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OZET

TURK PROPOLIS EKSTRAKTLARININ iYONIZAN (y-GAMA)
RADYASYONLA UYARILMIS INSAN FIBROBLAST HUCRE SERILERI
UZERINE OLASI RADYOPROTEKTIF ETKIiSININ DEGERLENDIRILMESI

Propolis, polifenolik bilesikler ve flavonoidler agisindan zengin, toplandigi
bolgenin cografyasina ve iklimine gore kompozisyonu degisebilen, antibakteriyel,
antitiimoral, antiinflamatuar, antioksidatif, antimutajenik ve diger faydali aktiviteleri ile
dogal bir ilag olarak kullanilan 6nemli bir ar iirliniidiir. Propolisin biyolojik etkisi,
cogunlukla flavonoidlerin varligina atfedilmektedir. Iyonlastiric1 radyasyona maruziyet
canlilarda dogrudan ve dolayli genotoksik hasara yol acar. Dogrudan etki DNA
tizerinde tek ve c¢ift zincir kirklart seklinde olurken; dolayli etki iyonlastirici
radyasyonun su ile etkilesimi sonucu meydana gelen serbest radikaller {izerinden
gerceklesir. Olusan bu serbest radikaller DNA, protein, lipid, karbonhidratlar gibi
biyomolekiillerle etkilesime girebilir ve oksidatif DNA hasar1 sonucu mutajenik ve
karsinojenik etki olusturabilirler. Gliniimiizde genotoksisite c¢alismalarinda bir¢ok
yontem kullanilmakla birlikte; basit, ucuz ve tekrarlanabilir bir metot olan comet analizi
diger yontemlerden bir adim 6ne ¢ikmaktadir. Bu ¢alismada, Tiirk propolisinin farkli
konsantrasyonlarda hazirlanmig etanolik ekstraktlarinin 3 Gy gama radyasyon
(30cGy/dak.) ile uyarilmis fibroblast hiicre serileri tizerindeki olasi radyoprotektif etkisi
comet yontemi ile incelenmistir. Hiicrelerin isimnlanmadan 6nce 100, 200 ve 300
ug/mL’lik konsantrasyonlardaki etanolik propolis ekstrakti ile 15 ve 30 dakikalik 6n
muameleleri sonrasinda elde comet skorlar ile sadece 3 Gy hasarli hiicrelerden elde
edilen degerler arasinda anlamli fark gorildi (p<0.001). Pozitif kontrol grubu
olusturmak i¢in radyasyona karsi koruyucu etkinligi bilinen sentetik bir aminotiyol
bilesigi olan amifostin kullanildi. Sonu¢ olarak Tiirk propolisinin etanolik
ekstraktlarmin; fibroblast hiicre serilerinde, 3 Gy gama radyasyon kaynakli DNA

hasarimi engelledigi ve radyoprotektif etkinlige sahip olabilecegi neticesine varildi.

Anahtar Kelimeler: Comet analizi, Flavonoidler, Iyonizan radyasyon, Propolis,
Radyoprotektif ajanlar



SUMMARY

EVALUATION OF POSSIBLE RADIOPROTECTIVE EFFECT OF TURKISH
PROPOLIS EXRACTS ON IONIZING (-GAMMA) RADIATION INDUCED
HUMAN FIBROBLAST CELL LINES

Propolis is an important bee product, rich of polyphenolic compounds and
flavonoids, it has antibacterial, antitumoral, antiinflammatory, antioxidative,
antimutagenic properties and changeable composition according to climate and
geography of harvest region, and is used as a natural drug with other useful activites.
Biological effect of propolis is predominantly attributed to its content of flavonoids.
Exposure of ionizing radiation leads to direct and indirect genotoxic damage on livings.
Direct effect occur by single and double strand bonds on DNA,; indirect effect occur by
free radicals which are resulting from interaction of radiation and water. These free
radicals may interact biomolecules such as DNA, proteins, lipids, carbonhydrates and
may cause mutagenic, carcinogenic effects because of oxidative DNA damage.
However many methods have been used in genotoxicity studies, comet analysis, a
cheap, simple and repeatable method, steps forward other techniques. In the present
study, the radioprotective effect of ethanolic extracts of Turkish propolis on 3 Gy
gamma radiation (30cGy/min) induced fibroblast cell lines was investigated using
comet analysis. Comet scores obtained from pretreatments of cells 15 and 30 minutes
with concentration of 100, 200 and 300 pg/mL ethanolic exracts of propolis before
irradiation showed significant difference between just 3 Gy irradiated cells (p<0.001).
For generating positive control group amifostine synthetic aminothiyol compound with
radioprotective effect; was used. It was concluded that ethanolic extracts of Turkish
propolis prevent 3 Gy gamma radiation induced DNA damage in fibroblast cell lines
and might have rodioprotective activity.

Key Words: Comet assay, Flavonoids, lonizing radiation, Propolis,

Radioprotective agents



3. GIRIS ve AMAC

Giliniimiizde kullanilan sentetik ilaglarin yan etkilerinin varligi insanlarin daha az
yan etkiye sahip dogal iiriinlere olan ilgisini arttirmistir. Bu dogal iiriinler arasinda bal
arilarinin sundugu iriinlerden biri olan propolis 6nemli bir yer tutar. Propolis, bircok
hastaligin iyilestirilmesinde tarihin eski ¢aglarinda oldugu gibi giiniimiizde de tip

alaninda alternatif {iriin olarak kullanilmaktadir (1).

Propolis, bal arilarmin g¢esitli bitkilerin tomurcuk ve siirgiinlerinde bulunan
recineye balmumu katarak olusturdugu; kovanda olusan catlaklarin kapatilmasi, giris
deliginin kiigliltiilmesi, petek hiicrelerinin cilalanmasi, kovanda 6ldiiriilen yabanci
boceklerin kokusmasinin engellenmesi ve bakteriyel kontaminasyonun onlenmesi gibi
pek ¢ok amagla kullandiklar1 maddedir (2). Propolis kimyasal agidan son derece
karmagik bir yap1 gostermekte ve bu 6zelligi toplandigi bolgenin bitki Ortiisiine gore
degisebilmektedir (1). Yapilan caligmalarla propolisin; antioksidan, antibakteriyel,
antifungal, antiviral, antienflamatuar, radyoprotektif ve diger faydali biyolojik etkileri

ve kimyasal yapisina ait degerli bilgiler ortaya konulmustur (3).

DNA, yasam boyunca hiicresel metabolitler ve ekzojen ajanlar tarafindan stirekli
olarak hasara maruz kalir. Genetik materyalin molekiiler biitiinliigiinde endojen veya
ekzojen faktorlerin etkisiyle meydana gelen tim degisiklikler genotoksisite olarak
adlandirilir (4). Ekzojen faktorlerden biri olan iyonlastirict radyasyon soguruldugunda
genetik materyal iizerinde dogrudan ve dolayli hasara yol acar. Iyonlastirict
radyasyonun dogrudan etkisi sonucu DNA molekiiliindeki seker-fosfat baglarinin
kopmasi ile tek ve/veya ¢ift zincir kiriklari meydana gelebilir. Iyonlastiric1 radyasyonun
su ile etkilesimi sonucu meydana gelen serbest radikaller ile hasar olusturmasi da
dolayli etki olarak tanimlanir. Hiicreler biiyiik oranda sudan olustugundan, radyasyon
enerjisinin su molekiilleri tarafindan absorblanmasiyla bir¢ok serbest radikal olusur (5).
Serbest radikaller; DNA, protein, lipid, karbonhidratlar gibi biyomolekiillerle etkilesime
girebilir ve oksidatif DNA hasar1 sonucu mutajenik ve karsinojenik etki olusturabilirler

(4). Canlilarin somatik ve genetik dzellikleri kromozomlarda tagindigi i¢in radyasyonun



DNA iizerinde meydana getirdigi zararlh etkiler giiniimiizde ve gelecekte toplum sagligi

acisindan oldukg¢a 6nemlidir (6).

DNA’daki hasar dilizeyinin Ol¢lilmesinde kullanilan en yaygin d&lgme
yontemlerinden birisi olan “Tek Hiicre Jel Elektroforezi” hassas, basit ve hizli bir gorsel
floresan teknigidir. Teknik, hiicrelerde cesitli ajanlarin indiikledigi DNA hasart ve
onarim  bozukluklarinin  tayini amaciyla genetik toksikolojiden molekiiler
epidemiyolojiye kadar pek ¢ok alanda kullanilmakta olup “Comet Yo6ntemi” olarak da
adlandirilmaktadir (7).

Bu tez ¢alismasi ile yoremizden elde edilen propolisin farkli konsantrasyonlarda
hazirlanmis ekstraktlarinin gama radyasyon ile uyarilmis fibroblast hiicre serileri

tizerindeki olas1 radyoprotektif etkisinin comet yontemi ile incelenmesi amaglanmastir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Propolis

Bal arilari, gerek yasamlari, gerekse olusturduklari degerli iiriinler ile insanlarin
ilgisini cekmistir. Insanlarin dengeli ve saglikli beslenmesinde énemli bir yeri olan bal
iriinii yaninda; propolis, polen, ar1 siiti ve ar1 zchiri gibi birgok hastaligin
tyilestirilmesinde tarihin eski caglarinda oldugu gibi giiniimiizde de tip alaninda
alternatif trtinler kullanilmaktadir (1). Propolis, eski Yunan’da pro (6n, giris) ve polis
(sehir) anlaminda, bal arilarinin kovan savunmasi ile ilgili madde anlaminda

kullanilmigtir. Diger bir ad1 ise bee glue’dir (1,8).

4.1.1. Propolisin Arilar Tarafindan Yapimi ve Kullanimi

Bal arilari (Apis mellifera L.) aga¢ kabuklarindan, bitkilerin filiz, dal ve
tomurcuklarindan toplayarak arka bacaklarindaki polen sepetgiklerinde biriktirdigi
recinemsi maddeleri ve bitki 6z sularini, basi ile toraksi arasinda bulunan bezlerden
salgilamig oldugu aktif enzimlerle karistirip pelet haline getirir. Pelet 6n ve orta
bacaklarin yardimiyla ve bacak hareketleri ile arka bacaklardaki polen sepet¢iginde
paketlenir. Polen sepet¢igi yeteri kadar propolis ile dolduruldugunda kovana tasinir.
Propolis, geng isci arilar tarafindan 25-30 dakikada bosaltilir ve hemen gerekli yerde
kullanilir (9-11).

Bal arilar1 propolisi, kovanda olusan ¢atlak ve yariklarin kapatilmasi, girig
deliginin kiigiiltiilmesi, yavru yetistirmek {izere hazirlanan petek hiicrelerinin
cilalanmasi1 ve kovan catlaklarindan suyun buharlasip kaybolmasini engelleyerek kovan
ici olmasi gereken nem orani koruyabilmek, kovanda oldiiriilen yabanci boceklerin
kokusmasinin engellenmesi ve bakteriyel kontaminasyonun Onlenmesi gibi pek ¢ok
amagcla kullanmaktadirlar (2). Sekil 1’de ar1 peteklerinin kenarlarindaki propolis

kalintilar1 goriilmektedir.



Propolisin kaynagimi olusturan bitkiler kavak (Populus spp.), kaym (Fagus
sylvatica), hus (Betula alba), kestane (Castanea sativa), atkestanesi (Aesculus

hippocastanum), akca agag (Alnus glutinosa) ve gesitli kozalakl agaglardir (12).

Sekil 1. Ar peteklerinin kenarlarindaki propolis kalintilart

Propolis insanlarin dikkatini tibb1 agidan binlerce yil 6nce ¢ekmis ve bu dogal
tiriin eski caglarda Avrupa ve Kuzey Afrika’da, Misir, Yunan ve Romalilar tarafindan
yaygin olarak kullanilmigtir. Nitekim {inlii Yunan filozofu Aristo arilarin ¢aligmasini
saydam kovan kullanarak incelemek istemis, ancak kovanin koyu renkte mumsu
maddeler ile kaplanarak saydamligini yitirdigini bildirmistir. Bu maddenin propolis
oldugu tahmin edilmektedir. Geleneksel hekimlikte yaygin olarak kullanilan ve
Hipokrat, Heredot, Aristo ve diger antik donem bilginleri tarafindan 6vgii ile s6z edilen
propolis, cok eski c¢aglardan bu yana insanlar tarafindan ya g¢esitli hastaliklarin
tedavisinde ya da etkilerinin azaltilmasinda kullanilmigtir. Propolis ilk kez Yunanlilar
tarafindan kesfedilereck dogal bir antibiyotik olarak kullanilmigtir. Maisirlilar,
hastaliklarin tedavisinde ve 6liilerin mumyalanmasinda, Yunanlilar ve Romalilar da deri
apselerini iyilestirmede yiizyillarca ilag olarak kullanmislardir. Ibranice eski
vasiyetnamelerde Tzori olarak gegmektedir ve tedavi edici Ozelliklerinden
bahsedilmektedir. Ibni Sina, ak balmumu ve kara balmumu olarak iki ¢esit bal mumu
oldugunu ayirt etmistir. Ibni Sina’nin siyah balmumu olarak ifade ettigi seyin propolis

oldugu yaptig1 ¢aligmalarda yeterince aciktir. Avrupa’daki on ikinci yiizyil kayitlari,



propolisin medikal preparatlarinin agiz ve yara enfeksiyonlarin tedavisi ve dis saglig
icin kullanimindan bahsetmektedir. ikinci Diinya Savas: sirasinda yaralarin tedavisinde

propolis kullanilmustir (9,12-14).

Eski zamanlardan giiniimiize kadar farmakolojik 6zellikleri nedeniyle insanlar
tarafindan kullanilan propolis 1960 yillarinda bilim adamlarinin dikkatini ¢ekmis ve son
40 yilda pek g¢ok arastirmaci propolisin kimyasal kompozisyonu, biyolojik aktivitesi,
farmakolojik ve tedavi edici Ozellikleri iizerine yaymlar yapmistir. Bu konudaki ilk
caligmalar Ghisalberti tarafindan 1978 yilinda yayinlanmistir. Bu ¢alismalardan 20 yil
sonra propolisin su, metanol, etanol, eter ve vyag -ekstraklarinin antioksidan,
antigenotoksik,  antibakteriyel,  antimikrobiyal,  antifungal,  antienflamatuar,
antimutajenik, antitiimoral, immiinostimiilan, radyoprotektif ve diger faydali biyolojik
etkileri ve kimyasal yapisina ait degerli bilgiler ortaya konulmustur (2,3,14-20). Dogal
bir Giriin olan propolis ozellikle antibakteriyel etkisi sebebiyle agiz ve dis sagligini

koruyucu dis macunlari, gargaralar ve dis ipi ylizeylerinde kullanilmaktadir (8,21).

4.1.2. Propolisin Fiziksel Ozellikleri

Propolis sogukta kat1 ve kirilgan, sicakta ise yumusak ve ¢ok yapiskan olup, 15—
25 °C arasinda ise mum gibi elastik bir yapidadir (17). Genel olarak 60—69 °C arasinda
bir erime noktasina sahiptir (13). Rengi toplandig yoreye ve kaynagina bagl olarak sar1
yesilden koyu kahverengine kadar degisir (22). Suda az erirken, % 95’lik alkolde biiyiik
olgiide erir. Eter, kloroform, aseton ve diger organik ¢oziiciilerde ise kismen erir (17).

Sekil 2’de propolis 6rnekleri gosterilmistir.



Sekil 2. Propolis ornekleri

4.1.3. Propolisin Kimyasal Ozellikleri ve Icerigi

Propolis kimyasal ag¢idan son derece karmasik bir yap1 gostermekte ve bu 6zelligi
toplandigi bolgenin bitki oOrtlisiine gore degisebilmektedir (1). Avrupa, Kuzey Amerika
ve Asya’nin tropik olmayan bolgeleri gibi karasal iklime sahip bolgelerde kavak tiirleri
propolisin baglica kaynagidir, ancak kavagin yetismedigi yerlerde arilar baska propolis
kaynaklar1 aramaktadir, 6rnegin Rusya’da Hus agaglari (Betula verrucosa), Brezilya’da
Baccharis tiirleri propolis kaynagi olabilmektedir (22). Islenmemis propolisin toplandig1
kaynaga gore cesitlilik gosteren bilesiminde, %50 regine, % 30 balmumu, % 10
esansiyel ve aromatik yaglar, % 5 polen ve % 5 organik artiklari da igeren gesitli diger
maddeler bulunmaktadir (23).

Kimyasal analizler, propolisin kompozisyonunda en az 300 bilesenin varligina
dikkat ¢ekmektedir. Bu organik bilesenlerin arasinda, fenolik bilesikler ve esterleri,
flavonoidlerin her formu (flavonoller, flavonlar, flavononlar, dihidroflavonoller ve
kalkonlar), terpenler, beta-steroidler, aromatik asitler, aromatik aldehitler ve alkoller,
seskuiterpenler, stilben terpenler ve kafeik asit fenil esteri (CAPE) bulunmaktadir (24).
Propolisin igeriginde mangan, ¢inko, bakir, kursun, nikel, kobalt, krom, kalay,
kalsiyum, fosfor, potasyum, sodyum, klor, demir, magnezyum, molibden, aliiminyum,

silisyum, civa, flor gibi pek ¢ok mineral de bulunmaktadir. Mangan ve ¢inkonun diger



elementlere gore daha fazla miktarda bulundugu tespit edilmistir. Propolisin vitamin
icerigi ise diistik olup B1, B2, B6, C, E, nikotinik ve pantotenik asit degisik miktarlarda
bulunmaktadir. Ayrica propolis igerisinde sayilar1 8-17 arasinda degisen serin, glikol,
alanin, triptofan, fenilalanin, 16sin, lizin, sistin, histidin, arjinin, prolin ve glutamik asit
gibi aminoasitlerde bulunmaktadir (9). Tablo 1’de propoliste bulunan baslica bilesenler

Ozetlenmistir (25).

Tablo 1. Propoliste bulunan baslica bilesenler

Bilesenler Ana Maddeler Miktar (%)
Flavonoidler
. Terpenler
Rec¢ine .
Kumarinler 45-55

Fenolik asitler ve esterleri

Mum ve yag asitleri Arilardan veya bitkilerden ¢oklu doymamis yag asitleri 25-35

Esansiyel yaglar Ucucu bilesenler 10
Proteinler

Polen Serbest aminoasitler 5

Vitaminler (A, B, C, E, PP, vs)

Eser elementler (Cu, Mn, Fe, Zn, Al, Ag, Ca, Mg, Co, vs)
Ketonlar
. Laktonlar
Diger maddeler . 5
Kinonlar
Steroidler

Sekerler

4.1.4. Propolisin I¢eriginde Bulunan Flavonoidler

Propolisten izole edilen Dbilesenlerin en genis grubunu flavonoidler
olusturmaktadir ve propolisin biyolojik aktivitesinin 6nemli bir kismindan
sorumludurlar (26). Bugiine kadar propolisten 38’den fazla flavonoid izole edilmistir
(13). Flavonoidlerin saglik tizerindeki etkileri son yillarda 6n plana ¢ikmis, halka
yapilarinin ve hidroksil gruplarmin 6zellikle antioksidan ve radikal yakalama
fonksiyonlart nedeniyle dikkat ¢ekmeye baslamislardir. Bu 6zellik, flavonoidlerin
hidroksil gruplarinin pozisyonu ve sayilari ile iliskilidir. Flavonoidlerin in vivo/in vitro

olarak yapilan calismalarda kansere karsi koruyucu bir¢cok mekanizmada goérev aldigi



goriilmiistiir. Bunlar; 0Ostrojenik/antiostrojenik aktivite, antiproliferasyon, hiicre
siklusunun durdurulmasiin ve apoptozisin indiiksiyonu, oksidasyonun engellenmesi,
deoksifikasyon enzimlerinin indiiksiyonu, immun sistemin diizenlenmesi ve hiicre i¢i
sinyal iletimindeki degisikliklerdir (27,28). Flavonoidler alkilleyici ajanlara, polisiklik
aromatik hidrokarbonlara, radyoaktif kimyasallara ve diger mutajenlere/karsinojenlere
kars1 antigenotoksik aktiviteye sahiptir (13). Tablo 2’de propoliste bulunan polifenoller

ve diger bilesikler 6zetlenmistir (29).

