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AMAGC

Deneysel ¢alismamizda radyasyonun biyolojik sistemlerde
neden oldugu genotoksik etkilere karsi, N-asetil-sisteinin
(NAS) koruyucu etkileri konvensiyonel sitogenetik yontem-
lerle (kromozom aberasyonu-CA, mitotik indeks-MI) amifos-
tinle (WR-2721) karsilagtirildi.

GEREC VE YONTEM

Co-60 cihazi ile 6 Gy tek doz tiim viicudu 1s1nlanan sigcanla-
rin femur-kemik ilikleri incelendi. Kontrol (K); radyasyon
(R); NAS; amifostin (WR-2721) R + NAS (R + NAS); R +
WR-2721 gruplarinda, esit sayida toplam 48 disi sican kulla-
nildi. R grubu yalniz radyasyon, R + WR-2721 grubuna rad-
yasyon dncesi WR-2721 (200 mg/kg, i.p.), R + NAS grubuna
NAS (1000 mg/kg, i.p.) verildi; 72 saat sonra tiim gruplarin
preperasyonu konvensiyonel sitogenetik yontemlerle hazirla-
narak incelendi.

BULGULAR

R grubunun ortalama CA degeri en yiiksek, MI degeri diisiik
olup; kontrol grubuna gore bu fark anlamliydr. R + NAS ve R
+ WR-2721 gruplarinda R grubuna gore hasar gostergeleri
daha diisiiktii; farklar istatistiksel olarak anlamliydi.

SONUC

Bu sonuglara gore, iyonize radyasyonun erken donemdeki
genotoksik etkilerine kars1 amifostin ve NAS’nin koruyucu
etkilerinin benzer oldugunu soylenebilir.

Anahtar sozciikler: N-asetilsistein; radyasyon hasar;; WR-2721.

OBJECTIVES

To evaluate the potential radioprotective effects of N-acetyl-
cysteine (NAC) against genocytotoxicity. As representative
of a clinically used radioprotector, the effect of WR-2721 was
compared with that of NAC using chromosomal aberration
(CA) and mitotic index (MI) in the irradiated rat’s femoral
bone marrow cells.

METHODS

The rats (n=48) were divided randomly and equally into six
groups as: Control (C), NAC (received 1000 mg/kg NAC),
WR-2721 (200 mg/kg WR-2721), Radiation (R, received irra-
diation), R + NAC (received irradiation and 1000 mg/kg
NAC), and R + WR-2721 (received irradiation and 200 mg/kg
WR-2721). All the irradiated groups received whole-body
gamma irradiation as a single dose of 6 Gy. At 72th hours, the
rats were sacrificed and bone marrow cells were bilaterally col-
lected from rats’ femur. Then, cytogenetic and cytotoxicity
tests were performed according to convantional methods.

RESULTS

Group R showed significantly higher CA and lower MI val-
ues when compared to C. R + NAC and R + WR-2721 groups
showed significantly lower CA and higher MI averages when
compared to R.

CONCLUSION

The results give clues about the beneficial effects of NAC
against radiation-induced genocytotoxicity.
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Iyonlastirici radyasyonun canlilarda olusturdu-
gu iyonizasyon biyolojik reaksiyonlar etkileyerek
fiziko-kimyasal degisikliklere neden olur. Bu etki-
lesimlerin ¢ok kisa bir siire i¢cinde (<1 sn) gergek-
lesmesine karsin, olusan genetik mutasyonlar,
kanserlesme ve hiicre oliimii gibi biyolojik sonug-
lar1; saatler, giinler, aylar hatta yillar icinde gozle-
nebilir."™

Iyonlastirici radyasyon canliy1 olusturan hiicre
ve dokular tarafindan absorbe edilir. Bu etkilesim
nedeniyle canli hiicrelerde serbest oksijen radikal-
leri (SOR) ve uyarilmis molekiiller olusur. Rad-
yasyon enerjisi biiylik oranda hiicrelerin yaklagik
%70’ini olusturan su molekiilleri tarafindan ab-
sorblanir. Olusan hidroksil ve hidrojen radikalleri
(genel adiyla SOR), oksidatif stresin artmasina ne-
den olarak biyolojik ag¢idan onemli hedef mole-
kiillerle (DNA, lipit, enzim, vb.) reaksiyona girer
ve biyolojik hasarlara yol acar."**

