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OZET

Demir E. Iyonize Radyasyon Uygulanan Bébrek Hiicre Hattinda Timokinonun DNA Hasar1 ve
Apoptotik Genlere Etkisi. Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Saghik Bilimleri Enstitiisi, Veteriner
Fakiiltesi, Biyokimya Ana Bilim Dal, Yiiksek Lisans Tezi, Van,2024. Iyonize radyasyon isimalar
olarak bilinen X ve gamma i1gimalariyla birlikte alfa ve beta pargaciklari da gectikleri ortamda
iyonizasyona yol agarlar. Bu c¢alismada, bobrek hiicre hattinda iyonize radyasyon sonucu olusabilecek
DNA hasar1 ve apoptotik genlere etkisini belirlemek ve bu olusan hasara karsi timokinon uygulamasinin
etkilerinin komet assay ve qRT- PCR yontemiyle belirlemesi amaglandi. Bobrek hiicreleri hiicreleri;
37°C, %5 CO, ve %95 nem igeren ortamda, %10 FBS, %1 L-Glutamin ve %1 penisilin/streptomisin
DMEM high glukoz besi yeri (medyum) ortaminda cogaltildi. MTT canlilik testi sonucuna gore
belirlenen Timokinon’un hiicre proliferasyonunu en ¢ok arttiran konsantrasyonu 10 uM uygulandi.
Cahgma gruplari; Kontrol, Timokinon, Iyonize Radyasyon, Iyonize Radyasyon+Timokinon ve
Timokinon+Iyonize Radyasyon olmak iizere 5 grup olusturuldu. Caligma sonucunda 24 ve 72 saat
sonunda belirlenen Iyonize Radyasyon toksik dozu gruplarina 18 ve 10 Gy olarak belirlendi. 24 saat
inkiibe edilen hiicrelerden Comet assay ile DNA hasar ve RT-qPCR ile de hedef genlerin ekspresyon
diizeyleri belirlendi. DNA Hasar1 ve Kuyruk Momenti 6l¢iim degerleri bakimindan gruplar arasindaki
istatistiklere gore, her ikisinde de RD grubu diger gruplardan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur
(p<0.05). 24. saatte kaspaz 3,8,9 da TQ ve RD gruplari arasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.05).72.
saatte ise kaspaz 3,8,9 ile kontrol ile diger gruplar arasinda anlamli fark tespit edilmistir. Sonug olarak,
yiiksek doz iyonize radyasyon uygulamasmin 24 ve 72. saatin sonunda bobrek hiicre hattinda DNA hasar1
ve apoptotik enzimleri lizerine etkili oldugu, bununla birlikte, timokinon’un radyasyona bagli
olusabilecek yan etkileri azaltmada veya etkiler sonucu olusabilecek komplikasyonlar1 énlemede etkili
olabilecegi kanisina varild.

Anahtar kelimeler: Iyonize Radyasyon, Bobrek Hiicre Hatti, Timokinon, DNA Hasar1, Apoptozis



ABSTRACT

Demir E.Effect of Thymoquinone on DNA Damage and Apoptotic Genes in the Kidney Cell Line
Applied to Ionizing Radiation. Van Yiiziincii Y1l University, Institute of Health Sciences, Faculty of
Veterinary Medicine, Department of Biochemistry, Master's Thesis, Van, 2024. Along with X and
gamma rays which are known as ionizing radiation, alpha and beta particles also cause ionization in the
medium they pass through. In this study, it was aimed to determine the DNA damage that may occur as a
result of ionizing radiation in the kidney cell line and its effect on apoptotic genes, and to determine the
effects of thymoquinone application against this damage by comet assay and gRT- PCR methods. Kidney
cells were reproduced in an environment containing 37°C, 5% CO2 and 95% humidity, in DMEM high
glucose medium with 10% FBS, 1% L-Glutamine and 1% penicillin/streptomycin. According to the MTT
viability test results, the concentration of Thymoquinone that increased cell proliferation the most was 10
UM. As working groups, 5 groups were created: Control, Thymoquinone, lonized Radiation, lonized
Radiation+Thymoquinone and Thymoquinone+lonized Radiation. As a result of the study, the toxic dose
of lonizing Radiation was determined as 18 and 10 Gy for the groups at the end of 24 and 72 hours. DNA
damage was determined by Comet assay from cells which are incubated for 24 hours and expression
levels of target genes were determined by RT-qPCR. According to the statistics between the groups in
terms of DNA Damage and Tail Moment measurement values, the RD group was found to be
significantly higher than the other groups in both (p<0.05). A significant difference was detected between
TQ and RD groups in caspase 3,8,9 at the 24th hour (p<0.05). At the 72nd hour, a significant difference
was detected between the control and other groups in terms of caspase 3,8,9. As a result, it was concluded
that high dose ionizing radiation application was effective on DNA damage and apoptotic enzymes in the
kidney cell line at the end of the 24th and 72nd hours, and that thymoquinone may be effective in
reducing the side effects that may occur due to radiation or preventing complications that may occur as a
result of the effects.

Key words: lonizing Radiation, Kidney Cell Line, Thymoquinone, DNA Damage, Apoptosis
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1. GIRIS

Giiniimiizde Iyonize radyasyon, in vivo ve in vitro etkileri, korunma yollar1,
canlidaki meydana getirdigi organ, doku ve hiicre diizeyindeki hasar ve etkileri olduk¢a
yaygin bir sekilde ¢alisiimaktadir (Dede ve ark., 2019, Yilmaz ve ark., 2019). Bununla
birlikte glcli antioksidan 6zellige sahip olan timokinonun, DNA hasari, ve apoptotik
parametreleri lizerine etkileri her gecen giin gittik¢e artan bir sekilde arastirilmakta ve
bu molekiiler hasar parametreleri iizerindeki rolii anlagilmaya g¢alisilmaktadir (Gilimiis

ve ark., 2018).

Iyonize 1g1malar, canlilarda molekiiler ve hiicresel diizeylerde biyolojik, fiziksel
ve kimyasal bir¢ok farkliliklara yol agar. Bu olusan farkliliklar uygulanan iyonize
radyasyonun miktarma, siiresine ve cinsine gdre gegici veya kalic1 olabilir. Iyonize
radyasyon 1simalar1 olarak bilinen X ve gamma isimalariyla birlikte alfa ve beta

parcaciklar1 da gectikleri ortamda iyonizasyona yol agarlar (Hendee ve Edwards, 1998).

Iyonize radyasyon serbest radikal olusumuna sebep olmaktadir. Serbest
radikallerin olusumu ve uzaklastirilmasi vicutta diizenli sekilde gergeklesmektedir. Canli
da olusan molekiillerin olusum hizi ile uzaklastirilmasi arasindaki denge sabit kaldig1 ya
da bozulmadig: siire boyunca canli bundan etkilenmemektedir. Bu denge bozuldugunda,
serbest radikallerin artmasi veya antioksidanlarin etkisiz kalmasi canlida oksidatif strese
sebep olur. Bu durum karsisinda, hiicrelerde hasar, isleyis bozuklugu, yaslanma ve
yasamsal Oneme sahip goérevlerini yerine getirememe gibi durumlar olusur (Ofluoglu,

2007; Pari ve Sankaranarayanan, 2009).

Yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalar Timokinon’un oksidanlar1 etkisiz hale
getirdigi ve iyi bir suplrici etkisi oldugunu gostermistir. (Burits ve Bucar, 2000;
Gunduz ve ark., 2002). Bununla birlikte, Timokinon’un; antioksidan, antiinflamatuar
etkileri, antikanser etkileri ve toksik ajanlarlar iizerine koruyucu etkisi oldugu olduk¢a

yaygin bir sekilde bilinmektedir (Woo ve ark., 2012).

Yaptigimiz ¢alismada, bobrek hiicre hattinda (NRK52-E) iyonize radyasyonun

ssebep olabilecegi DNA hasar1 ve apoptotik genlere etkisini belirlemek ve meydana



gelen hasara karst timokinon uygulamasmin etkilerinin komet assay ve gRT- PCR

yontemiyle belirlemesi amaglanmis.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Nigella Sativa (Corek Otu)

Nigella sativa (Corek Otu), Giineybati Asya ve Akdeniz Bolgesi’nde dogal
olarak yetisen Ranunculaceae familyasma ait bir yillik tibbi bir bitkidir (Kara ve ark.,
2015). Ayrica Suudi Arabistan, Suriye, Orta Dogu, Kuzey Afrika, Giliney Avrupa,
Turkiye ve Pakistan gibi tlkelerde de yaygin olarak yetistirilmektedir (Asst ve ark.,
2016). Tohumlar: siyah renkli oldugu i¢in ismini bu sekilde almistir. Latince nigellus
siyahims1 anlamina gelmektedir. Nigella sativa bitkisi Tlrkge de ¢orek otu, siyah
kimyon ve bereket tohumu olarak bilinir (Baytop, 1999). Nigella Sativa, ortalama 20-30
cm uzunluguna sahip ¢icekli yillik bir bitkidir. Yapraklar: dogrusal sekildedir. Cicekleri
5-10 petaldan olugmaktadir ve sari, beyaz, pembe ve mor renklidir. Bitkinin meyveleri
kapsiil seklinde 3-7 adet foliikkiilden olusmus genis yapiya sahiptir. Her biri bircok
tohum icermektedir. Siyah olan tohumlar1 yassi, anguler, oblong ve huni bicimindedir.
Tohumlarin uzunlugu 0.2 cm, genisligi 0.1 cmdir (Giizelsoy ve ark., 2018). Nigella
sativa tohumlar1 bitkinin en 6nemli maddeleri i¢eren kismidir. Nigella sativa tohumlari,
kimyasal bilesimi bakimindan zenginlik ve ¢esitlilik gosterir.  Tohumlarda
karbonhidratlar, proteinler, amino asitler, ugucu ve sabit yaglar bulunur (Assi ve ark.,
2016). Farmakolojik olarakta en etkili bileseni ugucu yag i¢inde bulunan timokinon
(TQ), ditimokinon (DTQ), timohidrokinon (THQ) ve timol (TMY)’dir. Ayrica iginde
nigellon, karvakrol, p-simen, d-limonen, o ve B-pinen yer almaktadir (Tiranbesli, 2020).
Corek otunun ana bilesikleri ugucu yag ve sabit yagdir. Corek otunda yer alan esansiyel

yag antiinflamatuar, antimikrobiyal, antikanser ve antioksidan aktiviteye sahiptir.

Corek otu veya siyah tohum olarak bilinen Nigella sativa Orta Dogu’nun birgok
ulkesinde ve diinyanin diger bolgelerinde astim, oksiiriik, bronsit, bas agrisi, romatizma,
hipertansiyon, ates ve grip gibi rahatsizliklarin tedavisinde dogal ila¢ olarak tibbi

amagla kullanilmaktadir (Uras ve ark., 2010).



2.2. Timokinonun Fizikokimyasal Ozellikleri

Gorek otu tohumunun en Onemli farmakolojik etkiye sahip bileseni kinin
yapisina sahip olan timokinondur (Gizelsoy ve ark., 2018). TQ IUPAC adi 2-izopropil-
5metil-1,4-benzokinon olan 10 karbonlu bir bilesiktir. Erime noktas:1 49-50°C olan
pullu Kristallere sahip kati, parlak bir bilesiktir. TQ 0Ozellikle alkali pH'ta sulu
cozeltilerde kararsizdir ve ayrica ciddi 151k duyarlilifma sahiptir. Iki karbon-karbon cift
bag1 ve iki karbon-oksijen ¢ift bagi vardir (Ahmad ve ark., 2019).

