozomlarda gozlenen kiriklar,
G1 fazinda sadece bir kromatitte bir kirik olusumuna neden olursa ve bu olusum S fazi siiresince
devam ederse, metafaz evresinden sonra iki kromatitte de kirtk meydana gelir. Ve kromozom
tipi kirik olarak adlandirilir. Bu kirik yeniden birlesmez ise bir delesyona sahip olan kromozom
ile bir tane asentrik fragment olusur. Kromozomlardaki kirilmalarin sonucunda meydana gelen
asentrik fragmentler metafaz evresinde kaybolur veya anafaz evresinde mikronukleuslar
olusturur [35, 36, 37, 38].

2.3.11. Kromozom Aberasyon Testi

Kromozom aberasyon analiz testi, absorbe edilen radyasyon dozunun belirlenmesinde
kullanilan 6nemli doz degerlendirme teknikleri arasinda yer almaktadir. 20.ylizyilin baglarindan

itibaren iyonize radyasyonun kromozomlar {izerinde hasar meydana getirdigi bilinmektedir.

X-1ginlarinin kromozomlarin yapisinda aberasyona sebep oldugu ilk olarak Drosophila’da
gbzlemlenmistir. Radyasyon doz tespiti i¢in, kromozom aberasyon kullanimi ilk olarak 1962

tarithinde gerceklestirilmistir [31].
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Silahl1 Kuvvetler Radyobiyoloji Arastirma Enstitiisii, hiicrelerde fazlar arasinda radyasyonun
neden oldugu kromozomlardaki sapmalari 6l¢ebilmek i¢in alternatif yontem gelistirmistir. Bu
yontemde hiicreler dinlenme halinde (Go fazinda) iken insanlarda periferal kan lenfositlerindeki
kromozomlarda erken yogunlagsmayi onlemek i¢in kimyasal ajanlar kullanilmistir. DNA’da
olusan mutasyonlar, gen ekspresyonlari ve radyasyona karsi duyarli olan molekiiler
biyobelirtecleri tanimlayabilmek i¢in bu yontem kullamilmaktadir. Bu ydntemin
kullanilmasinin amaci ise radyasyona maruz kalma durumunda daha hizli, pratik olan ve dogru
sonuglarin elde edilebilecegi analiz sistemlerini olusturabilmektir. Yeni yOntemler
gelistirilmeye devam edilmesi Birlesik Devletler ordusunun bu konularda daha ¢abuk miidahale

edebilmesini, tibbi olarak yapilan hazirliklarin artmasini saglayabilir [45].
2.3.12. Mikroniikleus ile Kromozom Aberasyonlarinin Karsilastirilmasi

Mikronukleuslar, insanlarda in vitro kosullarda lenfositlerde kolsemid, X-isinlar1 gibi
klastojenlerle indiiklenmis, stoplazmasi olan hiicrelerde analiz edilen olusumlardir [46].
Andploidiye sebep olan etmenler, hiicrede sentromer boliinmesi sirasinda hatanin olugmast, ig
ipliklerinde fonksiyonel bozuklugun ortaya ¢ikmasi gibi durumlara da sebep olabilir. Bunun
yani sira  Klastojenler ise kromozomlarin yapisinda kiriklar meydana getirerek

mikronukleuslarin olusumuna katki saglamaktadir [47, 34].

Mikronukleus testi, bitki, hayvan ve insan hiicrelerinde ¢esitli kimyasal ajanlar, klastojenler ve
radyasyon dozunu tayin etmek i¢in kullanilmaya baslanan yontemler arasinda yer almaktadir
[48, 49]. Kromozom aberasyon teknigi de mikronukleus test teknigi gibi iyonize radyasyonun
sebep oldugu etkilerin arastirilmasinda kullanilan sitogenetik yontemler arasinda yer
almaktadir. Bu iki teknik de kromozomlardaki hasar tespitinde ve olasi1 kanser vakalarinin
belirlenebilmesinde biiylik bir 6neme sahip olan biyobelirteg olarak adlandirilir [50, 51].
Kromozom tipi aberasyonlar hiicre bélinmesinin Go fazinda ya da G1 evresinde gorulmektedir.
Bu olusuma sebep olan faktor ise iyonize radyasyondur. Kromatit tipi aberasyonlar ise sentez
fazinda ya da G2 evresinde goriilmektedir. Bunlarin olusumuna sebep olan etmenler ise daha

cok kimyasal ajanlardir [45].

Kromozom aberasyon tekniginde, metafazdaki hiicrelerin kromozom sayilarinin 46 ve {izerinde
olup olmadigma dikkat edilmelidir. Kromozom kollarinin birbirinden ayrilabilmesi icin

kromozomlar boyanirken iyi boyanmasina dikkat edilmelidir.
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Kromozom sayimi yapilirken {ist liste gelen kromozomlarin metafazlar1 degerlendirilmeye
alinmamalidir. Bu teknik uygulanirken hiicreler tek tek ele alinir. Ayrica farkli tiplerde olan
kromozomlardaki hasar analizinin dogru bir sekilde yapilmasi, skorlama yapilirken otomatik
bir sekilde yapilmasi yerine aktif olarak skorlanmasi kromozom aberasyon tekniginin
avantajlarindandir. Skorlamanin yapilabilmesi yeteri bilgi ve beceri gerektirmektedir.
Kromozom aberasyon saymminin zor olmasi ve uzun siirmesi fazla sayida hiicrenin

degerlendirilememesine sebep olur [42, 45].

Mikronukleus (MN) testi, insanlarin maruz kaldig1 genotoksik etkileri inceleyen genotoksisite
testi olarak adlandiriimaktadir. Mikronukleus (MN) skorlanmasi kromozom aberasyon

skorlamasina kiyasla daha az zaman gerektiren oldukca kolay bir testtir [52].