Iyonize radyasyon mutasyon frekansinda bir
artisa neden olur. Kromozomal degisimlerin bir
cogu DNA zincirinde meydana gelen ani kiriklar-
dan olusur. Iyonize radyasyonlar, DNA zinciri bo-
yunca niikleotidlerin ayrigsmasina neden olabilir.
DNA’nin olusumu esnasinda, bir bazin iyonlagma-
st sonucu, yanlig baglanmis ¢iftler (guanin-timin
veya adenin-sitozin gibi) olusabilir. Bunun sonu-
cunda, genetik sifrede kalitsal degisiklikler olu-
sur.¥

Radyasyon hasar1 sonugta, kromozomal diizey-
de kirilma, birbirine yapisma, kenetlenme ve kiv-
rilmalara yol acabilir. Kromozom kiriklar1 yeni-
den organize olabilir, ayn1 kalabilir veya bir bagka
kromozomla birlegebilir. Tiim bu sonuglar mutas-
yonla sonuglanabilir veya daha da ileri giderek
hiicrenin 6liimiine yol agabilir.”

Bu calismada, Co-60 cihaziyla 6 Gy tiim viicut
1s1nlamasina maruz birakilan sicanlarda olugabi-
lecek genotoksik etkiler, sitogenetik yontemler
kullanilarak (kromozom aberasyonu-CA, mitotik
indeks-MI) arastirildi. N-asetil-L-sistein (NAS)
uygulanarak radyokoruyucu etkisi incelenmis ve
ayrica referans radyokoruyucu olarak klinik kul-
lanimda olan amifostin (WR-2721) ile karsilasti-
rildi.
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GEREC VE YONTEM

Caligmada agirliklar1 200-250 g arasinda yetig-
kin (2,5-3 aylik) rastgele secilmis 48 adet disi si1-
can (Wistar Albino), Gaziantep Universitesi Tip
Fakiiltesi Etik Kurulundan alinan izinle kullanildi.
Calismanin basinda deney ve kontrol gruplarini
olusturmak amaciyla hayvanlar rastgele alt1 esit
gruba boliindii (n=8). Birinci grup kontrol grubu
(K) olarak belirlenerek serum fizyolojik (i.p.) en-
jekte edildi. Ikinci (NAS) ve iiciincii (WR-2721)
gruplari, sirasiyla 1000 mg/kg NAS (300 mg N-
asetil-L-sistein, asist ampul, Hiisnli Arsan Hag, Is-
tanbul) ve 200 mg/kg amifostin (500 mg amifosti-
ne, Ethyol flakon, Er-Kim Ilac, Istanbul) (i.p.) uy-
gulanarak olusturuldu. Dordiincii grup (R) ise se-
rum fizyolojik (i.p.) uygulamasindan 15 dk sonra
6 Gy tiim viicut radyasyon uygulamasina maruz
birakildi. Besinci (R+NAS) ve altinci
(R+WR2721) gruplarina radyasyon uygulamasin-
dan 15 dk 6nce sirastyla 1000 mg/kg NAS ve 200
mg/kg amifostin (i.p.) uygulandi. Radyasyon Co-
60 teleterapi cihazi (Shandong Xinhua SCC-
8000F, China) kullanilarak 80 cm SSD ve 1,80
Gy/dk doz hiziyla verildi.