Tablo 2. Propolisin i¢erisinde bulunan polifenoller ve diger bilesikler

Dihidro- ~ Sinnamik
Flavonlar Flavonoller Flavononlar asit Digerleri
Flavoneller .. .
tiirevleri
Apigenin Kaempferol Pinosembrin Pinobaksin Ferulik asit 11-Farnesenol
Akasetin Kaempferid Sakuranetin (seskiterpen)
Baisetin Galangin Isosakuranetin Pinobaksin Kafeik asit B-karyofilen
Krisin Isohamnetin -3-asetat Terpinkol
Luteolin Ramnetin p-Kumarik (terpenoid)
Tektokrisin Mirisetin Pinobanksin- asit Benzoik asit
Fisetin 7-metil eter Syringaldehit
Rutin (diterpenikasit)

Protocate huikasit
(benzoik asit
tiirevi)
Vanillin
(benzaldehit
tiirevi)

4.1.5. Propolisin Farmakolojik Ozellikleri

Propolisin halk arasinda kullanimi tarihin eski c¢aglarina kadar dayanir. Halk
hekimleri en ¢ok antiseptik, antibakteriyel, antiinflamatuar ve rejeneratif amaglarla
cesitli harici ve dahili hastaliklarin tedavisinde dogal bir ilag olarak kullanilmistir.
Propolis ¢ok eski zamanlardan beri kullanilsa bile propolis hakkinda klinik ¢aligmalarla
ispatlanmis bilgilere ihtiyag vardir. Son 40 yil boyunca, propolisin kimyasal
kompozisyonu, biyolojik aktivitesi, farmakolojisi ve tedavi edici kullanimlar1 hakkinda
cok sayida yayin yapilmistir. Propolis, immunomodiilator, antitiimdr, antimikrobiyal,

antiinflamatuar, antioksidan gibi birtakim biyolojik ve farmakolojik 6zellikleri ile bilim
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adamlarinin ilgisini ¢ekmekte ve dogal iiriin propolis igeren iriinler bugiin ilag

endiistrisi ve saglik irlinleri arasinda yer almaktadir (2,22,30).

Propoliste yer alan farmakolojik aktiviteye sahip en 6nemli bilesenler flavonlar,
flavonoller ve flavononlar ile c¢esitli fenolik maddeler ve aroma maddeleridir.
Flavonoidler, renk olusumunda biiyiik rol oynarlar. Biyolojik polimerlere baglanma
afiniteleri, agir metal iyonlarin1 baglama, elektron transportunun katalizleme ve serbest
radikalleri yakalama yetenekleri sebebiyle propolisin biyolojik aktivitelerinin
cogunlugunun flavonoidlerden kaynaklandigi diistintliir. Propolisin antibakteriyel,
antifungal, antiviral, antimutajenik, antikarsinojenik, lokal anestezik, antiinflamatuar,
antioksidan, hepatoprotektif, immiinostimiilatdr, radyoprotektif ve sitostatik etkileri

tamimlanmustir (11,18,24,31).

Flavonoidler antioksidan etkilerini reaktif oksijen, azot ve klor tiirlerini dogrudan
yakalayarak ve antioksidan enzim sistemlerini aktiflestirerek gosterirler. Son yillarda
yapilan ¢alismalar ile flavonoidlerin DNA (tek-gift zincir kirnigi, seker ve baz
rezidiilerinin oksidasyonu, kromozomal aberasyon ve mutasyon gibi) ve hiicrelerdeki

diger bilesenleri oksidatif hasara kars1 korudugu gosterilmistir (15).

Propolisin antibakteriyel etki gdsteren aktif bilesenleri pinocembrin, galangin,
kafeik asit, benzil ester, sakuraretin ve pterostilben’dir. Antibakteriyel etki bakteriyel
RNA polimeraz inhibisyonuna baglanmaktadir (8). Antiviral etkiden sorumlu bilesenler
kafeik asit, lutseolin ve kuersetin’dir. Ar1 propolisi, kovani zararli bakterilerden,
viriislerden ve mantarlardan korudugu i¢in degisik bolgelerden elde edilen propolis
ornekleri benzer antimikrobiyal etki gosterir (11). Propolis antimikrobial aktivitesini
cogunlukla, Gram pozitif (Staphylococci, Strepthococci spp., S.aureus, Enterococcus
spp., Corynebacterium spp., Bacillus cereus ve B. subtilis) ve Gram negatif bakteri (E.
coli, K. pneumoniae, P. vulgaris ve P. Aeruginosa Mycobacterium tuberculosis),
Helicobacter pylori, protozoa (T. cruzi), fungi (Candida albicans) ve viriislere (HIV,

Herpes viriisleri veya influenza viriisleri) kars1 gosterir (24).
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Propolis antiinflamatuvar etkinligini, trombosit agregasyonunu Onleyerek;
prostoglandinler ve l16kotrienler gibi eikozanoidlerin sentezini inhibe ederek ve histamin
gibi inflamasyonda rol oynayan mediatorlerin salinimini engelleyerek olusturdugu one
strilmistiir. Propolis ekstraklarinin dihidrofolat rediiktaz enzimini inhibe ederek
antiinflamatuvar etki olusturdugu ve bu enzim iizerindeki inhibisyonun CAPE'ye bagl
oldugu belirtilmektedir (32).

Propolisin en onemli etkilerinden biriside karsinostatik etkidir. Karsinostatik
etkiden sorumlu olan en 6nemli bilesik CAPE’dir. CAPE’nin adenoviriis transforme rat
embriyo fibroblastlarinin g¢ogalmasini engelledigi ve segici olarak sitotoksik etki
gosterdigi goriilmiistiir. Bununla beraber insan tiimor hiicrelerinin de c¢ogalmasini

mitojenik uyaran tarafindan indiiklenen oksidatif siireci inhibe ederek engelleyebilir (2).

Propolis igeriginde bulunan metil kafeat, fenil etil kafeat ve fenil etil dimetil gibi
CAPE’nin etkisiyle kemoproflaktik etki gosterir. Bu maddelerin ii¢liniin de azoksi metil
ile olusturulan kolon kanseri iizerine inhibitdr etkisi gosterilmistir. Insan kolon
adenokarsinomunda bu maddelerin trozinproteinkinaz enziminin etkisini engelledigi

gosterilmistir (2).

Propolis, radyasyonun indiikledigi apopitoza karsi radyoprotektif etki gosterir.
Radyasyona bagl ortaya ¢ikan erken ve ge¢ etkileri tedavi etmek her zaman miimkiin
olamadigr icin yan etki olusumunu Onleyebilecek ajanlarin gelistirilmesi Onem
kazanmistir. Ortaya ¢ikan hasarlarin biiyiik oranda serbest radikal kaynakli oldugu ve
antioksidan maddeler kullanarak olumsuz etkilerin kismen Onlenebilecegi ¢esitli
deneysel caligmalar ile ortaya konulmustur. Amifostin, 2-aminoetilisotiyolironiyum
bromit/hidrobromit (AET), defosforile amifostin (WR-1065) gibi bir¢cok radyoprotektif
etkisi bilinen maddeler toksik yan etkileri sebebiyle sinirli medikal kullanima sahiptir.
Iyonlastiric1 radyasyonun olusturdugu genetik hasara kars1 etkili, nontoksik, radikal
yakalayict bilesikler biyiik ilgi goérmektedir (16). Propolisin yapisinda bulunan
bilesiklerin farmakolojik aktiviteleri Tablo 3’de 6zetlenmistir (11,24,33-36).
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Tablo 3. Propolisin yapisinda bulunan bilesiklerin farmakolojik aktiviteleri

Bilesik

Farmakolojik Aktivite

Acacetin

Apigenin

Atrepilin C (Brezilya propolisi)
Baicalin

Benzoik asit

Bisabodol

Dikeafeoilkuinik asit tiirevleri
Diterpenik asitler

Galangin

Hesperitin
izopentil ferulat
Kaempferid
Kaempferol
Kafeikasit
CAPE

Kaffeoilkuinik asit tiirevleri
Krisin

Kuersetin

Naringin
Pigenin

Pinobanksin / Pinobanksin-3-
asetat

Pinocembrin

Pinostrobin

Prenillenmis p-kumarik
Propol (Brezilya propolisi)
Rutin

Antiviral, antioksidan, antiinflamatuar
Antitilser

Antitimor

Antigenotoksik

Bakteriyostatik, bakterisid

Antipiretik

Gigli antioksidan

Antibakterial, sitotoksik

Antiinflamatuar, antioksidan, antiviral, antibakterial,
hepatoprotektif

Antitilser

Antiviral

Spazmolitik, anti-mycobacterium phlei

Antiviral, antitilser

Antibakterial, antifungal, antiviral, antiinflamatuar

Antiinflamatuar, antibakterial, antitimor, hepatoprotektif,
antikanser

Immunomodulatér, hepatoprotektif
Antiinflamatuar, antiviral

Antiviral, antibakterial, antihistaminik, antiiilser, kapiller
giiclendirici

Antitilser
Antiviral

Antibakteriyel, antifungal

Antibakterial, antifungal, lokal anestezik
Lokal anestezik

Antibakterial, sitotoksik

Gig¢li antioksidan

Antiviral

4.2. Radyoaktifligin tamim

Ik kez 1895 yilinda Wilhelm Conrad Réntgen, iizeri siyah kaplanmis Crookes

tipli ile karanlik bir odada deney yaparken, deney tiipiinden uzakta baryum platin

siyaniir kaplanmis levhada floresans ad1 verilen 1ginimlarin oldugunu fark etti. Rontgen,
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X-1511 adint verdigi bu kesfi ile ilgili birgok deney yapt1 ve tarihteki ilk tibbi X-151m
radyografisini bu deneyleri sirasinda gerceklestirdi. 1986 yilinda gelindiginde konu ile
ilgili 1000’den fazla makale ve 50’den fazla kitap yayimlanmist1 (37). 1896’da Henri
Becquerel, uranyum tuzundan bazi tiir 1smmimlarin yaymnlandigimi gozledi ve bu
isinimlara Bequerel 1sinlar1 adin1 verdi. Bu isim daha sonra bircok maddelerce
yayinlanan farkli radyasyon tiplerini de ihtiva edecek sekilde degistirildi. Uranyumdan
baska bazi maddelerinde radyasyon yaydigi gozlendi ve bu olaya radyoaktivite isimi
verilirken bu sekilde 1s1mim yayan elementlerede radyoaktif element denildi (38).
1898’de Marie Curie ve Pierre Curie radyoaktif elementler olan polonyum ve radyumu
kesfetti ve yaptiklari ¢caligsmalarla radyoaktif maddelerin daha iyi agiklanmasini sagladi.
Birka¢ yil sonra Ernest Rutherford alfa (), beta (8), gama (y) isinlarini tanimladi.
Atomla ilgili radyasyon ve ozelliklerini inceleyerek radyasyonun yapisinin daha iyi
anlagilmasini sagladi ve 1911 yilinda atom ¢ekirdeginin varligint 6nerdi. Rutherford’un
bu Onerisinin kabuliiyle beraber yeni gelismelerin glinlimiizde de hala devam ettigi bir

bilim alani ortaya ¢ikt1 (37,39).

Radyasyon; I¢ doniisiim gegiren atomlar tarafindan yayimlanan, boslukta ve madde
icerisinde hareket edebilen enerji olarak tanimlanir. Bu yolla enerji veren elementlere
radyoaktif elementler adi verilir. Bir radyoaktif cekirdegin bir baska cekirdege
doniismesi olaya desintegrasyon, yapay olarak bir ¢ekirdekten bagka bir ¢ekirdek elde
edilmesi olayma da transmiitasyon denir. Bu sirada, ¢ekirdekten pargaciklar ve enerji
dalgalar1 ortaya ¢ikar (40). Bir atomun kararlilig1 ¢ekirdek i¢indeki nétron ve proton
sayilart ile iligkilidir. Notron/Proton orani I’e ne kadar yakinsa ¢ekirdek aynmi oranda
kararlidir. Elementlerde N/P orami 1-1.5 arasinda iken kararlililk gorilir. Hafif
elementlerin N/P oram1 1°dir ve bu gekirdekler kararlidir. Agir elementlere gidildikce
nétron sayist proton sayisini asar. En agir kararli ¢ekirdek bir bizmut izotopudur (Bi—

209); sonraki elementler N/P orani 1.5’dan biiyiik olan radyoaktif elementlerdir (41).

Radyasyon, yiiksek hizda partikiillerin ve elektromanyetik dalgalarin enerjisidir ve
tirtine gore iki sekilde smiflandirtlir. Bunlar partikiiler ve elektromanyetik
radyasyonlardir. Partikiiler radyasyon; belli bir kiitle ve enerjiye sahip ¢ok hizli hareket

eden minik pargaciklar ifade eder. Elektromanyetik radyasyon, belli bir enerjiye sahip
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ancak kiitlesiz radyasyon g¢esididir. Bunlar, enerjinin uzayda 1sik hiziyla titreserek
tasinmasi anlamina gelir (42,43). Elektromanyetik dalgalarin tiimiiniin dalga boylarina
ve enerji diizeylerine gore smiflandirildigl tabloya elektromanyetik spektrum adi

verilmektedir (44). Elektromanyetik radyasyonun enerji spektrumu Sekil 3’de

gosterilmigtir.
- — Enerji Artar
Kisa dalgaboyu Uzun dalgaboyu
107%m 10 72m 10%m 10°m 103 m
10°nm 107 nm 1nm 10°nm 10° nm Tm 10°m
Gamma 1$inlari Xisinlan Mor &tesi l] Kirmizictesi Mikro dalgalar Radyo dalgalan
10%4Hz 10%2Hz 10°Hz 10'8Hz 10'Hz " Rl : 10'?Hz  10"Hz 10%Hz 10°Hz 10°Hz 10°Hz
Yuksek frekans N Duslik frekans
F Gorsel 1simm 4
Mor  Mavi Yegil 8 r 5
7 X 10" Hz 4 X 10"Hz

Sekil 3. Elektromanyetik radyasyonun enerji spektrumu

Radyasyon enerjisine gore de iki gruba ayrilir. Bunlar, iyonlagtirict ve iyonlastiric

olmayan radyasyonlardir.

a. Iyonlastiric1 radyasyon: Yiiksek enerjili radyasyon olarak da tanimlanir ve
atomdan elektron koparabilen, dolayisiyla iyonize edebilen radyasyon tiiriidiir. Diger bir
ifadeyle madde ile etkilestiginde elektrik yiiklii parcaciklar veya iyonlar olusturan
radyasyonlar iyonlastirici radyasyon olarak tanimlanir. Bunlar radyoizotoplarin

parcalanmasi ile olusan a, £, y-1sinlari, nétronlar ve yapay olarak olusturulan X-1g1nidir.

b. Iyonlastirict olmayan radyasyon: Diisiik enerjili radyasyon olarak da tanimlanir
dolayisiyla etkilestigi materyal i¢indeki atomlar1 yeteri kadar enerjisi olmadigi i¢in
iyonize edemez ve sadece uyarmakla yetinir. Ultraviyole (UV), kizilétesi, radyo

dalgalari, mikrodalgalar seklinde siniflandirilir (42,44).
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4.2.1. Tyonlastiric1 Radyasyonun Biyolojik Etkileri

Iyonlastirict radyasyon soguruldugunda hiicre igerisindeki ¢ok ©nemli makro
molekiillerde dogrudan ve dolayli hasara yol agar (5). Iyonize radyasyonlarm canlilarda
biyolojik bir etkiye yol agabilmesi icin sahip olduklari enerjinin, canliy1 olusturan hiicre
ve dokular tarafindan absorbe edilmesi ve dokularda dagilmasi gerekir. Iyonlastirict
radyasyonlarin canlida olusturdugu etkileri ii¢ basamakta siralamak miimkiindiir.
Iyonize radyasyon enerjisinin canli dokuya transferi sonucunda, dokuyu olusturan atom
ve molekiillerde meydana gelen iyonlasma ve uyarilma, radyasyon etkisinin ilk
kademesi olan fiziksel kademeyi olusturur. Hiicre igerisindeki ¢ok Onemli makro
molekiillerde olusan dogrudan hasar bu kademede gerceklesir. Bunu izleyen kimyasal
kademede, hasar gérmiis atom ve molekiiller diger hiicresel yapilar ile reaksiyona
girerek serbest radikalleri meydana getirirler ve radyasyonun dolayli etkilerinin ortaya
¢ikmasina neden olurlar. Organizmada radyasyonun etkisi ile olusan bu tiir molekiiler
degisiklikler, son kademe olan biyolojik kademeyi baslatir. Bu kademede c¢esitli

hasarlara yol agan enzimatik reaksiyonlar meydana gelir (5,42).

Radyasyonun organizmaya olan etkileri akut ve kronik sekilde olmaktadir (6). Her
hiicre tipinin radyasyona duyarliligir farklidir. Sik boéliinen ve andiferansiye olan
hiicrelerin (over ve testisin germinal hiicreleri, hematopoetik sistem hiicreleri,
gastrointestinal sistem epitel hiicreleri) duyarliligi fazla iken, boliinmeyen ve {ist
diferansiasyon gosteren hiicrelerin (karaciger, bobrek, kartilaj, kas, sinir hiicreleri)
duyarliligi daha azdir (45). Akut etkiler insanda radyasyona maruz kalindiktan kisa bir
stire sonra klinik bulgular ile ortaya ¢ikmaktadirlar. Bunlar merkezi sinir sistemi,
gastrointestinal ve hematopoietik sendromlardir. Sendromlarin ortaya ¢ikisi absorbe
edilen dozla iliskilidir. Bu sendromlar bir siire sonra bireyi 6liime gotiiriir. Radyasyonun
kronik etkileri ise hiicrenin Oliimiine yol agmayan ancak genetik materyallerinde
onarilamayan bozukluklara neden olan olaylar sonucunda ortaya ¢ikarlar. Kanser yapict

etkisi ve genetik etkisi ve bunlara 6rnektir (6).
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4.2.2. Tyonlastirict Radyasyonun DNA Uzerindeki Etkileri

DNA iizerinde olusan hasarlar genel olarak iki grupta incelenebilir (46).

A. Kendiliginden degisimler sonucu olusan hasar
a) Yanlis eslesme
b) Bazlarin kimyasal yapisinda kendiliginden meydana gelen degisimler
1- Keto-enol tautomerizasyonu
2- Bazlarin deaminasyonu
c) Baz kayb1
d) Oksidatif hasar
B. Cevresel hasar
a) DNA hasarina yol acan fiziksel etkenler
1- Iyonlastiric1 radyasyon
2- UV
b) DNA hasarina yol agan kimyasal etkenler
1- Alkilleyici maddeler
2- Capraz baglayicilar
3- Elektrofilik reaktanlara metabolize edilen kimyasallar

Iyonlastirici radyasyon, DNA iizerinde ki kimyasal baglarin kopmasimna neden

olarak hasar olusturur. Mutasyon olarak adlandirilan bu genetik hasarlar hiicre
tarafindan tamir edilemez ise, hiicreyi Oliime gotiiren siireci baglatan metabolik
degisiklikler meydana gelir. Bu etki nedeniyle iyonlastirici radyasyonlar, devamli hiicre
cogalmasi ile kendini gosteren kanser hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir. Ancak,

saglam doku hiicrelerindeki genetik hasar hiicrenin 6liimiiyle sonu¢lanmazsa yillar

sonra kansere neden olabilmektedir (47).