Mikronukleus tekniginde hiicreler tek tek degerlendirilebilir. Nekroz ve apoptozun ayni anda
calisilmas1 miimkiindiir. Nikleoplazmik koprulerin teyit edilmesi gibi avantajlara sahiptir [42,
50]. Mikronukleus teknigi ile ¢ift ¢ekirdekli (bintikleat) hiicrelerde skorlama yapilirken farkli
olan hiicre tipleri uyum saglamaktadir. Biyolojik yar1 dmiirlerinin uzun olmasi ve kolay elde
edilebilmesi sebebiyle genelde lenfositlerin kullanimi1 yaygindir. Uygulanan kultlrde
lenfositlere 45.saatte sitokinezi durdurmak i¢in yapisal bir protein olan aktin (mikrofilament)
in olugmasini engellemek amaciyla Sitokalasin-B (cyt-B) verilmektedir. Bdylece karyokinezi
(cekirdek bolinmesi) tamamlayan cift cekirdekli (binlkleat) hicreleri tek cekirdekli
(mononiikleat) hiicrelerden ayirt edebilmek miimkiindiir [53, 54]. Ancak kullanilan cyt-B’nin
ayn1 zamanda zehir i¢eren kimyasal etkisinin olmasi ve her hiicrede farkli etkiler gosterebilmesi

bu teknigin dezavantaji olarak belirtilmektedir [42, 50].
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3. MALZEME VE YONTEM

Bu tez projesinde, TK6 lenfoblast hiicrelerine 0 Gy, 1 Gy, 2 Gy, 3 Gy ve 4 Gy olmak Uzere
farkli dozlarda radyasyon uygulanmistir ve kromozomlarda olusan kalici olmayan
aberasyonlar ile mikrontkleuslara ait olan doz-cevap egrileri olusturulmustur. Birbirinden
farkli uygulama teknigine sahip olan bu sitogenetik teknikler ile belirlenmis doz-cevap
egrilerinden yararlanilarak, mikroniikleuslara ait frekanslar ile kromozomlardaki kalici
olmayan aberasyonlardaki frekanslar karsilastirilmistir. Bu frekanslar sonucunda mikroniikleus
(MN) olusumu ile kromozom aberasyonlar1 arasindaki iligki benzerlik ve farklilik yoniinden

incelenmistir.

Bu ¢aligsma, insan kokenli hiicre soyu olan TK6 lenfoblast hiicreleri ile yapilmistir. Farkli hiicre
kiiltiir sigeleri iginde bliyliyen hiicrelerden biri kontrol olarak ayrilmistir, digerlerine 1 Gy, 2
Gy, 3 Gy ve 4 Gy radyasyon dozu in vitro olarak uygulanmigtir. Kontrol ve radyasyon
uygulanmis hiicreler i¢inde Fetal bovine serumu bulunan RPMI-1640 Hepes medyumu igine
ekilerek 37 derecede inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra kromozom aberasyon teknigi
uygulanmis olan kiiltiirlere kolsemid ilave edilmistir. Boylece hiicre dongiisii metafaz evresinde
durdurulmustur. Mikronukleus (MN) teknigi uygulanmis olan kiiltiirlere ise sitokalasin-B ilave
edilerek anafazda durdurulmustur. Hiicreler hipotonik (0,075M) KCI ¢ozeltisi ile muamele

edilmistir.

Metanol / asetik asit karigimi ilave edilerek fiksasyonlart saglanan hiicreler pipetaj yapilarak
lamlar Gizerine pastor pipetleriyle damlatilmistir. Daha sonra % 5°lik Giemsa ile 5 dakika
boyunca boya ile islem goren preparatlar, kurutulup kapatildiktan sonra 1s1k mikroskobunda
incelenmistir. incelenen preparatlarda skorlanan mikronukleus (MN) frekanslar1 ve kromozom
aberasyonlar1 frekanslarina ait doz-cevap egrileri olusturulmustur. Elde edilen doz-cevap
egrilerinden yararlanarak, mikronukleus (MN) ve kromozomlarda kalic1 olmayan aberasyon
olusum frekanslar1 karsilastirilip, radyasyona vermis olduklari yanittaki benzerlikler ve
farkliliklar yoniinden incelenmistir. Bu tez ¢aligmasinda yapilan deney ii¢ kez tekrar edilerek
veriler analiz edilmistir. Analiz edilen veriler Graphpad prisim 8.0 programi kullanilarak doz-

cevap egrileri olugturulmustur.
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3.1. HUCRELERIN KULTURE ALINMASI

Deney grubunda kullanilan hicreler, TK6 lenfoblast hticreleridir. Bu hicreler, insan kdkenli
hiicre soyu olup toksikoloji ¢aligmalarina uygun oldugu igin kullanilmistir. Deneyin
gergeklestirilme siirecinde bu hiicrelerin in vitro kosullarda siirekliligini saglayabilmek icin
diizenli araliklarla pasaj yapilmistir. Deneyler tamamlanana kadar yapilan pasajlarda % 10 Fetal
bovine serum ile RPMI-1640 Hepes medyumu kullanilmigtir. Bu hiicreler % 5 CO2 bulunan

37 C’lik etiivde korunmustur.

Deney grubundaki hicreler isinlandiktan sonra, Morhead ve arkadaslarinin teknigi olan
mikrokiiltiir teknigine uygun bir sekilde, laboratuvar kosullarimiza uyarlanarak kiiltiire

alinmistir [53, 55].
3.2. UYGULANAN MiKRONUKLEUS TEKNIiGi

Kiiltiir agamasinin MN kismini olusturan 0 Gy, 1 Gy, 2 Gy, 3 Gy, 4 Gy’lik flasklara 1sinlamadan
sonraki inkiibasyonlarinin 4. saatlerinin bitiminde, hiicreleri sitokinezde durdurmak icin 3 pg /
ml Sitokalasin-B eklendi. Flasklar 44 saat daha 37C’de inkiibasyona birakildiktan sonra
kiiltiirler cam tiiplere aktarildi. 48 saatlik kiltlr surelerini tamamlayan hucreler 200 g’de 8
dakika santrifiij edilerek slipernatantlarindan ayrilmalari saglanmigtir. Tiiplerde kalan peletlere
0,075 M soguk KCT hipotonik sok ¢ozeltisi uygulandiktan sonra vortekslenerek tekrar 200 g’de
8 dakika santrifiij edildi. Bu islem ii¢ kez tekrar edildi. Siipernatant atildiktan sonra 7:1 oraninda
metanol / asetik asit ile hazirlanan soguk fiksatif ile hiicreler fikse edildi. Peletlere pipetaj
yapilarak — 20 C’de bekletilmis olan lamlarin {izerine pastor pipeti ile damlatildi. Daha sonra
preparatlar kurumaya birakildi. Kurutulan preparatlar % 5 ‘lik Giemsa ile yaklasik olarak 5
dakika boyanarak Entellan yardimiyla lamel ile kapatildi. Isik mikroskobunda sayilmak iizere

kurumaya birakildi. Bu tez ¢alismasinin deney asamasi ii¢ kez tekrar edilmistir.
3.2.1. TK®6 Lenfoblast Hiicrelerine In Vitro Radyasyon Uygulamasi

Istanbul Universitesi Capa Onkoloji Enstitiisiinde TK6 lenfoblast hiicrelerine in vitro
kosullarda radyasyon uygulamasi gergeklestirilmistir. Co-60 teleterapi cihaz ile hiicreler 0-4
Gy (1Gy=154sn,2 Gy =3,08sn, 3Gy=4,62sn, 4Gy =6,16 sn) arasindaki radyasyon

dozlarinda 1ginlanmistir. Isinlama esnasinda Co-60 cihazinda bolus materyali kullanilmistir.
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Cunku bu cihazdaki build-up bolgesi olarak adlandirilan, enerjinin absorbe edildigi yer 1sinlama

yuzeyinden 5 mm derinliktedir.