Radyasyon uygulamasindan 72 saat sonra ke-
mik ilikleri tiim gruplarin femurlarindan izole
edildi. Kromozom preparasyonlarinin hazirlanma-
st ve sitogenetik analiz i¢in kromozom eldesi 3 ml
RPMI 1640 i¢inde toplanan sican femur kemik ili-
&1 orneklerinden konvensiyonel direkt preprasyon
yontemi ile gerceklestirildi. Elde edilen kemik ili-
&1 hiicreleri hipotonik soliisyon (0,075 M KCl) ile
islem gordiikten (37 °C’de 30 dk.) sonra 1000 de-
virde 10 dakika santrifiij edilerek 5 kez metanol:
glasial asetik asit (3:1) ile fikse edildi. Son fiksas-
yondan sonra elde edilen hiicre pelletleri temiz
lamlara damlatilarak %10’luk Giemsa (pH 6,8
Gurr tamponlu) ile boyandi. Hazirlanan preparat-
lar 151k mikroskobunda kromozomal aberasyonla-
rin belirlenmesi i¢in incelendi. Her si¢an basina en
az 4242 kromozom bulunan 1000 metafaz, kro-
mozom ve kromatid gap ve kiriklarin varlig1 baki-
mindan degerlendirildi.

Tiim verilerin istatistiksel analizlerinde tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Grup-
lar arasinda fark olup olmadig1 Tukey HSD Post-
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Tablo 1

Kontrol ve deney gruplarina ait kromozom aberasyonu (CA) ve mitotik indeks (Ml) bulgulari

Degiskenler K NAS WR-2721 R R + NAS R + WR-2721
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

CA 0,0£0,0b*d* 2,75+0,89a*b* 3,35+0,89a*b* 6,3%1,16a*c*d* 3,0£0,73a*b* 4,0£0,74a*b*ct

Ml 71,5%2,16b%c+df  61,75+3,65a+ b*  64,75+4,62 a+ b*  21,1£3,69 a* c* d* = 32,92+44,87 a*b*c*d*  36,33+3,49 a*b*c*d*

K: Kontrol grubu; R: Radyasyon grubu; NAS: NAS uygulanan grup; WR-2721: WR-2721 uygulanan grup; R+NAS: NAS uygulanarak radyasyona maruz birakilan grup;
R+WR2721: Amifostin uygulanarak radyasyona maruz birakilan grup; a: K grubu ile yapilan karsilastirma; b: R grubu ile yapilan karsilagtirma; c: NAS grubu ile yapilan
kargilagtirma; d: WR-2721 grubu ile yapilan karsilastirma; *p<0,0001, $p<0,05, +p<0,01. Istatistiksel olarak anlamli olmayan karilastirmalar tabloda gosterilmemistir. Degerler

ortalama =+ s.d. olarak verilmistir.

Hoc testi ile belirlendi. SPSS (v 11.5, Lead Tech-
nologies, Inc., USA) programi1 kullanildi.

BULGULAR

Tiim gruplardan elde edilen CA ve MI degerle-
ri ortalama + standart sapma (S.D.) olarak sunul-
mustur (Tablo 1).

Kromozom Aberasyonu: Elde edilen sonuglara
gore CA degerleri karsilastirildiginda, kontrol
grubu degeri diger gruplardan istatistiksel olarak

anlamli derecede farkliydi (p<0,0001) (Tablo 1,
Sekil 1). R grubunun ortalama CA degeri ise tiim
gruplardan daha yiiksek olup fark anlamliydi
(p<0,0001). Ayrica NAS grubunun ortalama CA
degeri R grubuna ve R+WR-2721 grubuna gore
daha diisiiktii (sirastyla p<0,0001 ve p<0,05).
WR-2721 grubunun CA degeri ise R grubundan
daha diistiktii (p<0,0001). R+NAS ve R+WR-
2721 ve diger gruplar arasi diger karsilastirmalar-
da istatistiksel anlamli fark bulunmadi.
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Sekil 1. Kromozom aberasyonu (CA). K: Kontrol; R: Radyasyon; NAS: N-asetil-sistein; WR-2721:
WR-2721; R+NAS: NAS+radyasyon; R+WR2721: Amifostin+radyasyon gruplari. a: K grubuy-
la, b: R grubuyla, c: NAS grubuyla, d: WR-2721 grubuyla yapilan karsilastirma; *p<0,0001,