2.3. Timokinonun Molekiiler Etki Mekanizmasi

Timokinonun etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle beraber c¢ok
karmasiktir. Timokinonun patofizyolojik durumlarda birden ¢ok faktOrii hedef aldigi
belirtilmistir. En 6nemli etkileri inflamasyon, oksidatif stres, anjiyogenez ve
apoptozdur. Inflamasyon-oksidatif stres, zararli dis uyaranlara karsi viicut savunma
mekanizmasinin ilk hattidir. Bu reaksiyonun nihai amaci, organizmayi ilk yaralanmadan
ve yaralanmanin sonucundan korumaktir. Bu inflamatuar reaksiyonlar, dogal fizyolojik
strecler tarafindan kontrol edilmediginde, diinya ¢apinda yaygm olarak yayilan
inflamatuar hastaliklara sebep olabilir. Timokinon bazi enflamaur hastaliklarda
kullanilacagi kanitlanmustir. TQ’nun, sirasiyla inflamasyon siklooksijenaz (COX) ve
lipooksijenaz (LOX) seviyelerini etkileyerek eikazonoidlerin Gretimini esas olarak
tromboksan B ve lokotirienler B4’ti inhibe ettigi rapor edilimistir. Bu enzimler
inflamatuar yoldaki ana faktor olup, oksidatif strese neden olan ve nétrofil ile
makrofajlarin infiltrasyonuna ve sonugta doku hasarma sebep olan farkli sitokinlere
etki gosterir. TQ nun anti-inflamatuar etkisini makrofajlar tarafindan iiretilen nitrik
oksite inhibe etmesiyle kanitlanmistir. TQ nun ayrica katalaz, glutatyonperoksidaz ve
glutatyontransferaz gibi antioksidan enzimlerin etkisini korudugu kanitlanmistir.
Enflamasyonda 6nemli interlokin (IL-1, IL-2, IL-6, IL10) gibi ¢ok sayida sitokinler ve
timor nekroz faktor-a (TNF-a) vardir. Bunlardan TNF-a ve IL- 1, sepsis sirasinda organ
yetmezligine neden olabilen diger proinflamatuar sitokinlerin, reaktif oksijen/nitrojen
tirlerinin ve lipid mediatdrlerin asir1 ekspresyonu ig¢in Onemlidir. Bu sitokinlerin
seviyesi, TQ ile tedavi edildiginde sepsiste modiile edilir. Bunun disinda Nukleer Faktor

Kabba B (NF-kB) ayrica proinflamatuar sitokinlerin seviyesini yikselterek sepsiste
4



muhim bir rol oynar. TQ ayrica sepsis sirasinda NF-kB (izerinde Onleyici bir etkiye
sahiptir, oyle ki proinflamatuar sitokinlerin Gretimini inhibe eder, boylece inflamatuar

hlcrelerin infiltrasyonunu azaltir ve doku ve organ hasarina karsi koruyucu etki gosterir.

Sistemik inflamasyondaki oksidatif stresin ayrica hafiza ve Ogrenme
bozuklugunda kritik bir rolii oldugu bildirilmistir. Calismalar ayrica, lipopolisakarit
tarafindan indiikklenen ndro-enflamasyonun, proinflamatuar sitokinlerin salinmasi ve
asir1 Reaktif Oksijen Turleri (ROS) iiretimi yoluyla 6grenme ve hafizanin bozulmasina
neden oldugunu ileri stirilmiistiir. Bir fare modelinde, lipopolisakkarit (LPS)’'in neden
oldugu 6grenme ve hafiza bozuklugu, hipokampalde TNF-a ve IL-6'nin ve kortikal
dokuda IL-6'nin artan seviyesi ile iliskilendirilmistir. TQ uygulamasi, hipokampal TNF-
a ve IL-6 diizeylerinde bir azalma ile iligkilidir ve ayrica TQ, NF-kB'yi baskilayarak ve
sitokin Gretimini inhibe ederek anti-inflamatuar aktivitesini sergiledigi kanitlanmustir.
Bu galigmada yazarlar, TQ'nun néroprotektif etkilerinin, LPS ile indiiklenen modelde
o0grenme ve hafizadaki gelisme acisindan ifade edildigini agiklamistir (Ahmad ve ark.,
2019)..

Anjiyogenez yeni kan damarlarinin olusumu veya kan damarlarinin gelisimi
anjiyogenez olarak bilinir. Onceki calismalar, timokinonun bircok kanser hiicre hatti
tiirliniin hiicre proliferasyonu iizerinde inhibe edici etkiler gosterdigini bildirmistir.
Endotel hcreleri, endotel hiicre migrasyonu, proliferasyonu, invazyonu, adezyonu ve
tip olusumu dahil olmak iizere tiimor anjiyogenezinin her adiminda 6nemli bir rol
oynar. Endotel hiicre gogiinii, cogalmasini, biiylimesini ve hayatta kalmasin1 diizenleyen
endotel hicre sinyal yollar1 vardwr. Endotel hiicrelerinde bu sinyal yollarinin
aktivasyonu, anjiyogenez icin gereklidir. Serin/treonine 6zgu bir protein kinaz olan
AKT (protein kinaz B), endotel hiicrelerinin migrasyon, biiyiime, proliferasyon, apoptoz
ve metabolizma gibi temel hiicresel fonksiyonlarinda yer alan 6nemli bir digiimdiir.
AKT, endotel nitrik oksit sentaz aktivasyonunu duzenler, vazodilatasyon, vaskiler
yeniden sekillenme ve anjiyogenezi uyarir. AKT sinyali, hipoksi ile indiklenebilir
faktor a (HIFa) transkripsiyon faktorlerinin iiretimini uyarir, boylece VEGFnin ve
onemli proanjiyojenik faktorler olan diger biiylime faktdrlerinin salgilanmasina aracilik
eder. Hiicre dis1 sinyalle iligkili kinaz (ERK), endotel hiicre dongiisii, cogalma, biiyiime,

goc ve apoptozu diizenlemede kritik bir kinazdw. Hiicre dis1 biliylime faktorii
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stimiilasyonu Tlizerine, aktive edilmis ERK, NF«xB ve c-Jun gibi bircok substratini
dizenler, boylece anjiyogenezi duzenler. Timokinonun, AKT/ERK aktivasyonunu
azaltarak HUVEC go¢iinil, istilasini, ¢ogalmasimni ve tiip olusumunu engelleyebildigini
kanitlanmistir. Timokinon ayrica hem in vitroaortik halka tahlilinde hem de in
vivomatrigel tikag tahlillerinde anjiyojenik 6zellikleri bloke ettigi raporlanmistir (Yi ve

ark., 2008).

Apoptoz o6lii, mutasyona ugramis veya yaslanmis hiicreyi ortadan kaldirmaya
yonelik patolojik veya fizyolojik degisikliklere yanit olarak programlanmis hiicre
Olimudir. Yani biyolojik bir sistemin viicuttan atilmadigi takdirde potansiyel bir saglik
tehdidi olusturabilecek o©lii hiicrelerden temizlenme yolu oldugu sdylenebilir.
Apoptozun iki ana yolu vardir - birincisi, B-cell Lymphoma Gene (Bcl) protein ailesi
tarafindan diizenlenen igsel yol/mitokondriyal yol. Bu yolda baslangicta c¢esitli
uyaranlar mitokondriyal membran gegirgenliginin artmasimi tetikler ve son olarak
membran bozulmasma ve mitokondriyal disfonksiyona neden olan apoptojenik
faktorleri serbest birakir. Bu islev bozuklugu, c¢esitli apoptojenik proteazlari, drnegin
kaspazlar1 aktive eder. Ikincisi, bu kaspazlar ayrica hiicre yiizeyinde bir 6liim
reseptoriiniin olusumu ile aktive edilir. Ornegin, kaspaz-3, kaspaz-9 veya boliinmiis
kaspaz -3 gibi kaspazlarin aktiviteleri, kanser hiicrelerinde apoptozun ayirt edici
isaretleri olarak incelenir. TQ'nun omurilik yaralanmasinda kaspaz-3 ve kaspaz-9'un
aktivitesini azalttigi ve bir hayvan modelinde apoptozu inhibe ettigi ve aym
mekanizmanin mide karsinomunda etkili oldugu rapor edilmistir. Ayrica hiicre,
onarilabilir veya onarilamaz DNA hasarina maruz kalabilir. Bu da DNA hasarinin dogru
bir sekilde onarildigi veya onarilamaz hale getirilebilecegi anlamina gelir. Hiicreler
DNA hasarma ugradiginda ve onarilamazsa, glioblastoma hiicresinde TQ tedavisi ile
atfedilen apoptoz meydana gelebilir. Ayrica TQ'nun yiiksek Bax ve sitokrom c¢
proteinleri seviyesi aracilifiyla apoptozu indiikledigi sonucuna varilmistir. TQ'nun p5S3
bagimsiz yolu araciligiyla apoptozu indiikledigi de gosterilmistir. Mesane kanseri hiicre
hatlarinda TQ, artan Bax/Bcl-2 ve sitokrom-c oraninin bulundugu endoplazmik
retikulum aracili mitokondriyal yol yoluyla apoptozu indiikler. Prostat kanseri hicre
hattinda gergeklestirilen baska bir calismada, TQ'nun apoptotik aktivitesi rapor
edilmistir ve bunun ROS araciligindan kaynaklandigi bildirilmistir (Ahmad ve ark.,



2019). Timokinonun kanser hiicrelerinde ROS iireterek apoptozu indiikledigi baska bir
caligmada kanitlanmistir (Giizelsoy ve ark., 2018). Meme kanseri hiicre dizisinde

apoptotik etkiyi gemsitabin ile kombinasyon halinde ve tek basina gostermistir.

2.4. Timokinonun Farmakolojik Etkileri

2.4.1. Antidiyabetik etkisi:

Diabetes mellitus, esasen insiilin sekresyonu ve/veya etkisinin bozulmasina bagli
olarak viicutta karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasimda anormallikler ile uzun bir
stire boyunca hiperglisemi ile karakterize kronik bir metabolik bozukluktur. Diyabetin
patofizyolojisi diizensiz inflamasyon, bozulmus redoks homeostazi yoluyla artan
oksidatif stres ve dengesiz kan lipid profilleri ile yakindan iligkilidir. Diyabetle iligkili
komplikasyonlar néropati, nefropati ve retinopatiyi icerir. Geleneksel ilaglarm bir
parcasi olan ¢orek otu ve ugucu yag, anti-diyabetik ajanlar olarak blyik potansiyele
sahiptir. Corek otu ekstraktlarmin, antioksidan enzimlerin aktivitesini artirarak oksidatif
stresin zayiflamasmi iceren mekanizma yoluyla alloksan veya streptozotosin ile
indiiklenen diyabetik siganlarda veya farelerde hastalik sonuglarmi iyilestirdigi
gosterilmistir. Ayrica, ¢orek otu tohumu ekstraktindan elde edilen giimiis nanopartikiil
bazli yesil sentezin, enflamatuar sinyali inhibe ederek, antioksidan sistemi eski haline
getirerek ve beyindeki sinir blylme faktoriinii artirarak siganlarda streptozotosin (STZ)
kaynakli diyabetik néropatiyi iyilestirdigi gosterilmistir. Ek olarak, ¢corek otunun temel
fonksiyonel preparasyonu olan Nigella Sativa Oil (NSO), cesitli streptozotosin veya
alloksan kaynakli diyabetik modellerde iyilestirici etkiler gostermistir. Corek otu
tohumlarinin veya NSO'nun terap6tik rollerini degerlendirmek i¢in bugiine kadar tip 2
diyabet (T2D) ¢alisma yapilmistir. T2D hastaligi olan hastalar {izerinde yapilan bir
calismada NSO takviyesine lipid profili, glisemi, C-reaktif protein seviyesi ve lipid
peroksidasyonu tizerinde diisiiriicii etkisi oldugu gosterilmistir. Cesitli preklinik ve
klinik calismalardan elde edilen gozlemler, ¢orek otu ve NSO'nun diyabetik
komplikasyonlar1 olan hastalarin tedavisinde etkili Dbitkisel ilaglar olabilecegini

gOstermistir (Hannan ve ark., 2021).