Isinlama alani ile bu derinlik arasindaki mesafenin ortadan kaldirilmasi ve 1ginlanan flasklarda
olusabilecek doz farkliliklarini engellemek icin flasklar insan dokusu ile esdeger kabul edilen

bolus materyali ile birlikte 1s1nlama yiizeyine yerlestirilmistir.

S —— e —— ——— > ~———

W W e W LA

Sekil 3.1: Bolus materyali lizerindeki flasklarin gosterimi
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Sekil 3.2: Co-60 teleterapi cihazi ile 1s1nlanan flasklar
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3.3. UYGULANAN KROMOZOM ABERASYON TEKNIGi

Insan kékenli hiicre soyu olan TK6 lenfoblast hiicrelerine uygulanan kiiltiir asamasinda, 0 Gy,
1 Gy, 2 Gy, 3 Gy ve 4 Gy’lik flasklara 1sinlamadan sonraki inkiibasyonlarinin 21. Saatlerinin
bitiminde 0,5 pug / ml kolsemid eklenmistir. 3 saat daha inkiibasyona birakilan flasklar 24
saatlerinin bitiminde tiiplere aktarilarak Kkdltirler 200 g’de 8 dakika santrifiij edilip
siipernatantlar atilmistir. Siipernatantlar atildiktan sonra kromozomlarin belirgin hale
gelebilmesi icin peletlerin Gzerine oda sicakligindaki 0,075 M KCI eklenerek pipetaj
yaptlmistir. Supernatant atildiktan sonra 3:1 oraninda metanol/asetik asit ¢ozeltisi
kullanilmistir. Tekrar 200 g’de 8 dakika santrifiij edilmistir. Ug kez tekrarlanan fiksasyon iglemi
sonucunda bir miktar (0,25 ml) c¢okelti tiiplerin igerisinde birakilmistir. Daha sonra

vortekslenen hiicrelerin tek hiicre slispansiyonu haline gelmesi saglanmistir.

Hiicrelerin patlayarak stoplazmalarinin dagimik olabilmesi ig¢in, olusturulan siispansiyon
yaklagik olarak 15 cm yiikseklikten lamlarin tizerine damlatilmistir. Preparatlar kurutulmustur.
Fosfat tamponu kullanilarak hazirlanan % 5’lik Giemsa boya ¢6zeltisi kullanilmistir. Kurutulan
preparatlar boyanarak mikroskopta incelenmeye hazir hale getirilmistir [29, 56, 57, 58]. Bu tez

calismasinin deney asamasi ii¢ kez tekrar edilmistir.
3.4. PREPARATLARIN DEGERLENDIRILMESI

Preparatlarmn  degerlendirilmesi NIKON E100 1sik mikroskobunda gergeklestirilmistir.
Preparatlarin incelenmesi, mikronukleus ve kromozom aberasyonlari agisindan iki farkli
sekilde yapilmustir. Ik inceleme X400 biiyiitme ile yapilirken gdzlemlenen mikronukleus ve

kromozomlarin dogrulanmasi ise X1000 biiyiitmede gerceklestirilmistir.

Preparatlarda godzlemlenen binukleat hicreler, mikronukleus icerip icermemesine gore
incelenerek mikronukleus frekanslart hesaplanmistir. Ayrica 1’1, 2’li, 3’14, 4’14, 5°1
cekirdekten olusan hiicreler belirlenerek, her doz icin ayri ayr1 proliferatif indeksler (PI)
hesaplanmistir. Uygulanan farkli radyasyon dozlart i¢in olusan mikronukleus frekanslari

karsilagtirilarak, proliferatif indeksler lizerinde degerlendirme yapilmistir.

Preparatlar incelenirken, metafazdaki kromozomlarin belirgin olmasina ve birbirinden ayrilmis
olmasina dikkat edilmistir. TK6 hiicresinin islem gérmeden 6nceki kromozom sayisinin 47

oldugu goz oniinde bulundurularak, metafazdaki kromozom sayilar1 47 ve Uzerinde olanlar
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dikkate alinarak sayim yapilmistir. Sayim yapilirken, disentrik bulunan bir metafazda asentrik
fragmentin bulunup bulunmadigma dikkat edilmistir. Metafazda yalnizca bir tane asentrik
fragment (disentrige eslik eden) varsa kromozom sayisinin 47 olmasi gerektigi, metafazda
sentrik halka gozlemlenmesi durumunda ise bu sentrik halka’ya bir tane asentrik fragmentin
eslik ederek kromozom sayisinin 48 olmasi gerekliligi gibi bilgiler dikkate alinarak sayim

degerlendirilmesi yapilmistir [29].

3.5. ISTATISTIKSEL YONTEMLER

Insan kokenli hiicre soyu olan TK6 lenfoblast hiicrelerinde farkli dozlarda uygulanan radyasyon
sonucu meydana gelen mikronukleus ve kromozom aberasyonlar1 ile kontrol grubundaki
mikronukleuslar ve kromozom aberasyonlar1 F testi kullanilarak karsilastirilmistir. Farkli

radyasyon dozlari ile degisen PI degerleri arastirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. MIKRONUKLEUS OLUSUMLARI

ik olarak eritrositlerde gozlenen mikronukleus olusumunu Howell ve arkadaslar
gozlemlemistir. Tanimlanmas1 Jolly tarafindan gergeklestirildigi icin Howell-Jolly cisimcigi
olarak da adlandirilmaktadir. Mikronukleus (MN), bir hiicrede yar1 akiskan sivi olan
sitoplazmanin igerisindeki esas nukleusun yaninda bulunan olusumlardir [39]. Butln bir
kromozomlardan olusturulan mikronukleuslar daha ilgi ¢ekicidir. Ciinkii hem kanser hem de
kanser olmayan hucrelerde ge¢ kalan kromozomlar gozlenir ve kanser hiicrelerinde dnemli bir

kromozomal kararsizlik kaynagi (CIN) olarak kabul edilir [40].

Sitokalasin B ile
Nmyasa veya fizkse: sitokinezin bloklanmas!
mutagen p— 5
| \‘;t \ : ‘ .
-ye -
' ‘ v
— e — —)
A/ N
\ ol
) = P l¢— .
Interfaz ' il Mikronukleus tasian
Anafaz Telofaz

Dinukieat hucre

Sekil 4.1: Mikronukleus olusumu [Fenech, 2003].