Iyonlastiric1 radyasyonlar dogrudan olarak DNA zincirinde kirilmalar ve hiicre

igindeki molekiillerle etkilesimi sonucu olusan oksijen radikalleri ile dolayli hasar
olusturur (5). Iyonlastiric1 radyasyonun dogrudan etkisi sonucu DNA molekiiliindeki

seker-fosfat baglarinin kopmasi ile zincir kiriklart meydana gelebilir. Radyasyon
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darbesiyle zincirlerden yalniz birinde iki niikleotid arasindaki bag yikilmigsa olusan
hasara tek zincir kirigr (SSB) denir. Bu kiriklar molekiilde kalici ve siirekli olmayan
hasarlar meydana getirmeleriyle bilinirler. Daha sonra bu hasarlar onarim
mekanizmalariyla tamir edilebilir. DNA molekiiliinde dogrudan etki ile meydana gelen
diger 6nemli hasar ¢ift zincir kirigr (DSB)’dir. SSB olusan bolgenin karsi zincirinde de
meydana gelen SSB sonucu olusur. Eger kiriklar tam karsilikli noktalarda degilse fakat
birbirine uzakliklar1 birkag baz ¢ifti kadar ve aradaki hidrojen baglar1 molekiilii bir
arada tutacak kadar kuvvetli degilse DSB olusabilir. Karsilikli zincirlerdeki SSB’leri
birbirlerine daha uzak ve bu aradaki hidrojen baglari molekiilii bir arada tutabilecek

kuvvetteyse bu kiriklar daha sonra onarilabilir (48).

Dolayli etki, iyonlastirici radyasyonun su ile etkilesimi sonucu meydana gelen
serbest radikaller ile hasar olusturmasidir. Hiicreler biiyiik oranda sudan olustugundan,
radyasyon enerjisinin su molekiilleri tarafindan absorblanma olasiligi ¢ok yiiksektir (5).
Suyun radyolizi ile hidrojen peroksit (H,0,), molekiiler hidrojen (H,), hidrojen radikali
(H"), hidroksil radikali (OH"), hidroperoksil radikali (HO,"), siiperoksit radikali (O,")
olusur (5). Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa
omiirlii, kararsiz, molekiil agirligi diisiik ve ¢ok etkin molekiiller olarak tanimlanir (49).
Serbest radikaller DNA, protein, lipid, karbonhidratlar gibi biyomolekiillerle etkilesime
girebilir ve oksidatif DNA hasarina neden olarak mutajenik ve karsinojenik etki
olusturabilirler (4). Canlilarin somatik ve genetik ozellikleri kromozomlarda tagindigi
icin radyasyonun DNA {izerinde meydana getirdigi zararli etkiler gliniimiizde ve

gelecekte toplum sagligi agisindan oldukga 6nemlidir (6).

4.2.3. Radyoprotektif Ajanlar

Radyoprotektif etki ve radyoprotektif ajan terimleri ilk olarak 1942 yilinda Dale
tarafindan tanimlanmistir. Dale enzimleri kullanarak deney hayvanlar1 {izerinde
caligmalar yapmistir. insanlarda kullanilabilecek radyoprotektif etkili ajanlara yonelik
ilk calisma ise 1949 yilinda Patt ve arkadaslar1 tarafindan gerceklestirilmistir. Sicanlarla
yapilan denemelerde 6liimciil dozda 1sinlamadan 15 dakika 6nce intravendz yolla stilfiir

igeren sistein aminoasidi uygulamasinin kobaylarin yasam siirelerinde belirgin bir artis
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sagladigini  gostermistir.  1957°de  ABD  Savunma Bakanligi’'nca baglatilan
radyoprotektif ajanlarin gelistirilmesine yonelik ¢alismalarda etki giicli bakimindan ¢ok

sayida etkili ajan bulunmustur (50).

4.2.3.1. Radyoprotektif Etki Mekanizmalari

Radyoprotektif etki mekanizmalariin altinda kullanilan ajanlarin kimyasal ve
biyolojik etkileri yatmakla beraber bu konuda bir¢ok teori ileri siiriilmiistiir. Bunlar:
radyasyon hasar1 sonucu olusan serbest radikallerin yakalanmasi, hedef molekiillere
hidrojen atomu baglanmasi, karisik disiilfid bilesiklerinin olusumu, endojen
radyoprotektorlerin salinmasi, biyokimyasal sok etkisi ile hiicre bdliinmesinin

yavaglatilmasi, dokularda hipoksi gelisiminin uyarilmasidir (51).

Iyonlastiric1  radyasyonun radyasyonun absorblanmasi sonucu eksitasyon/
iyonizasyonu olusur ve kimyasal ve biyolojik etkiler ortaya ¢ikar. Bu etkilesim hiicre
icerisindeki makromolekiillerde veya su molekiillerinde goriilebilir. Etkilesime gore
radyasyonun etkileri dogrudan veya dolayli olarak ikiye ayrilir. Radyasyonun dogrudan
etkisinde radyasyon dogrudan biyolojik hedef molekiillerle (DNA, enzim vb.)
etkilesime girerek, enerjisini dogrudan olarak transfer eder. Dolayli etkilesimde,
hiicrelerin biiyiik oranda su molekiilii icermesi nedeniyle, suyun hidroliziyle aciga ¢ikan
serbest radikaller diger hiicre molekiilleriyle reaksiyona girer. Dolayli gergeklesen
etkilesim radyobiyolojik a¢idan dogrudan etkilesimden daha Onemlidir ve memeli
hiicrelerinde iyonlastirici radyasyonun olast etkilerinin %70’ini dolayl1 yolla gosterdigi
diistiniilmektedir. Serbest radikaller oksijen molekiilleri ile de etkilesime girerler ve bu
etkilesimler sonucunda gerek hidrojen gerekse bazi organik molekiillerin peroksit
radikalleri olusur ve bunlar biyolojik agidan son derece aktiftirler. Oksijen varligiyla,
s0zl gegen peroksit radikallerinin olusum sikligindaki artig, bu etkinin mekanizmasi

olarak kabul edilir (52).

Radyoprotektdr ajanlar, radyasyon etkisiyle olusan hidroksil, siiperoksit ve
hidroperoksil radikali gibi su metabolitlerini okside ederek bunlarin diger hiicre igi

yapilarla etkilesime girme yeteneginden yoksun kararli yapili bilesiklerin olugmasin
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saglayarak etki gosterebilirler. Bu mekanizma sayesinde serbest radikallerin yasamsal
oneme sahip hiicresel molekiiller {izerindeki olumsuz etkisi biiyiik o6l¢iide
stirlandirilmis olur (50,51). Diger bir radyoprotektif etki mekanizmasi, serbest radikale
hidrojen atomu baglanmasidir. R-H seklinde sembolize edilen bir molekiiliin radyasyon
etkisiyle radikal metabolitine donlismesi halinde, koruyucu etkili ajan, radikal
metabolitin yapisina bir hidrojen atomu ekleyerek kararli yapidaki R-H formunun

yeniden olugmasini saglar (50).

Aminotiyol bilesiklerinin radyoprotektif etkisi deney hayvanlari iizerinde yapilan
pek c¢ok c¢alismada gosterilmistir. Aminotiyollerin koruyucu etkisi, radyasyona
maruziyet sonrasinda hiicresel proteinlerin yapisindaki siilthidril bilesiklerinde okside
ve rediikte formda siilfiir atomlarinin olusumu iizerinden gerceklesir. Okside ve rediikte
formlarin birlikteligine karigik disiilfidler adi verilir ve aminotiyollerin yapisindaki
stilthidril gruplarinin hiicresel proteinlerdeki siilfidril gruplariyla reaksiyona girmesi
sonucunda olusur. Disiilfidler serbest radikal tarafindan saldiriya ugradiginda siilfiir
atomlarindan birisi indirgenir digeri ise yiikseltgenir. Indirgenen siilfiir atomunun
proteine ait olmasi halinde aminotiyol bilesiginin siilfiir atomu yiikseltgenir. Bu durum
hiicresel proteinin serbest radikal hasarindan %50 oraninda korunmasi anlamina gelir.
Ayrica aminotiyoller, DNA molekiiliine baglanmalar1 halinde geri doniistimlii olarak
replikasyonu inhibe eder ve genetik materyalin yapisini stabil vaziyette tutar. Bu durum

DNA yapisindaki bozulmanin diizeltilmesine yonelik faaliyetler i¢in zaman kazandirir.

Bir diger mekanizma oksijenin, oksidasyon siirecinde tiiketilmesi ve 06zellikle
hiicre i¢i ortamda oksijen doygunlugunda bir diisiisle beraber oksidasyonun azalmasi
seklinde gelisir. Nitekim yapilan ¢alismalarda ortamin hipoksik hale getirilmesinin
radyoprotektif etkili olabilecegi ve/veya aminotiyol bilesikleri gibi ajanlarin koruyucu

etkilerine katkida bulunabilecegini gostermistir (50).

Cok az bilinmekle beraber olasi mekanizmalardan bir digeri de koruyucu etkili
ajanin, hiicre i¢i geri doniisiimsiiz bir hasar meydana geldiginde, diizeyleri azalmis olan
yasamsal Oneme sahip molekiillerin yerine gecerek biyokimyasal siiregleri idame

ettirmesidir. Ayrica koruyucu etkili ajanlar, 1sinlama ya da diger yollardan gelisen
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hiicresel strese bagli olarak hiicresel metabolizmay1r yavaglatmak suretiyle

radyorezistans egilimi arttirabilirler (50).

4.2.3.2. Radyoprotektif Ajanlarin Siniflandirilmasi

Prasad’a gore radyoprotektif ajanlar baslica 4 grupta incelenirler:

i) Tiyol bilesikleri: Bu grupta sistein, sisteamin, sistamin, AET ve 2-
merkaptoetilguanidin bulunur. Siilfhidrilaminler viicut 1sisint ve fizyolojik pH’y1
diisiirebilen potent radyoprotektif etkili ajanlardir. Memelilerde hiicreleri radyasyon
hasarina duyarli kilan oksidasyon ve rediiksiyon gibi biyokimyasal reaksiyonlarda,
aminotiyol bilesiklerinin koruyucu etkilerine katkida bulunmak {izere bazi endojen
kaynakli maddeler de gorev alabilir. Bu maddelerin en tipik 6rnegi glutatyondur.
Viicutta normal sartlarda yiiksek diizeylerde bulunan glutatyon, sistein ve sisteamine
benzer sekilde serbest radikalleri baglayarak etkisizlestirebilir ve bir radyoprotektif
etkinlik gosterebilir (50).

i) —SH radikali iceren diger bilesikler: Yapisinda —SH radikali bulunduran
yiizlerce bilesik test edilmis ancak bunlardan sadece tiyotire, tiyourasil, ditiyokarbamat,

tiyazolin, siilfoksit ve siilfonlarin radyoprotektif etkili oldugu gosterilmistir (50).

iii) Farmakolojik ajanlar: Bu grupta morfin, eroin gibi analjezikler, asetilkolin,
metakolin gibi kolinomimetikler, adrenalin, noradrenalin, dopamin, seratonin, alkol vb.

gibi radyoproektif etkinlige sahip bilesikler bulunmaktadir (50).

iv) Diger radyoprotektif ajanlar: Bu grupta siyaniir, ATP, adenozin ve cAMP
gibi niikleik asit tiirevleri, eritropoetin, CO, vitamin-C, vitamin-E, glutatyon,
hidroklorik merkaptoetilamin, amifostin, sodyum hidrojen S-(2-aminoetil) fosforotiyoik
asit, S-2-(3-aminopropilamino) propilfosforotiyoik asit gibi radyoprotektif etkili bircok

ajan bulunmaktadir (50).
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Tiyol bilesigi olan amifostin, kesfedildigi giinden itibaren radyasyona kars1
koruyucu etkinligiyle tedavi ve profilakside kullanilan FDA tarafindan onaylanmis tek
radyoprotektif ilagtir. 1959 yilinda Amerika Ordusuna bagli Walter Reed Ordu
Aragtirma Enstitiisii tarafindan gelistirilmistir. Bu enstitii tarafindan tanimlanan ve tiyol
iceren biitiin bilesikler Walter Reed’in kisaltmasiyla “WR” 6n eki ile adlandirilmistir.
Bu bilesiklerin iyonlastirict radyasyon ve kemoterapi ajanlar1 tarafindan olusturulan
serbest radikalleri yok etme potansiyeli vardir. Organik bir tiyofosfat olan amifostin;
normal dokularda alkalen fosfataz ile aktif sekli olan WR-1065’¢ defosforile olur ve bu
sekliyle normal doku igine girer. Amifostinin defosforilasyonu Sekil 4°de gosterilmistir.
WR-1065 normal hiicre igine girdikten sonra yine serbest radikal temizleme ozelligi
olan metabolitlerine doniisiir. Yapisindaki fosfor amifostini inaktif formda tutarken,
siilfiir ise bilesige serbest radikal temizleme Ozelligi kazandirir. Fosfat grubunun
uzaklagsmast sonucu olusan -SH grubu serbest radikalleri yakalayarak etkinligini
gosterir. Bu etkinin malign dokular yerine belirgin olarak saglikli dokularda goriilmesi
amifostini radyoterapi ve kemoterapi gibi klinik uygulamalarda degerli kilmaktadir (51-
54).

*H;N—CH;- CH;- CHy NH,*- CH;~ CHy- S—PO,%
Alkalen fosfataz

*H,;N—CH;- CH;- CHy NH—CH; CH;- S

Sekil 4. Amifostinin alkalen fosfataz ile aktiflenmesi.

Hemapoetik biiyiime faktorleri ve interlokin-7, interlokin-11, graniilosit-koloni
uyarict faktorli, kok hiicre faktordi, graniilosit makrofaj koloni uyarict faktori gibi
sitokinler, antiapopitotik sitokin kombinasyonlari, keratinosit biiyiime faktorii gibi
epiteliyal hiicre spesifik biiyiime faktorleri radyasyona kars1 kok hiicreleri ve dolayisiyla

da hematopoezi uyarmak suretiyle koruyucu etki gosterdigi ifade edilmektedir (54).

Immiinomodiilatdrler, deney hayvanlarinda yapilan calismalarda, radyasyona

maruziyet halinde yasam siiresini uzattigr ortaya konulmus olan yeni radyoprotektif
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etkili ajanlar grubudur. Endotoksinlerden arindirilmis liyofilize bakteriyel ekstrakt olan
Bronco-Vaxom isimli radyoprotektif etkili immiinomodiilator ajan, hematopoetik kok
hiicrelerinin biiyiik kismini hiicre siklusunun nispeten daha radyorezistan faza gecisini
uyararak ve/veya radyasyona maruziyet sonrasinda kok hiicre popililasyonunun sayisini
arttirarak radyoprotektif etki olusturur. Bir diger immiinomodiilatér olan amonyum
trikloro (dioksietilen-0-0") tellurat, koruyucu etkisini interlokin-1, interlokin-6, TNF-a

ve c-kit ligand gibi ¢esitli sitokinlerin {iretimini uyararak gosterir (50).

Radyoprotektif etki mekanizmalarinin incelendigi calismalarda, poliamin
bilesiklerinin de serbest radikalleri baglamak suretiyle DNA molekiiliinde radyasyon ile
iliskili SSB ve DSB’ye karst koruyucu etki olusturabildigi goriilmiistiir. Putresin,
spermin ve spermidin normal sartlarda biitin memeli hiicrelerinde bulunan dogal
poliamin bilesikleridir ve s6z konusu koruyucu etkinlik bakimindan spermin ve
spermidinin etkisi, putresine goére daha yiiksek bulunmustur. Stobadin, piridoindol
yapisinda antioksidan etkili bir ajandir. Farelerde yapilan g¢alismalarda stobadinin
DNA’da tamir siirecini hizlandirdig1 ve ayn1 zamanda hidroksil radikallerini baglayarak

gama 1s1n1 kaynakli kromozomal anomali gelisimini 6nledigi goriilmistiir (50).

4.3. Serbest Radikaller

Serbest radikallerin kimyasal olarak mevcudiyeti konusunda, yaklasik 100 yil
once bir sonuca ulagilmakla birlikte, varliklart ilk 30-40 yil boyunca diinya capinda
kabul gormemistir. Yirminci ylzyilin ikinci yarisimin biiyiik bir kisminda, reaktif
oksijen tiirevlerine, doku hasar1 ve hastaligina yol agan bir tiir biyokimyasal oksitleyici
ajan goziyle bakilmistir. Yirmi birinci yiizyila girerken reaktif oksijen biyokimyasi bir

disiplin olarak olgunlasmis ve biyomedikal bilimler arasindaki 6nemi yerlesmistir (55).

Serbest radikaller, hiicresel metabolizma sirasinda veya ekzojen ajanlarla
meydana gelen kimyasal triinlerdir. Bu iriinler hiicrelerde DNA, protein, lipid,
karbonhidratlar gibi biyomolekiillerle etkilesime girmekte ve sonucta meydana gelen
oksidatif DNA hasar1 mutajenite, karsinojenite ve yaslanmaya yol agmaktadir (4).

Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa dmiirlii, kararsiz,
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molekiil agirhi@ diisiik ve ¢ok etkin molekiiller olarak tanimlanir (49). Cesitli fiziksel
etkenler ve kimyasal olaylar nedeniyle hiicresel kosullarda devamli bir radikal yapimi

vardir. Serbest radikaller baslica {i¢ temel mekanizma ile meydana gelirler:

1- Kovalent baglarin homolitik kirilmasi: Yiiksek enerjili elektromanyetik
dalgalar ve yiiksek sicaklik kimyasal baglarin kirilmasina neden olur. Kirilma sirasinda
bag yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar iizerinde kaliyorsa, bu tiir
kirilmaya homolitik kirilma denir ve her iki atom iizerinde de paylasiimamis elektron
kalir. Organik molekiillerdeki baglarin heterolitik kirilmas1 durumunda zit yiiklii iyon

ciftleri olusur ve bu tiirler de reaktiftir.

AB—A"+B’

2- Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi: Kovalent bagi olusturan her
iki elektron atomlarin birinde kalir. Boylece serbest radikaller degil iyonlar meydana

gelir.

AB—A"+B"

3- Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi: Radikal 6zelligi tagimayan
bir molekiile, bir elektron transferi ile dis orbitalinde paylasilmamis elektron tasir hale

gelirse, bu indirgenme radikal olusumuna neden olur (56).

A+e - A7

Serbest radikaller zincir reaksiyonlari olusturabilen kuvvetli reaktif trlinlerdir
(57). Serbest radikaller hidroksil, siiperoksit, nitrik oksit ve lipid peroksit radikalleri gibi
degisik kimyasal yapilara sahiptir. Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller,
oksijenden olusan radikallerdir ve bunlara reaktif oksijen tiirleri (Reactive Oxygen
Species, ROS) adi verilmektedir (4,49). Tablo 4’de oksijenden ve nitrik oksitten olusan

baglica reaktif tiirler verilmistir. Kimyasal olarak radikal yapisina sahip olan tiirler
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paylasilmamis elektron igeren atom iizerine konulan nokta ile belirtilmiglerdir. Nitrojen

oksit tiirlerinin ¢gogu paylasilmamis elektron igermeseler bile ¢ok reaktiftirler (56).

Tablo 4. Oksijenden ve nitrik oksitten olusan baslica reaktif tiirler.