1p<0,05, +p <0,01. Degerler ortalama * s.d.
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Mitotik Indeks: Hiicre siklusu kinetiklerini gos-
teren MI sonuglar1 Tablo 1 ve Sekil 2’de gosteril-
mistir. R, R+NAS, R+WR-2721 gruplarinin kemik
iligi hiicresi MI degerleri K grubuna goére anlaml
olarak azalmist1 (p<0,0001). Ayn1 zamanda K gru-
bunun degeri NAS ve WR-2721 gruplarindan da
yiiksekti (p<0,01). R grubunun MI degeri ise tiim
gruplardan daha diisiik olup fark anlamliyd:
(p<0,0001). Ayrica NAS grubunun MI degeri rad-
yasyon verilen R, R+NAS ve R+WR-2721 grupla-
rindan daha yiiksekti (p<0,0001); K grubuna gore
ise daha diismiistii (p<0.01). WR-2721 grubunun
MI degeri R, R+NAS ve R+WR-2721 gruplarin-
dan daha yiiksekti (p<0,0001), ama K grubuna go-
re ise gorece daha diismiistii (p<0,05). R+NAS ve
R+WR-2721 ve diger gruplar arasi diger karsilas-
tirmalarda istatistiksel anlamli fark bulunmada.

TARTISMA

Iyonize edici radyasyon kanser tedavisinde ha-
len en etkili aractir. Hiicrenin iyonizan radyasyona

yanitt DNA onarim yollarinin aktivasyonu ve hiic-
re dongiisii denetimi ve bunu izleyen onarim veya
hiicre 6liimii siirecini icerir (mitotik/klonojenik
oliim ya da apopitozis)."! DNA cift kiriklar1 (Do-
uble Strand Break=DSB) biitiin organizmalarda
genetik degisimin yaygin mediatorii olup, mutas-
yon, rekombinasyon, kromozom aberasyon ve
hiicre 6liimiine yol agar.!"* DNA c¢ift kiriklarinin
dogru islenmesi/onarimindaki basarisizlik genetik
bilginin delesyonu ya da insersiyonu, nokta mu-
tasyonlarinda artig, kromozomlarda kay1p, dupli-
kasyon, translokasyon, kopmalar ve mikronukleus
olusumu seklinde gozlenebilir."'"

Kromozomlar major komponenti DNA olan
genetik materyalin subselliiler yapilaridir. Kromo-
zomlar c¢iftler halinde bulunur ve kromozom c¢ift-
lerindeki ayni1 lokalizasyonu kaplayan alanlara ho-
molog genler veya alleller denir. Alleller aras1 ge-
netik materyalin (DNA) transferi bir dereceye ka-
dar normal kabul edilir ve bir¢ok spontan mutas-
yonun temelidir. Radyasyon ise ¢ift zincir kirikla-
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Sekil 2. Kontrol ve deney gruplarina ait kromozom aberasyonu (CA) ve mitotik indeks (MI) bul-
gulari. K: Kontrol; R: Radyasyon; NAS: N-asetil-sistein;, WR2721: WR-2721; R+NAS:
NAS+radyasyon, R+WR-2721: Amifostin+radyasyon gruplari. a: K grubuyla, b: R grubuyla, c:
NAS grubuyla, d: WR-2721 grubuyla yapilan karsilagtirma; *p<0,0001, 1p<0,05, +p <0,01.

Degerler ortalama * s.d.
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rina neden olarak bu degisimlerin sikligin1 arttira-
bilir. Ayrica radyasyon kromozom kiriklarinin ser-
best parcalar1 ve aberan sekildeki formlar ile ya-
pisal aberasyonlara neden olabilir."""' Son yillarda
biyolojik hasarlarin saptanmasinda en yaygin se-
kilde kullanilan iki analiz yonteminden birisi iyo-
nize radyasyonlara has kromozom hasarlarinin ta-
yini ile biyolojik dozun hesaplanmasina imkan ve-
ren kromozom aberasyon (CA) analizidir."""*'* Bu
calismada CA yontemi ve yani sira gegerli sitoge-
netik yontemlerden biri olan MI kullaniimstir.