Mikronukleus (MN) olusmasinin asil sebebi DNA’da meydana gelen hasarlardir. Mutajen,
karsinojen gibi c¢esitli ajanlarin organizmayi etkilemesi DNA’da genetik olarak hasar
olusturmaktadir. Bu ve buna benzer hasar tespitinde mikronukleus (MN) testinin 6nemli oldugu
anlasilmistir [41]. Kromozom diizeyinde DNA hasarinin incelenmesi genetik toksikolojinin
onemli bir parcasidir. Clinkii kromozomal mutasyon karsinogenezde onemli bir olaydir [42].

Mikronukleus (MN) analizleri, kromozomlardaki hasari dogru belirleyebilmek igin kullanilan
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yontemler arasinda yer almaktadir. Ciink( hem kromozomlarda meydana gelen kayiplarin hem

de kromozomlardaki kirilmanin daha giivenilir bir sekilde 6l¢iilmesini saglamaktadir.

Mikronukleus (MN) teknigi DNA hasarinin tespit edilmesinde ekonomik ag¢idan en uygun olan
ve kolay teknikler arasinda yer almistir [39, 41, 42, 43, 44].

Deneylerde gozlemlenen binlikeat huicrelerdeki mikronukleus olusumlar: sekil 4.2°deki gibidir.

Sekil 4.2: Binukleat hiicrelerdeki mikronukleus gérinimi
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4.1.1. Mikronukleus Olusum Frekanslar:

Tablo 4.1: Biniikleat hiicrelerdeki MN ve ¢oklu nukleus olusumlari

Coklu nukleuslar
No | Gy doz SN MN | MN/BN M1 M2 | M3 M4 | M5 | Pi
hicre

1 0 1028 |2 0,0019 1420 | 227 | 107 |57 9 1,31
2 1 1019 |34 |0,0033 1055 | 103 | 81 46 |6 1,62
3 2 1007 | 89 0,0883 701 |74 |63 42 |5 1,71
4 |3 1003 | 267 | 0,2662 589 |56 |44 33 |7 1,72
5 4 1000 | 378 | 0,3780 432 |35 |39 39 |27 1,77

BN;: binlikleat hiicre, MN; mikronikleus, M1; 1 niikleuslu hiicre, M2; 2 nikleuslu hiicre, M3;
3 nikleuslu hiicre, M4; 4 nikleuslu hiicre, M5; 5 nukleuslu hiicre, PI; proliferatif indeks, N;

toplam hiicre sayisi.
Pi= (M1 +2M2 + 3 M3 + 4 M4+ 5M5 ) /N (4.1)

Tablo 4.1°de insan kokenli hiicre soyu olan TK6 lenfoblast hiicrelerindeki mikronukleus
sikliklar1 ve hiicrelerin proliferatif indeksleri gosterilmistir. Mikronukleus sikliklar1 0-4 Gy
arasinda radyasyon uygulanmasi ile elde edilmistir. Ayrica 1°11, 2’11, 3’11, 4’11, 5°1i ¢ekirdekten
olusan hiicreler belirlenerek Pi degerleri yukarida verilen denklem (4.1) ile hesaplanmistir [75].
Bu tez ¢alismasinda mikronukleus sayimi yapilirken her bir doz i¢in en az 1000 biniikleat hiicre

hedefi lizerinden degerlendirme esas alinarak sayim yapilmistir.
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Sekil 4.3: Radyasyon dozu ile MN / BN arasindaki iligki

Farkli dozlarda radyasyon uygulanan TK6 lenfoblast hiicrelerinin radyasyona karsi vermis
olduklar yanit sekil 4.3°deki gibidir. Grafiklerdeki mikronukles (MN) ile radyasyon dozuna ait
sayisal verilerin karsilagtirllmast Graphpad Prism 8.0 programi kullanilarak c¢izilmistir.
Grafikler, regresyon analizinin lineer olmayan (Non-lineer) 6zelligi kullanilarak ikinci
dereceden polinom olarak ¢izilmistir. Elde edilen verilerin karsilastirilmasi F-testi ile

yapilmistir.

Hiicrelere uygulanan radyasyon dozu ile MN/BN oraninin kuadratik olarak artis gosterdigi, doz
arttkca MN sayisinin - arttigi - gozlemlenmistir. Radyasyonun dozla etkisinin arttigi

mikronukleus sayisina bakilarak (Tablo 4.1°de) gozlemlenebilir.
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Sekil 4.4: Radyasyon dozu ile proliferatif indeks arasindaki iliski

TK6 lenfoblast hicrelerine verilen 1sinlamada elde edilen proliferatif indeks verileri Tablo
4.1°de gosterilmistir. Bu veriler de ikinci dereceden polinom ile ¢izilmistir. Radyasyon dozunun

artmasi ile birlikte proliferatif indeks oraninda artig oldugu goriilmuistiir.

Proliferatif indeksin artmasi hiicrelerin hizli bir sekilde boliindiigiinii ifade etmektedir. Ancak
4 Gy ve daha fazla dozlarda ise proliferatif indeksin diisme egiliminde oldugu
gbzlemlenmektedir. Deneyde goézlemledigimiz sonuglar, doz arttikga hiicrelerin hasara

ugramasi, hiicre sayisinda azalmanin da artig gosterdigi yoniindedir.
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4.2. KROMOZOM ABERASYONLARI

Kromozom tipi aberasyonlar mitotik siklustaki hiicrelerin sentez fazindan 6nce mitojenik bir
ajanla miidahele edilmesi ile meydana gelen aberasyon ¢esididir. Kromatit tipi aberasyon ise

DNA sentezini tamamlamis hiicrelerde olusan kromozomal degisikliklerdir.

Deneylerde gozlenen disentrik olusumu sekil 4.5’deki gibidir.

Sekil 4.5: Asentrik fragmentler ve Disentrik kromozom goruniimu [77].