Tiir Ad1 Tiir Adi
0, Singlet oksijen NO” Nitrik oksit
o, Stiperoksit NO,* Nitrojen dioksit
H.0, Hidrojen peroksit NO,+ Nitril Katyonu
OH" Hidroksil radikali NO Nitroksil
ROO" Peroksi radikali NO+ Nitrozil
ROOOH  Hidroperoksit ONOOQO"  Peroksinitrit
RO’ Alkoksi radikali ONOO"  Peroksinitrit radikali
ROOR Endoperoksit N,O4 Dinitrojen trioksit
HO," Hidroperoksit radikali N,O4 Dinitrojen tetroksit

Mitokondrilerdeki oksijenli solunumda oldugu gibi birgok anabolik ve katabolik
islemler sirasindaki reaksiyonlarda molekiiler diizeyde elektron kagislar1 olurken
radyoaktivite, travma, ila¢ kullanimi gibi durumlarda da ROS’lar olusur. ROS’larm in

vivo ortamdaki kaynaklar1 asagida 6zetlenmistir (58).

| - Normal biyolojik islemler
1 - Oksijenli solunum
2 - Katabolik ve anabolik islemler
Il - Oksidatif stres yapict durumlar
1 - Iskemi - hemoraji - travma - radyoaktivite - intoksikasyon
2 - Ksenobiotik maddelerin etkisi
a-) inhale edilenler
b-) Aliskanlik yapan maddeler
c-) ilaglar
3 - Oksidan enzimler
a-) Ksantin oksidaz
b-) Indolamin dioksigenaz

c-) Triptofan dioksigenaz
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d-) Galaktoz oksidaz
e-) Siklooksigenaz
f-) Lipooksigenaz
g-) Monoamino oksidaz
4 - Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu
5 - Fagositik inflamasyon hiicrelerinden salgilanma (nétrofil, monosit,
makrofaj, eosinofil, endotelyal hiicreler)
6 - Uzun stireli metabolik hastaliklar

7 - Diger nedenler: Sicak soku, giines 1s1n1, sigara

4.3.1 Serbest Radikal Tiirleri

4.3.1.1. Siiperoksit Radikalleri

Canlilarda olustugu ilk gosterilen radikal siiperoksit radikalidir (56). Oksijene tek
elektron transferi ile olusan siiperoksit radikali zayif bir oksidandir. Dogrudan
metabolizma sirasinda veya 1sinlanma gibi fiziksel nedenlerle olusabilir ve metallerin
veya enzimlerin katalizlemesi ile diger molekiillerle etkileserek sekonder ROS’larin
olusmasina sebep olur (59). Siiperoksit radikalleri ortamdaki O, ve H,O, demir
varliginda etkileserek oldukca reaktif olan hidroksil radikallerini olugturmaktadir. Bu

reaksiyon Haber-Weiss reaksiyonudur (57).

O,+e— 0Oy

H,O, + 0" > OH + OH + O,

4.3.1.2. Hidroksil Radikalleri

Biyolojik sistemlerin tanidigi en reaktif tiir olan hidroksil radikalleri, su dahil
ortamda rastladigi her biyomolekiille diflizyon limiti hizi ile tepkimeye girer. Bu

nedenle 10 saniyeden daha kisa bir émiire sahiptir. Biyolojik ve kimyasal sistemlerde

tiretilebilen hidroksil radikali canlilarda iki mekanizma ile olusabilir:
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1. Iyonlastiric1 radyasyonun etkisiyle sulu ortamda su molekiillerinin iyonlagmasi
ile gergeklesir.

2. Hidrojen peroksidin eksik indirgenmesi ile olusur. Bu sckilde olusan OH’
iiretimi, viicutta bu radikalin en 6nemli kaynagidir. H,O;’in iki elektron ile indirgenmesi
ile su olusurken, tek elektronla indirgenmesi OH" yapimina neden olur. Fe, Cu gibi
metal iyonlar1 varliginda katalizlenen bu reaksiyon Fenton reaksiyonu olarak

adlandirilir (56,60).

Fe*? + H,0, — Fe™® + OH + OH’

Cu" + H,0, — Cu'” + OH + OH"

4.3.1.3. Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit serbest radikal olmayan bir oksidandir. Stiperoksit radikalinin,
hidrojen ile reaksiyona girmesiyle H,O, olusur. Bu reaksiyona dismutasyon reaksiyonu
denir (61). Olustuktan sonra yari omiirii uzun olmakla beraber ¢ok uzak mesafelere
difiize olabilir.

20," + 2H" — H,0; + O,

Gecis metalleri varhiginda Fenton reaksiyonu ile kuvvetli reaktif olan OH’

radikalleri meydana gelir (60).

Fe™ + H,0, — Fe™® + OH

Hidrojen peroksit, siiper oksit radikalleri ortamdaki O, ve demir varliginda
etkileserek oldukca reaktif olan hidroksil radikallerini olusturmaktadir. Bu reaksiyona
Haber-Weiss reaksiyonu denir (57). Glinlimiizde hidroksil radikalinin {iriin olarak agiga
¢iktig1 bilinen bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu denir ve hiicrede meydana gelen

ROS’lerinin pek ¢ogunun olusumundan sorumlu tutulmaktadir (55).
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H,O, + O, —» OH" + OH + 0O,

4.3.1.4. Singlet Oksijen

Singlet oksijen normal oksijenden ¢ok daha hizli bir biyolojik molekiildiir. Singlet
oksijen molekiilii yapisinda iki adet ¢iftlenmemis elektron tasir. Ozellikle karbon-
karbon ¢ift baglar1 singlet oksijenin tepkimeye girdigi baglardir. Singlet oksijen hiicre
membranindaki poliansatiire yag asitleriyle dogrudan reaksiyona girerek lipid
peroksitlerin olusumuna yol acar. Giines 1518in1n polimerler gibi birgok organik molekiil

tizerindeki hasar verici etkileri siklikla singlet oksijene dayandirilmaktadir (57,58).

4.3.2. Serbest Oksijen Radikallerinin Etkileri

Serbest radikaller, hiicresel metabolizma sirasinda veya ekzojen ajanlarla
meydana gelen kimyasal iirlinlerdir. Bu {riinler hiicrelerde DNA, protein, lipid,
karbonhidratlar gibi biyomolekiillerle etkilesime girmekte ve sonuc¢ta meydana gelen
oksidatif DNA hasar1 mutajenite, karsinojenite ve yaslanmaya yol agmaktadir (4).
DNA’daki in vivo oksidatif hasarin varligi 1980°1i yillara kadar saptanamamustir. 1981
yilinda Frenkel ve arkadaslari ince tabaka kromatografisi teknigini kullanarak fare
karacigerinin DNA’sinda oksidatif hasar sonucu timidin glikol olustugunu
gostermiglerdir (55). ROS ¢ogu hastaliklarin primer sebebi olmasa da patogenezlerinde
rol oynayabilir ve doku hasarimi arttirabilir. Birgok hastalikta artmig ROS, primer
bozukluga ikincil olarak olusur ve ardindan patogenezde yer alir (62). Giiniimiizde
hemen her hastaligin bir dereceye kadar oksidatif strese bagli oldugu kabul edilmektedir
(55). Iskemi/reperfiizyon hasari, Parkinson hastalifi, Alzheimer hastaligi, karaciger
rahatsizliklari, romatolojik hastaliklar, akut renal yetmezlik, diyabet, anfizem/bronsit,
kanser, yaslanma, serebrovaskiiler bozukluklar gibi durumlarda ROS etkilidir (62).
ROS, hiicre zarlariin fosfolipid, glikolipid, gliserid ve sterol yapisindaki doymamis yag
asitleriyle reaksiyona girerek peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan

ve pentan gibi ¢esitli lipid peroksidasyon tirtinlerini olustururlar (49).
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4.3.3. Serbest Radikallerin DNA Uzerindeki Etkileri

DNA, yasam boyunca hiicresel metabolitler ve ekzojen ajanlar tarafindan stirekli
olarak degisimlere maruz kalir. Genetik materyalin molekiiler biitiinliiglinde endojen
veya ekzojen faktorlerin etkisiyle meydana gelen tiim degisiklikler genotoksisite olarak
adlandirilir. DNA hasari, hiicrenin yagami boyunca yaygin olarak goriilen ve mutasyon,
kanser, yaslanma ve sonugta hiicre 6liimiine yol acabilen bir olaydir. Serbest oksijen
radikalleri DNA hasarina neden olur. ROS, hiicresel solunum, fagositoz, hiicre
yaralanmasi ve bazi enzimatik reaksiyonlar esnasinda endojen olarak tiretilebildigi gibi;
cesitli kimyasallar, hava kirliligi, sigara dumani ve iyonlastirici radyasyon gibi ¢evresel

faktorler tarafindan da olusturulabilmektedir (4,46).

Viicutta dogal metabolik yollarla olusan serbest radikaller normalde radikal
pargalayan antioksidan sistemlerle ortadan kaldirilmaktadir (4). Yani saglikli bir
organizmada oksidan diizeyi ve bunlar etkisizlestirme giicli bir denge igindedir (62).
Ancak, c¢esitli nedenlerle ROS artmasi ve etkisizlestirme mekanizmalarinin
(antioksidan) yetersiz kalmasi sonucu oksidatif stres adi verilen bir dizi patolojik olay
meydana gelmektedir. Oksidatif stresin, farkli mekanizmalar ile DNA iizerinde
piirin/pirimidin bazlar1 ve deoksiriboz-fosfat iskeleti hasarlari, SSB, DSB, abazik
bolgeler, DNA-protein ¢apraz baglanmasi gibi bir takim lezyonlara neden olarak hasara
yol ac¢tig1 bilinmektedir (4,57). DNA hasari, ile olusan bu degisimler tek hiicreli
organizmalarda hiicresel o6liime veya c¢ok hiicreli organizmalarda dejenerasyon ve
yaslanmaya sebep olabilir (4). ROS’nin neden oldugu 100’den fazla oksidatif DNA
hasar1 tanimlanmistir. DNA hasarlariin 20°den fazlasi oksidatif baz hasar {iriiniiniin
olusmasindan kaynaklanmaktadir (4,63). DNA’nin deoksiriboz iskeletinin oksidasyonu
baz salinimint ve DNA zincir kiriklarii indiiklerken, oksidatif baz modifikasyonlari

mutasyonlara yol agar (46).

Yapilan gesitli arastirmalar siiperoksit anyonunun ve onun dismutasyonu ile
olusan hidrojen peroksitin dogrudan DNA ile etkileserek baz oksidasynuna veya zincir
kiriklarina yol agmadigin1 ancak geg¢is metal iyonlar1 varliginda Fenton reaksiyonu ile

olusan hidroksil radikallerinin DNA hasar1 olusturdugunu gostermistir. Ayrica beyinde
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arginiden sentezlenen ve kan basincinin kontroliinde rol oynayan NO', siiperoksit
anyonuyla reaksiyona girerek peroksinitrit (ONOO’) anyonunu olusturur. ONOO
protonlanarak kuvvetli bir oksidan olan peroksinitroz asidini olusturur buda DNA

hasarina sebep olur (46).

Elektron yoniinden zengin olan piirin ve primidin heterosiklikleri alkali ajanlar,
halojenler, okside edici ajanlar gibi elektrofiller igin birinci hedeftir (64). Hidroksil
radikalleri pirimidin bazlar1 ile reaksiyona girerek birgok okside fiiriin meydana
getirebilir (65). Primidinlerin 5C, 6C konumlari kimyasal degisikliklerin en sik
goriildigii bolgedir (64). 5,6-dihidroksitimin (timin glikol) en ¢ok caligilan okside
primidin bazlarindandir. Timin glikol, hidrojen peroksit, iyonlastirici radyasyon,
potasyum permanganat gibi ajanlara maruziyetten sonra en yaygin meydana gelen
lezyondur ve DNA’nin ¢ift sarmalli yapisinda bozulmaya yol acar (66). Timin glikol,
hiicre icinde olustuktan 24 saat sonra kandan temizlenerek idrara geger. Idrarda bulunan
deoksitimin glikol diyet kaynakli degildir. Idrar timin glikol diizeyi de oksidatif DNA
hasarinin bir belirteci olarak degerlendirilebilir (46). Hidroksil radikallerinin sitozin
bazina saldirmasiyla sitozin glikol olusur. Sitozinin N4 amino grubu hidrolitik
deaminasyona kars1 hassastir (64). Sitozin glikol ¢ok kararsiz oldugu igin deaminasyon
ile urasil glikole veya dehidrasyon ile 5-hidroksisitozine doniisiir. Urasil glikol de
dehidrasyona ugrayarak 5-hidroksiurasile doniisebilir (66). Sekil 5’de pirimidinlerde
olusan ¢esitli oksidatif DNA hasarlar1 gosterilmisitir (64).

NH 0 (o] o} (0]
N)\ﬂ/OH m/‘ﬁ/c% HNJT((:;:? HN %Tf HN OH
A oy o™y 0Py o o7 on

dR dR dR dR dR
S-hydroxy-C 5,6-dihydro-T  5-hydroxy-5,6-dihydro-T thymidine glycol uridine glycol

o) 0 ]
OH OH
H HN Hr/l:)/
1 I 1
drR dR dR

5,6-dihydro-U  5-hydroxy-5,6-dihydro-U  5-hydroxy-U

Sekil 5. Primidinlerde olusan gesitli oksidatif DNA hasarlar1
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Hidroksil radikalleri DNA’nin piirin bazlari ile C4, C5 ve C8 pozisyonlarindan
reaksiyona girerek sirasiyla C4-OH-, C5-OH-, ve C8-OH-piirin radikallerini
olusturmaktadir (65). Guanin bazinin imidazol halkasinin C8 konumunun oksidasyona
ugramasi ile DNA oksidasyon tiriinleri igerisinde en ¢ok olusan ve en mutajenik olan
7,8-dihidroksi-8-oksoguanin (8-oksoG) olususur (46). 8-oksoG halka agilmasini takiben
indirgenerek ve yiikseltgenerek Fapy Guanin olarak adlandirilan 2,6-diamino-4-
hidroksi-5-formamidoprimidini olusturur (65). Guaninin hidroksil radikali ile olusan ara
tirlinlerin dehidratasyonu veya guaninin deprotonasyonu ile olusan guanin radikali
imidazolon ve oksazolon iriinlerini olusturur (64). 8-OH guaninin, G=EC—-T=A
mutasyonuna neden oldugu g¢esitli ¢alismalarla ortaya konmustur. Karsinogenez ile
arasinda dogrudan korelasyon oldugu in vivo olarak gozlenmistir (46). Sekil 6’da Fapy

Guanin olusum mekanizmalar1 goriilmektedir.

Haika o
ngik HL/UINH«CHO .
H,N \N "‘: o
HN)INH-CHO
i N red. H L n H HZNJ%N o
Hi\)i or | ) NJ‘:INXOH Fappy guanin
HaN™ Sy~ N NN Hele
H . ! ! H : aciiarak
OH radikalinin C-8'de 7-hidro-8-hidroksiguanin
guanine baglanmas arsr =
=

N
Hl [ H-om
H;N \N n
8-hidroksiguanin
Sekil 6. Fapy Guanin olusum mekanizmasi
DNA hasarinda adeninin hidroksillenmesi daha az goriilmekle beraber guanine
benzer sekilde adenin bazinin imidazol halkasinin C8 pozisyonuda oksidasyona karsi

olduk¢a duyarlidir. Oksidasyona ugrayarak 7,8-dihidro-8-oksoadenin olusur ve tipki
guaninde oldugu gibi 5-formamido-4,6-diaminoprimidine doniisebilir (64-66).
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4.3.4. DNA Tamir Mekanizmalari

DNA’da ¢evresel etmenlerle veya kendiliginden olusan hasarlar g¢esitli DNA
onarim mekanizmalari ile onarilir veya hiicrenin programli 6liimiine neden olur (67).

Hiicrede DNA hasarina kars1 dort nemli yanit olusur (68). Bunlar:

1. Hasarli DNA’nin ¢ikarilarak DSB’nin  dogru bir sekilde yeniden
yapilandirilmasi (DNA onarimi),

2. DNA hasart kontrol noktalarinin aktivasyonu ile hiicre dongiisiiniin
ilerlemesinin engellenmesi, bu sekilde hasarli genetik materyalin tamirine imkan
saglanmasi1 ve hasarli kromozomlarin genetik gecisinin dnlenmesi,

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

4. Ciddi olarak hasar gormiis hiicrelerin elenmesi (apopitoz)’dir.

Canli organizmalarda dogrudan DNA onarimi, niikleotid (NER) ve baz eksizyon
onarim1 (BER), rekombinasyonel onarim gibi ¢esitli DNA onarim mekanizmalari

tanimlanmistir (67).

DNA hasarinin en yikict sekli DSB’dir ve onarilmazsa kromozomlarin
kirilmasina, hiicre Oliimiine kadar varan sonuclar dogurabilir. Yanlis onarilirsa
kromozom translokasyonuna ve kansere sebep olur. DSB’ye neden olan en onemli
eksojen ajan iyonlastirict radyasyondur. Ayrica radon bozunumu ve antikanser ilaclar da
etkilidir. DSB olusturan endojen ajanlar ise serbest radikaller olusturan oksidatif
metabolizma ve V(D)J rekombinasyonudur. DSB, genetik bilgi korunarak, homolog
DNA ile rekombinasyon araciligiyla tamir edilebilir. Ayrica homolog bir kromozomdan
faydalanmaksizin DNA uglar1 biyokimyasal olarak da baglanabilir. Tek zincirdeki basit
kiriklar DNA ligaz tarafindan onarilir. Ancak, DNA ligaz, sadece, 5'-fosfat ve 3'-
hidroksil gruplarina sahip uglar birlestirebilir. Kirtk DNA uglar1 baglanamadig:
durumda genetik bilgi kayb1 meydana gelir (69).
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DNA’daki kimyasal olarak degismis, yanlis eslesmis veya uygun olmayan bazlar
eksizyon tamiri ile genomdan kesilir ve yerlerine dogru dizideki bazlar koyularak tamir

edilir. Eksizyon tamiri, BER ve NER olmak {izere ikiye ayrilir (63).

BER yanlis yerlestirilen ve hasarli bazlar1 uzaklagtirmak i¢in kullanilan onarim
mekanizmasidir. BER sirasinda hasarli bazlar serbest baz olarak kesilir ve ¢ikartilir. Her
yanlis baz tipine 6zgiin bir¢ok yolak vardir. Bu yolaklar son iki basamagi ortak olmak
iizere ii¢ adimdan olusur. Ilk 6nce yanlis bazin uygun bir DNA N-glikozilaz tarafindan
uzaklastirilmasi ve bir apiirinik/apirimidinik (AP) bolge olusturulur. Daha sonra hasarl
DNA’ya AP bolgesinin 5' ucuna dogru AP endoniikleaz tarafindan centik atilarak AP
bolgesine komsu bir 3'-OH ucu olusturulur. Son olarak da AP bdlgesinin kesilip
cikarilarak uzaklastirilir ve DNA polimeraz tarafindan dogru niikleotid yerlestirilerek
zincirin ligasyonu ile onarim tamamlanir. BER ile iyonlastirici radyasyon, ROS ve

monofonksiyonel alkilleyici ajanlar ile olusan baz hasarlari tamir edilir (63,69).

NER mekanizmasinda ise hasarli bazlar oligoniikleotid fragmanlar1 olarak kesilir.
NER 20’den fazla proteinin gorev aldigi bir kesme ve yapistirma mekanizmasidir. Bu
mekanizmanin ilk basamagi, hasarin taninmasi ve hasarli zincirin 24-32 bazlik kisminin
oligoniikleotid olarak cikartilmasidir. Bu basamagi, DNA zincirinin DNA polimeraz-|
ile uzatillarak boslugun doldurulmas: ve ligasyon basamagi izler. NER mekanizmasi

siklobiitan pirimidin dimerleri gibi biiyiik DNA adiiktlerininin tamirinde gorev alir (63).

4.3.5. Antioksidan Savunma Sistemleri

ROS, normal hiicresel metabolizma sirasinda veya dis etkenler araciligr ile de
meydana gelebilir. Oldukc¢a dayaniksiz ve aym1 zamanda reaktif olan bu molekiiller,
hiicredeki diger molekiillerle etkilesime girerek oksidatif stres meydana getirirler (55).
ROS zararlarina karsilik viicuttaki farkli dogal savunma sistemleri serbest radikalleri
kontrol altinda tutmaktadir. Yani saglikli bir organizmada oksidan diizeyi ve bunlar
etkisizlestirme giicli bir denge i¢indedir. Bu sistemler farkli hiicrelerde ve farkli serbest

radikaller iizerinde rol oynadiklari igin birbirlerini tamamlayic1 niteliktedir (62,70).
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Serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlar1 dnleyen, serbest radikalleri yakalama

ve stabilize etme yetenegine sahip maddelere antioksidan adi verilir (70).