2.4.2. Sindirim sistemine etkisi

Etanol intragastrik uygulamasi uzun siiredir deney hayvanlarinda mide
lezyonlarini indiiklemek i¢in tekrarlanabilir bir yontem olarak kullanilmistir. Gastrik
lezyona serbest radikallerin ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumu eslik eder. Ozellikle bu
radikaller, bircok biyolojik molekiile saldirip zarar verdikleri icin, gastrointestinal
sistemin tlseratif ve erozif lezyonlarinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu nedenle,
antioksidanlar ile tedavi, etanoliin neden oldugu gastrik mukozal hasar1 azaltabilir. NS
ve TQ ile 6n tedavi, sicanlarda etanoliin neden oldugu gastrik mukozal hasar1 inhibe

ettigi kanitlanmistir (Kanter ve ark., 2005).
2.4.3. Kardiyoprotektif ve antihipertansif etkisi

Cok sayida olumsuz uyarana karsi sitoprotektif etkilere sahip olan ¢orek otu
tohumu, kalbi koruyucu etkiler sergilemektedir. Corek otu oksidatif stresi azaltarak
kalp hasarina kars1 kardiyak fonksiyonlari iyilestirmistir. Corek otu tohumu etanolik 6z
ile 6n tedavi, kardiyak biyobelirtegleri ve antioksidan durumu iyilestirerek izoproterenol
kaynakli miyokard enfarktiisiine karsi umut verici bir kardiyoprotektif etki sergilemistir.
Hipertansiyon, diinya ¢apinda kardiyovaskiiler hastaliklarin ve buna bagli o6liimlerin
onde gelen nedenidir. Corek otu tohumu da hipertansiyonu diistirmede umut vaat
etmektedir. Anjiyotensin II kaynakli hipertansif sican modelinde, ¢orek otu tohumu,
anjiyotensinll'nin kardiyovaskiiler etkilerini antagonize ederek hipertansiyon uzerinde
olas1 bir normallestirici etkiye sahip oldugu kanitlanmistir. Bununla birlikte,
hipertansiyonu olan yash hastalarda yapilan randomize kontrollii bir klinik ¢alismada,
¢orek otu uygulamasi kan basincinda hafif fakat 6nemsiz bir azalma gostermistir. Hafif-
orta siddette hipertansiyonu olan hastalarda ¢orek otu yagi kullanilarak yapilan bir
klinik ¢alisma, lipit profilleri ve kan basmnci tizerinde de olumlu sonuclar géstermistir
(Hannan ve ark., 2021).

2.4.4. Hipolipidemik etkisi

Yapilan klinik ¢alismalarda kolesterol seviyesi normalin iistiinde olan hastalara
diizenli bir sekilde 2 ay boyunca 1 gr ¢orek otu verildiginde kandaki LDL ve trigliseritin

seviyesinin azaldigi, HDL kolesteroliiniin ise arttig1 gézlenmistir. Yapilan bir diger



calismada kolestrol seviyesi yiiksek olan tavsanlarda ¢orek otunun lipit seviyesini

pozitif bir sekilde etkiledigi belirtilmistir (Asal ve ark., 2018).
2.4.5. Antimikrobiyal etkisi

Timokinonun gram pozitif bakteriler Uzerinde &ldiiriicii etkisi oldugu
gosterilmistir. Bobrek epital hiicrelerine yapisan Streptococcus pyogenes bakterilerinin
timokinon alimi ile sayilarinin diistiigii bildirilmistir. Timokinonun prostat hastalarinin

6limiine yol agan prostatitleri engelledigi gosterilmistir (Giizelsoy ve ark., 2018).
2.4.6. Antikanser etkisi

Timokinon in vitro ve in vivo olarak anti-inflamatuar, antioksidan ve anti-
neoplastik etkiler gosterir. TQ, I6semik hiicre, pankreasta en ¢ok bilinen kanser tipi olan
pankreas adenokarsinomu ve kas dokusunda goriilen uterin sarkom adi verilen kanser
tirlerine kars1 anti-neoplastik etki gostermektedir. TQ'nun kanser hicrelerinin
biiylimesine engel oldugu gosterilmistir. Ancak TQ kaynakli biiyiime inhibisyonunun
mekanizmasi tam olarak agiklanamamistir. TQmun p53'e bagimli ve p53'ten bagimsiz
yollarla apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Zubair ve ark., 2013). Timokinonun
Ozellikle antioksidan etkisinden dolayr DNA’nin yapismi hedef alip, kansere sebep
olana molekdillerinin sinyal yolaklarini degistirerek ve bagisiklik dedigimiz immiin
yanit1 degistirerek antikanser etki gostermektedir. Yapilan ¢alismalarda timokinonun
mide, pankreas, meme, prostat,rahim agzi ve kalin bagirsak kanseri gibi bir¢ok kansere

olumlu etkisi oldugu bildirilmistir (Y1ldiz ve Turan, 2020).
2.4.7. Antiallerjik etki

Timokinon baz1 alerjik hastaliklarm tedavisinde de kullanmilmistir. Ayrica
antihistaminik etkileri de gosterilmistir. Timokinonun yapilan kobay deneylerinde nefes
borusu ve ince bagirsak diiz kaslarinda seratonin ve histaminin etkilerini yok ettigi
kanitlanmistir. Bu etkinin arasidonik asitten olusan lipooksijenaz engellemesi ve
histamin ile serotonin reseptorlerine karsi antagonist etki gostererek davranmasindan

kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Kurt, 2013).



2.4.8. Antiinflamatuar etkisi

Bu etki dnemli iki enzim olan COX ve LOX ile ydritulmektedir. Yapilan
caligmalarda timokinonun COX ve LOX enzimlerini inhibe ettigi rapor edilmistir.
Farelerde alerjik havayolu inflamasyonunda timokinonun akciger eozinofili
hlcrelerinde hiperplaziye, PDG2 ve COX2 inhibisyonuna neden oldugu belirtilmistir
(Bacak ve Avci, 2013).

2.4.9. Sinir sistemine etkisi

Yapilan g¢aligmalarda toluen verilerek noronlarinda yapi ve fonksiyon kaybi
olusturulan ratlarda NS ve TQ takviyesinin bu olumsuz durumu diizelttigi bildirilmistir

(Bacak ve Avci, 2013).
2.4.10. Antioksidan etkisi

Timokinonun en onemli farmakolojik etkilerinden biride antioksidan ozellige
sahip olmasidir. Timokinon superoksitdismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) gibi
antioksidan enzimlerin seviyesini arttirirken reaktif oksijen tiirleri (ROS) seviyesini
digirmektedir. Yapilan c¢alismalarda timokinonun hidrojen peroksit kaynakli
norotoksisiteye karsi koruyuculugu rapor edilmistir. Yapilan bagka bir calismada kursun
subasetat ile kontamine edilmis igme suyuna maruz birakilan erkek siganlarda
uygulanan timokinonun CAT, glutatyonrediiktaz (GR), glutatyonperoksidaz (GPXx)
seviyelerini arttirdigi  gozlenmistir. Timokinonun oksidatif stres belirtecleri olan
stiperoksit, hidrojen peroksit ve nitrik oksidi azattig1 baska bir ¢alismada kanitlanmigtir
(Hannan ve ark., 2021).

2.5. DNA

Canli organizmalarda genomik dizinin korunmasi yasam icin Onemlidir.
Kalitimin temel birimi olan DNA reaktif bir molekiildiir. Endojen ve ekzojen ajanlar
tarafindan kimyasal modifikasyonlara kars1 olduk¢a duyarlidir. DNA replikasyonu ve
onarimi ile 1ilgili DNA polimerazlar1 hatalar yaparak hiicrelere potansiyel olarak

dezavantajli mutasyonlar yiikler. Bununla birlikte hiicreler DNA hasar1 sonucu olusacak
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zararh etkileri en aza indirgemek adma hiicre kontroli, DNA tamiri, hicre 6lim ve

kontrol yollar1 gibi karmasik 6zelliklere sahiptir.

DNA’daki hasar kaynagina gore endojen ve eksojen olarak ikiye ayrilabilir.
Endojen DNA hasarmin biyiik bir kismi hicrelerde zaten var olan su ve serbest
radikaller ile hidrolitik ve oksidatif tepkimelere giren kimyasal anlamda aktif DNA’dan
kaynaklanir. DNA hasarina sebep olan endojen etkenler arasinda hatali sekilde
eslesmeler, baz kayiplari, kimyasal degisiklikler, oksidatif hasar, DNA replikasyon
hatalar1 yer alir. Eksojen DNA hasar1 ise ¢evresel, fiziksel ve kimyasallarim DNA’ya
zarar vermesiyle olusur. Aflatoksin, benzopren, kemoterapi ilaglari, alkilleyici ajanlar
kimyasal ajanlardandir. Kemoterapoétik ilaglar DNA’da zincir kirilmalarma ve zincir igi
capraz baglarin meydana gelmesine sebep olmaktadir (Onur ve ark., 2009). Capraz
baglama maddeleri, alkile edici maddeler, UV ve iyonlastirici radyasyon da buna
ornektir (Chatterjee ve Walker, 2017).

Insan viicudundaki hiicrelerin her biri on binlerce DNA lezyonu alir. Bu
lezyonlar genom replikasyonunu ve transkripsiyonunu bloke edebilir. Bu sorun
onarilmazsa veya yanlis onarilirsa hiicre veya organizma canliligini tehdit eden

mutasyonlara yol acabilir.

DNA hasarmin sebep olacagi olumsuz sonuglarla micadele etmek igin hiicreler
DNA lezyonlarini tespit etmek, varliklarini isaret etmek ve onarimlarini desteklemek
icin topluca DNA hasar1 tepkisi olarak adlandirilan mekanizmalar gelistirmistir. Bu
mekanizmada kusurlu hiicreler genellikle DNA’ya zarar veren ajanlara karsi yiiksek

hassasiyet gosterir (Jackson ve Bartek, 2009).
2.6. Radyasyon ve Radyoaktivite

Cekirdeginin i¢inde dengeli sayida proton ve ndtron bulundurmayan atomlara
radyoaktif atom denir. Radyoaktif atomlar kararli yapiya gecmek igin bu enerjilerini
bosaltmak isterler. Radyoaktif cekirdeklerin kararli bir hale ge¢mek icin ortama
saldiklar1 enerjiye radyasyon denir (Gokoglan ve ark., 2020). Baska bir sekilde ylksek
hizda partikiillerin ve elektromanyetik dalgalarin enerjisi de diyebiliriz (Coskun, 2011).
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2.7. Radyasyon Cesitleri

Iyonize ve iyonize olmayan radyasyon seklinde ikiye ayrilir. Iyonize olmayan
radyasyon diisiik seviye de enerji icerdigi i¢in etki ettigi madde i¢ginde atomlar1 uyarir
fakat iyonlasmaya sebep olmaz. Iyonize radyasyondan daha diisiik enerjiye sahiptir.
Goriiniir 151k, mordtesi 151k, kizilotesi 11k, radyo dalgalar1 ve mikro dalgalara iyonize
olmayan radyasyon diyebiliriz (Gékoglan ve ark., 2020). Iyonize radyasyon baska bir
tanimiyla yuksek enerjili radyasyon fazla enerjiye sahip oldugu i¢in atomdan elektron
koparrr ve atomun iyonlasmasmi saglar. Iyonize radyasyon elektromanyetik ve
partikiller olmak tizere iki sekilde karsimiza g¢ikar. Alfa, beta pargaciklari, elektron,
proton, notron partikiler tipe ornektir. Mor Otesi 1smnlar, X ve gama isinlari ise

fotonlardan olusan elektromanyetik radyasyonlardir (Cimen ve ark., 2017).

Alfa parcaciklar1 ¢ekirdekteki noétron ve proton fazlaligi sonucu yayilir.
Iyonlastirma giici cok yiiksektir. Penetrasyonu ¢ok az olup ince bir kagit pargasi ile
durdurulabilirler. Cilde giremezler ama inhalasyon yoluyla viicuda girebilirler (Dicle,
1991). 2 proton ve 2 notrona sahip Helyum atomunun g¢ekirdegidir. Tan1 ve tedavide
kullanilmazlar. Enerjilerini madde ile etkileserek uyarilma ve iyonlagsma gibi olaylar ile
kaybederler. Cekirdekteki enerji ve kararsizlik proton fazlaligindan kaynaklaniyorsa arti
yiiklii betalar (pozitronlar) olusur. Enerji notron fazlaligindan olusuyorsa eksi yiikli

betalar (negatronlar) olusur. Iyonlastirma 6zelligi alfadan daha azdr.