A: Asentrik fragment, D: Disentrik kromozom



Tablo 4.2: TK6 Lenfoblast hiicrelerinde kontrol ve deney grubundaki kromozom aberasyon frekanslari
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S Serbest Toplam Disentrik | Serbest Toplam
No | Radyasyon | Metafaz | Disentrik | ncooouy | Aberasyon | Sikhig | asentrik | Aberasyon

dozu (Gy) Sayist Sayist Sayisi Sayist sikligt Siklig1

1 0 963 2 7 11 0,0020 0,0072 0,0114
2 1 874 45 11 101 0,0514 | 0,0125 0,1155
3 2 712 78 42 198 0,1095 | 0,0589 0,2780
4 3 611 216 51 483 0,3535 0,0834 0,7905
5 4 578 251 63 565 0,4342 0,1089 0,9775

Farkli dozlarda radyasyona maruz birakilan TK6 lenfoblast hiicrelerine ait kromozom
aberasyon frekanslar1 Tablo 4.2°de gosterilmistir. Tabloda, metafazdaki skorlanan disentrikler
ve bunlara eslik eden serbest asentrikler bulunmaktadir. Tabloda yer alan toplam aberasyon
sayisl, toplam asentrik sayisi ve disentrik sayisinin toplamini ifade etmektedir. Toplam asentrik

say1s1, serbest asentrik sayisi ve disentrik sayisinin toplamina esittir.
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1.5
Toplam aberasyon sikligi

Disentrik sikligi
Serbest asentrik sikhg
MN/BN)

Ftow 4

Doz/gy

Sekil 4.6: Farkli radyasyon dozlar1 uygulanan hiicrelerdeki mikronukleus olusumu ile aberasyon
sikliklarinin karsilastirilmasi

0 Gy ile 4 Gy arasinda radyasyona maruz birakilan hiicre kiltirlerindeki mikronukleus
olusumlar1 ile aberasyon sikliklarinin karsilagtirilmasi sekil 4.6’da gosterilmistir. Cizilen
grafikteki deney sonuglarina ait olan verilerin degerlendirilmesi i¢in Graphpad Prisim 8.0
programi kullanilmigtir. Egriler, lineer olmayan (Non-lineer) ikinci dereceden polinom ile

¢izilmistir.

In vitro kosullar altinda Co-60 teleterapi cihazi ile farkli dozlarda radyasyon verilen
hiicrelerdeki degisime bakildigi zaman mikronukleus olusumu ile aberasyon sikliklari arasinda
go6zle gorilebilir derecede bir fark vardir. Disentrik kromozomlarin hiicrelerdeki dagilimina
bakildiginda radyasyon dozunun artis1 ile birlikte disentrik sayisinin arttifi tablo 4.2°de

gorulmektedir.

Grafikteki aberasyon ve MN olusumlar1 kiyaslandigi zaman egimi en yiiksek olan aberasyon
siklig1 toplam aberasyonlara aittir. Disentrik egrisi ikinci sirada yer almaktadir. Radyasyon
dozu arttikca daha az metafaz gozlemlenmistir. Dozdaki artislar 1sinlanan hiicrelerde daha
yiiksek disentrik frekanslarina neden olmustur [65]. Grafikte disentrik artisin1 mikronukleus

olusumu izlemektedir. Radyasyonun artmasiyla birlikte asentrik sayisi da artmistir (Tablo 4.2).
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Bu sonuclar literatiirle desteklenmis bulunmaktadir. Disentrikler radyasyon icin belirtectir

ancak MN olusumu i¢in kesinlik s6z konusu degildir.

Doz arttikca disentrik, MN ve asentrik frekanslarinda artis gozlemlenmesine ragmen
asentrikler, diger klastojenik ajanlara maruz kalmanin bir sonucu olarak da ortaya
cikabildiklerinden dolay1 sadece radyasyona 6zgii olarak degerlendirilemezler. Bu nedenden

dolay1 bu tiir sapmalar radyasyon doz tayinlerinde kullanilmamustir [64, 65].

Istatistiksel hesaplamalar F testi uygulamasi ile yapilarak F ve p degerlerine ulasilmistir. Elde
edilen verilere gore degerlendirme yapildiginda toplam aberasyon sikliklari ile mikronukleus

olusumlar1 arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) oldugu gozlemlenmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Radyasyon, 1s51ma 6zelligine sahip olan bir kaynagin baska bir doku veya ortama sahip oldugu
enerjisinin  yayilim gostererek absorbe edilmesi olarak tanimlanmaktadir [59, 60].
Radyasyonun yogunlugunun dokularda yayilim gosterdik¢e strekli azalmasinin sebebi,
dokularin tipi ve kalinligidir [61]. Radyasyon, DNA’nin sahip oldugu ¢ift zincirdeki kromatit-
kol kopmalarin1 indiikler. Bu kopmalar 1sinlama sonrasi ilk mitozda goriilen kromozomal
aberasyonlar, kirilma ve translokasyonlara sebep olur. Bu nedenlerden dolayi 1sinlama sonucu
olusan kromozamal aberasyonlarda genellikle dogrusal olan kuadratik doz iliskisi goriilecektir
[30].

Kromozom aberasyonlar1 (CA), kardes olan kromatitlerdeki degisimler (SCE), mikronukleus
(MN) ler, periferal kan lenfositlerinde olusan genotoksisiteyi incelemek i¢in yillardir kullanilan
sitogenetik olan biyobelirteclerdir. Bu uygulamanin gerceklestirilmesinin temelinde ise
sitogenetik hasarin giderek artmasinin olast kanser riskini artirabilecegi diislincesi yer
almaktadir. Italyan ve Iskandinav topluluklari kurularak bu hipotezi degerlendirme galigmalari
yapilmustir. Ve yapilan analizler sonucunda kromozom aberasyon siklig1 ile kanser riskinde
artts oldugu gozlemlenmistir [62]. Iskandinav ¢alismasinda kromozom aberasyonlarindaki
sikligin yiiksek olusu tiim kanser tiirlerinde insidans oranlarinin yiiksek oldugu, orta ve diisiik
kromozom aberasyon frekanslarinda ise yiiksek olmadig1 bulgularla kanitlanmistir [62]. Italyan
calismasinda da kromozom aberasyon (CA) siklig1 yiiksek olanlarda yiksek kanser insidans
oranlar1 (SMR) goriiliirken orta ya da diisiik frekanslarda ise gozle goriiliir bir fark ortaya

ctkmamustir [62].

Boveri ve dig.tarafindan yapilan ¢alismalarda 20.yilizyilin bagindan itibaren kromozomlardaki
hasar ile kanser arasindaki iliskinin varligindan s6z edilmistir. Ancak yalnizca 1960 tarihinden
itibaren bilinen ya da slipheli olarak genotoksik kanserojenlere maruz kalmis insanlarin
periferal kan lenfositleri (PBL)’lerinde kromozom aberasyonlar1 (CA) nin sikliklar1 hakkinda

genis Olciide veriler elde edilmistir [63].

Biyolojik dozimetride aberasyon testinin uygulanmasinin dnemli katkilart olmustur. Giinliik
hayatta ya da mesleki agidan asir1 derecede radyasyona maruz kalan bireylerde teshis ve

prognozunda 6nemli role sahiptir [66].
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Kararsiz kromozomal sikliklar1 bireyler tarafindan alinan radyasyon doz tayininde
kullanilmaktadir [29, 67]. Kararsiz kromozomal sikliklarinin 6lgiildiigii disentrik testi, biyolojik
dozimetrinin doz tahminleri arasinda en genel olarak kabul edilen yontem haline gelmistir [68].
Bu test tekniginde radyasyonun kalitesi ve doz oraninin etkileri iyi bir sekilde karakterize

edilmektedir [69].