Antioksidanlar, hem dogrudan, hem de dolayli olarak serbest radikal
reaksiyonlarinin istenmeyen etkilerine karsi hiicreleri koruyan maddelerdir (49).
Antioksidanlar mekanizmalarina gore, birincil ve ikincil antioksidanlar olmak {izere
ikiye ayrilmaktadir. Birincil antioksidanlar; mevcut radikallerle reaksiyona girerek bun-
larin daha zararli formlara doniismelerini ve yeni serbest radikal olusumunu G6nleyen
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatiyon peroksidaz (GPx) ve katalaz (CAT) gibi enzim
sistemleridir (70). SOD’un yapisinda bakir, ¢inko ve manganez; GPx’de ise selenyum
iyonu bulundugundan bu enzimler metaloenzim olarak da adlandirilirlar. ikincil
antioksidanlar enzim yapisinda olmayan, vitamin-C, vitamin-E, glutatyon, irik asit,
bilurubin, karetonoidler, flavonoidler ve polifenoller gibi serbest oksijen radikallerini

yakalayan ve radikal zincir reaksiyonlarini kiran bilesiklerdir (58,59).

4.3.5.1. Antioksidan Etki Mekanizmalari

Antioksidanlar yiikseltgenebilen maddeler oldugundan zincirleme reaksiyonu
koparmalar sirasinda kendileri ylikseltgenerek bozunurlar. Bu nedenle antioksidanlar
yalniz smirli bir zaman i¢in okside olmas1 muhtemel maddeyi koruyabilir ve belli bir
noktadan sonra madde ortamda hi¢ antioksidan yokmus gibi yiikseltgenmeye devam
eder. Antioksidanlarin kimyasal aktiviteleri yani indirgeme potansiyelleri onlarin
serbest radikal yutucu olarak gostermis olduklari potansiyel ile ifade edilir (71). Bir

antioksidanin aktivitesi su esaslara baglhdir;

1- Radikal siipiirme yetenegi: Ozellikle enzimatik reaksiyonlar araciligiyla ve
serbest radikalleri yakalama veya daha az etkili molekiillere ¢evirme islemidir. Tiyol
gruplar1 igeren enzimler hiicresel antioksidanlardir. Fenolik bilesiklerde radikal
yakalayici etki gosterirler.

2- Hidrojen veya elektron dondr araci olarak goéstermis oldugu aktivite yani

indirgeme potansiyellerine bagli olan bastirici etkidir. Bilirubin, vitaminler, vb.
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3- Metal kelatlama potansiyeli: Siiperoksit radikali ve hidrojen peroksit 6zellikle
serbest demir ve bakir iyonu varliginda hidroksil grubu gibi daha tehlikeli radikallere
dontisebilir. Bu durumda demir ve bakir iyonlarmin bagli duruma getirilerek
antioksidan etki olusturulabilir. E ve C vitamini, transferrin, seruloplasmin, aloumin vb.

4- Zincir kirict etki: Serbest radikal iireten kimyasal reaksiyonlart durdurarak
etkinlik gosterebilirler. SOD, GPx, CAT, E ve C vitamini vb.

5- Onaric1 etki: Lipid, protein ve DNA gibi yapilarda olusmakta olan biyolojik
molekiiler hasar1 rejenere ederek etki gosterebilirler. Baz1 polifenolik bilesikler, BER
mekanizmasinda gorev alan 8-0x0G DNA glikosilaz-1, AP endoniikleaz ve DNA
polimeraz-f gibi DNA tamir enzimlerinin aktivitelerini ve ekspresyonlarini
indiikleyerek anioksidan etki gosterirler.

6- Endojen savunmay: arttirma: SOD gibi antioksidan enzimler ile enzimatik
olmayan antioksidanlarin sentezini arttirarak etinliklerini gdsterebilirler. Or: E vitamini

(58,70-73).

4.4, DNA Hasarini Belirlemede Kullanilan Yontemler

Fiziksel ve kimyasal ajanlarin etkisiyle DNA iizerinde SSB, DSB, alkali labil
bolgeler ve DNA adductlar1 olusur. Genetik materyal {izerinde olusan bu hasarlar tamir
edilemediginde DNA sekans degisiklikleri, kromozom aberasyonlar1 ile sonuglanabilen
tek veya birden fazla niikleotid degisiklikleri ve bunlarin sonucu olarak da
rekombinasyon, mutasyon, doku hasari, yaslanma, kanser olusabilmektedir (74). Son
yillarda DNA hasarlarinin belirlenmesi i¢in ¢cok sayida kimyasal ve biyokimyasal testler
gelistirilmistir (4,7). Bunlar immunokimyasal teknikler, kapiller elektroforez, comet
testi, florometrik DNA unwinding analizi (FADU), kardes kromatid degisim yontemi
(SCE), mikroniikleus ydntemi (MN), ¥P post labeling élciim teknikleri, alkalin eliisyon
testi ve kromatografik teknikler (HPLC-ECD, GC-MS, LC-MS, LC-MS-MS) seklinde
siralanabilir (4). DNA’daki hasar diizeyinin 6lglilmesinde kullanilan en yaygin 6lgme
yontemlerinden birisi olan comet yontemi, hassas, basit ve hizli bir gorsel floresan
teknigidir. Comet yontemi, hiicrelerde cesitli ajanlarin indiikledigi DNA hasar1 ve
onarim  bozukluklarimin  tayini amaciyla genetik  toksikolojiden  molekiiler

epidemiyolojiye kadar pek ¢ok alanda kullanilmaktadir (7).
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4.4.1. Comet Analizi

DNA’nin kismi olarak c¢oziinmesine izin veren hafif alkali kosullar altinda
preparat iizerindeki agarozda hiicrelerin liziz edilmesi ve gomiilmesi ile bu hiicrelerdeki
DNA hasarimi ilk belirleyenlerin Rydberg ve Johanson oldugu bilinmektedir.
Notralizasyondan sonra akridin oranj ile DNA’y1 boyamislar ve DNA’daki hasarin
boyutunu fotometre ile yesil floresansin (DSB go6steren) kirmizi floresansa (SSB
gosteren) orani olarak belirlemisler ancak bu teknik ¢ok yaygin olarak kullanilmamistir
(7). llerleyen zaman igerisinde hiicrelerdeki DNA hasar tespitinde duyarlilig
gelistirmek i¢in 1984 yilinda Ostling ve Johannson hiicrelerde gama radyasyondan
sonra notral sartlarda DNA hasarini ¢alismak i¢in gelismis bir mikro-elektroforetik
yontem uygulamislardir (75). Bu uygulamada agarozda siispanse edilen radyasyona
maruz kalmig hiicreler lam iizerine yayilarak, yiliksek tuz ve deterjanla lize edilmis ve
ardindan elektroforeze tabi tutulduktan sonra DNA baglayici floresan boya olan akridin
oranjla boyanmislardir. Sonucta kirik iceren DNA’larin gevsedigini, kirilmis DNA
fragmanlar1 nedeni ile elektrik yiik kazandigin1 ve ¢ekirdekten anota dogru go¢ ederek
kuyruklu yildiz goriiniimiinii vermesinden dolay1 hasarli hiicreleri comet olarak
adlandirmislardir. Yine kuyruk uzunlugu DNA hasarini saptamak i¢in Ol¢iilmiis ve
kuyruk uzunlugunun radyasyon dozunun bir fonksiyonu oldugu belirlenmistir (7).
Arastirmalar sonucunda nétral deney sartlarinin denatiirasyonu hizlandirmadigr ve
bunun sadece DSB taninmasina yol actig1 gézlenmistir. Bu ise genotoksisite hakkinda
daha az hassas sonuglar elde edilmesine yol agmustir (75). Konu tizerinde ¢aligmalar
devam etmis ve 1988’de Singh ve arkadaslar1 1989°da Olive ve arkadaslari tarafindan
yontemin iki farkli alkali versiyonu bulunmustur (76). Klaude ve Collins kuyruk
olusturmanin altinda yatan nedenin alkali sartlarda iplik¢iklerin gevsemesi oldugunu
bulmuglar ve yaptiklar1 ¢alismalarda notral sartlarda kuyruk kisminda sadece gevsek
iplikcikler varken DNA parcaciklarinin alkali ortamda bulundugunu gostermislerdir.
Zira alkali ortamda baglarin ¢oziilmesi ve DNA molekiillerinin denatiirasyonu daha
kolaydir. Bu DNA’da tek bag hasarina neden olur. Bu nedenle son yillarda tercih edilen
yontem alkali ortamda DNA hasarini ¢aligmak olmustur (75). Kullanilan daha giiglii
lizis kosullar1 proteinlerin %95’inden fazlasini yok edebilmekte boylelikle teknigin yeni

tasarim1 hiicrelerin hemen hepsinde DNA hasar biiyiikliiglinlin dogrudan tespitine
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olanak saglamaktadir (7). Ayrica son yillarda, N/N (No6tr gevseme/Notr elektroforez) ve
A/N (Alkali gevseme/Notr elektroforez) seklinde de uygulanmaya baslanmistir (77).
Lezyon spesifik endoniikleazlar kullanilarak modifiye protokoller gelistirilmistir.
Standart alkali comet yontemi zincir kiriklarin1 ve alkali labil bolgeleri belirlerken;
endoniikleazlarin kullanildig1 bir basamak ile okside bazlarin varligi kolaylikla
saptanabilir. Bunun igin lizizden sonra, agaroza gomiilii hiicreler lezyon spesifik
endoniikleazlarla muamele edilir. Formamidopirimidin DNA glikozilaz (FPG); okside
ptiirin 8-0ksoG, halkas1 agilmis piirinleri, ve formamidoprimidinleri tanir. Endoniikleaz-
Il okside pirimidinleri zincir kirigma gevirir. FPG’nin kullanildigi comet yontemi,
insan hiicrelerindeki oksidatif DNA hasarinin, bazal 8-0ksoG seviyesi ile
belirlenmesinde  kullanilir. Bununla beraber FPG alkilasyon hasarlarini  da
tantyabilmektedir. T4 pirimidin dimer glikozilaz; siklobiitan pirimidin dimerlerini zincir
kirigina gevirir ve UV 15181n verdigi DNA hasarini belirlemede etkilidir. Ayrica, urasil

DNA glikozilaz kullanilarak yanlis birlesmis urasiller taninabilir (78).

4.4.1.1. Kullanim Alanlar:

Comet yontemi giiniimiizde ilaglar, tarim ilaglar1 ve endiistriyel kimyasallarin
olusturdugu genotoksisitenin arastirllmasinda kullanilmaktadir (79). Kemoterapi
tedavisi sonrasinda veya mesleki olarak DNA iizerine zarar veren etkenlere maruz
kalma sonucu olusan hasarin belirlenmesinde de kullanildigina dair birgok calisma
vardir (76). Comet yontemin spesifik lezyonlari tespit edebilme 6zelligi hiicresel DNA
tamiri konusunda yeni bir aragtirma alani agmustir. Ayrica insan popiilasyonlarindaki
DNA hasarinin  biyoizleniminde lezyona 0zgii enzimlerle modifiye comet

protokoliinden yararlanilmaktadir (80).

4.4.1.2. Comet Protokolii

Singh ve arkadaglar1 tarafindan gelistirilen alkali comet protokolii 7 basamaktan

olusmaktadir (77,81,82).
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1-Mikroskobik lamlarin hazirlanmasi

2-DNA’nin serbestlesmesi icin hiicrelerin lizizi

3-Zincir kiriklar1 gibi lezyonlarin agiga ¢ikmasi igin alkali muamele (pH>13)
4-Alkali sartlarda elektroforez (pH>13)

5-Alkali sartlarin nétralizasyonu (pH=7.5)

6-DNA’nin boyanmasi ve comet goriintiillemesi

7-Comet skorlamasi

Teknigin uygulanmasinda 2 tip jel modeli vardir. Tek tabakali jel ve sandvig
jeller. Daha yaygin olarak kullanilan, sandvi¢ modeldir (82). Hiicreler %1 diisiik
kaynama noktali agaroz jel, %1 normal kaynama noktali agroz jel arasina sandvig edilir.
Gomiilen bu hiicreler, 1 saat boyunca pH’s1 10 olan, 100 mM EDTA, 2.5 mM NaCl, 10
mM Tris , %1 (v/v) ve Triton X-100’den olusan liziz soliisyonunda bekletilir. Deterjan
ve yiiksek tuz konsantrasyonunda bekletilen hiicreler lizize ugrayarak protein ve
lipidlerden kurtulur ve memran iizerinde porlar agilmis olur (81). Elektroforezden 6nce
lamlar alkali elektroforez soliisyonunda DNA sarmalinin ayrilmasi icin bekletilir. Bu
solisyon pH>12 ve diisik tuz konsantrasyonunda olmalidir. Uygulanacak olan
elektroforez siiresi ve voltaj1 hiicrelerdeki DNA gogiinii etkiledigi igin, her denemede
standart secilen biri kullanilmahidir. Elektroforezi takiben lamlarin yikanmasi i¢in en
¢ok tris tamponu tercih edilir. En son olarak akridin oranj, ethidium bromit, propidium
iodit gibi DNA baglayic1 boyalarla floresan renk olusturulur (82). Daha hassas fakat
oldukca pahali olan YOYO-1, DAPI gibi boyalar ve bazi preparat hazirlama teknikleri
ve ortamlari, kullanilan teknigin hassasiyetini ve giivenilirligini arttirmak ve ¢ok daha
diisiik diizeyde seyreden DNA hasarlarini tespit etmek i¢in kullanilmistir (77). Sekil
7°de alkali comet tekniginde kritik basamaklarin sematik olarak gésterilmistir (7).
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Sekil 7. Alkali comet tekniginde kritik basamaklarin sematik gosterimi

4.4.1.3. Comet Goriintiilerinin Degerlendirilmesi

DNA hasarmin tek hiicre diizeyinde mikroskopik olarak tespit edildigi comet
yonteminde goriintiilerinin degerlendirilmesi gorsel analiz ve bilgisayar analizi olmak
tizere iki sekilde yapilir. Gorsel analizde hiicre DNA’lar floresan boya ile boyandiktan
sonra floresan mikroskop altinda farkli sekil ve kuyruk uzunluklarina gore hasar
biiyiikliigii hasarsizliktan en ¢ok hasara dogru 0-4 arasinda olacak sekilde siniflandirilir.
Gorsel analiz hizli, basit, pahali analitik ekipman ve yazilim gerektirmedigi i¢cin daha
kullanigh bir tekniktir (77,83). Sekil 8’de gorsel analiz ile comet skorlamasi
gosterilmistir (7).

Sekil 8. Gorsel analiz ile comet skorlamasi (a: Normal, b, ¢ ve d: Hasarli DNA)
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Bilgisayar analizinde ise mikroskoba bagli bilgisayar ve gesitli yazilimlar
yardimiyla kuyruklu hiicrelerin yiizdesi, kuyruk uzunlugu, kuyruktaki DNA yiizdesi,
kuyruk momenti gibi parametreler ile DNA hasar1 basarili ve objektif olarak
belirlenebilir. Son yillarda degerlendirmede lazer taramali mikroskop teknolojisi
kullanilarak DNA sarmal kiriklarindaki farkliliklar kolaylikla tespit edilmektedir (7,83).

4.4.1.4. Comet Tekniginin Avantajlari

Diger genotoksisite tayin yontemleri ile karsilastirildiginda; disiik diizeylerde
DNA hasarlarinin saptanabilmesindeki yiiksek sensitivitesi, tek hiicre diizeyinde
calisilabilir olmasi, kisa silirede ve kolay uygulanabilirligi ve diisiik maliyeti comet
yonteminin avantajlarindandir (75). Sadece hizli ¢ogalan hiicrelerde uygulanabilen
genotoksisite testlerine gére comet yontemi in vivo modellerde herhangi bir dokuya
uyarlanabildigi i¢in daha tstiindiir (79). Beyaz kan hiicreleri kolaylikla kullanilabilir
(81). insan popiilasyonlarindaki DNA hasarmnin belirlenmesinde basarili bir sekilde
uygulanabilmektedir (80). Insan biyoizleme caligsmalarinda c¢ok diisiik diizeydeki
genotoksin  maruziyetinin  6l¢iimiide etkili bir yontemdir. Lezyon spesifik
endoniikleazlarla modifiye edilmis comet protokolii ile insanlarda oksidatif DNA hasar1

ve tamir mekanizmalar1 incelenebilir (81).

4.4.1.5. Comet Teknigini Etkileyen Faktorler

Bu olgiim yonteminde yapilan islemler laboratuar kosullarmma gore farklilik
gostermekle beraber agaroz jelin konsantrasyonu, pH, sicaklik, alkali ortamin pH’si,
voltaj, amper ve elektroliz siiresine bagli olarak teknigin duyarliligi degisebilmektedir
(7,79). Ayrica saglikli ve tedavi almamis kisilerin; yas, hava kirliligi, diyet, cinsiyet,
sigara, glines 1s1g1na maruziyet, enfeksiyon ve meslek gibi nedenlerden dolayt DNA
hasarlarinda degisiklik olusturan faktorler vardir; dolayistyla mevcut sartlarda, cevresel
ve fizyolojik degisikliklerin comet yonteminin varyasyonlarina katkisini tahmin etmek

zordur (76).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Gerecler

5.1.1. Cihaz ve Malzemeler

Co-60 Teleterapi Cihaz1 (General Electric Alcyon-11 P), hiicre kiiltiirii kabini
(Heraeus KS-12 Air Flow), 1sik mikroskobu (Nikon Eclipse TS 100), CO; inkiibatorii
(Heraeus-Heracell 240), santrifiij (Eppendorf 5810), floresan mikroskop (Nikon Eclipse
E800), hassas terazi (Mettler Toledo AB204-S), pH metre (Hanna Instrument), mikro
dalga firin (Altus ALMD 171), ¢alkalayici inkiibator (ShelLab/Sheldon S14-2), vorteks
(IKA Genius 3), magnetik karistirict (Termal), aspiratorlii pipet (JetPip Pipette Aid),
membran filtreleri (Agilent Econofilter 0.2 pm), semiotomatik pipetler (0.5-10 pL, 10-
100 puL, 100-1000 pL), standart T-25 ve T-75 hiicre kiiltir flasklari, 15 mL’lik ve 50
mL’lik steril falkon tiipler, 25 mL, 10 mL ve 2 mL’lik steril disposible pipetler, steril
pipet uclar1 (Sarstedt biosphere fitler tips), beher, erlen, balonjoje, cam sise gibi ¢esitli
cam malzemeler, 5-10-20 ve 50 mL’lik steril enjektor, steril cerrahi eldiven, UV lamba,
etliv, neubauer lami ve lameli, 0.5 ve 1.5 mL’lik eppendorf tiipler, 1/3 rodajli lamlar,
24x24 mm lameller, elektroforez tanki, elektroforez giic kaynagi, pens, yatay ve dikey
tip boyama saleleri, lam sepeti, kurutma kagidi, magnetik bar, buzdolabi, ¢eker ocak,

tiip sporu.

5.1.2. Kimyasal Malzemeler

Dimetil siilfoksit (DMSO, Ambresco), penisilin+streptomisin (Gibco 15140), fetal
bovine serum (Biochrom S0113), tripsin/EDTA soliisyonu (Gibco 25300), tripan blue
(Sigma), etanol (Carlo Erba reagent), DMEM (Lonza BE12-604F), EDTA disodyum
tuzu (Sigma), NMP Agaroz (Lonza), agarose type 1-A low EEO (Sigma), poly L-Lysine
(Biochrom), etidyum bromiir (Sigma), PBS tablet (Oxoid), pH metre kalibrasyon
cozeltileri (4.01, 7.00, 9.18), sodyum kloriir (NaCl, Sigma), tris baz (Vivantis), triton X-
100 (Sigma), sodyum hidroksit (NaOH, Riedel-de-Haen), amifostine (ETHYOL®),

parafin, silikon yapistiric.
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5.2. Yontemler

5.2.1. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

DMEM Hazirlanmasi

4425 mL DMEM (glukoz igeren) iizerine 50 mL FBS ve 7.5 mL penisilin-

streptomisin eklendi. 50 mL’lik falkon tiiplere boliinerek +4 °C’de saklandi.