Gama ve X isinlar1 elektromanyetik grup i¢inde yer alir. Elaktromanyetik
radyasyon, titreserek enerjinin uzayda 1sik hiziyla tasmmasidir. Elektromanyetik
radyasyonlar dalga tipindedir. Dalga boylar1 ¢ok diisiik, frekanslar1 da ¢ok fazladir.
Elektromanyetik dalgalar frekanslari, dalga boylar1 ve enerjilerinin farkli olmasi ile
birbirinden ayrilir. Enerjileri artan elektromanyetik radyasyonlar foton adini alirlar.
Fotonlarin yiik ve Kkiitleleri olmadigi igin partikiiler ozellikteki radyasyonlardan
farkhidirlar (Demir, 2013). Gama ve X isinlarmin, alfa ve beta pargaciklarina oranla

madde i¢ine daha fazla niifuz edebilirken iyonlagmaya etkileri ok daha azdur.

Radyasyon kaynaklari dogal ve yapay olarak ikiye ayrilir. Dogal radyasyon
kaynaklar1 kendiliginden var olan radyasyon ¢esididir. Kozmik 1sinlar, radon gazi, gama

radyasyonu dogal kaynaklara ornektir. Radon yerkiire de bulunan en agir radyoaktif
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soygazdir. Akciger kanserine sebep oldugu kanitlanmistir. Yapay radyasyon kaynaklar1
kendiliginden var olmayan, teknolojik gelismelerin de etkisiyle olusturulan
radyasyondur. Tibbi uygulamalar, niikleer santraller, niikleer silah denemeleri,

televizyon, bilgisayar, radyo yapay radyasyondur (Gokoglan ve ark., 2020).
2.8. Radyasyonun Biyolojik Etkileri

Iyonize radyasyonun etkileri sitokastik ve deterministik olmak {izere ikiye
ayrilir. Sitokastik etkiler, cok diisiik dozlarda ortaya ¢ikan, alinan doza bagli olmayan ne
zaman olacagi bilinmeyen etkilerdir. Kanser, kalitimsal etkiler 6rnek olarak verilebilir.
Deterministik etkiler ise yuksek doz maruziyetinde birden bire meydana gelen ve
organizmada buyuk hasarlara sebep olabilecek durumlar dogurur (Manisaligil ve Yurt,
2018). Oliim, cilt yaniklar1, kisirlik, katarakt bu etkiye drnektir.

Iyonize radyasyona maruz kalmanin saglik iizerine etkileri alinan doz miktari,
radyasyon tiirli, doz hizi, yas, biyolojik farkiliklar, maruz kalan vict kismi, 1s1 gibi

faktorlere baglidir.
2.9. Radyasyonun Hiicre Uzerine EtKkileri

IR’nun olusturacagi hiicresel hasar 3’e ayrilir: Subletal hasar, Letal hasar,

Potansiyel letal hasar

Subletal hasar diisiik LET’li IR’larin dolayli etkisiyle olusur. Absorbe edilen IR
hiicrelerde hasar olusturur ancak hiicre tamir mekanizmalarinin devreye girmesiyle
hiicre onarilabilir. Eger hiicreye IR uygulamaya devam edilirse hasar kiimiilatif olarak

birikir ve hiicre 6liimii gergeklesebilir.

Letal hasar yiiksek LET’li IR’larin dogrudan etkisiyle olusur. IR dozunun
yiiksek oldugu ve hiicresel onarim mekanizmalarinin yetersiz kaldig1 durumlarda ortaya

cikan, geri doniisiimsiiz ve hiicre dliimiiyle sonuclanan hasarlardir.

Potansiyel letal hasar uygulan IR hiicrede hasar olusturur. Hiicre 6liimii gevresel
etkenlere bagl olarak hiicresel ortamda meydana gelen degisiklerle ortaya ¢ikar. Eger
hiicre boliinmesi kisa slirede gerceklesirse hasar 6liimciildiir. Ancak boliinme gecikirse

hiicre hasar1 onarilabilmektedir (Y1lmaz, 2022).
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2.9.1. Radyasyonun hicre Uzerine biyolojik etkileri

Iyonize radyasyon direkt etki gostererek hiicrenin atomik yapisin1 bozup
kimyasal veya biyolojik degisikler olusturur. Indirekt etki gdstererek suyun hidrolizi
sonucu olusan reaktif oksijen tiirleri ile protein, niikleik asitler ve lipitlerin yapisimnin
bozulmas: ile hiicreye zarar verir (Manisaligil ve Yurt, 2018). Direkt etkide iyonize
radyasyon atom ya da molekiilden elektron koparir. Radyasyonun g¢arptigi noktada
molekiil iyonlasmasima bagli olarak DNA’nin yapisinda reaktif iki komsu parca olusur.
Ayrilan bu parcalar ayn1 molekiilii olusturmak i¢in birlesirse hasar olusmaz. Direkt etki
sonucunda DNA molekiiliindeki piiriin baglar1 agilabilir, fosfodiester baglar1 kopabilir
ve DNA sarmali izerinde tek ya da ¢ift zincir kiriklar1 gozlenebilir. Endirekt etki:
Radyasyonun vicutta bulunan molekilleri etkileyerek iyonize etmesi ve serbest
radikaller olusturmasidir. Olusan bu serbest radikallerin DNA’y1 etkilemesi endirekt
etkidir. Serbest radikalde bulunan ortaklanmamis tek elektron canli i¢in biiyiik tehlike
olusturabilir. Iyonizan partikiiller DNA ile tepkimeye girerler. Kimyasal baglar1 kirip
yapisal parcalanmalar olustururlar. Iyonize radyasyonun direkt etkisine kiyasla endirekt
etkisinde DNA hasar1 2 kat daha fazladir (Yeyin, 2015).

Radyasyon etkisi ile olusan serbest radikallerin bazlarimodifiye etmesi ve DNA
tek zincir kiriklart olusumu ile DNA hasar1 meydana gelir. Hicre igin radyasyonun
sebep olacagi en tehlikeli hasar DNA’da ¢ift zincir kiriklar1 olugsmasidir. DNA tek zincir
kiriklarinin ve baz modifikasyonu ile olusan hasarlarm biiylik bir kismi baz kesip-
¢ikarma tamir yolagi lizerinden tamir edilir. DNA’da goriilen tek zincir kirigi ¢ift zincir
kirigma gore daha fazla olmasina ragmen ¢ift zincir kiriklarinin onarima c¢ok zordur.
Kimyasal yapilarin DNA ile etkilesime ge¢cmesi sonucu olusan bu hasara cevap olarak
hiicre kendini onarabilir yasayabilir, onaramayip 6lebilir ya da mutasyon gergeklesebilir

(Bozkurt, 2013).
2.10. Apoptozisin Tanim ve Tarihcesi

Apoptozis bircok gen ile bagi olup hareketli, Yunancada yaprak dokiumi
anlamma gelmektedir (Aksit ve Bildik, 2008). Apoptozis enerji bagimli, spesifik

morfolojik Ozellikleri olan bir kimyasal bir mekanizmadir (Erdz ve ark., 2012). Apoptoz
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fizyolojik bir olay olup hiicrelerin korunmasi, gelisim ve yaglanma gibi hemostatik bir

mekanizmanin olusmasi i¢in meydana gelir (Giiles ve Eren., 2008).
2.11. Apoptotik Hiicrede Gozlenen Morfolojik Degisiklikler

Apoptoz gergeklesirken hiicrede birden fazla biyokimyasal ve morfolojik
degisiklikler meydana gelir. Hucre giderek kucullr, hiicrenin temel iskeleti dagilir ve
cekirdegi erimeye baslar. DNA yavas yavas par¢alanmaya baslar. Apoptoz gergeklesen
bir huicrede laminin ve aktin filamentlerinin kesilmesi ile stoplazma kigulur. Cekirdekte
yer alan temel proteinler parcalanir. Hicre kigulerek normal hicrelerden daha kolay
membran ile ¢evrilerek makrofajlarin taniyabilecegi bir hale gelir. Apoptik hucrelerin
membranindaki en 06zel degisim sitoplazmik yizeyde buluna negatif yikli
fosfotidilserinlerin hiicre zarinin dis kismina ¢ikmasidir. Hiicre zarinda sakli olarak
bulunan N-asetil glukozamin ve N,N-diasetilsitabroz molekileri ortaya ¢ikar ve
makrofajlar tarafindan kolayca tespit edilirler. Apoptotik yapidaki hiicreler sirecin
sonlarina dogru goriilmeye baslanan apoptotik cisimler hiicre iceriklerini i¢ine alan

membranla ¢evrili yapilar olarak ortaya ¢ikar (Giiles ve Eren., 2008).
2.12. Apoptozun Biyokimyasal Ozellikleri

Apoptotik hiicrelerde , proteinlerin bolinmesi ve c¢apraz baglanmasi, DNA
parcalanmasi, fagositik tanima gibi ¢esitli biyokimyasal olaylar gozlenir. Kaspazlar,
hiicrelerin ¢ogunda aktif formda olmayan bir proenzim seklinde yaygin olarak eksprese
edilir ve bir kez aktif hale geldigimde genellikle diger procaspazlar: aktif hale getirerek
bir proteaz kaskadinin baglatilmasina saglarlar. Baz1 procaspazlar ayrica toplanabilir ve
kendiliginden etkinlestirilebilir. Bir kaspazin baska kaspazlari aktif edebildigi bu
proteolitik kaskad, apoptotik sinyal yolaklarmni gii¢lendirir ve hizli bir sekilde hicre
olimine yol acar. Kaspazlar, sistein proteaz enzim ailesidir ve aspartik asitten sonra
gelen peptik bagini kirarlar. Hiicrede inaktiflerdir, yalnmiz proteolitik olarak birbirlerini
aktiflestirirler. 3 tiptirler baslaticilar (kaspaz-2,-8,-9,-10), efektorler veya yirattculer
(kaspaz-3,-6,-7) ve enflamatuar kaspazlar (kaspaz-1,-4,-5) olarak kategorize edilir.
Protein capraz baglanmasi, apoptotik hiicrelerin baska bir o6zelligidir ve doku
transglutazaminazin ekspresyonu ve aktivasyonu yoluyla elde edilir. Ca+2 ve Mg+2

bagimli endoniikleazlar tarafindan DNA pargalanmast da meydana gelir. Bu durumda
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180-200 baz c¢ifti DNA fragmanlariyla sonuglanir. Bagka bir biyokimyasal 6zelligi
komsu hiicreler tarafindan apoptotik hiicrelerin erken fagositik olarak taninmasiyla
sonuglanan hucre yiizeyinde olusan belirtegleridir. Komsu dokuya minumum diizeyde
zara vererek hizli fagositoza izin verir. Bu hiicrenin lipit ¢ift tabakasindaki normal ice
bakan fosfatidilserinin plazma zarinin dis tabakasindaki hareketiyle saglanir.
Fosfatidilserinin digsallastirilmasi, apoptotik hiicrenin dis kisminda fagosit hiicreler igin
iyl bilinen bir tanima ligand1 olmasma ragmen son arastirmalar apoptotik hiicre
temizlenmesi sirasinda diger proteinlerin de hiicre ylizeyinde aciga ¢iktigim
gostermistir. Bunlar Annexin [ ve calreticulini igerir. Annexin V fosfatidilserin
kalintilar1 ile gii¢lii ve spesifik olarak etkilesime giren ve apoptozun saglanmasi i¢in
kullanilabilen bir rekombinant fosfatidilserin baglayici proteindir. Calreticulin, yutan
hiicrede LDL reseptorii ile ilgili bir proteine baglanan ve bir tanima sinyali olarak
fosfatidilserin ile birlikte ¢alistigi 6ne siiriilen bir proteindir. Yapiskan glikoprotein,
trombospondin-1, aktive edilmis mikrovaskiiler endotel hiicrelerinin dis kisminda
eksprese edilebilir ve CD36, kaspaz-3 gibi proteazlar ve baska proteinlerle beraber

reseptor aracili apoptozu indukler (Elmore, 2007).
2.13. Apoptoz’da Rol Oynayan Diizenleyici Molekiiller

Programli hiicre Olimiiniin ger¢eklesmesinde birgok molekiil gorev alir.
Apoptozun diizenli sekilde ¢alismasinda Bcl-2, kalsiyum, kaspazlar, p53, sitokrom-c
proteinleri ile ¢ok sayida mitokondri gérev almaktadir. Kalsiyum hiicrenin 6lumd
sliresince gorev alan 6nemli bir elementtir. Kalsiyum tepkime siiresince kimyasallarin

aktivasyonundan sorumludur (Dagdeviren, 2021).