NAS’nin kromozom diizeyinde arastirilan ha-
sardan koruyucu etkisi klinikte kullanilan referans
radyokoruyucu olan WR-2721 ile karsilagtirtlmis-
tir. Gama radyasyona maruz birakilan grupta bek-
lendigi gibi hasarin gostergesi olarak CA degeri
en yiiksek, MI degeri en diisiik olup, kontrol gru-
buna gore bu fark anlamliydi. NAS ve WR-2721
uygulanarak radyasyon verilen gruplarda ise kon-
trole gore degerler farkli olmakla birlikte, R gru-
buna gore hasar gostergeleri daha diisiiktii ve fark-
lar istatistiksel olarak anlamliydi. Ayni1 zamanda
yalniz radyokoruyucu verilen (NAS ve WR-2721)
gruplarda gozlenen kontrol grubuna gore farklifa
karsin, bu ajanlarin kemik iligi hiicreleri iizerine
koruyucu etkilerin varligi R grubuyla karsilastiril-
diginda istatistiksel anlamli sekilde gozlenmisti.

Radyoterapide kullanilan radyokoruyucu man-
181 biiyiik 6lciide radyasyonun serbest radikaller
ile yaptig1 hasara dayanmaktadir. Yapilan arastir-
malar artmis oksidatif radikallerin baskilanmasi
yada GSH gibi temel anti-oksidanlarin desteklen-
mesiyle, radyasyonun kalic1 veya gecici hasarlari-
nin azalabildigini ortaya koymustur.”

Bircok radyokoruyucu madde caligmasinda en
1yi koruyucu etkinin siilfiir iceren bilesiklerle ol-
dugu belirtilmistir. En ¢ok calisilan ajan aminothi-
ol (sistein, sistamin, WR-2721, glutatyon) bilesik-
leridir. Tiim bu bilgilerle, amifostin’in insanlar
icin en olas1 radyokoruyucu olarak klinik kulla-
nimdadir.">"">'" Ancak gerek doz kisitlayict tok-
sisitesi, gerekse pahal1 bir ila¢ olmasi klinikte kul-
lanimi giivenli ve diisiik maliyetli ila¢ arayisini
arttirmaktadir.

Oksidatif streste temel koruyucu rol glutatyo-
nundur. Glutatyon oksitadif stres enzimlerine kar-
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st deokside edici bir kofaktordiir. Canlilardaki ok-
sidatif stres temel olarak GSH nin azalmasi veya
onun prekiirsorii olan sisteinin azalmasi1 olarak
ifade edilebilir. NAS klinikte asetaminofen zehir-
lenmesinde olusan hepatik yetmezlik basta olmak
lizere oksidatif stresle iligkili doku hasarinin go-
riildiigii bircok hastalikta giivenle kullanilan mali-
yeti diisiik bir ajandir."*” NAS’nin hepatik nekro-
zu glutatyonu destekleyerek onledigi one siiriil-
mektedir. Meyer ve ark. oksidatif streste akciger
dokusunda glutatyon seviyesinin NAS ilavesiyle
attigimi ve oksidatif stres {izerine NAS nin etkin
olabilecegini gostermistir.”’ Ayrica NAS'nin, bazi
hayvan deneylerinde noronal hiicre 6liimiinii onle-
digi gosterilmistir.”"! Son yillarda preklinik hay-
van ¢alismalarinda NAS nin radyokoruyucu etkisi
biyokimyasal ve genetik diizeyde gosterilmeye
baglanmigtir.”>* Bu ¢alismamizda NAS’nin si¢an
kemik iliginde radyokoruyucu etkisi gdzlenmistir
ve bu etki referans aldigimiz WR-2721 ile aragtir-
mamiz kapsaminda benzer goriinmektedir.

Sonug olarak, ¢alismamiz radyasyona maruz
birakilan siganlarin femur kemik iliginden yapilan
Olclimlerde NAS’nin sitogenetik diizeyde yararli
etkisini gostermis olup radyokoruyucu etkisinin
amifostin ile karsilagtirilabilir oldugu sonucuna
ulagilmistir. NAS, klinikte diger alanlarda kullani-
lan ekonomik ve giivenilir bir ilagtir. Klinikte te-
davi edici radyasyonun hasarindan korumada kul-
lanilabilmesi i¢in daha genis kapsamli preklinik
ve klinik ¢aligmalara degecek bir ajan olarak go-
riinmektedir.
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