Propolisin Etanolik Ekstraktlarinin Hazirlanmasi (25 mg/mL)

Fanus Gida tarafindan, Tiirkiye’nin ¢esitli yorelerinden toplanarak temin edilen ve
buzdolabinda -20 °C’de dondurulmus olan dogal propolis liriinii rendelendi. Rendelenen
propolis, 6giitiictide toz haline getirildi ve -20 °C’de donduruldu. 0.5 g toz propolis 10
mL saf etanol ile ¢dziildii. Saf etanol ile 20 mL’ye tamamlandi. lyice vortekslendikten
sonta 60 °C’de 150 rpm’de siirekli calkalanarak 24 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra 4000 rpm’de 10 dk santrifiijlendi. Partikiilleri tam ¢dkmeyen
propolis ekstraktlar1 10000 g’de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatantlar slizge¢ kagidindan
stizildii ve ardindan 0.22 pm’lik filtrelerden gecirildi. Daha sonra kullanilmak iizere

alikotlanip -20 °C’de, karanlikta saklandi.

PBS (Phosphate Buffered Saline), pH 7.4, 1 L

Temiz bir behere 900 mL kadar saf su ve 10 tane PBS tablet konularak manyetik
karistiricida manyetik bar yardimiyla ¢oziildii. pH-metrenin kalibrasyonu yapildiktan
sonra ¢ozeltinin pH’s1 7.4°e ayarlandi. Cozelti balon jojeye aktarilarak, saf su ile son
hacim 1 L’ye tamamlandi ve +4 °C’de saklandi.

Liziz Cozeltisi, pH 10, 250 mL

NaCl, 2.5 M, 36.525 g, EDTA, 100 mM, 9.306 g, TRIS, 10mM, 0.3025g tartilarak

behere konuldu. Uzerine 200 mL saf su ilave edilip magnetik karistiricida magnetik bar
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yardimiyla ¢Ozlinlir hale getirildi. Kalibre edilmis pH metre ile pH 10’a ayarlandi.
Balon jojeye aktarildiktan sonra saf su ile son hacim 250 mL’ye tamamlandi ve 2-8
°C’de saklandi. Kullanilmadan 6nce son konsantrasyonu %1 (v/v) olacak sekilde 247.5

mL liziz ¢6zeltisi igerisine, 2.5 mL Triton X-100 eklendi.

Elektroforez Tampon Cozeltisi, pH 13.1, 500 mL

3M NaOH: 60 g NaOH tartildi, 500 mL saf suda ¢oziildii ve 2-8 °C’de saklandi.
10 mM EDTA: 0.37224 g EDTA tartildi, 100 mL saf suda ¢6ziildi ve 2-8 °C’de
saklandi. 50 mL 3 M NaOH, 50 mL 10 mM EDTA, 10 mL DMSO meziirle 6l¢iilerek
behere aktarildi ve tizerine 400 mL saf su ilave edildi. Kalibre edilmis pH metrede pH
13.1°e ayarlandi. Cozelti balon jojeye aktarilip saf su ile son hacim 500 mL’ye

tamamlandi ve ¢ozelti 4 °C’de saklandi.

Notralizasyon Tampon Cozeltisi, 0.4 M, pH 7.5, 250 mL

24.2289 g TRIS tartildi ve temiz bir behere aktarildi ve 200 mL kadar saf su
igerisinde magnetik karistiricida magnetik bar yardimiyla ¢6ziildii. Cozelti balon jojeye
aktarilarak son hacim saf su ile 250 mL’ye tamamlandi ve 2-8 °C’de saklandi.

LMP Agaroz Jel, % 1 (PBS icinde)

0.1 g LMP agaroz tartildi, lizerine 10 mL PBS (pH 7.4) eklendi. Mikrodalga

firinda orta 1s1 ayarinda 30 saniye kaynatilarak hazirlandi.

NMP Agaroz Jel, % 0.75 (PBS icinde)

0.075 g NMP agaroz tartildi, iizerine 10 mL PBS (pH 7.5) eklendi. Mikrodalga

firinda orta 1s1 ayarinda 30 saniye kaynatilarak hazirlandu.
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Polilizin Kaplama Cozeltisi, 70 mL

7 mL poli L-Lizin, 7 mL PBS ile karistirild1 ve {izerine 56 mL saf su ilave edildi.
Karisim 4 °C’de saklandi.

Etidyum Bromiir

80 mL PBS (pH 7.4) igine 32 pL etidyum bromiir (100 pg/mL) eklenerek

hazirlandi.

5.2.2. Jellerin Dokiilece@i Lamlarin Polilizin ve NMP Agaroz ile Kaplanmasi

Lamlar polilizin ile normal kaynama noktali agaroz jelin tutunmasini

kolaylastirmak i¢in dnceden kaplandi (13,79). Bu kaplama isleminde sirasiyla;

1. Lamlar ve lameller % 70’lik alkol ¢ozeltisiyle iyice silinerek oda sicakliginda
kurumaya birakildi.

2. Kuruyan lam alindi, iizerine 75 pL polilizin damlatilip ikinci bir lam ile sandvig
modeliyle sikica bastirilip ¢ekilmek suretiyle polilizinin her iki lam arasinda yayilmasi
sagland1 ve lamlar oda sicakliginda kurumaya birakildi.

3. Kuruyan lamlar alind1 ve iizerine mikrodalga firiin orta 1s1 ayarinda 30 saniye
kaynatilmis % 0.05’lik NMP agaroz c¢ozeltisinden 75 pL  aktarilip, kabarcik
olusturmadan lamel kapatildi. Lamel kapatilan lamlar 4 °C’de 5 dakika bekletildi. Stire
sonunda ¢ikarilan lamlarin {izerindeki lameller c¢ekilerek alindi ve lamlar oda

sicakliginda kurumaya birakildu.

5.2.3. Hiicre Kiiltiirii

Biitiin hiicre kiltlirii  ¢alismalart hiicre kiiltiirii  kabininde steril ortamda
gerceklestirildi. Hiicre kiiltiirii galismalarina baslamadan 6nce kabin % 70’lik etanol ile

silindi. UV 1s1iktan etkilenmeyen ve kabin igerisinde kullanilacak olan malzemeler kabin

icerisine konularak 15 dakika UV 1s18a maruz birakildi. Calisma sonunda kabin %
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70’lik etanol ile tekrar silindi. Kabinin kapagi kapatildi. Kabin ve hiicre kiiltiirli odasi 1
saat UV 1s18a maruz birakildi.

5.2.3.1. Primer Fibroblast Hiicrelerinin Elde Edilmesi ve Cogaltilmasi

Calismada K.T.U Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan temin
edilen primer fibroblast hiicreleri kullanildi. Fibroblast hiicreleri L-Glutaminli, % 10
FBS, % 1 penisilintstreptomisin igeren DMEM besiyerinde, % 5 CO2 ortaminda, 37
°C’de, T-25 ve T-75’1lik flasklarda, inkiibatorde ¢ogaltildi. Donmus hiicreler asagidaki
sekilde ¢oziildii.

1. Kriyovial i¢inde bulunan 1 mL fibroblast hiicreleri azot tankindan ¢ikarildiktan
sonra 37 °C su banyosunda tamamen ¢oziildii.

2. Fibroblast hiicreleri (1 mL) 15 mL’lik falkon tiipe aktarildi ve hacmi L-
Glutaminli, %10 FBS, %1 penisilin+streptomisin ve yiiksek oranda (4.5 g/dL) glukoz
iceren DMEM besiyeri ile 10 mL’ye tamamlandi.

3. Hiicre siispansiyonu 400 g’de 5 dakika santrifiij edildi.

4. Santriflij sonunda siipernatant kismi 1 mL kalacak sekilde uzaklastirildi ve
hiicre ¢okelegi tiipiin ucuna parmak ucuyla vurularak, hiicreler 1 mL besiyeri i¢inde
¢oOziildii.

5. Coziilen hiicrelerin tizerine istenilen miktarda taze DMEM besiyeri eklendi ve
%5 CO, ortaminda, 37 °C’de, T-75’1ik flasklarda, inkiibatérde ¢ogaltildi.

5.2.3.2. Primer Fibroblast Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Biiyiitiilen hiicreler flask yiizeyinin % 70-80’lik kismim1 kapladiktan sonra hiicre

pasajlamasi yapildi.

1. Pasajlama i¢in Oncelikle hiicrelerin lizerindeki besiyeri uzaklastirildi.
2. 5 mL PBS ile hiicreler yikandiktan sonra flasklara, 1 mL tripsin-EDTA
soliisyonu eklendi. Eklenen tripsin 1 dakika hiicreler iizerinde gezdirildi ve flasklar

inkiibatorde 2 dakika bekletildi.
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3. Inkiibasyon sonras1 5’er mL DMEM ile hiicreler falkon tiip icerisinde toplandi
ve hiicre siispansiyonu 400 g’de 5 dakika santrifiijlendi.

4. Santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirildi. Hiicreler 1 mL besiyeri ic¢inde
sulandirilarak sayildi. Hiicre sayimi1 yapildiktan sonra T-25 flasklara uygun sayida hiicre

aktarild1 ve toplam besiyeri hacmi de 5 mL’ye tamamlandi.

5.2.4. Primer Fibroblast Hiicrelerinin Canliliklarinin Tespiti ve Sayllmasi

Tripsinizasyonla kaldirilan hiicreler santrifiijlenerek 1000 pL DMEM 1 640 (%10
FBS, %1 Pen/Strep) besiyeri ile ¢oziildii. Olusan bu hiicre siispansiyonundan 10 pL
alind1 ve 10 pL tripan blue ile karistirilarak neubauer hematositometre lamina aktarildi.
Isik mikroskobu altinda canli hiicreler sayildi. Olii hiicrelerde boya membran tarafindan
absorblanir fakat islev gormeyen Na'-K* ATPaz pompasi nedeniyle disar1 atilamaz
(84). Dolayisiyla 6lii hiicreler mikroskopta mavi renkte goriintirken; canli hiicreler sari-

yesil renkte goriildii.

5.2.5. Comet Yonteminin Uygulanmasi

Isinlamanin ardindan hiicreler comet laboratuvarma getirildi ve bundan sonraki
asamalar miimkiin oldugu kadar karanlikta gergeklestirildi. Onceden polilizin ve NMP
agaroz ile kaplanmis lamlar ¢ikarilip numaralandirilarak, bu asamaya kadar olan her sey
laboratuar defterine kaydedildi. Farkli gruptaki hiicreleri iceren flasklardan 40 pL hiicre
siispansiyonu aliarak 0.5 mL’lik eppendorf tiiplere dagitildi. Bu esnada ¢alisma sabahi
hazirlanan LMP agaroz, mikrodalga firmin orta 1s1 ayarinda 30 saniye kaynatild1 ve bir
miiddet bekletilerek 37 °C’ye gelmesi saglandi. LMP agarozdan 80 pL alinarak
eppendorfa aktarildi ve pipetaj yapilarak hiicre slispansiyonu ile homojen bir sekilde
karismas1 saglandi. Bu karistmdan 80 pL alinarak daha onceden polilizin ve NMP
agaroz ile kaplanmis ve uygun numaradaki lama otomatik pipet ile yayilarak {izerine
lamel kapatildi. 5 lam da bu sekilde hazirlandiktan sonra lamlar 4 °C’de 5 dakika
bekletildi. Bu siire sonunda buzdolabindan ¢ikarilan lamlar iizerindeki lameller hafifce
cekilerek uzaklastirildi ve lamlar tekrar 4 °C’de 5 dakika bekletildi. Daha sonra liziz

¢Ozeltisi igine son konsantrasyonu % 1 (v/v) olacak sekilde Triton X-100 ilave edildi ve
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karistirildi. Hazirlanan ¢6zelti 4 °C’de bekleyen hiicreler {izerine hafifce tatbik edildi ve

hiicreler liziz ¢ozeltisi i¢inde 1 saatlik inkiibasyona birakilarak, lizize ugratildi.

Bir saatlik lizizden sonra, lamlar liziz ¢ozeltisinden ¢ikarilarak hepsi ayni yone
bakacak sekilde elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tanki lamlarin tizerini
kapayacak seviyeye kadar elektroforez tamponuyla (pH 13.1) dolduruldu. Elektroforeze
tabi tutulmadan once hiicrelerin niikleuslarindaki DNA, pH 13.1°de 30 dakika siireyle
alkali muameleye ugratildi. Béylece, DNA denatiire edilerek, tek zincir haline gelmesi

saglandi.

Alkali muamelenin bitiminde elektroforez tankinin tizerine ve kenarlarina buz
akiileri yerlestirildi. Gii¢ kaynag1 agilarak volt degeri 22 V (1V/cm), akim degeri 300

mA olacak sekilde ayarlandi ve hiicreler 20 dakika elektroforeze tabi tutuldu.

Elektroforezden sonra lamlar, elektroforez tankindan ¢ikarilarak pH 7.4°de
notralizasyon tamponu icerisinde 20 dakika notralize edildi. Notral pH degerinde

DNA’nin renatiirasyonu saglanmis oldu.

40 mL PBS igerisine 16 pL etidyum bromiir ilave edilerek karistirildi. Notralize
edilen DNA’lar1 igeren lamlar bu boyanin iginde 20 dakika bekletildi. Bu sayede

DNA’nin floresan boya ile boyanmasi saglandi.

Boyanan jellerdeki DNA'’lar, fotograf makinesi ile baglantili olan floresans
mikroskopta (Nikon Eclipse E800) etidyum bromiiriin dalga boyuna uygun olarak (G-
2A, eksitasyon 510-565 nm, DM 575, BA 590) degerlendirildi. Skorlamada gorsel

analiz metodu kullanilda.

Gorsel analiz metodu gergeklestirilmek iizere lam mikroskop altinda 40 kat
biiyiitiildii. Jelin kapladigr 10x10 mm?lik alanin biitiin kdselerinden 2’ser mm icerde
olacak sekilde 8x8 mm?lik alan rastgele tarandi. Ust iiste gelen ve asiri kuyruk
olusturmus hiicreler dikkate alinmadan 100 hiicre secildi, secilen hiicreler kuyruk

uzunluguna gore en hasarsizi 0 ve en ¢ok hasarli olan 3 olmak iizere, 0-3 arasinda
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siiflandirildi. Bas yapisi kaybolmus ve asirt uzamis kuyruga sahip, skorlamada +4
derecesine girebilecek DNA goriintiileri degerlendirme dis1 birakildi (84). Calismada
kullanilan skala Sekil 9’da gosterilmistir (83).

Cometlerin Skorlanmast:

0 — hasarsiz, kuyruksuz DNA

1 — bas yapis1 korunmus, kuyruk uzunlugu bas ¢apindan kiiciik DNA

2 — kuyruk uzunlugu, basin ¢ap uzunlugundan 1 ile 2 kat1 kadar uzun DNA
3 — kuyruk uzunlugu, basin ¢ap uzunlugundan 2 kattan daha uzun DNA

Sekil 9. Calismada DNA’larin skorlanmasinda kullanilan skala

Maksimum hasar 300 olabilecek sekilde biitiin lamlar asagidaki formiile gore

skorlandi (84).
Skor = (1 x np) + (2 X np) + (3 X n3) (n: her skor i¢in sayilan hiicre sayisi)
5.2.6. Fantom Diizeneginin Olusturulmasi

Sert plastik malzemeden 2 adet 30x30 cm?, 4 adet 5.5x30 cm? ve 4 adet 9.5x30
cm?lik plakalar kesildi. Kesilen plakalardan silikon yapistirict yardimiyla 5.5¢cm
derinliginde, 30x30 cm? tabanli ve 9.5 cm derinliginde 30x30 cm? tabanli 2 adet kalip
hazirlandi. Hazirlanan kaliplarin igerisine homojenligin saglanabilmesi i¢in tek seferde
eritilmis olan parafin dokiildii. Parafinin donmasinin ardindan bloklar kaliplardan
cikarildi ve 9.5 cm’lik blok parafinin iizerine 4 adet T25 flaskin yerlestirilebilecegi
hazneler acildi. Sonug olarak alt kismi1 9.5 cm kalinliginda, iist (kapak) kismi da 5.5 cm

kalinliginda 30x30 cm’ 1gmlanma alamina sahip ayn1 anda 4 adet numunenin
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1sinlanabilecegi bir fantom diizenegi olusturuldu. Caligmada kullanilan fantom Sekil

10’da gosterilmistir.

Sekil 10. Calismada kullanilan fantom

5.2.7. Calisma Gruplarmin Olusturulmasi

Negatif kontrol grubu: Bu grupta hazirlanan hiicrelere propolis ve/veya
iyonlastirict radyasyon verilmedi. Hiicreler flasklardan tripsinizasyonla kaldirilarak,

santrifiijlendi ve canlilik sayiminin ardindan comet protokiilii baslatild:

Sadece gama radyasyon verilen grup: Bu grupta hiicrelere herhangi bir madde
verilmedi. Hiicreler belirlenen dozda iyonlastirici radyasyona maruz birakilarak

olusturulan DNA hasar1 comet yontemiyle degerlendirildi.

Pozitif kontrol grubu: Propolisin gama radyasyona kars1 olas1 radyoprotektif
etkisini kiyaslayabilmek i¢in amifostin kullanildi. 450 mg amifostin tartilip tizerine 15
mL steril PBS ilave edilip vortekslenerek ¢oziilerek 140 mM’lik amifostin ¢ozeltisi
hazirlandi. Yapilan literatiir taramasinda amifostinin ¢esitli hiicre gruplarinda 4-14 mM
konsantrasyonda ve 15-30 dakikalik 6n muamelelerle kullanildigi belirlendiginden
dolay1 calismalarda bu muamele siireleri ile belirtilen konsantrasyonlar kullanilmistir

(85-87). T25 flasklarin sivi hacminin 62 mL oldugu 6l¢iildii, 24 saat 6nceden hazirlanan
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hiicrelerin bulundugu flasklara flask son hacminde 4, 7 ve 14 mM olacak sekilde
sirastyla 1.8, 3.1 ve 6.2 mL amifostin stogundan ilave edildi ve flasklar i¢inde hava
kabarcig1 kalmayacak sekilde steril PBS ile tamamlandi. Flasklar amifostin ilavesini
takiben 15. ve 30. dakikalarda belirlenen gama radyasyon dozunda ve ayni ortam
sartlarinda 1sinland1. Hiicreler flasklardan tripsinizasyonla kaldirilarak, santrifiijlendi ve

canlilik sayiminin ardindan comet protokiilii baslatildi.

Hiicrelerin propolis ile muamele edildigi grup: Bu grupta etkin dozlan
belirlenen propolisin etanolik ekstrakti, hiicrelerin bulundugu flasklara ilave edilerek 15.
ve 30. dakikalarda 1sinlama islemi gergeklestirildi. Her iki siire sonunda verilen gama
radyasyonun etkisine karsi propolisin olasi koruyucu tepkisi comet yOntemiyle

degerlendirildi.

Biitiin gruplarda deneyler birbirlerinden bagimsiz olarak liger kez tekrarlandi
(n=3).

5.2.8. Fibroblast Hiicrelerinin Deney I¢in Hazirlanmasi

Hiicreler yeterli miktarda ¢ogaltildiktan sonra deneylerin yapilmasi i¢in 1g1nlama
yapilmayacak olan negatif kontrol, sadece 1sinlanacak olan pozitif kontrol ve propolis
veya amifostin verilerek 1sinlanacak deney flasklari olmak iizere 5’er adet 200 000

hiicre iceren 25 cm?’lik flasklar hazirlandi.