-Bcl-2 Ailesi: Dis mitokontriyal zar, endoklazmik retikulum ve nikleer zarda
bulunan zar baglayict bir proteindir (Ulukaya, 2003). Hdcrelerin apoptoza gidip
gitmeyecegi Bcl-2 ailesi tarafindan belirlenir. Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) gen ailesinin
bir ksim1 apoptozu indiiklerken bir diger kismi baskilar. Bcl-2 gen ailesinin birbirine zit
iki farkli grupta toplanir. Bu gruplar proapoptotik {iyeler ve antiapoptotik {iyeler olmak
iizere ikiye ayrilir. Proapoptotik proteinlerin ¢ok oldugu hiicrelerde hiicre apoptoza
egilimli iken antiapoptotik proteinlerin yogun oldugu hiicrelerde hiicre apoptoza ¢ok
fazla egilim gostermez. Proapoptotik iiyeler arasinda BAD, BAX, BIK, BIM, PUMA,

NOXA ve BAK proteinleri yer alir. Bu proteinler hticrenin sitozoliinde bulunur.
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Sitokrom-c proteini ve AIF (Apoptoz indiikleyici faktor) salinimini arttirarak apoptozu
indlkler. Antiapoptotikler arasinda ise BCL-2, BCL-XL, BCL-W ve MCL-1 yer alr.
Bu proteinler mitokondriyal dig membraninda, endoklazmik retikiilimde ve ¢ekirdek
zarinda bulunur. Por olusumundan sorumlu olup iyon transportunu diizenlerler.
Hicredeki kalsiyum iyonu miktarmni denetlerler. Kaspazlar igin énct form olan AIF ve
sitokrom-c proteininin salinimini engelleyerek apoptozun oniine gecer (Dagdeviren,
2021).

-p53: Hiicrede DNA hasar1 oluistugunda devreye girip hiicreye DNA onarimi
icin firsat veren bir transkripsiyon etkenidir. Olusan hasar kendini onaramayacak
durumda ise BAX, Apoptotik Proteaz Aktive Edici Faktor-1 (APAF-1) ve FAS
yapimini arttirtp BCL-2ve BCL-XL’yi baskilayip apoptozu indiikler.

-Fas (Cd95-Apo-1): Fas 24 uyeli TNF reseptor ailesindendir. Bagisiklik
sisteminde hiicre 6liminden sorumlu olan Fas hiicre reseptori sitotoksik T hicreleri ve
naturel Killer hiicreleri iizerinde yer alir. Fas proteini hiicre yizeyinde kendi reseptoriine
baglanir ve reseptor trimerizasyonunu saglar. Aktif hale gelen reseptorler FADD
reseptor molekull ile birlesir. Fas reseptorlerinin karboksil ucuna yaki 80 aminoasitlik

bolgenin uyarilmasiyla prokaspazlar aktive olur ve apoptoz baslar (Dagdeviren, 2021).

-Kaspaz Ailesi: Sistein proteaz grubunda yer alan enzimlerdir ve aspartik asitten
sonraki peptid bagmi kirarlar. Apoptozun baslatilmasinda onemli role sahiptirler.
Kaspaz mekanizmasi ii¢ farkli hruba ayrilir. Ilk olarak baslatic1 kaspazlar (kaspaz
2,8,9,10), ikinci olarak efektdr kaspazlar (3,6,7) ve son olarak inflamatuar kaspazlar
(1,4,5,11,12,13,14). Apoptotik siiregte Oliim sinyalini veren baslatict kaspazlardir.
Hicrenin blsbitin o6limiinden sorumlu degillerdir. Baslatici kaspazlar hiicrenin
olimiinii gergeklestirecek molekillerin aktif hale gelmesini saglar. Hiicrenin tamamen
olimiinde basrol alan effektor kaspaz grubudur. Baslatici kaspazlar kendilerini aktive
edebilirler. Efektor kaspaz proteinleri baslatici kaspazlar trafindan aktive edilir.
Kaspazlar DNA’nin tamiri ve replikasyonu i¢in ihtiya¢c duyulan enzimleri inaktif hale
hetirirler. Hiicre iskeleti proteinlerini keserek hiicre zarmin disa dogru ¢ikint1 yapmasina

neden olurlar (Dagdeviren, 2021).
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2.14. Apoptozisin Mekanizmasi

Apoptoz mekanizmalari, enerji ile olan molekiiler boyutta ger¢eklesen karmasik
bir siiregtir. Yapilan calismalar apoptozun iki ana yolla gergeklestigini ortaya
cikarmistir. BU iki ana yol instrinsik (mitokondriyal) ve ekstrinsik yoldur. Ayrica T-
hiicresi aracili sitotoksisite ve hiicrenin perforin-granzima bagli olarak dldurulmesini
iceren baska bir yol vardir. Perforin/granzim yolu, granzim B veya granzim A yoluyla
apoptozu indiikleyebilir. Ekstrinsik, intrinsik ve granzim B yollar1 ayni terminalde
yliriitme yoluyla birlesir. Bu yol kaspaz-3 iin boliinmesiyle baslar ve DNA
fragmantasyonu, hucre iskeleti ve niikleer proteinlerin bozulmasi, proteinlerin gapraz
baglanmasi, apoptotik cisimlerin olusumu, fagositik hiicre reseptorleri i¢cin ligandlarin
ekspresyonu ve son olarak fagositik hiicreler tarafindan alimi ile sonuglanir. Granzim A
yolu tek sarmalli DNA hasar1 yolu ile paralel, kaspazdan bagimli olmadan bir hiicre
0lim yolunu aktif hale getirir (Elmore, 2007).

Intrinsik (i¢) mitokondriyal yol Bcl-2 ailesi iiyeleri tarafindan diizenlenir.
Saglikl hiicrelerde antiapoptotik Bcl-2 ailesi iiyeleri Bax/Bak mekanizmasini baskilar.
Bcl-2’nin Bax’a orani apoptotik uyaranin yasamsal mi 6liimciil mii devam edecegini
belirler. Cesitli nedenler DNA hasarma sebep olabilir. Bu durum sonucunda bazi
proteinler ve genler aktif hale gelir. Aktivasyondan sonra mitokondri membrani
Uzerinde yer alan Bax ailesini uyararak mitokondri zarinin gegirgenligini degistirir.
Kalsiyum, hidrojen ve bazi proteinler sitozole geger. Sitozole gecen sitokrom-c APAF
ile birleserek prokaspaz 9 a baglanir ve onu aktiflestirir. Aktif kaspaz 9 kaspaz
kaskadmni aktifleyerek apoptozun olusmasini saglar (Gokhan ve ark., 2020).

Ekstrinsik yol tehlikeli hiicrelerin ortadan kaldirilmasi i¢in Tiimo6r Nekroz Faktor
Reseptort (TNFR) slper ailesine ait hiicre yiizey 6lum reseptorleri (death receptors
,DR) o&liim ligandlarim1 tamr. Oliim ligandlar1 ile oliim reseptdrleri arasindaki
etkilesimle oldukg¢a spesifik protein-protein baglantilar1 olugmaktadir. Bu baglanti
apoptozun indiksiyonu igin sinyalin hiicrenin yiizey kismindan hiicrenin i¢ine dogru

iletilmesinde 6nemli rol oynar (Gokhanve ark., 2020).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Van Yiiziincii Y1l Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya

Anabilim Dali mevcut kurulu olan Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarinda yapilmustir.
3.1. Geregler
3.1.1. Kullanilan hiicre serileri

Calismada renal epitelyal (NRK-52E (ATCC® CRL-1571™) hiicreleri

kullanilmastir.

Tablo 1. NRK-52E hucre dizisinin genel dzellikleri.

NRK-52E Hiuicre dizisinin genel 6zellikleri

Organizma Rattus norvegicus

Doku Bdbrek epitelyal

Morfoloji Diizensiz sekilli, genellikle yuvarlak

Yizey Yapisan hicreler

Tlmorjenik Hayir

Besi yeri DMEM high glukoz, %10 FBS, %1 L-Glutamin, %1
Besi yeri haftada 2-3 defa

Pasaj Metodu 0.25% trypsin, 0.02% EDTA

Ayirma orani 1:3-1:4

Biyoguvenlik 1
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3.1.2. Kullanilan alet ve malzemeler

Hucre kulturd icin

Alet/malzeme

Azot tanki

Buzdolabi (+4 °C)

Derin dondurucu (-20 °C)

Derin dondurucu (-80 °C)

Cryovial tupler

Falkon tupler

Otomatik Pipetler

Pipet uglar1

Ependorf tiipler

Sogutmali santrifiij

Distile su cihazi

Flask

Marka

MRC

Profilo

Indesit

Sanyo

Corning

incorporated

BIOLOGIX

Eppendorf

BIOLOGIX

Ependorf

Universal

Merck

SPL

20

Model

5 litrelik

Profilo

Indesit

Sanyo

430659 (2 m!’lik)

15, 50 ml’ lik

10, 100, 200, 1000 pI’lik

10, 100, 200 ve 1000 pl’lik

683965 (1.5 ml’lik)

320R

Millipore Direct-Q 3 UV

75, 25 cm?



Hassas terazi

Laminar kabin

Kronometre

Inkiibator

Inverted (ters) Mikroskop

Thoma lami1

Portup

Su banyosu

Radwag

Biobasafety cabinet

Elabscience

ESCO

Nikon

MARIENFELD

ISOLAB

MRC

MTT canlilik testi ve doz belirlenmesi icin

Alet/malzeme

ELISA cihazi

Kiltir Plaklar:

Otomotik Pipetler

Pipet uclar1

Ependorf tipler

Marka

Anthos-Zenyth

Costar 96’11k

Eppendorf

BIOLOGIX

Ependorf

21

220.R2

BSC-L300

Elabscience

CellCultureCO2Incubator

ECLIPSE TS100

0,0025mm?’lik

Plastik

WBO-100

Model

200 rt

3599

10, 100, 200, 1000 pI’lik

(10, 100, 200 ve 1000 pl’lik )

683965 (1.5 ml)



Falkon tupler PPL 15, 50 ml’lik

Sogutmali santrifiij Universal 320R

Distile su cihazi Merck Millipore Direct-Q 3 UV
Flask SPL 75, 25 cm?

Hassas terazi Radwag 220.R2

Laminar kabin Biobasafety cabinet BSC-L300

Kronometre Elabscience Elabscience

Inkiibator ESCO CellCulture CO2 Incubator
Inverted (ters) Mikroskop Nikon ECLIPSE TS100

Thoma lami1 MARIENFELD 0,0025mm?’lik

Portiip ISOLAB Plastik

Fotograf makinasi CMEX DC. 5000C
Karistirici-Vorteks Yellowline TTS2
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Hiicre orneklerinin toplanmasti icin

Alet/malzeme

Azot tanki

Buzdolabi (+4 °C)

Derin dondurucu (-20 °C)

Derin dondurucu (-80 °C)

Cryovial tupler

Otomotik Pipetler

Pipet uglar1

Ependorf tiip

Sogutmali santrifiij

Distile su cihazi

Flask

Hassas terazi

Marka

MRC

Profilo

Indesit

Sanyo

Corning

incorporated

Eppendorf

BIOLOGIX

Ependorf

Universal

Merck

SPL

Radwag

23

5 L’lik

Profilo

Indesit

Sanyo

430659 ( 2 m!’lik)

10, 100, 200, 1000 pI’lik

10,100, 200 ve 1000 ul’lik

683965 (1,5 ul’lik)

320R

Millipore Direct-Q 3 UV

75, 25 cm?