Yaymlanan raporlara gore, birka¢ laboratuvarda Gy basina Ol¢lilmiis olan disentrik
frekanslarinda farkliliklar goriilmektedir [70]. Kalibrasyon egrisi kullanilarak degerlendirilen
dozlar baska bir laboratuvarda 6nemli bir belirsizlik gosterebilir. Bu ihtimaller g6z 6nune
alinmalidir. Her laboratuvarin disentrik indiiksiyonu i¢in kendi doz-cevap egrilerini olugturmasi

tavsiye edilmektedir [67].

Mikronukleus teknigi, iyonize radyasyona maruz kalma durumunda biyolojik dozimetride
kullanilan bir yontem olarak savunulmustur [71]. Mikronukleus (MN) testi, populasyonlardaki
genetik hasarin izlenebilmesi, olasi genotoksik maruziyet i¢in kimyasal ajanlarin taranmasi ve
timorlerin radyo-duyarliliklarinin degerlendirilmesi gibi amaglar i¢in farkli hiicre tiplerine
uygulanabilmektedir. n vitro sitokinez blok mikronukleus (CBMN) testi, mevcut yontemiyle
basit olan morfolojik kriterleri kullanarak kromozomlardaki kayiplar, niikkleoplazmik kopriiler,

nekroz ve apoptoz gibi toksisite dl¢limlerini saglayabilmektedir [42].

Yontemin dezavantaji ise analiz i¢in tercih edilen hiicrelerin, hiicre siklusunun ge¢cmisine ait
belirsizligin s6z konusu olmasidir. Bu belirsizligin giderilebilmesi i¢in ilk olarak Pincu ve

arkadaslar1 tarafindan Giemsa boyama yontemi ile bromodeoksiiiridin kullanilmistir [72].

Son zamanlarda da kullanilan Stokalasin-B’nin kullanildigi sitokizen blok MN yodntemi
gelistirilmis bir sekilde kullanilmaya baglanmistir [73]. Sitokinez ile blok tekniginde MN

testinin uygun olup olmadigini degerlendirmek i¢in incelemeler yapilmistir.

Literatiirdeki verilerin sonucu mikronukleuslarin konvansiyonel kromozom verimiyle

karsilagtirildiginda MN veriminin daha yiiksek oldugu bilgisini sunmustur.

Daha yiiksek dozlarda istatistiksel olarak analiz yapilabilmesi i¢in hiicrelerin daha fazla sayida
olmast doz degerlendirmeleri acisindan daha anlamli sonuglara ulagilmasini saglar. Genel
olarak aberasyon mikronukleus frekans karsilastirilmasinda, mikronukleuslarin dogrusal bir

katsay1 gosterdigi belirtilmistir [74].
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Radyasyonun vermis oldugu hasarlar kantitatif olarak degerlendirildiginde, mikronukleus
tekniginde hiicrelerin skorlanmasinin daha kisa slirede ve daha kolay gerceklestigi
gozlemlenmistir. Bu tez ¢aligmasinda, hiicrelere uygulanan radyasyon dozunun vermis oldugu
hasar tespitinde in vitro kosullarda iki teknik ile ¢aligma yapilmigtir. Mikronukleus teknigi ile
radyasyon hasarin1 daha iyi 6lgen yontemlerden biri olan aberasyon teknigidir. Bu iki teknigin
uygulanmasi sonucu frekanslar arasindaki benzerlik ve farklilikar incelenmistir. Radyasyon

dozu arttikca hiicrelerde meydana gelen aberasyon ve MN sayisinda artig gozlemlenmistir.

Sonug olarak bu tez projesinde, TK6 lenfoblast hicrelerine farkli dozlarda uygulanan
radyasyon sonucu kromozom aberasyon teknigi sayesinde disentrik, asentrik fragmentlerin
frekanslari belirlenmistir. Mikronukleus teknigi ile de MN olusum frekanslari belirlenerek doz-
cevap egrileri olusturulmustur. Diisiik radyasyon dozlarinda lineer bir iliski gézlemlenirken
yiiksek radyasyon dozlarinda kuadratik bir iliski gézlemlenmistir. Cizilen grafikte (sekil 4.6)
disentrikler ile mikronukleuslar arasinda anlamli bir fark olmadigi (p=0,7) i¢in MN testi
biyolojik dozimetride radyasyon belirteci olarak kullanilabilir, fakat serbest asentrikler ile
mikronukleuslar arasinda yiiksek diizeyde anlamli fark oldugu (p<0,01) gdsterilmistir.
Hicrelere ait olan kromozom aberasyonlart ile mikronukleus frekanslari birlikte

degerlendirildiginde ise anlamli bir farkliligin (p<0,05) oldugu gozlemlenmistir.



45

KAYNAKLAR

[1]. Radiation Educator Guide https://www.nasa.gov/pdf/284277main_Radiation_MS.pdf
[Ziyaret saati : 2 Temmuz].

[2]. Aslan, N., 2017, Derleme, The Effects of Radiation on Biological Systems,

[3]. www.Bilgiustam.com, [Ziyaret Tarihi: 23 Haziran 2019].

[4]. Radiation: Effect and Sources, United Nations, UNEP, 2006, Austria.

[5]. www.Afad.gov.tr, [Ziyaret Tarihi: 23 Haziran 2019].

[6]. Dasdag, S., 2010, Iyonlastiric1 radyasyonlar ve kanser. Dicle Tip Dergisi, 37 (2), 177-185.

[7]. Erdogan, S., 2006, Iyonlastiric1 radyasyon insan saghigina yararli m1 ? Tiirkiye Klinikleri
Journal of Medical Sciences, 26: (555-558).

[8]. Kano, Y., 1966, The fluctuation formula for the photon number in stationary
electromagnetic fields. Il Nuovo Cimento B, (1965-1970) 43 (1), 1-5.

[9]. Yaren, H., Karayilanoglu, T., Radyasyon ve Insan Saglig1 Uzerine Etkileri, TSK Koruyucu
Hekimlik Bulteni, 4.

[10]. www.who.int/topics/radiation_ionizing [Ziyaret saati: 23 Haziran 2019].

[11]. Abdurrahman, K.,2002, Iyonize radyasyonun biyolojik etkileri, Dicle Tip Dergisi, C:29,
S:3.