5.2.9. Fibroblast Hiicre Serilerine in vitro Radyasyon Uygulanmasi ve Uygun

Radyasyon Dozunun Bulunmasi

Fibroblast hiicre serilerine in vitro radyasyon uygulamasi KTU Farabi Hastanesi
Radyasyon Onkolojisi boliimiinde yapildi. T25 flasklar 30x30 cm?lik alanin merkezine
yerlestirildi. %Co radyoaktif kaynakli teleterapi cihazinda 1 Gy, 2 Gy, 3 Gy, 4 Gy, 5 Gy
(30cGy/dak.) dozlarinda, 80 cm uzakliktan, 30x30 cm”lik bir alan icinde ve oda
sicakliginda 1sinlandi. Flasklar isinlamanin hemen akabinde buz akiileri yardimiyla

soguk tutularak ¢alismanin gergeklestirilecegi laboratuara getirildi. Radyasyona maruz
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birakilmayan negatif kontrol numunesiyle beraber comet analizi 30 dakika icerisinde
baglatildi. Fibroblast hiicre serilerinin 1sinlanmasinda kullanilan ®Co  radyoaktif

kaynakl1 teleterapi cihazi Sekil 11°de gosterilmistir.

Sekil 11. Fibroblast hiicre serilerinin 1sinlanmasinda kullanilan %co

radyoaktif kaynakli teleterapi cihazi

5.2.10. Iyonlastirict Radyasyon Kaynakh DNA Hasarim Engelleyebilecek

Propolis Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Hiicrelerde toksik etki yaratmadan, gama radyasyon kaynakli DNA hasarini
engelleyebilecek propolis konsantrasyonun belirlenmesi i¢in 24 saat Onceden
hazirlanmis olan flasklarin igerikleri uzaklastirildi, 5 mL PBS ile 2 kez yikandi.
Flasklara 4 mL taze DMEM eklendi. 25 mg/mL’lik propolis ekstraktindan flasktaki son
konsantrasyonlart 100, 200 ve 300 pg/mL olacak sekilde sirastyla 1.6, 3.25 ve 4.85 uL
propolis stogundan ilave edildi. 15. ve 30. dakikalarin sonunda steril PBS ile hava
kabarcig1 olmayacak sekilde tamamlandi ve Onceden belirlenen dozda 1simaya tabi
tutuldu. Isinlanan numuneler hemen akabinde buz akiileri yardimiyla soguk tutularak
caligmanin gerceklestirilecegi laboratuara getirildi ve radyasyona maruz birakilmayan
negatif kontrol numuneleriyle beraber hiicreler tripsinizasyonla kaldirildi, santrifiijlenip

canlilik sayiminin ardindan comet protokiilii baglatildi.
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5.2.11. istatistiksel Analiz

Elde edilen degerler, aritmetik ortalama+standart sapma (x+S.D) olarak ifade
edildi. Veriler Statistical Package for the Social Sciences 11.3 bilgisayar paket
programina aktarilarak, istatistiksel degerlendirmeler yapildi. Gruplar arasindaki
iligkinin ortaya konabilmesi i¢in One Way ANOVA ve Post-hoc Tukey analizleri
kullanildi. Comet skoru ve hiicre canliligi verilerinin negatif kontrol grubu ile gama
radyasyon ve propolis muamelesine maruz birakilan hiicreler grubunda karsilastirilmasi

yapildi ve p<0.05 olanlar anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Fibroblast Hiicre Serilerine in vitro Radyasyon Uygulanmasi ve Uygun

Radyasyon Dozunun Bulunmasina iliskin Sonuclar

Primer fibroblast hiicrelerinde, hiicre canliligini azaltmadan maksimum DNA
hasari olusturacak °Co radyoaktif kaynakli y-1s1mm1 dozunun bulunmasi i¢in yapilan
calismada elde edilen sonuglar Sekil 12°de verilmistir. Elde edilen bu sonuglara gore
bundan sonraki ¢alismalarda istenilen diizeyde DNA hasar1 yaratmak i¢in 200-250 aras1
degere en yakin comet skorunu veren 3 Gy’lik radyasyon dozunun kullanilmasina karar
verildi. Sekil 12°de fibroblast hiicre serilerine 1 Gy ve 2 Gy’lik doz verilerek elde edilen
degerlerin istenilen diizeyin altinda oldugu goriilmektedir. Diger taraftan 4 Gy ve 5
Gy’lik doz ile 1ginlanan hiicrelerin comet goriintiilerinde ise 100 tane 3. derece hasarli
DNA sayillamadigi i¢in comet skorlamasi yapilamamistir. Bu preparatlarda maksimum
70 tane 3. derece hasarli DNA sayilabilirken; geri kalanlar1 bas yapisi tamamen

kaybolmus, olduk¢a uzun kuyruklu DNA yapilari olusturmaktaydi.

Comet skoru
+300 a a

200

250

a

200

150

100 a

a
) i
o | i
0 Gy 1 Gy 2 Gy 3Gy 4Gy 5 Gy
Radyasyon dozu

# Negatif kontrole gére anlamli fark goriildii (p<0.05).
* Tiim gruplarda tripan blue ile yapilan canlilik analizinde hiicre canliligi
%97 nin tizerinde bulunmustur.

Sekil 12. Primer fibroblast hiicrelerinde verilen radyasyon dozuna

karsilik comet skorlar1 ve hiicre canliligi* (n=3)
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6.2. Iyonmlastinaa Radyasyon Kaynaklh DNA Hasarimin Propolis ile

Onlenebilmesine Iliskin Sonuclar

Hiicreler iizerinde toksik etki olusturmadan gama radyasyonun neden oldugu
DNA hasarmin propolis ile dnlenebilmesine ait sonuglar Tablo 5’de verilmistir. Elde
edilen sonuglara gore 100, 200 ve 300 pg/mL etanolik propolis ekstrakti verilen
guruplarda sadece iyonlastirici radyasyon kaynaklit DNA hasar1 olusturulan gruba goére
(pozitif kontrol) anlamli fark goriildii (p<0.001). Propolis ile muamele edilen gruplarin

kendi aralarinda ise anlamli bir fark goriillmedi (p>0.05).

Tablo 5. Propolis konsantrasyonuna bagli olarak comet skoru ve hiicre canliligi
degisimi* (n=3)

15 dakika 6n muamele 30 dakika 6n muamele

Negatif Kontrol 20+42° 21+8.4%
3Gy 217+ 1.4 212+42
100 pg/mL propolis+3Gy 106 +£11.3° 132+42°
200 pg/mL propolis+3Gy 115.5+9.2°2 148 +14.1°
300 pg/mL propolis+3Gy 120+18.3° 155.5+6.3°2

# Pozitif kontrole gore anlamli fark goriildii (p<0.001).
* Tim gruplarda tripan blue ile yapilan canlilik analizinde hiicre canlilig1 %98’nin
iizerinde bulunmustur.

6.3. Pozitif Kontrol Grubuna iliskin Sonuclar

Propolisin gama radyasyona karsi olast radyoprotektif etkisini kiyaslayabilmek
i¢in radyasyona kars1 koruyucu etkinligi bilinen bir bilesik olan amifostin ile 4, 7, 14
mM  konsanrasyonlarda 15 ve 30 dakikallk On muamele wuygulandi. Bu
konsantrasyonlarda sadece iyonlastirici radyasyon kaynakli DNA hasar1 olusturulan
gruba (pozitif kontrol) gore anlamli fark olusurken (p<0.001); Amifostin ile muamele
edilen gruplarin kendi aralarinda ise anlamli bir fark goriillmedi (p>0.05). Negatif ve
pozitif gruplarin degerlendirilmesiyle elde edilen comet skorlart ve hiicre canliligi

degerleri Tablo 6’da verilmistir.

54



Tablo 6. Amifostin konsantrasyon ve siiresine bagli olarak comet skoru ve hiicre
canlilig1 degisimi* (n=3)

15 dakika 6n muamele 30 dakika 6n muamele

Negatif Kontrol 22.5+0.7° 31+5.6°
3Gy 226.6+ 5.0 2403+ 11
4 mM amifostin+3Gy 1343+16° 184.6+12.6°
7 mM amifostin+3Gy 141.6+17°% 180.3+4.7°
14 mM amifostin+3Gy 138.5+20.5° 170.5+4.9°2

#Pozitif kontrole gore anlamli fark goriildii (p<0.001).
* Tim gruplarda tripan blue ile yapilan canlilik analizinde hiicre canliligi %98’nin

tizerinde bulunmustur.
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7. TARTISMA ve SONUCLAR

Giliniimiizde kullanilan sentetik ilaglarin yan etkileri daha az yan etkiye sahip
dogal triinlere ragbeti arttirmaktadir. Bu dogal iiriinler arasinda bal arilarinin sundugu
propolis 6nemli bir yer tutar. Propolis, bir¢ok hastaligin iyilestirilmesinde tarihin eski
caglarinda oldugu gibi gilinlimiizde de tip alaninda alternatif iiriin olarak

kullanilmaktadir (1).

Propolis, bal arilarmin g¢esitli bitkilerin tomurcuk ve siirgiinlerinde bulunan
recineye balmumu katarak olusturdugu bir {iriin olmakla beraber kimyasal agidan son
derece karmasik bir yap1 gosterir ve bu 6zelligi toplandigi bolgenin bitki ortiisiine gore
degisebilmektedir (1). Yapilan caligmalarla propolisin; antioksidan, antigenotoksik
antibakteriyel, antifungal, antiviral, antienflamatuar, antimutajenik, antikarsinojenik,
radyoprotektif ve diger faydali biyolojik etkileri ve kimyasal yapisina ait degerli bilgiler
ortaya koyulmustur (2,11,19,20). Kimyasal analizler, propolisin kompozisyonunda en
az 300 bilesenin bulundugunu gostermektedir. Bu organik bilesenlerin arasinda, fenolik
bilesikler ve esterleri, flavonoidlerin her formu (flavonoller, flavonlar, flavononlar,
dihidroflavonoller ve kalkonlar), terpenler, beta-steroidler, aromatik asitler, aromatik
aldehitler ve alkoller, seskuiterpenler, stilben terpenler ve CAPE bulunmaktadir (24).

Propolisten izole edilen bilesenlerin en genis grubunu flavonoidler
olusturmaktadir ve propolisin biyolojik aktivitesinin énemli bir kismindan sorumludur
(26). Flavonoidler, son yillarda saglik iizerine olumlu etkileriyle 6n plana ¢ikmaktadir.
Ihtiva ettikleri halka yapilarinin ve hidroksil gruplarmin, dzellikle antioksidan ve radikal
yakalama fonksiyonlar1 nedeniyle dikkat ¢ekmektedirler (27,71). Yapilan in vivo/in
vitro caligmalarda flavonoidlerin  alkilleyici  ajanlara, polisiklik  aromatik
hidrokarbonlara, radyoaktif kimyasallara ve diger mutajenlere/karsinojenlere karsi
antigenotoksik aktiviteye sahip olduklar1 gosterilmistir (13,71,73). Yine flavonoidlerin
ozellikle kansere karsi koruyucu bir¢ok mekanizmada goérev aldiklar1 goriilmiistiir. Bu
mekanizmalar: Ostrojenik/antiostrojenik aktivite, antiproliferasyon, hiicre siklusunun
durdurulmasmin  ve  apoptozisin  indiiksiyonu,  oksidasyonun  engellenmesi,

deoksifikasyon enzimlerinin indiiksiyonu, immun sistemin diizenlenmesi, hiicre igi
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sinyal iletimi degisiklikleri vb. seklindedir (27,28). Ayrica yapilan son g¢alismalar
flavonoidlerin, DNA ve hiicredeki diger bilesenleri oksidatif hasara karsi korudugunu
gOstermistir (15,71).

Calismamizda flavonoidlerin DNA hasarina karsi bilinen koruyucu etkisinden
yola ¢ikarak; Tiirk propolisinin, bugiine kadar iizerinde ¢alisilmamis gama radyasyonla
uyarilmis insan kaynakli fibroblast hiicre serileri iizerindeki olas1 radyoprotektif etkisini
degerlendirdik. ~ Ayrica propolisin degisen muamele siiresi ve konsantrasyonlari
karsisinda elde edilen sonuglar, radyasyon hasarina karst koruyucu o6zelligi bilinen
giniimiizde tedavi ve profilakside kullanilan bir kimyasal olan amifostin ile
karsilastirildi (51,88-90).

DNA, yasam boyunca hiicresel metabolitler (ROS) ve ekzojen ajanlar
(ksenobiyotikler, UV etkilesimler vb.) tarafindan siirekli olarak hasarlayicilara maruz
kalir (4). Iyonlastirict radyasyon soguruldugunda genetik materyal iizerinde dogrudan
ve dolayli hasara yol acan 6nemli etkenlerden biridir (5). Dolayli gergeklesen etkilesim
radyobiyolojik agidan dogrudan etkilesimden daha onemlidir ve memeli hiicrelerinde
iyonlastirict radyasyonun olasi etkilerinin %70’ini serbest radikal kaynakli dolayli yolla
gosterdigi diigiiniilmektedir (52). Radyasyona kars1 koruyucu 6zellik gosteren bilesikler,
radyasyon etkisiyle olusan hidroksil, siiperoksit ve hidroperoksil radikali gibi su
metabolitlerini okside ederek bunlarin diger hiicre i¢i yapilarla etkilesime girme
yeteneginden yoksun kararli yapili bilesiklerin olugsmasimi saglayarak etki
gosterebilirler. Bu mekanizma sayesinde serbest radikallerin yasamsal 6neme sahip
hiicresel molekiiller iizerindeki olumsuz etkisi bliylik Ol¢iide smirlandirilmis olur
(50,51). Nitekim yaptigimiz ¢alismada propolisin etanolik ekstraktlarinin 15 ve 30
dakikalik 6n muamelerde 100-300 pg/mL konsantrasyon araliginda, fibroblast hiicre
serilerinde genotoksik etki yaratmadan, 3 Gy dozunda ®°Co radyoaktif kaynakl y-
isin’nin neden oldugu DNA hasarmi engelledigi goriildii. Bu etkinin, propolisin
iceriginde bulunan flavonoidlerin ihtiva ettikleri halka yapilarinin ve hidroksil
gruplarinin sahip oldugu antioksidan ve radikal yakalama fonksiyonlarindan ileri geldigi
diistinilmektedir (27). Asir1 derecede radyasyona maruziyet, radyasyonun biyolojik

etkileri sebebiyle hiicrelerin canliliklarini kaybetmesine ve/veya DNA da c¢ok sayida
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SSB velveya DSB olusmasina sebep olabilir. Yapilan ¢alismalarda, ®°Co radyoaktif
kaynag1 kullanilarak DNA hasart olusturmak ig¢in verilen y-151m1 dozunun, kullanilan
hiicre tipine gore 2-12 Gy arasinda farklilik gosterdigi goériilmektedir (3,16,85,88-92).
Bu farklilik her hiicre tipinin radyasyona karst duyarliligimin ayni olmamasindan
kaynaklanir. Ozellikle sik boliinen ve farklilasmamis hiicrelerin (over ve testisin
germinal hiicreleri, hematopoetik sistem hiicreleri, gastrointestinal sistem epitel
hiicreleri vb.) duyarliligi fazla iken, boliinmeyen ve farklilasma gosteren hiicrelerin
(karaciger, bobrek, kartilaj, kas, sinir hiicreleri vb.) duyarlilig1 daha azdir (45). Yiiksek
dozlarda o6lii hiicrelerin degerlendirme dist olmasi ve asir1 uzayan DNA kuyruk boyuna
sahip hiicrelerin comet yontemi ile gorsel skorlama yapilamamasi sebebiyle fibroblast
hiicrelerini gorsel degerlendirebilecegimiz maksimum hasar dozunu 6n denemelerle 3
Gy olarak belirlendi. Bu ¢alismada insan derisi kaynakli fibroblast hiicre serileri; hizli,
kolay cogaltilabilmesi, kiiltiir ortaminda dayanikli olmasi, boliimiimiizde yapilan daha
onceki genotoksisite ¢alismalarinda basarili bir sekilde kullanilmasi1 ve pozitif konrol
grubu olusturabilmek i¢in kullanilan amifostini defosforile edip onu yeteri kadar aktif
formuna doniistiirebilecek alkalen fosfataz aktivitesine sahip olmasi sebebiyle tercih
edildi (93). Bir¢ok calismada farkli orjinli fibroblast hiicre serileri kullanilmisg; yapilan
bu calismalarda 2-10 Gy araliginda y-1511 verilerek DNA hasar1 olusturuldugu
goriilmiistiir (88-90).

Son yillarda DNA hasarlarinin belirlenmesi i¢in ¢ok sayida kimyasal ve
biyokimyasal testler gelistirilmistir (4,7). Bunlar immunokimyasal teknikler, kapiller
elektroforez, comet testi, FADU, SCE, MN, 2P post labeling 6lgtim teknikleri, alkalin
eliisyon testi ve kromatografik teknikler (HPLC-ECD, GC-MS, LC-MS, LC-MS-MS)
seklinde siralanabilir (4). Bu c¢alismada DNA hasarin1 belirlemede kullanilan comet
analizi; diger genotoksisite tayin yontemleri ile karsilastirildiginda, diisiik diizeylerde
DNA hasarlarinin  saptanabilmesindeki yiiksek sensitivitesi, tek hiicre diizeyinde
caligilabilir olmasi, kisa siirede kolay uygulanabilirligi ve disiik maliyeti sebebiyle
tercih edildi (75-78).

Yapilan gesitli ¢calismalarda propolisin sulu, etanollii, metanollii, DMSO’lu, eter

ve yag ekstraktlarinin hazirlanabildigi goriilmiistiir. Propolisin, suda ¢ok az ¢oziinilirken
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etanol ve metanolde daha iyi ¢6ziindiigii; eter ve kloroformda tamamen, hidrokarbon
¢oziiciilerde ise ¢ok az miktarda ¢oziindiigi tespit edilmistir (94). Farkli ¢oziiciiler,
farkl1 bilesenleri ¢oOziip ekstrakte edecedi icin propolis ekstraksiyon metodlari,
propolisin aktivitesini etkileyebilmektedir. Biyolojik 6l¢iimlerde ¢ok daha yaygin olarak
kullanilan ekstraktlarin, farkli konsantrasyonlardaki etanol, metanol ve su oldugu tespit
edilmistir (30,32,33,35). Iyonlastirici radyasyonla olusturulan DNA hasarmin
engellenmesine yonelik calismalarda ise daha c¢ok propolisin ve bitkisel kaynakli
flavonoidlerin ~ ¢esitli  konsantrasyonlarda hazirlanmis etanolik ekstraktlarinin
kullanildig1 goriilmektedir. Bu ¢alismalarda, propolisin ve bitkisel kaynakli flavoidlerin
etanolik  ekstraktlarnin  DNA  hasarim1  engelleyebildikleri ortaya konmustur
(3,13,15,18). Anabilim dalimizda yapilan ve propolisin farkli ¢oziiciilerdeki
¢ozlinirligiiniin incelendigi bir calismada da propolisin etanolik ve DMSO’lu
ekstraktlarinin daha yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu ortaya konulmustur
(94). Bu nedenle ¢alismamizda propolisin etanolik ekstraktlarinin kullanilmasi tercih
edildi. Etanolik propolis ekstraklarinin yiiksek antioksidan kapasite gosterdikleri
boliimiizde daha onceki antigenotoksisite ¢aligmalarinda basartyla kullanilmalar1 ve bir
calismada da 50-300 pg/mL konsantrasyon araliginda MTT analizi sonucu fibroblast
hiicre serileri iizerinde canliligi azaltmamasi sebebiyle tercih edildi (3,13,16,100).
Nitekim calismamiz siiresince tripan blue kullanilarak yapilan canlilik testlerinde de
deneylerde kullandigimiz konsantrasyondaki etanoliin hiicre canliligini azaltmadigi

gorilldii.