220.R2



Laminar kabin

Kronometre

Inkiibator

Inverted (ters) Mikroskop

Thoma lami

Portup

Su banyosu

Karistirici-Vorteks

Biyokimsal analizler icin

Alet/malzeme

Falkon tupler

Kiltir Plaklar:

Otomotik Pipetler

Pipet uclar1

Biobasafety cabinet

Elabscience

ESCO

Nikon

MARIENFELD

ISOLAB

MRC

Yellowline

Marka

SPL

Costar 96’11k

Eppendorf

BIOLOGIX

24

BSC-L300

Elabscience

CellCultureCO2Incubator

ECLIPSE TS100

0,0025mm?’lik

Plastik

WBO-100

TTS?2

Model

15, 50 ml’ lik

3599

10, 100, 200, 1000 pI’lik

10, 100, 200 ve 1000
ul’lik



Ependorf tlipler

Sogutmali santrifiij

Distile su cihazi

Hassas terazi

Kronometre

Karistirici-Vorteks

Genetik analizler icin

Alet/malzeme

Otomotik Pipetler

Pipet uclar1

Falkon tupler

Ependorf tiipler

Sogutmali santriftij

Kronometre

Ependorf

Universal

Merck

Radwag

Elabscience

Yellowline

Marka

Eppendorf

BIOLOGIX

SPL

Ependorf

Universal

Elabscience

25

683965 (1.5 mI’lik)

320R

Millipore Direct-Q 3 UV

220.R2

Elabscience

TTS?2

Model

10, 100, 200, 1000 pl’lik

10, 100, 200 ve 1000
ul’lik

15, 50 ml’ lik

683965 (1.5 ml’lik)

320R

Elabscience



Karistirici-Vorteks

RT-PCR

Yellowline TTS 2

Rotor Gene RotorGene BioDrop

3.1.3. Kullanilan kimyasal maddeler

Hucre kulturd igin

Kimyasal madde

Dimetilsulfoksit (DMSO)

FBS

PBS (pH: 7,4)

L-Glutamin

Penisilin-Streptomisin

Etil alkol (%96)

Tripsin-EDTA(%0,25 %0,1)

DMEM High Glikoz

Ham’s F12 with L-glutamin

Marka

AppliChem Panreac

Capricorn Scientific

Sigma (Ca™ ve Mg"*

icermeyen)

Capricorn Scientific
(200mM 100ml)

Capricorn Scientific (100x)

Sigma

Capricorn Scientific

Capricorn Scientific

Capricorn Scientific

26

Katalog no

A3672,0250

FBS-12B

P4417

GLN-B

PS-B

Sigma

TRY-1B

DMEM-HA

HAM-12-A



MTT canlilik testi ve doz belirlenmesi igin

Kimyasal madde Marka Katalog no
Dimetilsulfoksit(DMSO) AppliChem Panreac A3672,0250
FBS Capricorn Scientific FBS-12B
PBS (pH: 7,4) Sigma P4417
L-Glutamin Capricorn Scientific (200mM 100ml) GLN-B
Penisilin-Streptomisin Capricorn Scientific (100x) PS-B

Etil alkol (%96) Sigma Sigma
Tripsin-EDTA(%0,25 %0,1)  Capricorn Scientific TRY-1B
DMEM High Glikoz Capricorn Scientific DMEM-HA
Ham’s F12 with L-glutamin ~ Capricorn Scientific HAM-12-A
Thiazoly Blue Tetrazolium Sigma M56555-1G
Bromide (MTT)

Vitamin A Palmitat Sigma-Aldrich PHR1235-1G
Vitamin D Kolekalsiferol Sigma-Aldrich PHR1237-500MG
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Vitamin E Alfa Tocoferol

Vitamin C Askorbik Asit

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Hiicre orneklerinin toplanmasi igin

Kimyasal madde

FBS

PBS (pH: 7,4)

L-Glutamin

Penisilin-Streptomisin

Etil alkol (%96)

Tripsin-EDTA(%0,25 %0,1)

DMEM High Glikoz

Ham’s F12 with L-glutamin

Marka

Capricorn Scientific

Sigma

Capricorn Scientific (200mM 100ml)

Capricorn Scientific (100x)

Sigma

Capricorn Scientific

Capricorn Scientific

Capricorn Scientific

28

PHR1031-500MG

PHR1008-2G

Katalog no

FBS-12B

P4417

GLN-B

PS-B

Sigma

TRY-1B

DMEM-HA

HAM-12-A



Biyokimsal analizler igin

Kimyasal madde

Kaspaz 3 geni

Kaspaz 8 geni

Kaspaz 9 geni

RNA izolasyonu igin

Kimyasal madde

Trizol Reagent

PBS

Kloroform

Izopropil Alkol

Etil Alkol (%75,soguk)

Diethylpyrocarbonate

DEPC’li su

Marka

Shangai LZ biotech Co., Ltd

Shangai LZ biotech Co., Ltd

Shangai LZ biotech Co., Ltd

Marka

Thermo-Scientific

Sigma

Sigma

Merck marka

Merck

Sigma

Katalog no

YHBO0311Ra

YHB1249Ra

YHBO0312Ra

Katalog no

1029608

P4417-50TAB

24216-2,5L,R

109634

100986.2500

1609-47-8

%0,1 konsantrasyonda. 100 ml steril distile su (dH20)’ya

0,1 ml DEPC eklendi. Bu soliisyon oda sicakliginda 1 saat
bekletildi, ardindan otoklanip sogutuldu (15 dakika, 100°C)
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Agaroz jel elektroforezi igin

Kimyasal madde Marka Katalog no
Borik asit Vivantis PR 0607
Tris baz Vivantis PR 0612
EDTA Vivantis PC 0706

10XTBE solisyon (pH:7,5)  Tris baz (54 gr ), borik asit (27,5) ve 20 ml EDTA (0,5 M)

steril distile suda ¢oziilerek 1 litreye tamamlanmistir.

Agaroz Vivantis PC 0701

% 1’lik agaroz 1 gr agaroz, 100 ml 1XTBE igerisinde mikro dalga firin
yardimiyla eritilerek hazirlandi. igerisine 2,5 pl Etidyum

bromiir karilistirildi.

Etidyum Bromdir Invitrogen 15585-011

Brom fenol mavisi Amresco 115-39-9

Komplementer DNA (cDNA) izolasyonu

Kimyasal madde Marka Katalog no
cDNA sentez kiti GeneAll HyperScriptFirst ~ Strand 601-005
Syntesis
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Gergek zamanlh PZR (RT-PCR)

Reaksiyon tamponu, enzim, dNTP, MgCl. karisim halinde Biotium marka Fast-
Plus Eva Green master kit kullanilmistir. Kitin iceriginde Eva Green boyasi ve enzim
olarak Cheetah Tag DNA polimeraz bulunmaktadir. Kullanilan ekspresyon primerleri

asagida yer almaktadir.

Tablo 2. Ekspresyon analizinde kullanilan primerler.

Primer Kaspaz -3 rat F: 5-ATGGCCCTGAAATACGAAGTC

R: 5-GTTCCACTGTCTGTCTCAATACC

Primer Kaspaz -8 rat F: 5-GAAAGCAATCTGTCCTTCCT

R: 5-ATGACCCTCTTCTCCATCTC

Primer Kaspaz -9 rat F: 5- GATCCAGAAGCTGTTACACC

R: 5- CTTCACTACTTTCTGCTCCT

Primer Bcl-2 rat F: 5- GTGGTGGAGGAACTCTTCAG

R: 5'- GTTCCACAAAGGCATCCCAG

Kontrol Primer (G6PDH) | F: 5-AGG GCT GCT TTT AAC TCT GGT

rat

R:5'-CCC CACTTG ATT TTG GAG GGA

3.2. YOntem

3.2.1. Hucre kulttra

Calisma materyali olarak NRKS52-E bobrek hiicre serisi kullanildi. NRK52-E
hicreleri; 37°C, %5 CO2 ve %95 nem igeren ortamda, %10 FBS, %1 L-Glutamin ve %1
penisilin/streptomisin DMEM high glukoz besi yeri (medyum) ortaminda ¢ogaltilip
calismada kullanildi. Calismada iyonize radyasyon dozu belirlemek i¢in 6’lik pleytlere,
kuyucuk basina 10° hiicre, TQ konsantrasyonunu belirlemek icin ise 96°lik kuyucuklara
kuyucuk basina 7.5x10* hiicre ve ¢alisma gruplari igin ise 25 cm? flasklara flask basma

10° hiicre ekimi yapildi. Ekimden sonra hiicrelerin yapigmast i¢in bir gece inkiibe edildi.
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Inkiibasyondan sonra hiicrelerin iizerindeki medyumlar atilarak ¢alisma gruplarma gore

yeni medyum i¢inde ¢aligma gruplarina gore uygulamalar gergeklestirildi.

Cahigma gruplari; Kontrol, Iyonize Radyasyon, Timokinon, Timokinon+ Iyonize

Radyasyon ve Iyonize Rdyasyon+Timokinon olmak iizere 5 grup olarak belirlendi.

3.2.2. [lIyonize radyasyon ile bobrek hiicre hatlarinda (NRKS52-E)

sitotoksisite olusturulmasi ve TQ uygulamasi

Calismada uygulanacak olan iyonize radyasyon ve timokinonun uygun
konsantrasyonlar1 hazirlandi. Bobrek hiicre hattina uygulanacak olan iyonize radyasyon
dozlar1 literatiir esas alinarak uygulandi (Szymczyk ve ark., 2004). Yapilan MTT
sonuclarma gore 24 saat sonunda Iyonize Radyasyon gruplarma 18 Gy iyonize
radyasyon uygulandi. Isinlamalar, Cobalt-60 Teleterapi cihazinda, gamma radyasyonu
verilerek gerceklestirildi. Hiicreler flasklarin tabaninda bulundugu icin, build-up
bolgesindeki doz diislistinden dolay1r 1 cm’lik boluslar kullanildi, flask igindeki sivi
dikkate almarak 1sin es merkezi uygun derinlige yerlestirilerek iyonize radyasyon

uygulandu.

Yapilan MTT canlilik testi sonunda proliferasyonu maksimum oranda artiran TQ

konsantrasyonu kullanild1.
3.2.3. Komet assay

Tek hicreli jel elektroforezi veya "Comet Assay" teknigi hiicre diizeyinde DNA
hasarin1 saptamak ve miktarmi belirlemek icin uygulanan hizli ve hassas bir floresan
mikroskobik yontemdir. Calismada toplanan hiicre komet protokoline gore jelle kaph
lamlarin istiinde uygulanarak yaymasi saglanir. Hazirlanan lamlar elektroforez
yonteminde yirGtulir. Olusan DNA hasarina gore DNA’lar yiritilir. Komet testi
olarak isimlendirilmesinin nedeni, hasarli DNA’larin hasar biiyilikliigiine gore yliriimesi
ve mikroskopta boyandiginda hasarli kismin kuyruk seklinde goriintiilenmesidir.
Hazirlanan lamlar DNA hasar1 ve olusturdugu kuyruk momentinin incelenmesi igin,
floresan mikroskopta incelendi ve lamlarm tiim bolgesini teskil edecek sekilde her

birinde yaklasik 30 hiicresinin yer aldig1 6 adet fotograf alindi. Alinan bu goriintiilerden
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% DNA Hasar1 ve % Kuyruk Momenti Olgiimleri, image J programi kullanilarak
hesaplandi (Sekil 1). Elde edilen 6l¢iim degerlerinin istatistik olarak analizi yapildi.