[12]. Kostylev, V.A., 2000, Medical physics: yesterday, today, and tomorrow. Biomedical
Engineering, 34 (2), 106-112.

[13]. Beyzadeoglu, M, Ozyigit, G, Ebruli, C., 2010, Basic radiation oncology book.

[14]. Radiation Emergency Assistance Center, 2017, The medical espects of radiation
incidents, 4th Edition.

[15]. On Dokuz Mayis Universitesi, 2013, Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi, Radyasyon
Guvenligi El Kitabt, 39.

[16]. International Atomic Energy Agency, 2010, Radiation Biology: A Handbook For Teacher
And Students, Vienna.

[17]. Hoeijmakers J.H., 2009, DNA damage, aging, and cancer. New England Journal
Medicine, 361 (19), 1914.

[18]. De Bont R, Van Larebeke N., 2004, DNA Damage in Humans: A review of Quantitative
Data, 19 (3), 169-85.


http://www.bilgiustam.com/
http://www.afad.gov.tr/

46

[19]. lyama T, Wilson D.M., 2013, DNA repair mechanisms in dividing and non-dividing
cells. DNA Repair, 12 (8), 620-36.

[20] Sancar A, Lindsey-Boltz LA, Unsal-Kagcmaz K, Linn S., 2004, Molecular mechanisms of
mammalian DNA repair and the DNA damage checkpoints. Annual Review
Biochemistry, 73, 39-85.

[21]. Beranek D.T., 1990, Distribution of Methly and Ethly Adducts Following Alkylation with
Monofunctional Alkylating Agents, 231 (1), 11-30.

[22]. Slupphaug G, Kavli B, Krokan H.E., 2003, The interacting Pathways And Repair of
Oxidative DNA damage, 531 (1-2), 231-51.

[23]. Morita R, Nakane S, Shimada A, Inoue M, Lino H, Wakamatsu T, Fukui K, Nakagawa
N, Masui R, Kuramitsu S., 2010, Molecular mechanisms of the whole DNA repair
system: a comparison of bacterial and eukaryotic systems.

[24]. Biitiiner, .D. Kantarc1 G, 2006, Mutasyon, DNA Hasari, Onarim Mekanizmalar1 ve
Kanserle lligkisi, Ankara Eczacilik Fakiltesi Dergisi, 35 (2), 149-170.

[25]. Karkucak, M., 2016, Androloji bulteni, 18 (64), 33-39.

[26]. www.canlibilimi.com [Ziyaret Tarihi: 26 Haziran 2019].

[27]. www.agikders.Ankara.edu.tr [Ziyaret Tarihi: 26 Haziran 2019].

[28]. Peri B, 2017, Biyoloji Konu Anlatimli A, Palme yayincilik, Ankara, 224.

[29]. International Atomic Energy Agency, 1986, Biological Dosimetry: Chromosomal,
Aberations Analysis for Dose Assessment, Vienna.

[30]. Chadwick, K.H., Leenhouts, H.P., 1981, The Molecular Theory of Radiation Biology,
New York.

[31]. Coskun, M. Coskun, M., 2003, Biyolojik Dozimetri ile Ilgili Gelismeler, Cerrahpasa
Journal Medical, 34, 207-218.

[32]. Ustiner, D., 2011, Kromozom Kiriklar1 ve Mikronukleus-Apoptoz Baglantisi, Tubav
Bilim Dergisi, Cilt:4 (1), 64-69.

[33]. Demirel, S., Zamani A., 2002, MN Teknigi ve Kullanim Alanlari, Genel Tip Dergisi, 12
(3), 123-127.

[34]. Vanparys P, Vermeiren F, Sysmans M, Temmeman R., 1990, The micronucleus assay as
a test fort he detection of aneugenic activity, 244 (2), 95-103.

[35]. Rooney, D.E., Czepulkowski, B.H., 1992, ““Human Cytogenetics’’, Second Edition,
Oxford University Press.

[36]. Gardner, R. J. M. K., Sutherland, G. R., 1996, ‘’Chromosome Abnormalities and Genetic
Courseling’’, Oxford University Press.



47

[37}. Basaran, N., 1999, <’Tibbi Genetik’’, 7. Baski1, Giines ve Nobel T1p Kitabevi.

[38]. Conner, J.M., Smith, F. M.A., 1993, *’Essential Medical Genetics’’, Blackwell Scientific
Puplications, Fourth ed.

[39]. Fenech, M., Crott, W.J., 2002, ’Micronuclei, nucleoplasmic bridges and nuclear buds
induced in folic acid deficient human lymphocytes-evidence for breakage-fusion-bridge
cycles in the cytokinesis-block micronucleus assay’’, Mutation Research, 504, 131-136.

[40]. He B, Gnawali N, Hinman AW, Mattingly AJ, Osimani A, Cimini D, Chromosomes
missegregated into micronuclei contribute to chromosomal instability by missegreating
at the next division, 2019; 10 (28), 2660-2674.

[41]. Fenech, M., 2010, “’The lymphocyte cytokinesis-block micronucleus cytome assay and
its application in radiation biodosimetry’’, Health Phys, 98 (2), 234-243.

[42]. Fenech, M., 2000, “The in vitro micronucleus technique”, 455 (1-2), 81-95.

[43]. Thomas, P., Holland, N., Bolognesil, C., Kirsch-Volders, M., Bonassil, S., Zeiger, E K.,
Fenech, M., 2009, “’Buccal micronucleus cytome assay’’, Nature Protocols, 4 (6), 825-
837.

[44]. Wu, J., Lyons, GH., Graham, RD., Fenech, M., 2009, ’The effect of selenium, as
selenomethionine, on genome stability and cytotoxicity in human lymphocytes measured
using the cytokinesis-block micronucleus cytome assay’’, Mutation Research, 24 (3) ,
225-232.

[45]. Blakely W.F., Prasanna P.G., Grace M.B., Miller A.C., 2001, “Radiation exposure
assesment using cytological and molecular biomarkers”, Radiation Protection Dosimetry,
97 (1), 17-23.

[46]. HOgstedt, B, Karlsson A.,1985, “The size of micronuclei in human lymphocytes varies
according to inducing agent used”, Mutation Research, 156 (3), 229-32.

[47]. Zijno A, Marcon F, Leopardi P, Salvatore G, Carere A, Crebelli R., 1994, An assessment
of the in vivo clastogenicity of erythrosine. Food Chem Toxicol, 32 (2), 159-63.

[48]. Vanparys, P, Vermeiren F, Sysmans M, Temmerman R., 1990, The micronucleus assay
as a test for the detection of aneugenic activity. Mutation Research, 244, 95-103.