Propolisin radyoprotektif etkisine yonelik birgok ¢aligma vardir. Montoro ve
arkadaglarinin yaptiklari ¢alismada 2 Gy gama radyasyonla uyarilmis insan lenfosit
hiicrelerine propolisin etanol ile hazirlanmis ekstraktinin artan konsantrasyonlari
verilmis, kromozomal aberasyon yontemi kullanilarak propolisin etanolik ekstraklarinin
artan konsantrasyonla beraber kromozomal aberasyon frekansinda belirgin bir diisiis
olusturdugu gozlenmistir. Maksimum korumaya 120 pg/mL konsantrasyonda
ulagilmigtir. Bu koruyucu etkinin propolisteki flavonoidlerin antioksidan kapasitesine
bagl radikal toplama 6zelliginden ileri geldigini 6ne siirmiislerdir (16). Benzer olarak

calismamizda propolisin 100, 200 ve 300 ug/mL konsantrasyonlardaki etanolik
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ekstraktlarinin, fibroblast hiicre serilerinde 3 Gy dozunda ®Co radyoaktif kaynakli y-
1s1n1’nin neden oldugu DNA hasarin1 engelledigi goriildii.

Benkovi¢ ve arkadaslari 4 Gy gama radyasyonla uyarilmis insan lenfosit
hiicrelerinde propolisin su ile hazirlanmis ekstraktinin, ve propolisin igeriginde bulunan
kafeik asit, krisin, naringin gibi polifenolik bilesiklerin olasi radyoprotektif etkisini
arastirmiglardir. Test edilen maddeler, lenfosit hiicre kiiltiiriinde 30 dakika inkiibasyona
birakildiktan sonra °°Co kaynagi altinda i1sinlanmistir. Comet yontemi kullanarak
propolisin su ile hazirlanmis ekstraktindan ve kafeik asit, krisin, naringin gibi
polifenolik bilesiklerinden elde edilen sonuglart radyoprotektif etkisi bilinen bir
kimyasal olan AET ile karsilastirilmistir. Elde edilen sonuglara test bilesenlerinin comet
parametrelerine gore radyoprotektif etkinlikleri AET>krisin>naringin>CAPE>sulu
propolis ekstrakti seklinde siralanirken, mikroniikleus parameterelerine gore ise sulu
propolis ekstrakti en yiiksek koruyucu etkiyi gostermistir ve bu durumun
aciklanabilmesi icin propolisin karmasik yapist geregi daha ¢ok calismaya ihtiyag
oldugunu vurgulamislardir. Yine aymi calismada pozitif kontrol olarak kullanilan
AET’nin uzayan muamele siirelerinde hiicrelerde sitotoksik etki olusturdugu ve benzer
durumun bu amagla kullanilan amifostin ve diger tiyol grubu igeren bilesikler i¢in

gecerli oldugu savunulmustur (95).

Benkovi¢ ve arkadaslariin bir baska c¢alismalarinda propolisin etanolik
ekstraktinin ve kuersetinin lenfosit hiicreleri iizerindeki radyoprotektif etkisi
incelenmigtir. Lenfositler 100 pg/mL propolis ve 50 pg/mL kuersetin ile 30 dakika 6n
muamelenin ardindan *°Co kaynakli teleterapi cihazi altinda 4 Gy y-151n1’na maruz
birakilmis; 1simnlamanin hemen ardindan ve 120 dakika sonrasinda comet yontemi,
ayrica kromozomal aberasyon ve mikroniikleus yontemleri uygulanmistir. Elde edilen
veriler hiicrelerin radyoprotektif etkinligi bilinen bir kimyasal olan AET muamelesinin
ardindan karsilastirilmistir.  AET ile mukayese edildiginde propolisin etanolik
ekstraktinin ve kuersetinin sitotoksisitesi diisiik radyoprotektif etkinlikleri ise yiiksek
bulunmustur. Ismnlamanin hemen ardindan elde edilen comet parametereleri ile
hiicrelere 120 dakika zaman verilerek elde edilen comet parametreleri arasinda anlamli

fark olusmadig1 gosterilmistir (3).
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Benkovig¢ ve arkadaslarinin yapmis oldugu in vivo bir ¢alismada ise propolisin
etanolik ekstrakti ve polifenolik bir bileseni olan kuersetin farelere i.p yolla ayr1 ayr
verilmis daha sonra radyasyona maruz birakilarak radyoprotektif etkinlik incelenmistir.
Pozitif kontrol grubu olarak i.p yolla verilen AET kullanilmistir. ®Co kaynakl
teleterapi cihazi altinda 9 Gy dozunda p-151n1 verilmeden dnce 3 giin siireyle etanolle
hazirlanmis propolis eksraktt ve kuersetin verilen farelerin lenfosit hiicrelerinin comet
analiz sonuglar1 negatif kontrol grubuna gore anlamli derecede farkli bulunmustur.
Sonug¢ olarak propoliste bulunan flavonoidlerin radyoprotektif ve antigenotoksik
ozelliklerini in vivo ortamda da gosterebildikleri sonucuna varilmis ve ayrica deneyde

kullanilan propolisin bilesenleri HPLC yontemiyle agikliga kavusturulmustur (15).

Kanimozhi ve arkadaglar1 insan lenfosit hiicrelerinde radyasyonla indiiklenmis
oksidatif hasara karsi bir kumarin tiirevi olan umbelliferonun etkisini incelemiglerdir.
Kumarinler propolisin igeriginde de degisen oranlarda bulunabilen bilesiklerdir (25).
Umbelliferonun antioksidan etki kapasitesinin doza bagimli oldugu ve en iyi
radyoprotektif etkinin DMSO ile hazirlanmis 124 uM konsantrasyonda %0Co kaynagi ile
3 Gy’lik 1sinlamadan 30 dakika dnce verilmesi halinde gergeklestigini gdstermislerdir.
Umbelliferonun, MTT analizi ile lenfosit hiicre kiiltlirlinde apopitotik hiicreleri ve
comet yontemi ile radyasyonun indiikledigi DNA hasarmi azalttigmi, lipid
peroksidasyon paramatrelerinde diisiise ve antioksidan enzim kapasitesinde artisa neden

oldugu sonucuna vartlmigtir (92).

Kanokporn ve arkadaslari en yaygin goriilen flavonoidlerden biri olan apigeninin
insan lenfosit hiicreleri tizerindeki antigenotoksik ve radyoprotektif etkilerini
mikroniikleus yontemini kullanarak arastirmiglardir. Lenfosit hiicrelerinin, degisen
konsantrasyonlarda hazirlanmis apigenin ile 2 Gy y-1511 verilmeden Once ve aninda
muamelesi sonucu, artan konsatrasyonla beraber sitokinez-blok proliferasyon
indeksinde anlamli azalig goriilmiistiir. Bu durumu apigeninin iyi bir serbest radikal

toplayici ve antioksidan bilesik olmasiyla agiklamiglardir (96).

Prasad ve arkadaslar1 ferulik asitin gama radyasyonla uyarilmig insan lenfosit

hiicre kiiltiirii {izerindeki radyoprotektif etkisini incelemistir. Ferulik asit propolisin
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bileseninde de bulunan sinnamik asit tiirevi bir maddedir (29). Ferulik asitin 1, 5 ve 10
pg/mL kosantrasyonda DMSO’da hazirlanmis ekstraktlart radyasyona maruziyetten 30
dakika Once kiiltiir ortamina verilmistir. 1, 2 ve 4 Gy p-1s1n1 ile 1sinlanarak olas1 DNA
hasar1 incelenmistir. Ferulik asitin artan konsantrasyonlarina bagl disentrik kromozom
ve mikroniikleus frekansinda azalis gozlenirken, radyasyonun neden oldugu GSH, SOD,
CAT ve GPx enzim aktivitelerindeki diisiisii 6nledigi gosterilmistir. Ferulik asitin ve
diger fenolik asitlerin radikal yakalayic1 6zellikte oldugu, serbest radikalleri baglayarak

DNA hasarini 6nledigi, TBARS olusumlarini inhibe ettigi vurgulanmistir (97).

Zhang ve arkadaglar1 bitkisel kokenli bir flavonoid olan morinin gama
radyasyonun etkisi sonucu Chinese hamster akciger fibroblast hiicre serilerinde
olusturulan reaktif oksijen tiirlerini azaltti§i bdylece hiicresel komponentleri lipid
peroksidasyonuna ve DNA hasarina karst korudugunu; SEK 1-JNK-AP yolagini
zayiflatarak apopitozu inhibe ettigini gostermislerdir (98).

Kopjar ve arkadaslari amifostin ve melatoninin radyoprotektif etkinligini insan
lenfosit hiicrelerinde mikroniikleus yontemi ve kardes kromatid degisimi yontemleri ile
incelemislerdir. 7.7 mM amifostin, 2 mM melatonin ve her ikisinin kombinasyonu ile
30 dakika 6n muamele goren hiicrelere ®°Co kaynagi yardimiyla 2 Gy dozda y-1sm1
verilmistir. Amifostin, melatonin ve kombinasyonlart mikroniikleus frekanslarinda net
bir azalisa neden olurken tek doz melatonin uygulamasi tek doz amifostin
uygulamasindan daha etkili bulunmus; kombinasyonlarin da ise anlamli bir fark
gorilmemistir. Amifostin ve melatoninin kardes kromatid frekanslar1 birbirine yakinken
kombine halde verildiklerinde anlamli bir fark goriilmiistiir. Yaptiklart calismada
radyoprotektif Ozellige sahip her iki bilesigin kombinasyonlarinin daha diisiik yan
etkiye karsin daha yiiksek koruyucu etkinlik gosterebilecegi sonucuna varmislardir (86).
Nitekim ¢alismamizda pozitif kontrol grubu olarak kullandigimiz amifostin ile
hiicrelerin 4, 7, 14 mM konsantrasyonlarda 15 ve 30 dakika 6n muamelesi sonucu elde
edilen comet skorlarinda muamele gormeyen gruba gore anlamli fark goriildi

(p<0.001).
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Miiller ve arkadaslar1 amifostinin in vivo ve in vitro radyoprotektif etkisini comet
yontemi ile aragtirmislardir. Calismanin in vitro kisminda saglikli goniilliilerden alinan
kanlardan izole edilen lenfositler 0-5000 ug/mL konsantrasyon araliginda amifostin ve
0-210 U/mL konsantrasyon araliginda alkalen fosfataz ile 15 ve 30 dakika 6n muamele
edilmis ve 6 Gy y-isini’na maruz birakilmistir. Alkalen fosfataz enzimi amifostini
defosfirile ederek aktif metabolitine doniistiiren enzimdir. Nitekim yapilan ¢aligmada
amifostinin lenfositlerde tek basina radyasyon hasarina karsi yeterli 6lgiide koruyucu
olmadig1 buna karsin ortamda 0.5-1 U/mL konsantrasyon araliginda alkalen fosfataz
enzimi mevcudiyetinde 250-5000 pg/mL araliginda etkinlik gosterebilecegi sonucuna
varilmig ve ayrica comet yonteminin amifostinden gelebilecek olan kiigiik iyilesmeleri

dahi ayirt edebilecek olgilide hassas oldugu vurgulanmustir (87).

Modarani ve arkadaglari amifostinin in vitro radyoprotektif etkinligini insan
lenfosit hiicrelerinde mikroniikleus yontemi ile incelemislerdir. Hiicreler ®Co kaynag:
yardimiyla 1.5-6 Gy arasinda 1sinlanmis ve galisilacak radyasyon dozu 6 Gy segilmistir.
Amifostin fosfat tamponunda 2, 4 ve 6 mM konsantrasyonlarda hazirlanarak ortamda 1
U/ml alkalen fosfataz mevcutken ve mevcut degilken hiicrelere radyasyona
maruziyetten 15 dakika dnce ve sonra verilmistir. Ortamda amifostini defosfirilasyon ile
aktif metabolitine doniistiirecek alkalen fosfataz enzimi yokken c¢ok diisiik
radyoprotektif etkinlik gortilmiistiir. Amifostin 2 mM konsantrasyonda ve ortamda 1
U/ml alkalen fosfataz varken radyasyona maruziyetten 15 dakika once verildiginde
mikroniikleus frekansinda ©nemli derecede azalis oldugu sonucuna varilmistir.
Amifostinin hiicrelerde toksisiteyi azaltict etkisini ve radyasyonun neden oldugu
biyolojik etkileri hidroksil radikallerini yakalayarak, DNA radikallerine hidrojen
transfer ederek ve DNA’ya yakin bolgelerde hipoksik merkezler olusturarak bertaraf
edici ozellikte oldugunu vurgulamislardir (85).

Kang ve arkadaglar1 antioksidan etkinlige sahip polifenolik bir bilesik olan
geraninin 5 pg/mL konsantrasyonda Chinese hamster akciger fibroblast hiicre serilerine
10 Gy gama radyasyonla 1sinlanmadan 1 saat 6nce verilmesi halinde DNA hasarim
onemli Ol¢iide azalttigimi gostermislerdir. Bu c¢alismada diger DNA hasan

calismalarinda oldugu gibi ¢ok sik tercih edilen comet yontemini kullanmislardir.
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Isinlamadan 48 saat sonra yapilan MTT analizinde ise geraninin hiicre canliligini
onemli Olc¢liide arttirdigi, lipid peroksidasyon parametrelerini ve hiicre igerisinde
radyasyonun etkisi ile olusan reaktif oksijen tiirlerini azalttig1, azalmis olan katalaz ve

stiperoksit dismutaz aktivitelerini normal seviyeye getirdigi sonucuna varmiglardir (99).

Konopacka ve arkadaslar1 ise lenfosit hiicrelerini vitamin-C, E ve f-karoten ile 6n
ve sonradan muamele ederek 2 Gy yp-1sini’na maruziyet ile olusan DNA hasarimi
microniikleus yontemi kullanarak degerlendirmis, antioksidan etkili bu vitaminlerin
radyoprotektif etkilerinin konsantrasyon, muamele zamani ve siiresine bagli oldugu
neticesine varmiglardir. Vitamin-C, radyasyona maruziyet dncesinde en etkili 1 pg/ml
konsantrasyonda  verildiginde mikroniikleus olusumunu Onlerken sonrasinda
verildiginde 20 pg/ml konsantrasyona kadar etkinlik goriilmiistiir. Vitamin-E, 5 ile 10
pg/ml konsantrasyonlarda 6n ve sonradan muamelede yakin etkinlik gdstermistir. /-
karotenin ise 1 ile 5 pg/ml arasindaki tiim konsantrasyonlarda etkili olurken on
muamelede 1 pg/ml, sonradan muamelede ise 5 pg/ml konsantrasyonda radyoprotektif

etkisi gézlenmistir (91).

Fujii ve arkadaglar1 farkli radyasyon tiirlerini kullanarak askorbik asitin normal
insan fibroblast hiicreleri tizerindeki radyoprotektif etkinligini arastirmislardir. Bunun
icin fibroblast hiicre serilerini hasarlamada X-isin1 ve bazi agir iyonlar beraber ve ayri
ayrt kullamilmis, askorbik asit koruyucu etkinligi incelenmek {izere ortama
1sinlamalardan 30 dakika once, 30 dakika sonra, 1 saat sonra ve 6 saat sonra 5 mM
konsantrasyonda ilave edilmistir. Radyasyon tiirlerine maruziyetten 24 saat sonra hiicre
canliligi, DSB miktar1 ve SCE frekans: incelenmistir. Yilksek derece antioksidan
etkinlige sahip olan askorbik asitin radyasyon tiirlerine karsi farkli radyoprotektif
etkinlik gosterdigi; X-1s1m1 tarafindan olusturulan hasar gibi kompleks olmayan tiirde

DNA hasarlarina karsi etkili olabilecegi sonucuna varilmistir (101).

Yukarida propolisin ve propolisin igeriginde de bulunan flavonoid ve polifenolik
Ozellikteki dogal bilesiklerin radyasyon hasarina karsi gostermis oldugu koruyucu
etkinliginden bahsedilen ¢alismalara benzer olarak ¢alismamizda Tiirk propolisinin

etanolik ekstraktlarmin fibroblast hiicre serilerinde, 3 Gy gama radyasyon kaynakli
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DNA hasarim1 engelledigi ve radyoprotektif etkinligi ortaya konulmustur. Tiirk
propolisinin gosterdigi radyoprotektif etkinligin, onun yiiksek oranda flavonoid ve
polifenolik tiirevi bilesik icermesinden kaynaklandigini sdyleyebiliriz (94). Propolisin
etanolik ekstraklar1 radyasyonun dolayli etkisi ile olusan serbest radikalleri, radikal
toplayict 6zelligi sayesinde bertaraf ederek radyoprotektif etkinlik gdstermis olabilir.
Nitekim litaratiirde de flavonoidler ve bazi vitaminler ile yapilan ¢alismalarda benzer
koruyucu etkinlik goriilmiis ve bu etkinlik onlarin antioksidan ozellikleri ve serbest

radikal yakalama kapasiteleri ile agiklanmistir (91,96,97,101).
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8. SONUC ve ONERILER

8.1. Sonuclar

1. Caligmada kullanilan fibroblast hiicre serilerinde istenilen diizeyde DNA hasar
yaratmak i¢in 200-250 aras1 degere en yakin comet skorunu veren gama radyasyon dozu
3 Gy olarak bulundu.

2. Propolisin 100, 200 ve 300 pg/mL konsantrasyonlardaki etanolik ekstraktlarinin
15 ve 30 dakikalik 6n muameleler sonrasi hiicreler iizerinde toksik etki olusturmadan
gama radyasyonun neden oldugu DNA hasarin1 engelleyebildigi sonucuna varildi
(p<0.001).

3. Amifostin ile 4, 7, 14 mM konsanrasyonlarda 15 ve 30 dakikalik 6n

muameleler sonras1 pozitif kontrol gore anlamli fark goriildii (p<0.001).

8.2. Oneriler

1. Bu calisma farkli ¢oziiciilerde hazirlanmig propolis ekstraktlartyla in vitro
yapilabilir.

2. Calismada kullanilan insan fibroblast hiicre serileri yerine farkli hiicre gruplari
kullanilarak propolisin farkli hiicre gruplarina karsi sergilecegi in vitro radyoprotektif
etkinlik incelenebilir.

3. Bu c¢alismada DNA hasarlayicist olarak kullanilan y-isim1 yerine farkli isima
tirleri kullanilarak propolisin farkli radyasyon tiirlerine kars1 gosterebilecegi
radyoprotektif etkinlik aragtirilabilir.

4. Propolisin kalitatif ve kantitatif icerigi farkl ¢oziiciiler kullanilarak HPLC ve
GC-MS gibi ileri kromatografik yontemlerle ortaya konabilir.

5. Radyoprotektif etkinin hangi etken maddelerden kaynaklandigi propolisin
iceriginin agiga cikarilmasiyla beraber literatiir karsilagtirmasi yapilarak bulunabilir.

6. Propolisin endojen antioksidan sistemde gorevli enzimlerin (katalaz, glutatyon
rediiktaz, glutatyon peroksidaz gibi) aktivitesi iizerinden radyoprotektif etki gosterip
gostermedigi, bu enzimlerin aktivitesi Ol¢iilerek ortaya konabilir.

7. Hicrelerin bulundugu ortamda total antioksidan ve total oksidan kapasite

Olctilerek,
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propolis ilave edilen grupta antioksidan ve oksidan kapasitenin degisimi
incelenebilir.

8. Propolisin radyoprotektif Ozelliginin ortaya konmasi i¢in gama radyasyona
maruziyet sonrasi propolisle 6n muamele yapilan grup ile negatif ve pozitif kontrol
grubu arasinda RT-PCR ile DNA tamir enzimlerinin ekspresyonuna bakilabilir.

9. Deneysel hayvan c¢aligmalar1 ile propolisin in vivo kosullarda radyasyona karsi

koruyucu bir etki gosterip gosteremeyecegi incelenebilir.
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