Imagel —
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
O oz« &t N Ao @] vevjse| 4|8 |~

Magnifying glass (or use "+" and "-" keys)

Input files Browse

Output directory Browse
C:\Users\Osm...sktop\DENEME
Output file name

comets_2020_0220_ 111451

Comet finding

Background correction

Head finding

(® Auto
(O Profile analysis

() Brigthest region

Sekil 1. imaje J programi kullanilarak Comet 8l¢iim degerlerinin elde edilmesi.
3.2.4. cDNA sentezi ve Real Time-PCR

gRT-PCR’da gen ekspresyonlarinin saptanmasi amaciyla Syber Green Master
Kit kullanildi. Apoptozis mekanizmasi i¢in Bcl-2, Caspase 3, 8, 9 gen ekspresyonlar1
arastirildi.  Ekpsresyon analizlerinde kontrol geni olarak gliseraldehit fosfat
dehidrogenaz (GAPDH) kullanildi. Her bir 6rnek 3 bagimsiz tekrar ile tekrarlandi ve bir
CT (cycle treshold) amplifikasyonlarm logaritmik fazinin baslangici itibariyle

belirlendi. Ekspresyon diizeyini belirlemede 224 analiz formilii kullanilda.
3.2.5. Istatistik analiz

Bobrek hiicre hattinda iyonize radyasyon sonucu olusan sitotoksiteyi belirlemek
ve bu sitotoksisite sonucu olusan genotoksik hasar, apoptozise karst timokinon

uygulamasinin etkilerinin komet assay ve gRT- PCR yodntemiyle belirlemesi amaciyla
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yapilan bu ¢alismanin Ornek genisligini hesaplamada, her degisken i¢in Power (Testin
Glicii) en az 0,80 ve 1. Tip Hata 0,05 almarak belirlenmistir. Calismamizdaki
tanimlayici istatistikler; medyan, ortalama, standart sapma, minimum ve maksimum
olarak ifade edilmistir. Calismadaki Olgim ortalamalarinin  normal dagilip
dagilmadigma Shapiro-Wilk testi (n<50) ile bakilmis ve degiskenlerin gruplarmn bir
kismmin 6l¢iim degerlerinin normal dagilmadigindan dolayr Nonparametrik testler
uygulanmustir. Olgiimlerin Gruplara gore karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis H testi
hesaplanmis ve farkli gruplar belirlemede ise Bonferroni Diizeltmeli Post-Hoc (Coklu)
Karsilastirma Testleri kullanilmistir. Gruplarda ayr1 olmak {izere, 6l¢iimler arasindaki
iliskiyi belirlemede Spearman Korelasyon katsayilar1 hesaplanmistir. Hesaplamalarda
istatistik anlamlilik diizeyi (o) %35 olarak alinmis ve hesaplamalar i¢cin SPSS (IBM
SPSS for Windows, Ver.24) istatistik paket programi kullanilmastir.
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4. BULGULAR

1.MTT Bulgulan
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% canlilik
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Sekil 2. Farkli konsantrasyonlarda TQ uygulanmis hiicrelerin MTT canlilik testi

sonugclart.

Iyonize radyasonun neden oldugu, molekiiler diizeydeki hasar1 azaltacak veya
onleyecek TQ konsantrasyonun bulmak i¢in hiicrelere 24 saat boyunca farkli
konsantrasyonda TQ uygulandi. Uygulama sonunda, kontrol grubu %100 canli kabul
edilerek, yapilan MTT sonucunda 5 ve 10 uM konsantrasyonlarmin hiicre canliligini
artirdigi, 10 pM’dan sonrakilerin ise artan bir sekilde sitotoksik etki gosterdigi ve hiicre
proliferasyonunu azaltigi tespit edildi. Bu sonuglara gore, hiicre proliferasyonun
maksimum oranda artiracak en iyi TQ konsantrasyonun yaklasik %20 oraninda arttiran
10 uM konsantrasyon olarak tespit edildi. Belirlenen 10 uM TQ konsantrasyonu faydali

doz olarak ¢alisma gruplarina uygulandi.
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Sekil 3. Farkli dozlarda iyonize radyasyon uygulanmis NRK-52-E hiicrelerine ¢aligma

gruplarinin ait 24 saat sonundaki MTT canlilik testi sonuglari.

Kontrol; iyonize radyasyon uygulanmayan TQ; iyonize radyasyon
uygulanmayan sadece timokinon verilen, RD; sadece iyonize radyasyon uygulanan,
RD+TQ; iyonize radyasyon uygulandiktan sonra timokinon verilen, TQ+RD;
timokinon verilip iyonize radyasyon uygulanan grup

Calisma gruplarina uygulanacak ve hiicre dliimiine neden olabilecek iyonize
radayasyon dozunu bulmak icin hiicrelere farkli dozlarda iyonize radyasyon uygulandi.
Bu uygulamadan 24 saat sonra MTT canlilik testi yapildi. Canlilik testi sonuglarina gore
iyonize radyasyon verilen gruplardan 6, 8 vel0 Gy iyonize radyasyon verilen tim
gruplarda % 20-40 arasinda degisen oranlarda bir hiicre proliferasyon artis1 tespit edildi.
18 Gy iyonize radyasyon verilen R ve RD+TQ gruplarinda hiicre canliligmi % 20-25
oraninda TQ+ RD grubunda ise yaklagik olarak %15 oraninda azaldig: tespit edildi. Bu
sonuglara gore, hicre o6limine neden olabilecek ve molekiler duzeyde hasar
olusturabilecek konsantrasyonun 18 Gy olabilecegi tespit edildi ve ¢aligma gruplarina

zararli doz olarak bu doz uygulandi.
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Sekil 4. Farkli dozlarda iyonize radyasyon uygulanmis NRK-52-E hiicrelerine ¢alisma

gruplarinin ait 72 saat sonundaki MTT canlilik testi sonuglar.

Calisma gruplarma uygulanacak ve hiicre 6liimiine neden olabilecek iyonize
radayasyon dozunu bulmak icin hiicrelere farkli dozlarda iyonize radyasyon uygulandi.
Bu uygulamadan 72 saat sonra MTT canlilik testi yapildi. Canlilik testi sonuglarina gore
6 ve 8 Gy iyonize radyasyon verilen grupta hicre proliferasyonu %15-20 oraninda
azalirken 10,14 ve 18 Gy verilen guplarda yaklasik %40 oraninda azaldig: tespit edildi.
TQ radyasyon uzerindeki etkilerine bakildiginda 6 ve 8 Gy’de RD+TQ yaklasik %15-20
oraninda hiicre ¢ogaldigi, 10 Gy de ise %S5 artis tespit edildi. TQ+RD grubunda ise 6 ve
8 Gy’de %10-15 oranida hiicre proliferasyonunda artis tespit edildi. Bu sonuglara gore,
hucre olimune neden olabilecek ve molekiilere diizeyde hasar olusturabilecek
konsantrasyonun 10 Gy olabilecegi tespit edildi ve ¢alisma gruplarina zararli doz olarak

bu doz uygulandi.
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2- Comet Assay Bulgular

Tablo 3. Gruplara gére DNA hasar1 ve kuyruk momenti dl¢iim degerlerinin tanimlayici

istatistikleri ve karsilastirma sonuglar.

24 saat 72 saat
N | Mean +S.D. *p. Mean + S.D. *p.
DNA Kontrol |6 |20.985+1.757¢ | <005 |22.217+25199 |<005
Hasar1 TQ 6 |18.277+1.455¢ 19.509 + 2.274 ¢
RD 6 |52.359+3.5852 59.668 + 1.972 2
RD+TQ |6 |[35.131+1.221° 39.715 + 4.897 P
TQ+RD |6 |31.029+2.475°¢ 35.189 + 2.894 ©

Kuyruk Kontrol | 6 7.328 £1.982°¢ <005 6.993 +1.378°¢ <005

Momenti | TQ 6 |6.086+1430° 6.595 + 1.557 ©
RD 6 |36.046+4.080° 41513 +3.293°
RD+TQ |6 |20.235+2.373° 17.216 +2.318°
TQ+RD |6 |17.802+3.430" 15.678 + 2.646 °

Kruskal-Wallis Test; a, b, ¢, d: Gruplar arasi fark: gosterir (Bonferroni Post-Hoc
Test); S.D.: Standart Deviation; N: Gruplarm her birinde yaklasik 30 hiicresinin yer

aldig1 6 adet fotograftaki hiicrelerin 6l¢ctim degerlerinin ortalamasini ifade etmektedir.

Gruplara gore DNA hasar1 ve kuyruk momenti dl¢iim degerlerinin tanimlayici
istatistikleri Tablo 3’de verilmisti. DNA Hasar1 ve Kuyruk Momenti bakimindan
gruplar arasinda istatistik olarak anlamli farkliliklar gozlenmistir (p<<0.05). Buna gore,
24 saat i¢in, DNA Hasar1 6l¢iim degerlerinin, kontrol ile TQ gruplarinin 6lg¢iimleri
arasmnda fark bulunamamustir (p>0.05). Ek olarak, kontrol ve TQ gruplar1 ile RD,
RD+TQ ve TQ+RD gruplar1 arasinda anlamli farkliliklar tespit edilmistir(p<0.05).
Kuyruk momenti Olgiimlerine bakildiginda kontrol ve TQ gruplart ile RD+TQ ve

TQ+RD o6lglimleri arasinda fark bulunamamistir (p>0.05). Buna ragmen kontrol ve TQ
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gruplar1 ile RD, RD+TQ ve TQ+RD gruplar1 arasinda istatistiki olarak anlamli
farkliliklar tespit edilmistir (p<0.05).

72 saat DNA hasar1 sonuglarma bakildiginda, kontrol ve TQ gruplarinmn 6l¢iim
degerleri arasinda farklilik gozlenmezken (p>0.05); diger gruplar arasinda istatistik
olarak anlamli farklilik tespit edilmistir (p<0.05). Ayrica, 72 saat kuyruk momenti
analiz sonuclarmna bakildiginda, Kontrol ve TQ gruplar1 arasinda bir farklilik
goriilmemistir (p>0.05). Aynmi sekilde, RD+TQ ve TQ+RD gruplar1 arasinda da bir
farklilik gozlenmemistir (p>0.05). Ancak, RD grubunun diger gruplardan istatistik
olarak anlamli seviyede yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0.05).

Tablo 4. Gruplara gore DNA hasar1 ve kuyruk momenti 6lglim degerleri arasindaki
iliski.

IDNA Hasan
Kontrol TQ RD RD+TQ TQ+RD
b saat Kuyruk R 0.600 [0.029  0.886*  [0.086 [0.543
Momenti 5y 208 .97  [0.019 0.872  [0.266
- saat Kuyruk R 0.072 0357  0.842*  [0.844 |-0.086

Momenti |y cs 10524 0.028 0313 0.944

r: Spearman's tho korelasyon katsayisi.
**p<0.01

Tablo 4’te, Gruplara gore DNA Hasar1 ve Kuyruk Momenti 6l¢iim degerleri
arasidaki iliski hesaplanmistir. Buna gore, 24 ve 72. Saat i¢in RD grubundaki DNA
hasar1 ile kuyruk momenti arasinda istatistiki olarak anlamli bir korelasyon ya da iligki
tespit edilmistir (p<0.01). Bu korelasyon pozitif yonlidir. Yani RD grubunda DNA
hasar1 arttikga hem 24 hem de 72. saat de kuyruk momenti de artmaktadir.

24. ve 72. Saatte RD gruplar1 disinda diger gruplarda DNA hasar1 ve kuyruk

momenti arasinda istatistik olarak anlamli bir iliski tespit edilmemistir (p>0.01).
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3- Real Time- PCR sonuglari

Tablo 5. Gruplara gore Kaspaz 3, 8, 9 ve Bcl-2 genlerinin 6lglim degerlerinin

tanimlayici istatistikleri ve kargilastirma sonuglart.

24 saat 72 saat
Grup N | Mean+S.D. *p. Mean + S.D. *p.
Kaspaz3 |Kontrol |3 |1.0002+0.000% |0.009 | 1.000+0.000* |0.015
TQ 3 ]0.463+0.017° 0.765+0.006°
RD 3 |0.314+0.026°¢ 0.844 + 0.009"
RD+TQ |3 |0.268+0.009¢ 0.597 + 0.096"
TQ+RD |3 |0.243+0.010¢ 0.344 +0.008¢
Kaspaz 8 | Kontrol |3 [1.000+0.000% |0.019 | 1.000 +0.000° 0.015
TQ 3 |0.539+0.035° 1.257+ 0.009°
RD 3 | 0.389+0.018° 1.705 + 0.008°
RD+TQ |3 | 0.387+0.012°¢ 0.977+ 0.005¢
TQ+RD |3 | 0.425+0.028°¢ 0.776 + 0.007¢
Kaspaz9 | Kontrol |3 |1.000+0.000° |0.009 | 1.000+0.000° |0.015
TQ 3 |0.423+0.022° 1.485 + 0.008°
RD 3 [0.393+£0.012° 0.165+ 0.008°
RD+TQ |3 |0.197 +0.007° 0.544 + 0.006°
TQ+RD |3 |0.239 +0.033¢ 0.329 + 0.009¢
Bcl-2 Kontrol |3 [1.000+0.000*° |0.012 |1.000 % 0.000° 0.015
TQ 3 |0.536+0.022° 1.143+ 0.008"
RD 3 |0.307 +0.006° 0.687 + 0.007¢
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RD+TQ |3 |0.135+0.011¢ 0.988 + 0.005¢

TQ+RD |3 0.139 + 0.006¢ 1.396 + 0.019°

*p<0.05; Kruskal-Wallis Test; a, b, c: Gruplar aras1 farki gosterir (Bonferroni
Post-Hoc Test); S.D.: Standart Deviation; N: Tekrar sayisin1 gostermektedir.