[49]. Widel M, Kolosza Z, Jedrus S, Lukaszczyk B, Raczek- Zwierzycka K, Swierniak A.,
2001, Micronucleus assay in vivo provides significant prognostic information in human
cervical carcinoma: The updated analysis. International Journal of Radiation Biology,
77, 631-6.

[50]. Fenech, M., 2002, “Biomarkers of genetic damage for cancer epidemiology”, Toxicology,
(181-182), 411-6.

[51]. Fenech, M., 2002, “Chromosomal Biomarkers of Genomic Instability Relevant to
Cancer”.



48

[52]. Norppa, H., Ghita, C., Falck, M., 2003, What do human micronuclei contain ? UK
Enviromental Mutagen Society, 18 (3), 221-233.

[53]. Orta, T., Glinebakan, S., Coskun, M., Bilge., H., 2001, Dose Response of Micronuclei in
Human Lymphocytes with Co-60 Gamma or X-Rays, The scientific and Pedagogical
Nevs of Oldlar Yurdu Universty 6, 134-142.

[54]. Kiursch-Volders, M., Fenech, M., 2001, Inclusion of Micronuclei in Non-Divided
Mononuclear Lymphocytes and Necrosis / Apoptosis may Provide a More
Comprehensive Cytokinesis-Block Micronucleus Assay for Biomonitoring Purposes,
Mutagenesis, 16 (1), 51-58.

[55]. Moorhead, P.S., 1960, Nowell, P.C., Mellnan, W.J., Chromosome Preparation of
Leukocytes Cultured from Human Peripheral Blood, Experimental Cell Research, 20,
613-618.

[56]. Bauchinger, M., 1995, Quantification of Low-Level Radiation Exposure by Conventional
Chromosome Aberration Analaysis, Mutation Research., 339, 177-89.

[57]. Lloyd, D.C., 1984, Biological Dosimetry in Radiological Protection: Recent
Developments, Journal of the Society for Radiological Protection, 4, 216-230.

[58]. Coskun, M., Top, A., Orta, T., 2000, Biological Dosimetry Following X-ray Irradiation,
Turkish Journal of Medical Sciences, 30, 563-569.

[59]. Magill J, Galy J., 2005, Radioactivity, radionuclides, radiation. Springer, Heidelberg, pp
117-123.

[60]. Goitein, M., 2008, Radiation oncology: a physicist’s-eye view. Springer, New York, pp
5-6.

[61]. Gokharman, F.D., Aydin, S., Kosar, P.N., 2016, Radyasyon giivenliginde mesleki olarak
bilmemiz gerekenler, SDU, Saghik Bilimleri Enstitiisii Dergisi, Cilt 7, Say1:2.

[62]. Bonassia, S., Znaorb, A., Norppac, H., Hagmar, L., 2004, Chromosomal Aberrations and
Risk of Cancer in Humans: an Epidemiologic Perspective, American Journal Experts,
104, 376-380.

[63]. Boveri, S.,1914, Zur Frage der Entstehung maligner Tumoren.

[64]. Zoetelief J. and Broerse J.J., 1990, Dosimetry for radiation accidents: present status and
prospects for biological dosemeters. International Journal of Radiation Biology, 57, 737-
50.

[65]. S.A.Haeri, H. Mozdarani, M. Foroghizadeh, A. Mahmoudzadeh, 2004, Determination of
dose-response relationship in cultured human lymphocytes for biological dosimetry, Iran.
Journal of Radiation Research, 2 (2), 85-88.



[66].

[67].

[68].

[69].

[70].

[71].

[72].

[73].

[74].

[75].

[76].

[77].

49

Voisin P., Benderitter M., Claraz M., Chambrette V., Sorokine-Durm 1., Delbos M.,
Durand V., Leroy A, Paillole N., 2001, The cytogenetic dosimetry of recent accidental
overexposure, Cellular and Molecular Biology, 47, 557-64.

IAEA, 2001, Cytogenetic Analysis for Radiatio Dose Assessment: A Manual. (Technical
Report series No. 405), Vienna: International Atomic Energy Agency.

Muller W.U., Streffer C., 1991, Biological indicators of radiation damage, International
Journal of Radiation Biology, 59, 863-873.

Edwards A.A., 1997, The use of chromosomal aberrations in human lymphocytes for
biological dosimetry, Radiation Research, 148, S39-S44.

Lloyd D.C., Edwards A.A., Prosser J.S., Barjaktarovic N., Brown J.K., Horvat D., Ismail
S.R., Koteles J., Imassy Z., Krepinsky A., Kucerova M., Littlefield L.G., Mukherjee U.,
Natarajan A.T., Sasaki M.S., 1987, A collaborative exercise on cytogenetic dosimetry
for simulated whole and partial body accidental irradiation. Mutation Research, 179, 197-
208.

Fenech, M., Morley, A.A., 1986, Cytokinesis-block micronucleus method in human
lymphocytes: effect of in vivo ageing and low dose X-irradiation, Mutation Research,
161, 193-198.

Pincu, M., Bass, D., Norman, A., 1984, Animproved micronuclear assay in lymphocytes,
Mutation Research, 139, 61-65.

Fenech, M., Morley, A.A., 1985, Measurement of micronuclei in lymphocytes, Mutation
Research, 147, 29-36.

Prosser, J.S., Moquet, J.C., Lloyd, D.C., Edwards, A.A., 1998, Radiation induction of
micronuclei in human lymphocytes, Mutation Research, 199, 37-45.

Eastmond, D.A., Tucker, J.D., 1989, Identification of aneuploidyinducing agents using
cytokinesis blocked human lymphocytes and an antikinetochore antibody, Enviromental
and Molecular Mutagenesis, 13 (1), 34-43.

Top, A, 1998, Co-60 Gamma radyasyonu ile ¢aligan bireylerin biyolojik dozimetrisi,
Yiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstittisu.

Durmus, M., 2015, Kozmik radyasyon ve solar aktiviteye maruz kalan pilotlarin
kromozom hasarlarimin incelenmesi, Ylksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitist.



50

OZGECMIS
Kisisel Bilgiler
Adi Soyadi Leyla AKPUNAR
Dogum Yeri Erzurum
Dogum Tarihi 10.12.1987
Uyrugu M T.C. 0O Diger:
Telefon 05058843473
E-Posta Adresi | Biyologist_4@hotmail.com
Web Adresi
Egitim Bilgileri

Lisans
Universite Istanbul Universitesi
Fakiilte Fen Fakultesi
Bolimi Biyoloji
Mezuniyet Yili 07.07.2011

Yiksek Lisans

Universite Istanbul Universitesi
Enstitii Adi Fen Bilimleri Enstitisu
Anabilim Dali Biyoloji
Programi Genel Biyoloji