Gruplara gore Kaspaz 3, 8, 9 ve Bcl-2 genlerinin 6l¢iim degerlerinin tanimlayici

istatistikleri Tablo 5’te verilmistir.

24 saat analiz sonuglarina gore;Kaspaz 3 kontrol , TQ ve RD arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark tespit edilirken (p<0.05), RD+TQ ve TQ+RD arasinda anlamli fark
bulunamamistir (p>0.05).Kaspaz 8 Ol¢iimiine bakildiginda kontrol ve TQ ve RD
gruplar1 arasinda anlaml fark tespit edilmistir (p<0.05). Buna ragmen RD, RD+TQ ve
TQ+RD arasinda anlamli fark bulunamamustir (p>0.05). Kaspaz 9 6lciiminde kontrole
gore TQ, RD, RD+TQ ve TQ+RD istatistiksel olarak anlaml1 fark tespit edilmistir
(p<0.05). Bcl-2 kontrole gore TQ, RD, RD+TQ gruplar1 arasinda anlamli fark tespit
edilmistir (p<0.05).

72 saat analiz sonuglarmma goére; Kaspaz 3 kontrol grubuna gére TQ, RD,
RD+TQ,TQ+RD gruplar1 arasinda anlamli olarak istatistiksel olarak anlamh fark tespit
edilmistir (p<0.05). Kaspaz 8’in 6l¢iim degerlerine bakildiginda;kontrol ile TQ, RD
arasinda istatistiksel olarak anlaml fark tespit edilirken (p<0.05), RD+TQ ve TQ+RD
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0.05). Kaspaz 9 ve
Bcl-2 o6lguimlerine bakiliginda; kontrol ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark tespit edilmistir(p<0.05).
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5. TARTISMA VE SONUC

Iyonize radyasyon, DNA’da yaptig1 hasarm sonucu olarak hiicre dliimiine sebep
olmaktadir. Bundan dolayi, hiicresel metabolizma isleyisi bozulur, hiicresel yaslanma,
cesitli diizeylerde molekiiler yikim ve birgogu hayati 6neme sahip organlarda doku ve
hiicre hasar1 olusur (Halliwell, 1994; Ofluoglu, 2007). Programli hiicre 6liimii olarak da
bilinen apoptozis, olduk¢a karmasik ve kompleks molekiiler kaskat olaylarini
icermektedir. Bir hiicrenin apoptozise ya da nekrozise gidip gitmeyeceginde radyasyon,
sicaklik, hipoksi, sitotoksik etkili ilaglar gibi cesitli zararli uyarilarin tipi de oldukca
onem arz etmektedir. Kaspaz 3, Kaspaz 8, Kaspaz 9 genleri apoptotik yolakta etkinligi
olan proteinlerden iken, Bcl-2 geninin ise apoptozisi diizenleyici proteinlerden oldugu
bilinmektedir (Kaya ve ark., 2012). Bununla birlikte, iyonize radyasyon sonucu olugan
serbest radikallerin olusumu ve uzaklastirilmas: viicutta hassas bir sekilde kontrol
edilmektedir. Bu molekiillerin olusum hizi ve yok edilme hizi arasindaki denge
bozulmadig siire boyunca organizma ya da hiicre bundan etkilenmemektedir. Bu denge
bozuldugunda, oksidanlarin arttigi veya antioksidanlarn yetersiz kaldigi durumlarda

oksidatif stres meydana gelmektedir (Halliwell, 1994., Ofluoglu, 2007).

Szymczyk ve ark. (2004), MC3T3-E; fare osteoblast hiicre hatti iizerine iyonize
radyasyonun etkisinin arastirildigi ¢alismada, iyonize radyasyon uygulamasindan 24
saat sonunda hiicre canliliginda ¢ok az azalmanin oldugu, o6zellikle yaptiklart MTT
canlilik testinde 15 Gy uygulanan yiiksek doz iyonize radyasyonun 24 saatin sonunda
hiicrede 6nemli bir degisikligin olmadigini, 30 Gy olarak uygulanan ylksek doz iyonize
radyasyonun ise, 24 saatin sonunda hiicre MTT aktivitesinde sadece %20 oraninda
azalmanin oldugunu tespit etmislerdir. Sunulan bu calismada ise, 24 saatin sonunda
MTT canlilik testinde ise, 10 Gy iyonize radyasyonun hiicre proliferasyonunu %40
oraninda, 14 Gy iyonize radyasyonun %25 oraninda artirdigi, ancak 18 Gy’lik bir
iyonize radyasyon uygulamasinin hiicre canliligmi yaklasik %25 oraninda azalttig
tespit edilmistir. Bu sebeple ¢aliyma gruplarina zararli doz olarak 18 Gy’lik doz
uygulandi. Szymczyk ve ark. (2004) tarafindan yapilan ¢aligmada yiiksek doz iyonize
radyasyonun 24 saatin sonunda in vitro calismalarda osteoblast hiicrelerinde 6liime
neden olmadig1 gostermistir. Bu durum, apoptotik yollarin iyonize radyasyonla aktive

edildigi bildirilen diger hiicre hatlariyla keskin bir tezat olusturmaktadwr (Hendry ve

42



West, 1997; Somosy, 2000; Alphonse ve ark., 2002). Bizim yaptigimiz ¢alismadaki
uygulanan yuksek doz iyonize radyasyonun 24 saatin sonundaki hicrelerde ekleyici bir
Oliime sebep olmamasi yoniinden, Szymczyk ve ark. (2004)’n1 desteklemektedir. Bu
bulguya dayanarak, isinlamanm etkilerinin hiicre tipine 0zgl ya da suresine gore
degisebilecegini ve NRK-52-E hiicre hattinin nekroz ya da apoptozdan kendini koruyan

spesifik 6zelliklere sahip olabilecegini gostermektedir.

Yapilan ¢calismalar radyasyona duyarl hiicrelerin hiicresel cevabini Kaspaz 3, 8,
9 yoluyla meydana getirdigini gostermektedir (Rudner ve ark., 2001a; Alphonse ve ark.,
2002). Bununla birlikte, Bcl-2 geninin ise, mitokondriyal ve endoplazmik retikulum
yoluyla radyasyonun meydana getirdigi bu apoptozisi engelledigi bildirilmektedir
(Annis ve ark., 2001; Rudner ve ark., 2001b).

Bizim ¢alismamizda, iyonize radyasyon uygulamasindan 24 saat sonra elde
edilen 6l¢tim degerlerinin istatistiki degerlerine bakildiginda, Kaspaz 3 kontrol ,TQ ve
RD arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilirken (p<0.05), RD+TQ ve
TQ+RD arasinda anlamli fark bulunamamistir (p>0.05). Kaspaz 8 Olcuimine
bakildiginda kontrol ve TQ ve RD gruplari arasmnda anlamli fark tespit edilmistir
(p<0.05). Buna ragmen RD, RD+TQ ve TQ+RD arasinda anlamli fark bulunamamistir
(p>0.05). Kaspaz 9 olciminde kontrole gore TQ, RD, RD+TQ ve TQ+RD istatistiksel
olarak anlaml fark tespit edilmistir (p<0.05). Bcl-2 kontrole gére TQ, RD, RD+TQ
gruplar1 arasinda anlaml fark tespit edilmistir (p<0.05). Bu durumda 24 saatlik iyonize
radyasyonda verilen TQ kaspaz 9 yolagim1 harekete gegirerek hiicreyi apoptoza
gOtlirmiistiir.72. saatte ise, kaspaz 8 hari¢ diger diger apoptotik yolaklar1 (kaspaz 3,9)
yani instrintik yolagi aktif hale getirdigi bunun yaninda Bcl-2 yolagini da etkilemistir.

Yapilan caligmalarda iyonize radyasyonun hiicrede DNA hasarina, hiicre
Oliimiine veya mutasyona neden oldugu bildirilmektedir (Calini ve ark., 2003; Olive,
1999). Iyonize radyasyon sonucu hiicre DNA’sinda meydana gelen hasarm tespit
edilmesinde Comet asay yontemi olduk¢a yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Bacova
ve ark., 2000; Garcia ve ark., 2011). Bu yontem sayesinde hlicrede meydana gelen
DNA hasarmin heterojenitesin yani sira kuyruk momenti de hesaplanabilmektedir
(Olive ark., 1990; Olive, 1999; Garcia ve ark., 2011). Sunulan bu calismada, Iyonize

radyasyonun NRK-52-E hiicre hatt1 {izerindeki DNA Hasar1 ve olusturdugu kuyruk
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momenti etkisi Comet assay yontemi ile incelenmistir. Daha sonra floresan mikroskopta
goruntuler elde edildi ve Imaje J programi kullanilarak DNA hasar1 ve Kuyruk momenti
Olgtim degerleri elde edildi. Elde edilen bu 6lgiim degerlerinin istatistik sonuglarina
bakildiginda, hem DNA Hasar1 hem de Kuyruk Momenti 6l¢iim degerlerinin her
ikisinde de, kontrol ile TQ gruplarinin 6l¢iimleri arasinda fark bulunmamistir (p>0.05).
Benzer sekilde RD+TQ ve TQ+RD gruplar1 arasinda fark bulunmamistir (p>0.05).
Ancak, RD grubu diger gruplardan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05). Bu
durum iyonize radyasyonun NRK-52-E hiicre hattinda DNA hasar1 meydana getirdigini,
cok giiclii bir antioksidan olan timokinonun ise, bu hasar1 engelledigi hatta bu hasari

diizenlemeye calistigini gostermektedir.

Antioksidan, antiinflamatuar etkileri, antikanser etkileri ve toksik ajanlarlar
Uzerine koruyucu etkisi oldugu olduk¢a yaygin bir sekilde bilinen timokinon in vivo ve
in vitro apoptotik ve oksidatif stres ¢alismalarinda olduk¢a yaygin kullanilan bir
antioksidandir (Woo ve ark., 2012). Bu ozelliklerinden dolayi, yapilan bu ¢alismada
iyonize radyasyonun zararh etkilerine kars1 antioksan madde olarak, MTT canlilik testi
yapilarak NRK-52-E hiicre hattindaki proliferasyonu artirici dozu (10 uM) belirlenerek
kullanilmistir.  Ozellikle Comet bulgularina bakildiginda, iyonize radyasyon
uygulanmasimdan 6nce ve sonra verilen timokinon’un hem DNA Hasar1 hem de Kuyruk

Momenti iizerinde olumlu yonde etkilerinin oldugu tespit edilmistir.

hFOB 1.19 insan osteoblast hiicre hatt1 {izerine iyonize radyasyonun etkisininde
TQ uygulamasmin DNA hasar1 apoptotik ve oksidatif stres {izerine etkisinin arastirildigi
calismada; apoptotik ve oksidatif stresi diizenleyici enzimleri etkiledigi, iyonize
radyasyon kaynakli DNA hasarina karst hem korunma hem de olusan hasarin
giderilmesi i¢in olumlu etkilere sahip oldugu, timokinon’un 24 saat gibi bir siirede bile
iyonize radyasyonun zararlh etkilerini azaltmaya basladig1 sonucuna varimistir (Y1lmaz

ve ark., 2021).

Sonug olarak, yiiksek doz iyonize radyasyon uygulamasmm 24 ve 72. saatin
sonunda NRK52-E hiicre hattinda DNA hasar1 ve apoptotik enzimleri Gzerine etKkili
oldugu, bununla birlikte, timokinon’un radyasyona bagli olusabilecek yan etkileri
azaltmada veya etkiler sonucu olusabilecek komplikasyonlar1 Onlemede etkili

olabilecegi kanisina varildi.
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	Çalışmada renal epitelyal (NRK-52E (ATCC® CRL-1571™) hücreleri kullanılmıştır.
	Tablo 1. NRK-52E hücre dizisinin genel özellikleri.

